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Abstract
To evaluate the effect of a period of preincubation of 

bovine oocytes prior to the in vitro maturation (MIV), on 

the expansion (mucification) and on the rate of nuclear 

maturation, immature cumulus-oocyte complex (COC) 

were in vitro matured, with or without preincubation 

in a supplemented media for 6 hours (treatments Pre-

MIV and MIV, respectively). Once completed the MIV, 

cumulus-oocyte complex of the two treatments were 

evaluated to determine their nuclear maturation state, 

and were classified into one of four categories, depen-

ding on the expansion of their cumulus cells (mucifica-

tion). The results showed that there was no significant 

statistical difference between the average percentage 

of nuclear maturation between treatments, while, in the 

case of the cumulus expansion, statistical superiority 

was found for the pre-MIV treatment for the maximum 

expansion category. According to these results, we 

concluded that, under this experiment conditions, the 

preincubation prior to MIV has no effect on the rate of 

nuclear maturation of bovine oocytes; however, it has a 

favorable effect on COC expansion.

Key Words
In vitro Maturation, Nuclear Maturation, Mucification, 

Preincubation.

Autor
NEIL VÁSQUEZ ARAQUE  
Magíster en Reproducción de la Universidad de Antio-

quia. Actualmente se desempeña como docente de dedica-

ción exclusiva para la Facultad de Ciencias de la Universidad 

Nacional de Colombia, sede Medellín, donde es miembro 

investigador del grupo de biotecnología animal (BioA)

NATALIA ANDREA CHAVARRÍA
Estudiante de Ingeniería Biológica de la Universidad 

Nacional de Colombia, sede Medellín, donde es auxiliar de 

investigación para el grupo de biotecnología animal (BioA).

Recibido: 30 de octubre de 2007

Aprobado: 24 de enero de 2008

Resumen
Con el objetivo de evaluar el efecto de un periodo de prein-

cubación de oocitos bovinos, previo a la maduración in vitro 

(MIV), sobre la expansión (mucificación) y sobre la tasa de 

maduración nuclear, se sometieron complejos cúmulus oo-

cito (CCO) inmaduros a MIV, con o sin preincubación previa 

en medio suplementado durante 6 horas (tratamientos Pre-

MIV y MIV, respectivamente). Una vez cumplido el período 

de MIV, se evaluaron complejos cúmulus oocito de ambos 

tratamientos para determinar su estado de maduración nu-

clear y fueron clasificados en una de cuatro categorías se-

gún la expansión de sus células del cúmulus (mucificación). 

Los resultados obtenidos indicaron que no existió diferen-

cia estadística significativa entre el porcentaje promedio de 

maduración nuclear entre los tratamientos, mientras que, 

para el caso de la expansión del cúmulo, se encontró su-

perioridad estadística a favor del tratamiento Pre-MIV para 

la categoría correspondiente a la máxima expansión. De 

acuerdo con estos resultados, se concluye, que dentro de 

las condiciones de este experimento, la preincubación pre-

via a la MIV no tiene efecto alguno sobre la tasa de madura-

ción nuclear de los oocitos bovinos; sin embargo, tiene un 

efecto favorable sobre la expansión de los CCO.duo.

Palabras clave
maduración in vitro, maduración nuclear, mucificación,  

preincubación.
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Introducción

El folículo, desde su estado más primitivo hasta el más avan-
zado, experimenta transformaciones secuenciales en cada 
una de las estructuras que lo forman; el complejo oocito 

cúmulo, como parte de esta estructura, sufre una serie de cambios que 
se conocen como maduración nuclear y maduración citoplasmática. El 
oocito detenido en profase I por el efecto de componentes somáticos del 
folículo (Mayes y Sirard, 2002), tras el estímulo de la hormona luteinizante 
(LH), reinicia la meiosis en un proceso que toma aproximadamente 24 
horas. La salida del freno meiótico y los sucesivos cambios nucleares que 
experimenta el oocito se conocen como maduración nuclear. El reinicio 
de la meiosis parmite el rompimiento de la vesícula germinal (GVDB), la 
primera division meiótica, y el arresto en la metafase II (Ali y Sirard, 2005). 
Una importante molécula de señalización para el reinicio de la meiosis es 
el 3´,5´-adenosín monofosfato cíclico (AMPc), ya que los altos niveles 
de AMPc bloquean el reinicio espontáneo de la meiosis (Sirard, 1988 ; 
Richard, 2007). En la maduración citoplasmática, los oocitos pasan por un 
período de crecimiento que implica cambios en la distribución y la organi-
zación de las organelas, acompañado por el desarrollo y diferenciación de 
las células foliculares, que permiten a la mayoría de los oocitos que han 
alcanzado la maduración nuclear ser capaces de interactuar con el esper-
matozoide y formar el nuevo embrión. Se ha propuesto que, cuando los 
oocitos son cultivados in vitro bajo condiciones que mantienen el arresto 
meiótico, éstos tienen mayor oportunidad de alcanzar la  competencia 
para el desarrollo (Nashta et al, 1998). En los procesos de maduración in 
vitro (MIV), los CCO aspirados de folículos con un diámetro entre 3 y 8mm 
completan su maduración en 24 horas, mediante el uso de gonadotropi-
nas, reflejada en la expansión o mucificación del cúmulo, la continuación 
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de la meiosis y expulsión del primer cuerpo polar. 
Estas gonadotropinas FSH y LH se unen a recep-
tores específicos localizados en las células de la 
granulosa del complejo cúmulo oocito, que están 
acoplados a proteínas G, lo cual a su vez activa 
la adenilato ciclasa, enzima que induce la pro-
ducción de AMPc a partir del adenosín trifosfato 
(ATP). Según Ali y Sirard (2005), la capacidad de 
desarrollo in vitro de los oocitos bovinos puede 
ser modulada por las vías de las proteinas kina-
sas A y C (PKA y PKC). Los altos niveles de AMPc 
en las células de la granulosa inducen la mucifica-
ción caracterizada por el desacoplamiento de las 
uniones gap y la secreción de ácido hialurónico, 
lo cual permite que el oocito continúe la meiosis 
hasta metafase II. Sin embargo, el período de ma-
duración en presencia de gonadotropinas única-
mente garantiza la maduración nuclear en un 80% 
y sólo es extrapolable al período periovulatorio in 
vivo, sugiriendo que las condiciones in vitro no 
son adecuadas para garantizar el sincronismo en 
los procesos de maduración. Además, los bajos 
resultados obtenidos con las técnicas de manipu-
lación in vitro parecen depender de la estrategia 
utilizada en los protocolos de reproducción asisti-
da, que se refleja en los bajos porcentajes (40%) 
de desarrollo embrionario hasta los estadios de 
mórula y blastocisto.

Contrario a la maduración in vitro (MIV), los 
CCO de bovino, recuperados luego de tratamien-
tos de superovulación, tienen mejores tasas de 
desarrollo embrionario preimplantatorio, lo que 
sugiere que, para alcanzar el óptimo desarrollo 

embrionario preimplantatorio a partir de los oo-
citos madurados in vitro, se requerirá un tiempo 
adicional al utilizado en la MIV, considerando que 
el oocito adquiere la competencia para la fertili-
zación y el desarrollo en la fase folicular tardía y 
requiere un tiempo suficiente en este microam-
biente para garantizar su competencia.

Se ha demostrado en el modelo porcino que 
la incubación de los complejos CCO por 12 horas 
antes de la exposición a las gonadotropinas au-
menta la tasa de desarrollo embrionario preim-
plantatorio. En este modelo, como consecuencia 
del retraso en el estímulo con gonadotropinas, 
la morfología de las vesículas germinales se hizo 
más homogénea y la producción de embriones 
en el estado de blastocisto fue superior.

Si se tiene en cuenta que la maduración cito-
plasmática ocurre de manera simultánea y pro-
gresiva con el crecimiento folicular y, además, 
que en la recuperación de las unidades CCO in 
vitro es posible obtener unidades foliculares en 
diferentes estados de la dinámica folicular, es 
razonable considerar la necesidad de un perío-
do de cultivo de las unidades CCO antes de la 
maduración in vitro, con el fin de homologar el 
proceso de manipulación un poco más hacia la 
situación fisiológica que ocurre in vivo.

En conclusión, si se reconoce que las unida-
des CCO obtenidas de ovarios procedentes de 
vacas sacrificadas demuestran resultados po-
bres en cuanto a la producción de embriones in 
vitro, entonces es adecuado considerar que es 
factible mejorar la respuesta de los complejos 
CCO al exponerlos a un período de preincuba-
ción antes de la maduración con gonadotropi-
nas, observando la mucificación (expansión) 
y evaluando la maduración nuclear del oocito 
bovino. Por lo anterior se planteó como objeti-
vo de esta investigación evaluar el efecto de un 
período de preincubación de 6 horas sobre la 
mucificación y la tasa de maduración nuclear de 
oocitos bovinos madurados in vitro.

 Se ha demostrado en el modelo porcino que la 

incubación de los complejos CCO por 12 horas antes 

de la exposición a las gonadotropinas aumenta la 

tasa de desarrollo embrionario preimplantatorio.

Metodología 

pRoCEsamIEnto DEl matERIal
DE EstuDIo
Los ovarios de bovino fueron obtenidos de 

hembras en ciclo reproductivo sacrificadas en la 
Central Ganadera de Medellín. Estos fueron de-
positados en solución de tampón fosfato salino 
(PBS) estéril a 37OC para luego ser transporta-
dos hacia el Laboratorio de Biotecnología Animal 
de la Universidad Nacional, sede Medellín, para 
su procesamiento máximo una hora después 
de su recolección. En el laboratorio, y bajo con-
diciones asépticas, los ovarios fueron lavados 
tres veces con PBS a 37ºC para retirar material 
contaminante, sangre y detritus tisular.  Luego, 
con aguja N°18 en jeringa de 5 ml, se realizó la 
aspiración de los folículos con un diámetro de 3 
a 6 mm y el líquido folicular fue recolectado en 
tubos cónicos de 15 ml a  37ºC. El líquido foli-
cular obtenido fue centrifugado a 1500 rpm, por 
cinco minutos. Luego se procedió a descartar el 
sobrenadante, el precipitado fue resuspendido 
en  1ml de medio de lavado Hepes suplementa-
do con 275 µg/ml de ácido pirúvico y 3mg/ml de 
albúmina sérica bovina,  y fue depositado luego 
en caja de Petri estéril de 60mm x 15 mm. Me-
diante visión con estereomicroscopio fueron se-
leccionados CCO con oooplasma homogéneo, 
con mínimo 3 capas de células de la granulosa 
y morfología intacta. Los CCO seleccionados 
fueron lavados tres veces en medio TCM 199 
con sales de Hank suplementada y en grupos de 
diez CCO. Para el primer tratamiento, los CCO se 
cultivaron 6 horas a 38.5OC en gotas de 50µl de 
medio de preincubación suplementado, con pos-
teriores 24 horas de maduración in vitro en un 
medio de MIV suplementado (tratamiento Pre-
MIV). Para el segundo tratamiento los CCO fue-
ron directamente madurados in vitro en gotas de 
50µL de medio suplementado durante 24 horas 
a 38.5OC, sin preincubación previa (Tratamiento 

MIV). Las gotas de cada uno de los medios fue-
ron cubiertas con aceite mineral en cajas de Petri 
para seis gotas individuales; la humedad relativa 
para la incubación fue del 100%.

pREInCuBaCIón
El medio de preincubación estuvo compues-

to por medio para cultivo de tejidos (TCM-199) 
suplementado con 275µg/ml de ácido pirúvico, 
29.2 µg/ml de glutamina, 10µg/ml de insulina, 
5µg/ml de selenio, 5.5µg/ml de transferrina, 1µg/
ml de estradiol, 10% de suero bovino fetal y 0,5 
µg/ml de FSH porcina.  Las condiciones de cul-
tivo fueron de 38.5°C, 5% de CO2 y 90% de hu-
medad relativa.  Luego de este período de seis 
horas, los COC fueron transferidos a gotas de 
medios de maduración.

maDuRaCIón In vItRo (mIv) DE CCos
El medio de maduración fue TCM-199 suple-

mentado con 275 µg/ml de ácido pirúvico, 29.2 
µg/ml de glutamina, 100 UI/ml de penicilina, 100 
µg/ml de estreptomicina, 0.25 µg/ml de anfoteri-
cina B, 10,0 µg/ml de insulina, 5,0 µg/ml de sele-
nio, 5.5 µg/ml de transferrina, 1 µg/ml de estra-
diol, 10% de suero bovino fetal y gonadotropinas 
(1µg/ml de FSH porcina y 10UI/ml de LH recom-
binante humana).  Las condiciones de cultivo fue-
ron de 38.5°C, 5% de CO2 y 90% de humedad 
relativa por un período de 24 horas.

EvaluaCIón DEl EstaDo DE mEIosIs 
(maDuRaCIón nuClEaR).
Al terminar el tiempo de maduración, los ooci-

tos fueron desnudados por pipeteo en hialuroni-
dasa al 2%.  Luego, los oocitos desnudos fueron 
transferidos a una gota de DAPI 1µg/ml por 3 a 5 
minutos en oscuridad.  Posteriormente fueron la-
vados en medio de maduración y pasados a una 
gota de medio en un portaobjetos.  La observa-
ción se realizó en un microscopio de fluorescen-
cia con filtro de 380nm a 500nm y  se determinó 
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el porcentaje de maduración nuclear por la pre-
sencia o ausencia del primer cuerpo polar.

EvaluaCIón DE la ExpansIón 
(muCIfICaCIón)
Con posterioridad a la maduración in vitro de los 

oocitos para los grupos con y sin  preincubación, la 
expansión (mucificación) fue determinada según 
los siguientes categorías y parámetros: Categoría 
1: no expansión (NE); categoría 2: expansión peri-
férica (P); categoría 3: buena expansión con corona 
compacta (B); y categoría 4: expansión total inclu-
yendo las células de la corona (T).  

análIsIs EstaDístICo

Los experimentos fueron realizados por triplica-
do y los datos fueron expresados como porcentaje 
promedio ± error estándar de la media. La madura-
ción nuclear (metafase II) de los grupos de estudio 
(preincubación y maduración sin preincubación) 
fue analizada por una prueba t para grupos inde-
pendientes. Los resultados para la expansión fue-
ron analizados por una prueba de Tukey. Todos los 
análisis estadísticos fueron realizados mediante el 
programa SAS, versión 8.0.

REsultaDos

Parámetro / Tratamiento Pre-MIV MIV

Número de oocitos 80 80

% maduración nuclear* 72,7 70,1

Desviación estándar 9,56 10,88

Valor mínimo 60 56

Valor máximo 85.7 85

Error estándar 3,38 3,85

Tabla 1. Valores estadísticos para los porcentajes de maduración nu-
clear in vitro de oocitos bovinos para los tratamientos Pre-MIV y MIV.

EvaluaCIón DEl EstaDo DE mEIosIs (maDuRaCIón nuClEaR).

*No se evidenció diferencia estadísticamente significativa (P<0,0�) entre los porcentajes de maduración nuclear in vitro 
entre los tratamientos.

ImagEn 1. ooCItos BovInos En DIfEREntEs EstaDos DE maDuRaCIón In vItRo.

         1. Oocito inmaduro;               2. Oocito preincubado y madurado in vitro;    3. Oocito madurado in vitro.

Grafica 1. Maduración nuclear in vitro de oocitos bovinos para tratamientos de Pre-MIV y MIV).
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EvaluaCIón DE la ExpansIón (muCIfICaCIón)

Tratamiento Preincubación + MIV MIV

Categorías / Unidad exp: Promedio Promedio

1. Ninguna expansión 0 a 2,4 a

2. Periférica 0 a 17,9 a

3. Buena (cerca compacto) 11,6 a 39,0 a

4. Total expansión 88,4a 40,8 b

Tabla 2. Porcentajes de distribución y comparación según cuatro categorías de expansión 
del cúmulo para CCO bovinos para los tratamientos Pre-MIV y MIV.

a,b Letras disímiles evidencian diferencia estadísticamente significativa (P<0,0�) para cada categoría de expansión entre los tratamientos.

ImagEn 2. CatEgoRías paRa 
la ExpansIón DEl Cúmulo 
(muCIfICaCIón).

1. Ninguna expansión;
2. Expansión periférica; 
3. Expansión buena (cerca a lo compacto);
4. Expansión total.
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Gráfica 2. Distribución de la expansión del cúmulo para CCO bovinos (Tratamiento Pre-MIV).
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Tabla 3. Comparación entre las categorías de expansión (Tratamiento de Pre-MIV)

Categorías en comparación Valor de q Valor de p (significancia)

Ninguna vs. Periférica 0.0 ns P>0.05 

Ninguna vs. Buena 2.8 ns P>0.05 

Ninguna vs. Total 21.4 s P<0.001 

Periférica vs. Buena 2.8 ns P>0.05 

Periférica vs. Total 21.4 s P<0.001 

Buena vs. Total 18.6 s P<0.001 
Diferencia estadísticamente significativa para P<0,0�. ns: no significativo, s: significativo.

Grafica 2. Distribución y de la expansión del cúmulo para CCOs bovinos para el trata-
miento de maduración in vitro (MIV).
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Tabla 4. Comparación entre las categorías de expansión (Tratamiento MIV).

Categorías en comparación Valor de q Valor de p (significancia)

Ninguna vs. Periférica 0.0 ns P>0.05 

Ninguna vs. Buena 2.8 s P<0.05 

Ninguna vs. Total 21.4 s P<0.05 

Periférica vs. Buena 2.8 ns P>0.05 

Periférica vs. Total 21.4 ns P>0.05  

Buena vs. Total 18.6 ns P>0.05  

Diferencia estadísticamente significativa para P<0,0�; ns: no significativo, s: significativo.

Discusión y análisis

EvaluaCIón DEl EstaDo DE mEIosIs 
(maDuRaCIón nuClEaR).
La tabla 1 indica que para este experimen-

to no existe diferencia estadística significativa 
entre el porcentaje promedio de maduración 
nuclear entre los oocitos del tratamiento de 
preincubación más maduración iin vitro (Pre-
MIV), y el tratamiento de sólo maduración in 
vitro (MIV). El promedio de maduración nuclear 
para el tratamiento  Pre-MIV fue sólo un 2.6% 
mayor al valor resultante para el tratamiento 
MIV. Los porcentajes de maduración obteni-
dos (72.7 y 70.1%) son similares a los repor-
tados en la literatura (De Wit et al., 2000; Tho-
mas et al., 2002). La preincubación no afectó 
el porcentaje de maduración inducido por go-
nadotropinas (72.7%), y fue similar al obtenido 
con el grupo sin preincubación (70.1%). Estos 
resultados concuerdan con los descritos en 
oocitos porcinos preincubados por 12 horas 
antes del tratamiento con gonadotropinas, lo 
cual no afectó el porcentaje de maduración 
(Funahashi et al., 1997). Este resultado indica 
que, dentro de  las condiciones de este expe-
rimento, la preincubación no tiene efecto algu-
no sobre el porcentaje de maduración nuclear  
in vitro de los oocitos bovinos.

EvaluaCIón DE la ExpansIón 
(muCIfICaCIón). 

La tabla 2 muestra la distribución de los CCO 
para cada tratamiento según cuatro categorías 
de expansión del cúmulo. Cabe destacar que 
para el tratamiento Pre-MIV el 88.4% de los 
complejos tuvo una expansión total del cúmulo 
(categoría 4), la cual fue la mejor categoría de 
expansión, considerándola como un indicativo 
de competencia para el desarrollo de los CCO. 
Para este mismo tratamiento, el 11.6% restante 
de CCO tuvo una buena expansión (Categoría 3); 
no se encontraron CCO con ninguna expansión 
o solo con expansión periférica (Categorías 1 y 
2, respectivamente), lo cual muestra que la pre-
incubación sumada a la maduración  in vitro  fa-
vorece la expansión del cúmulo. Para el caso del 
tratamiento MIV, la distribución de la expansión 
fue más homogénea entre las cuatro categorías, 
con un bajo porcentaje de CCO sin ninguna ex-
pansión (Categoría 1). 

La comparación estadística entre las cate-
goría de expansión (Tabla 2) entre ambos trata-
mientos (Pre-MIV y MIV) muestra que no existe 
diferencia estadística significativa entre la cate-
goría 1 para Pre-MIV y la categoría 1 para MIV. Lo 
mismo ocurre para las categorías 2 y 3. Sin em-
bargo, para la categoría 4 (expansión total), los 
resultados indican diferencia estadísticamente 
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significativa (P<0.05) a favor de la categoría 4 
del tratamiento Pre-MIV, respecto a la misma 
categoría del tratamiento MIV. Esto indica que 
la preincubación previa a la maduración in vitro 
tiene un efecto favorable sobre la expansión de 
los CCO. Y, dado que la expansión es un indi-
cativo de competencia para el desarrollo, sería 
de esperar que los CCO preincubados antes de 
la maduración in vitro tengan mayores posibili-
dades favorables para el desarrollo embrionario. 
La categoría 4 para ambos tratamientos estuvo 
representada por el mayor porcentaje de distri-
bución de los CCO (Gráficas 2 y 3).

significativa (P<0.05) entre las categorías de 
ninguna y buena expansión; y ninguna y total, lo 
cual muestra una distribución más homogénea 
entre las categorías, sin diferencia estadística 
entre las categorías con mayor porcentaje de 
CCO (categorías 3 y 4) y la categoría 2 corres-
pondiente a una expansión periférica, considera-
da como de menor expectativa para el desarrollo 
embrionario, lo cual muestra al tratamiento Pre-
MIV como un tratamiento más adecuado para la 
obtención de un máximo porcentaje de CCO en 
la categoría de máxima expansión del cúmulo, 
respecto al tratamiento MIV.

Se concluye que la preincubación previa 
a la maduración in vitro no tiene efecto alguno 
(dentro de las condiciones de este experimento) 
sobre la tasa de maduración nuclear de los oo-
citos bovinos. La preincubación in vitro previa a 
la maduración in vitro tiene un efecto favorable 
sobre la expansión de los complejos cúmulos-oo-
cito bovinos. La preincubación in vitro previa a la 
maduración in vitropermite alcanzar un máximo 
porcentaje de CCO en la categoría de máxima 
expansión (expansión total). Dentro de las con-
diciones de esta investigación se concluye que 
un tratamiento de preincubación in vitro previo 
a la maduración in vitro de oocitos bovino, es el 
tratamiento más adecuado para la obtención de 
un máximo porcentaje de CCO en la categoría de 
máxima expansión del cúmulo, respecto a un tra-
tamiento que sólo incluya la maduración in vitro.

Sería importante que futuros trabajos eva-
lúen el efecto de la preincubación sobre la tasa 
de fertilización in vitro de los oocitos bovinos y 
sobre las tasas de desarrollo embrionario in vi-
tro de los mismos, dado que, aunque no se en-
contró diferencia entre las tasas de maduración 
nuclear entre los tratamientos de maduración in 
vitro con y sin preincubación previa, sí se encon-
tró un efecto estadísticamente significativamen-
te favorable de la preincubación in vitro sobre la 
expansión (mucificación) de los CCO.

La tabla 3 muestra la comparación entre las 
categorías de expansión para el tratamiento Pre-
MIV. Se encontró diferencia estadística signifi-
cativa (P<0.05) entre las categorías de ninguna 
y expansión total; periférica y total; y buena y 
total. lo cual indica que para el tratamiento Pre-
MIV el porcentaje de CCO con total expansión 
fue superior y el más representativo con respec-
to a las demás categorías, lo que demuestra que 
la preincubación previa a la MIV permite alcan-
zar un máximo porcentaje de CCO en la catego-
ría de mejor expansión, lo que representa una 
mejor expectativa para el desarrollo embrionario 
in vitro. No se encontró diferencia estadística en 
las demás combinaciones entre categorías.

Para el caso del tratamiento MIV la tabla 4 
muestra que sólo existe diferencia estadística 

 Sería importante que futuros trabajos 

evalúen el efecto de la preincubación sobre 

la tasa de fertilización in vitro de los oocitos 

bovinos y sobre las tasas de desarrollo 

embrionario in vitro de los mismos
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