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ARTiCULO DE REVISION

Aspectos esenciales sobre las técnicas de fertilizacion
in vitro en bovinos

Essential aspects on in vitro fertilization techniques in cattle

Erika Salgado-Cruz', Ricaurte Lopera-Vasquez®?

RESUMEN

La produccion de embriones in vitro incluye un conjunto de técnicas utilizadas para
la multiplicacion en condiciones de laboratorio de lineas de animales genéticamente
superiores. Para la obtencion de embriones en el laboratorio se requieren diferentes
protocolos y equipos que simulen las condiciones naturales de desarrollo de los embrio-
nes en la madre, buscando lograr resultados eficientes. La produccion de embriones
consta de tres etapas, maduracion in vitro (MIV) de los ovocitos, fecundacion in vitro
(FIV) y cultivo in vitro (CIV) de los posibles cigotos, buscando obtener blastocistos de
calidad para una mayor eficiencia reproductiva y mejoramiento genético de los rebafios.

Palabras clave: maduracion in vitro, fertilizacion in vitro, capacitacion espermatica, cul-
tivo in vitro

ABSTRACT

In vitro embryo production includes several techniques for the multiplication of
genetically superior animal lines under laboratory conditions. To obtain embryos in the
laboratory, different protocols and equipment are required to simulate the natural
conditions of development of the embryos in the mother, seeking to achieve efficient
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results. Embryo production consists of three stages, in vitro maturation (IVM) of oocytes,
in vitro fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC) of possible zygotes, seeking to obtain a
higher blastocysts quality for greater reproductive efficiency and genetic improvement of

the herds.
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INTRODUCCION

La industria de la transferencia de em-
briones (TE) en bovinos fue establecida en
Estados Unidos a inicios de los afios 70 (Bo y
Mapletoft, 2013). En la actualidad, el creciente
campo de la TE permite considerarla como
la contraparte femenina de la inseminacion
artificial. En los ultimos 30 afios, la TE ha
sufrido avances importantes, en particular
gracias a la produccion in vitro de embrio-
nes, asi como en las técnicas de manejo
embrionario (Greve y Madison, 1991). La
técnica de produccion in vitro de embrio-
nes bovinos (PIVE), ademas de consolidar-
se como una de las técnicas de reproduccion
asistida mas exitosa en los ultimas décadas,
ha permitido el desarrollo de variantes técni-
cas, abriendo la posibilidad de utilizarse con
fines de investigacion (desarrollo embriona-
rio temprano, transgénesis y clonacion)
(Lonergan y Fair, 2014), en esquemas de
mejoramiento genético (Wuy Zan, 2012), en
el desarrollo de nuevas técnicas de reproduc-
cion asistida (Galli et al., 2003) (Mapletoft,
2013) y con propositos comerciales (Pontes
etal.,2011).

Exceptuando la recoleccion de los
gametos, la PIVE puede dividirse en tres pa-
sos esenciales: a) Maduracion in vitro b)
Fertilizacion in vitro, y c) Cultivo in vitro
(Galli y Lazzari, 1996). El objetivo de este
trabajo fue recopilar las técnicas mas utiliza-
das en cada uno de estos procedimientos,
ademas, de sugerir las técnicas de mejor pers-
pectiva.

ASPECTOS ESENCIALES EN TECNICAS

DE FERTILIZACION IN VITRO

Existen diversas técnicas quirirgicas y
no quirdrgicas de extraccion de gametos fe-
meninos en bovinos, basadas en técnicas
laparoscopicas o en técnicas guiadas por
ultrasonografia como la aspiracion folicular
guiada por ultrasonografia (OPU-por sus si-
glas en inglés) (Galli et al., 2001), asi como
de estructuras de animales procedentes de
matadero. Sin embargo, todas estas técnicas
se remiten a la extraccion del contenido de
los foliculos y la obtencidén de gametos
inmaduros (complejos cumulus-ovocito
COC’s) (Sutton et al., 2003) que permiten,
dado su estado fisiologico, obtener un mayor
nimero y mas homogeneidad en los proce-
sos. En el laboratorio, todos los procesos com-
parten soporte y técnicas con el cultivo celu-
lar que permite el uso de materiales y fungibles
para diversos usos.

La calidad de los ovocitos es esencial
en la eficiencia de la maduracion in vitro
(MIV), y esta relacionada desde su recolec-
cion por la cantidad y calidad de las células
del cumulus adyacentes, asi como por la ca-
lidad de su citoplasma (Boni et al., 2002). Lo
mas valorado en las células del cumulus es
su cantidad, considerando mas de cuatro ca-
pas como el numero adecuado, asi como su
posicion, la cual se busca que estén rodean-
do completamente la zona pelacida (Lourenco
et al., 2014). El citoplasma debe de presen-
tar homogeneidad en su coloracion marrén
(café), por lo que cambios en esa coloracion
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a tonalidades mas claras u oscuras, son cri-
terios de descarte asociados a picnosis y de-
generacion, entre otros (Wood y Wildt, 1997).
En base a estos conceptos morfologicos, en-
tidades como la Sociedad Internacional de
Transferencia Embrionaria (IETS), han es-
tablecido criterios de seleccion de COC’s cla-
sificados en cuatro grados (de [ a IV) (Cala-
do et al., 2001).

Maduracion in vitro (M1V)

La MIV es el proceso contiguo a la ex-
traccion de los COC’s y se considera el pro-
ceso mediante el cual los gametos femeninos
adquieren la competencia para ser fecunda-
dos (Lonergan y Fair, 2008). Esto se debe a
que los 6vulos recolectados proceden de
foliculos de poco desarrollo, en fases inicia-
les de la onda folicular, con tamarfios entre 2
y 8 mm (van Wagtendonk-de Leeuw, 2006).
Estos gametos, durante la M1V, logran finali-
zar su desarrollo y llegar al estadio de
Metafase dos (MII) (Voronina y Wessel,
2003), donde adquieren su competencia
citoplasmatica y genética, pasando desde la
reacomodacion de sus tiibulos hasta la pérdi-
da de un juego de cromosomas (haploides)
(Smetanina et al., 2014). Al ser un proceso
secuencial, el éxito de los procesos siguien-
tes (fecundacion y desarrollo embrionario)
depende en gran parte del desarrollo de los
ovocitos madurados in vitro (Sutton et al.,
2003).

En condiciones optimas, cerca del 95%
de los ovocitos puede alcanzar la madura-
cion y, de estos, cerca del 80% puede llegar
el estadio de dos células; sin embargo, me-
nos de la mitad (30-50%) alcanza al estado
blastocisto siete dias después de la fertiliza-
cion (Ferré et al., 2020). La eficacia de la
MIV puede verse afectada por factores como:
a) la recoleccion de los gametos, el método
de recoleccion de los COC'’s, b) la tempera-
tura del transporte, en donde temperaturas
demasiado altas o muy bajas afectan la com-
petencia ovocitaria, c) el tiempo de recolec-
cion y de transporte de los COC’s desde la
colecta al laboratorio, en donde tiempos muy
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altos de procesamiento afectan la viabilidad
de los COC’s, d) su estadio de desarrollo, en
donde 6vulos ya maduros ademas de ser in-
competentes para el proceso de MIV, afec-
tan el rendimiento del lote, e) el tiempo de
maduracion (22-24 horas), f) la composicion
del medio de maduracion y suplementos utili-
zados, y g) cambios en la osmolaridad, pH, y
uso de hormonas (Smetanina et al., 2014) o
aminoacidos (Bahrami ef al., 2019).

En la técnica de MIV existen otros fac-
tores que también deben considerarse: a) el
soporte fisico (placa, tubo), b) modo de colo-
cacion del método de cultivo (gota o pozo),
c) la adicion de aceite mineral, d) el numero
de COC’s por volumen de medio, y e) el
movimiento (Hatyrnaz ez al., 2018) Entre los
sistemas de cultivo para el desarrollo de la
MIV se destacan: a) el cerrado, en donde no
se permite el contacto directo con la atmods-
fera, mediante el uso de un recipiente her-
mético (mezcla de gases) (Orti et al., 2005)
y b) el abierto, que se realiza manteniendo un
intercambio gaseoso continuo (Smith y Ro-
cha, 2012). El primero se considera de los
mas antiguos y al no permitir el intercambio
gaseoso permanente, necesario para la ma-
duracion de los ovocitos, ha entrado en desu-
so, mientras que dentro del segundo grupo se
encuentran el sistema abierto como tal y el
recubierto (Gordon, 2003; Kocyigit, 2016).

En el sistema abierto se coloca el me-
dio de cultivo en un recipiente que esta en
contacto directo con la atmosfera (placas petri,
camaras de cultivo, tubos etc.); sin embargo,
la gran superficie de evaporacion puede ele-
var el sodio y por consiguiente la osmolaridad
(Gasperin et al., 2010). Por otro lado, en el
sistema recubierto se cubre el medio de cul-
tivo con aceite mineral para evitar la evapo-
racion del medio y permitir el intercambio
gaseoso, aunque el aceite mineral puede fa-
vorecer la absorcion de suplementos como
hormonas (Gordon, 2003). El éxito de la fe-
cundacion, division y desarrollo embrionario
presenta estricta relacion de la competencia
adquirida durante la MIV (Avery et al.,
2003).
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Los medios de soporte mas utilizados
para la maduracion in vitro son el KSOM
(Yanget al., 1994) y el TCM199 (Kim et al.,
1990), por su gran variedad de componentes
i6nicos y energéticos, que se correlacionan
con el éxito presentado en cultivos de células
en varias especies. La suplementacion de
estos medios de maduracion pasa por dife-
rentes sustancias en funcion del protocolo que
se esté implementando. Los principales su-
plementos en orden de importancia son el
suero fetal bovino (FCS), la albtimina sérica
bovina (BSA), factores de crecimiento (IGF
y EGF), y hormonas como FSH y LH
(Sanbuissho y Threlfall, 1990). Tras el pro-
ceso de maduracion, los aspectos de evalua-
cion morfologica mas evidentes son la ex-
pansion de las células del cumulus (Larsen
etal., 1991) y la expulsion del primer corpus-
culo polar confirmando el estado de Metafase
II (Ectors et al., 1995).

Fertilizacion In vitro (FIV)

Una vez transcurrido la M1V, los COC’s
entran en contacto con los espermatozoides
(fecundacion propiamente dicha) para la FIV
(Parrish, 2014). Este proceso engloba varios
eventos, relacionados con la manipulacion de
los gametos masculinos y femeninos. Entre
los eventos fisioldgicos que ocurren en este
periodo se encuentran la capacitacion y pe-
netracion de los espermatozoides, la union de
los gametos y la formacion de los pronucleos.
Un paso esencial es la seleccion de los
espermatozoides mas motiles y de mejor con-
dicién, en donde ademas se retiran sustan-
cias no deseadas en el sistema de cultivo
como diluyentes y crioprotectores (Liu et al.,
2013).

Entre las técnicas de seleccion esper-
matica mas usadas se encuentran las de mi-
gracion, como el Swim-Up (Liu et al., 2013),
y las de lavado selectivo de subpoblaciones a
través de centrifugacion de gradientes de
densidad como el Percoll® y el Bovipure®
(Samardzija et al., 2006). Si bien estas pre-
sentan diferentes fundamentos, ambas bus-
can los mismos objetivos (espermatozoides

motiles) (Arias ef al., 2017). Existen otras
técnicas reportadas menos usadas como la
migracion a través de columnas de acido
hialurénico (Witt et al., 2016), de moco cer-
vical (Galli et al., 1991) y de sustancias
adhesivas (fibra de vidrio) (Engel et al.,
2001).

El método de Swim-Up se basa en la
capacidad migratoria de los espermatozoides
por sus propios movimientos, y consiste en
colocar en el fondo de un tubo conico con
medio de seleccion espermatica (inclinacion
de 45°) el contenido de la pajilla descongela-
da, durante 1 ha 38-39 °C. Pasado ese tiem-
po se retira el sobrenadante para recuperar
los espermatozoides que se hayan desplaza-
do a la parte superior (Magdanz et al.,2019).

Los Gradientes de Densidad buscan
separar los espermatozoides motiles y via-
bles por medio de la sedimentacion-centri-
fugacion. Las células son sedimentadas en
un gradiente que se encuentra en equilibrio
equivalente con su propia densidad, lo que
permite que, mediante la centrifugacion, los
espermatozoides motiles y viables lleguen al
fondo del tubo conico formando un «pellet»,
actuando en forma de filtro para el plasma
seminal, células redondas, detritos
espermatozoides no motiles, diluyentes y
crioprotectores (Oliveira et al., 2012). Estos
gradientes pueden ser continuos (Ficoll) (Pa-
lomo et al., 1999) o discontinuos (Percoll®,
Bovipure®, Puresperm®) (Samardzija et al.,
2006). Los dos ultimos son a base de silicio
coloidal y generalmente se utilizan concen-
traciones de 45 y 90% o 30, 45 y 90%
(Garcia-Herreros y Leal, 2014), diluidas en
medios inertes o de capacitacion, y el tiempo
de centrifugacion es variable seglin el proto-
colo (5-20 min) (Arias et al.,2017). Los pro-
ductos mas usados para el lavado de
espermatozoides por gradientes discontinuos
son el Percoll®, PureSperm® y el Bovipure®
(Malvezzi et al., 2014; Arias et al., 2017).

El proceso de capacitacion espermatica

se desarrolla en condiciones fisiologicas
(Hunter, 2012), proceso que en condiciones
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in vitro se procura realizar durante la selec-
cion y fecundacion propiamente dicha
(Parrish, 2014). Este proceso favorece cam-
bios estructurales en el espermatozoide, me-
diado por sustancias llamadas «capacitantes)»
que promueven cambios estructurales y
bioquimicos que conducen la eliminacion de
componentes adheridos a la membrana del
espermatozoide, cambio de la composicion
lipidica de lamembrana espermatica, aumento
de la permeabilidad a los iones Ca**, cambio
en el pH interno y un incremento en la per-
meabilidad y metabolismo celular (Stival et
al., 2016) para lograr una correcta penetra-
ciony fusion al ovocito.

Entre los principales inductores de la
capacitacion espermatica en condiciones in
vitro se encuentran:

- Células del cumulus (mediante libera-
cion de hormonas esteroideas se induce
el flujo de calcio, se provoca activacion,
reaccion acrosdmica y quimiotaxis ha-
cia el ovocito) (Van Soom et al., 2002),

- ElMedio Tyrode’s libre de calcio (iones,
osmolaridad y pH permiten las modifi-
caciones de membrana para la entrada
de calcio) (Coy et al., 2002).

- La albumina sérica bovina (BSA) libre
de acidos grasos (a través de la elimina-
cion del colesterol y zinc, reduccion de
esteroles en las células y del nivel de los
fosfolipidos de la membrana) (Stewart-
Savage, 1993; Xia y Ren, 2009).

- Laheparinay otros glucosaminoglucanos
(GAG), donde la heparina es considera-
da el GAG mas potente para inducir la
capacitacion espermatica en bovinos
(Parrish, 2014) (se une a la membrana
mediante proteinas del plasma seminal,
reduciendo la actividad del calcio-
ATPasa, permitiendo la entrada de cal-
cio extracelular) (Leemans et al., 2019).

- Los aminoéacidos y catecolaminas
(hipotaurina, penicilamina y epinefrina
[PHE]) (Gongalve et al., 2014), que per-
miten mantener una buena motilidad
espermatica e incrementar las tasas de
penetracion del ovocito.
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- Los ionodforos de calcio que ayudan a
abrir los canales de calcio, y activan la
reaccion acrosomica (Pereira et al.,
2000; Stival et al.,2016).

- Lacafeina que favorece la hipermotilidad
espermatica, y presenta efecto sinérgico
con la heparina (Barakat et al., 2015).

Tras la seleccion espermatica se deter-
mina la concentracion, que permite conocer
y ajustar la cantidad de espermatozoides que
seran colocados con los ovocitos maduros.
El conteo se realiza con hemocitometro o
camara de Thoma (Anzar ef al., 2009), y el
ajuste suele realizarse a dosis que varian en-
tre 1y 6x10° espermatozoides/ml de medio
de fecundacion, dependiendo del protocolo
utilizado (Mohanty et al., 2018). Tras la adi-
cion de los espermatozoides al medio de
fertilizacion con los 6vulos previamente ubi-
cados, se consolida el cocultivo con los 6vulos
y espermatozoides en medio de fertilizacion,
por periodos entre 18 y 22 horas en ambiente
de alta humedad y protegidos de la luz
(Parrish et al., 1986).

Los sistemas para el desarrollo de la
FIV suelen ser similares a la MIV, permitien-
do ser abiertos o bajo aceite mineral, utilizan-
dose con mas frecuencia el recubierto y en
gotas (Martinez et al., 2017; Aravina et al.,
2019). Las gotas son mas utilizadas cuando
se usa semen sexado, al buscar optimizar el
numero de espermatozoides en funcion del
numero de ovocitos (Xu et al., 2006; An et al.,
2017; Hasegawa et al., 2014). Para el desa-
rrollo de la FIV se utilizan medios como el
TALP (Costa et al., 2010), el TCM-199 o el
SOF (Mastromonaco et al., 2004), los cuales
pueden ir suplementados por distintos com-
ponentes, como células oviductales (Yang et
al., 1994), células del cumulus (Chian et al.,
1995), BSA (libre de acidos grasos), heparina,
oPHE (Parrish, 2014; Kang et al., 2015).

Cultivo de Embriones
Trascurrido el tiempo de la fertilizacion,

los presuntos cigotos se retiran del medio de
la fertilizacion in vitro. En primer lugar, se
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retiran las células de cumulus adyacentes a
los presuntos cigotos y luego se les clasifi-
can. Finalmente, los cigotos denudados y los
de mejor calidad pasan al sistema de cultivo
(Cebrian-Serrano et al., 2013). La remocion
de las células del cumulus se puede realizar
a través de pipeteo fino, con el uso de
hialuronidasa, o a través de vortex (agitacion)
a los presuntos cigotos (Gordon, 2003). La
clasificacion de los presuntos cigotos se hace
siguiendo el criterio de clasificacion ovocitaria
para citoplasma, buscando eliminar estructu-
ras con citoplasmas claros u oscuros, en es-
tado de apoptosis o degenerados (Van Soom
et al.,2003).

El cultivo embrionario se puede definir
como el periodo en el cual se desarrollan las
estructuras desde presuntos cigotos hasta
blastocistos. Este periodo esta comprendido
entre el dia 1 y el dia 7 del desarrollo embrio-
nario. Este cultivo se puede desarrollar bajo
diferentes caracteristicas, que pueden diferir
en: a) soporte (placa de Petri, placa de cua-
tro pozos, en gotas), con o sin cobertura de
aceite mineral (Smith y Rocha, 2012), b)
medio (medio simple definido, semi-definido
indefinido, medios condicionados) (Lopera-
Vasquez et al., 2016), ¢) tipos de células
(cocultivo) (Cordova et al., 2014; Carvalho
etal.,2017).

El medio de cultivo es un aspecto fun-
damental en el cultivo embrionario, ya que
este debe proporcionar condiciones 6ptimas
para el desarrollo del embrion. El medio de
cultivo definido mas utilizado en bovinos es el
fluido oviductal sintético (SOF), que basa su
composicion en el fluido del oviducto bovino
y es considerado es uno de los que mejor ase-
meja las condiciones de cultivo en condicio-
nes fisiologicas (Holm et al., 1999). Sin em-
bargo, se han reportado cultivo de embriones
utilizando TCM199 (Kim et al., 1990),
KSOM (Liu y Foote, 1995) y CR1aa
(Rosenkrans et al., 1993).

En general, los medios estan compues-
tos por sales inorganicas (NaCl, KCl), fuen-
tes energéticas (glucosa, piruvato y lactato

de sodio), amortiguadores de pH (NaHCO,)
(Holm et al., 1999; Kim et al., 1990) y en
algunas oportunidades de fuentes proteicas
(suplementos) como la BSA (Palasz et al.,
2006) o FCS (Leivas et al., 2011). Segtn la
especificidad de los suplementos, se derivan
los términos indefinidos, semidefinidos (Kim
etal., 1993) y definidos (van der Valk et al.,
2010), descritos previamente, en donde los
cocultivos a través de las sustancias que se-
creta también pueden ser incluidos (Lopera-
Vasquez et al., 2016).

Los indefinidos usan sustancias altamen-
te inespecificas que contienen gran variedad
de otras sustancias como el FCS, que favo-
recen el crecimiento embrionario (Rizos et
al., 2003). Dentro de estos se incluyen los
cocultivos con células somaticas como célu-
las del cumulus (Thomas y Seidel, 1993),
células de la granulosa (Goto et al., 1994),
células del oviducto (Lopera-Vasquez et al.,
2016), células de higado de rata, y células
Vero (Gomez et al., 2008), para estimular el
desarrollo y la calidad de los embriones me-
diante mecanismos como la disminucion del
estrés oxidativo, hipoxia en el trasporte de
fluidos a través de la membrana, la estabili-
dad del pH, la accion surfactante, y acciones
como el reinicio de la meiosis (Cordova et
al.,2014). Ademas, se consideran herramien-
tas potentes para el estudio de mecanismos
fisiologicos en condiciones in vitro (Cordova
etal., 2013).

Suplementos como el FCS (Leivas et
al.,2011) y la BSA (Palasz et al., 2006) pre-
sentan buenos resultados de desarrollo em-
brionario, inclusive donde su uso alternado o
escalonado busca reducir el riesgo asociado
a cada uno de ellos (sistemas de cultivo en
«dos pasos») (Felmer et al., 2011).

Los sistemas definidos hacen referen-
cia al uso de sustancias altamente especifi-
cas como polimeros sintéticos como el
alcoholpolivinilico (PVA) y la polivinil-
pirrolidona (PVP), o algin tipo de BSA, o
factores de crecimiento IGF, EGF (Ahuma-
da et al., 2013) o hialunorato (Furnus ef al.,

Rev Inv Vet Peru 2020; 31(3): e17138



Técnicas de fertilizacion in vitro en bovinos

1998). Debido a falencias asociadas a inespe-
cificidad de los sistemas indefinidos, las in-
vestigaciones a nivel mundial avanzan en bus-
ca de retirar el FCS (Murillo et al., 2017),y
si bien algunos autores reportan menor efi-
ciencia de produccion, otros han observado
tasas similares de produccion de embriones
y diferencias metabolicas importantes entre
embriones cultivados con o sin estos compo-
nentes (Rizos et al., 2003).

La valoracion del desarrollo y la calidad
embrionaria son puntos algidos para conocer
la eficiencia y calidad de los sistemas de
maduracion, fecundacion y cultivo. Este se
puede realizar al dia 2 o 3 de haber realizado
la fertilizacion (estadios de 2-4 o0 mas célu-
las) denominado tasa de division o cleavage
(clivaje) (Van Soomet al., 2003),aldia506
(moérulas o mérulas compactas) denominado
prevision, y dia 7 (blastocistos) o desarrollo
embrionario (Maddox-Hyttell et al., 2003)
con el fin de producir y seleccionar los em-
briones con las mejores cualidades a transfe-
rir buscando obtener el mayor nimero de
gestaciones.

La calidad del embrion es un aspecto
importante que refleja la eficiencia y desa-
rrollo de los procesos embrionarios. Si bien
existen diversas formas de valorar la calidad
del embridn, la mas utilizada para este fin es
la morfologia (Van Soom et al., 2003), en
donde por su estadio de desarrollo y por las
caracteristicas de su apariencia, se clasifica
segun los criterios de la IETS (Rocha et al.,
2016). Entre los aspectos mas relevantes se
encuentra la simetria, la homogeneidad y la
coloracion de la estructura del embrion, al igual
que la coincidencia con el tiempo de desarro-
llo (Mapletoft, 2013). En este aspecto, las
fases mas tempranas presentan menores ta-
sas de prefiez en comparacion con fases de
desarrollo mas avanzadas; sin embargo, fa-
ses avanzadas como blastocistos eclosionando
o eclosionados, pueden ser mas sensibles a
cualquier cambio de ambiente en el transpor-
te o transferencia (Chimote et al., 2013).
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La calidad del embrién influye directa-
mente sobre las tasas de prefiez, donde se
observa 10% mas de prefieces con embrio-
nes en comparacion con un nivel de calidad
inmediatamente anterior (Pontes ez al., 2009).
La eficiencia de los niveles de prefiez des-
pués de la transferencia embrionaria puede
verse afectada por factores extrinsecos e in-
trinsecos. Los extrinsecos estan asociados a
factores externos a la receptora como bien-
estar del animal, medio ambiente, manejo
animal y alimentacion. Los intrinsecos se re-
lacionan con la fisiologia de la madre y del
embrion, en donde son relevantes el tamafio
del cuerpo luteo de la receptora, el desarrollo
y calidad del embrion, la eficiencia del semen
en la FIV y la dificultad de la transferencia
(Roper et al., 2018).

CONCLUSIONES

e Laproduccion de embriones in vitro es
un proceso multifactorial en donde ade-
mas de existir diversas técnicas para
cada paso, la eleccion de cada una de
estas debera ser cautelosa y basada en
resultados previos y condiciones de tra-
bajo, ya que de esta decision y aplica-
cion dependera el éxito o el fracaso de
la produccion de embriones.

e  Aspectos como la temperatura, atmos-
fera de gases, pH, medios, suplementos,
tipo de soporte, sistema de cultivo y tiem-
pos de incubacion, al igual que la destre-
za y el tipo de técnica a utilizar en cada
proceso afecta la eficiencia de la técni-
ca, el desarrollo de los embriones y la
posterior transferencia.

e  Factores externos al laboratorio como el
mismo proceso de recoleccion de ovocitos
o transferencia embrionaria, son determi-
nantes en la eficiencia de la técnica.
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