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Resumen 

La producción in vitro (PIV) de embriones bovinos es una de las técnicas más utilizadas en la 

biotecnología de la reproducción. Consta de tres etapas, la maduración in vitro (MIV), 

fertilización in vitro (FIV) y cultivo in vitro (CIV). El uso de ovocitos provenientes de donantes de 

matadero permite obtener ovocitos maduros a bajos precios. La calidad de los ovocitos es uno 

de los factores determinantes durante la MIV puesto que va a determinar el rendimiento del 

blastocisto. El presente estudio consistió en recuperar ovocitos a partir de Folículos de Graff de 

0,6-20 mm de diámetro para la producción de ovocitos in vitro. La investigación se realizó en el 

Laboratorio de Biotecnología de la Reproducción Animal de la Universidad de las Fuerzas 

Armadas ESPE Sede Santo Domingo. Se utilizaron 252 ovarios de vacas faenadas, se 

recuperaron 512 ovocitos viables, los cuales fueron repartidos en 4 tratamientos. Se 

encontraron diferencias significativas entre los medios de maduración utilizados, con una media 

de maduración en el medio TCM 199 1X de 28.75 frente al medio MEM 10X con 19.13 en el 

caso de ovocitos madurados viables y para los ovocitos de categoría I en los que se obtuvo una 

media de 16.13 al utilizar el medio TCM 199 1X y 7.63 al usar el medio MEM 10X. El uso del 

ácido ascórbico como antioxidante durante la MIV no presentó diferencia significativa, por tanto, 

no mejoró la maduración ni el desarrollo.  No se presentaron diferencias significativas entre los 

tratamientos, sin embargo, el tratamiento T2 (TCM 199 1X/ 5mM ácido ascórbico) mejoró 

mínimamente la MIV. 

 Palabras clave: ovocitos, TCM 199 1X, MEM 10X, ácido ascórbico, maduración in vitro 
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Abstract 

In vitro production (IVP) of bovine embryos is one of the most widely used techniques in 

reproductive biotechnology. It consists of three stages, in vitro maturation (IVM), in vitro 

fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC). The use of oocytes from slaughterhouse donors 

makes it possible to obtain mature oocytes at low prices. Oocyte quality is one of the 

determining factors during IVM since it will determine the blastocyst yield. The present study 

consisted of recovering oocytes from Graff follicles of 0.6-20 mm in diameter for in vitro oocyte 

production. The research was carried out at the Laboratory of Biotechnology of Animal 

Reproduction of the University of the Armed Forces ESPE, Santo Domingo. A total of 252 

ovaries from slaughtered cows were used, 512 viable oocytes were recovered and divided into 

4 treatments. Significant differences were found between the maturation media used, with a 

mean maturation in TCM 199 1X medium of 28.75 versus MEM 10X medium with 19.13 in the 

case of viable matured oocytes and for category I oocytes in which a mean of 16.13 was 

obtained when using TCM 199 1X medium and 7.63 when using MEM 10X medium. The use of 

ascorbic acid as an antioxidant during IVM did not present a significant difference, therefore, it 

did not improve maturation or development.  There were no significant differences between 

treatments, however, the T2 treatment (TCM 199 1X/ 5mM ascorbic acid) minimally improved 

IVM. 

 

 Key words: oocytes, MCT 199 1X, MEM 10X, ascorbic acid, in vitro maturation. 
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Capítulo I 

Introducción 

 La biotecnología orientada a la producción de embriones bovinos, mediante la 

maduración de ovocitos para su posterior fertilización in vitro, es una alternativa para obtener 

embriones a bajo coste que pueden ser utilizados para fines académicos o comerciales 

(Peláez, 2011). El proceso de producción de embriones bovinos consta de tres pasos que 

incluye la maduración in vitro de ovocitos (MIV), la fecundación in vitro de los ovocitos 

madurados (FIV) y el posterior cultivo in vitro de los ovocitos fecundados (CIV) hasta el día 

siete que es cuando se encuentra en estado de blastocisto (Quispe E et al., 2018).  

Para fines investigativos, los ovocitos generalmente son recuperados de ovarios de 

vacas sacrificadas en mataderos (Lonergan & Fair, 2016). La recuperación de ovocitos de 

donantes sacrificadas utiliza dos técnicas principales: aspiración de los folículos de los ovarios 

o a través de cortes en la superficie del ovario (OIE, 2022). 

La maduración in vitro (MIV) es uno de los principales pasos determinantes en la 

producción in vitro (Pioltine et al., 2021). Durante la MIV, la calidad del ovocito es el factor 

principal que determina el rendimiento del blastocisto (Lonergan & Fair, 2016). La selección de 

los ovocitos en el laboratorio debe cumplir con ciertos parámetros visuales como: aspecto del 

citoplasma, tamaño del ovocito y células del cúmulus que lo envuelven (Vargas & Salomé, 

2018). 

Considerando la importancia que tiene la recolección de ovocitos para la producción de 

embriones in vitro, el presente estudio busca recuperar ovocitos de hembras donantes de 

matadero, seleccionar los ovocitos con mejor calidad y someterlos al proceso de maduración 

en un medio y ambiente controlado. 
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Planteamiento del problema 

Los continuos avances en la biotecnología de la reproducción  brindan nuevos y 

eficaces métodos para seguir innovando (Gonzáles-Figueroa & Molfino, 2005). Uno de estos 

métodos es la producción in vitro de embriones (PIV). La recolección de ovocitos es un paso 

importante para poder iniciar la PIV. Es por ello que es necesario conseguir una fuente que 

permita obtener ovocitos maduros y embriones a gran escala y a precios bajos (Quintana et al., 

2012).  La fuente más económica para obtener ovocitos es a partir de ovarios de hembras 

donantes de matadero, por lo que se tiene una gran cantidad de información sobre los factores 

que afectan la recolección.  

Una etapa crítica durante el proceso de fertilización in vitro (FIV) es la selección de 

ovocitos. La cantidad y calidad de los ovocitos empleados en las etapas iniciales constituyen un 

requisito importante para la PIV (Quispe E et al., 2018). Factores como el diámetro del ovocito, 

el tamaño folicular, el procedimiento de recolección y la selección de ovocitos influye en la 

calidad progresiva de los ovocitos (Rodríguez Zamora, 2013). En base a ello, se ha planteado 

un estudio para recuperar ovocitos bovinos provenientes de matadero, seleccionar los ovocitos 

con mejor calidad y someterlos al proceso de maduración. 
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Justificación 

La recolección de ovocitos de hembras sacrificadas brinda la posibilidad de aprovechar  

folículos no ovulatorios, que siguiendo parámetros fisiológicos se volverían atrésicos, con la 

finalidad de explotar al máximo el potencial genético de una donadora por cultivo in vitro 

(Fernández Reyes et al., 2010). 

Esta técnica permite obtener una gran cantidad de ovocitos adquiridos a bajo costo, 

procedentes de animales que se encuentran en diferentes estados de ciclo estral, que pueden 

ser madurados, crio preservados, fecundados y cultivados in vitro hasta llegar a estados 

avanzados del desarrollo embrionario (Domínguez Vidal et al., 2020) .  

La selección de ovocitos para la maduración de ovocitos es una parte crucial en el 

proceso de PIV. Se ha evidenciado que la calidad del ovocito es el factor principal que delimita 

el rendimiento de blastocisto y que el ambiente de cultivo previo a la fertilización, dentro de 

cierto límite, no tiene una influencia importante en la capacidad del ovocito inmaduro para 

formar un blastocisto (Lonergan & Fair, 2016). 

La calidad de los ovocitos se determina por la capacidad que tienen para madurar, ser 

fertilizados y obtener descendencia normal por lo que factores como la temperatura de 

transporte desde el matadero al laboratorio, tiempo de maduración y hormonas pueden 

repercutir la posibilidad de maduración de los ovocitos (Covelo et al., 2021). 
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Objetivos 

Objetivo general 

Recuperar ovocitos a partir de Folículos de Graff de 0,6-20 mm de diámetro para la 

producción de ovocitos in vitro. 

Objetivos específicos 

Seleccionar los ovocitos de folículos de Graff que muestren un diámetro entre 0.6 – 20 

mm. 

Evaluar la maduración de los ovocitos sin antioxidantes y con la adición de ácido 

ascórbico como antioxidante. 

Determinar el medio de maduración que brinda mayor eficiencia. 
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Capitulo II 

Marco teórico 

Morfología del aparato reproductor de la hembra bovina 

El aparato reproductor de la hembra está conformado de dos ovarios, dos oviductos, 

dos cuernos uterinos, un útero, cérvix, la vagina, vestíbulo y la vulva como lo indica la figura 1. 

Figura 1 

Fisiología del aparato reproductor bovino 

Nota: El aparato reproducción femenino bovino consta de ovarios, oviductos, cuernos 

uterinos, útero, cérvix, vagina, vestíbulo y vulva. Tomado de Manual de biotecnologías 

reproductivas y conservación de germoplasma (p.9), por Domínguez R. et al., 2020, 

Universidad Juárez Autónoma de Tabasco 

Los ovarios son las gónadas femeninas que se encuentran conformados por una 

corteza o parte externa y una médula o parte interna. Las funciones principales de los ovarios 

incluyen la producción de óvulos y la producción de hormonas, principalmente, estrógenos y 

progesterona (Porras & Páramo, 2009). 
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Los oviductos o Trompas de Falopio transportan los espermatozoides al lugar de la 

fecundación y posteriormente el óvulo fecundado al útero (Vargas & Salomé, 2018).  

Los cuernos uterinos son estructuras cilíndricas y simétricas que tienen una longitud 

de 8-10 pulgadas y 2 pulgadas de diámetro dependiendo de la edad y estado fisiopatológico del 

animal (Puentestar, 2015).  

El útero es el lugar en donde se lleva a cabo la gestación y es el responsable de brindar 

protección al feto (Puentestar, 2015). Además, es el encargado de establecer el transporte de 

nutrientes al feto a través de la placenta, alumbramiento del feto y la placenta (Vargas & 

Salomé, 2018). 

El cérvix es una estructura en forma de esfínter que separa de firma física entre la 

vagina y el útero. Es el responsable de producir el moco cervical (Porras & Páramo, 2009). 

La vagina cumple varias funciones tales como servir de receptáculo natural de semen 

depositado por el toro durante la monta y como vía de salida del feto al final del embarazo 

(Puentestar, 2015). 

El vestíbulo mide 3-4 pulgadas de largo y está cubierto por tejido escamoso, de epitelio 

no queratinizado (Puentestar, 2015). 

La vulva es la apertura externa del aparato reproductor. Sus funciones principales son: 

dejar pasar la orina, abrirse para recibir la monta y sirve como canal de parto(Domínguez Vidal 

et al., 2020) 

La vejiga recoge líquidos para después excretarlos (Domínguez Vidal et al., 2020) 

El clítoris contiene tejido eréctil y abundantes nervios sensoriales, es homólogo al 

glande del pene en el macho (Domínguez Vidal et al., 2020) 
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Anatomía y fisiología del ovario 

Los ovarios son las estructuras más complejas e importantes del aparato reproductor de 

las vacas debido a su interacción con otras glándulas y estructuras nerviosas en el cuerpo para 

controlar el ciclo reproductivo (Rivera, 2009). 

 Son órganos pares que presentan un cuerpo irregular firme, de forma ovoide que se 

encuentran unidos por el hilio al mesovario, el cual está adherido al ligamento ancho con el fin 

de mantenerse unido a la cavidad (Filipiak et al., 2016) .Los ovarios en bovinos tienen un 

diámetro que oscila entre 3-5 cm y un peso que va desde los 14 a 17 g, estas medidas varían 

dependiendo del periodo del ciclo estral en el que se encuentra y de la raza (González T et al., 

2017).  

Se originan a partir de la cresta gonadal en la región lumbar y desde el saco vitelino 

migran las células germinales primordiales para formar eminencias ováricas que 

posteriormente darán lugar a los diferentes estadios de la maduración de ovocitos y de las 

células foliculares hasta la formación del folículo de Graaf (König & Liebich, 2008) 

En la región interna de los ovarios se encuentra una médula y en la región externa una 

corteza densamente estructurada que está limitada por una túnica albugínea, recubierta en la 

superficie por un epitelio ovárico de una sola capa (König & Liebich, 2008). La médula es la 

proporción media del ovario y es la encargada de comandar el sistema vascular y nervioso 

(Vargas & Salomé, 2018). En la corteza del ovario hay un gran número de formaciones 

funcionales, los folículos y el cuerpo amarillo o cuerpo lúteo (König & Liebich, 2008).  

Entre sus funciones se encuentra la producción para la posterior liberación del óvulo y la 

liberación de estrógeno y progesterona, que son las hormonas encargadas de regular el ciclo 

estral y la gestación (Vargas & Salomé, 2018).  
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Figura 2 

Representación esquemática del ovario de la vaca 

Nota: En la figura 2 se hace una representación esquemática del ovario de una vaca en 

la que se presentan diferentes etapas funcionales del ciclo. Tomado de Anatomía de los 

animales domésticos: Órganos, sistema circulatorio y sistema nervioso (p.136), por König & 

Liebich, 2008, Editorial Médica Panamericana 

Gametogénesis 

Ovogénesis 

Se denomina ovogénesis al proceso de formación y desarrollo de los ovocitos; 

comienza con las ovogonias, que provienen de las células germinales primordiales en el 

embrión y termina con la formación del ovocito II (Gigli et al., 2006). 

Aproximadamente, a los 82 días de gestación, comienza la división meiótica en el 

bovino donde los ovocitos primarios que alcanzaron la fase de folículo primordial quedan 

detenidos en diploteno temprano de la profase I, ovocito I conocido también como estado 

dictático (Cadena, 2019). 
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En la pubertad, cuando se produce el pico preovulatorio de LH, solo el ovocito que está 

contenido en el folículo preovulatorio reanuda la meiosis hasta el estadio de la metafase II y 

generando el ovocito secundario (Puentestar, 2015). Se forma además el cuerpo polar, en este 

estadio ocurre la ovulación, permaneciendo así hasta la fecundación donde se completa la 

meiosis (Cadena, 2019).  

Figura 3 

Proceso de ovogénesis 

Nota: En la figura 3 se presenta un esquema del proceso de ovogénesis. Adaptado de 

Biología (p.974), por Campbell & Reece, 2007, Editorial Médica Panamericana 

Foliculogénesis 

Es proceso continuo irreversible donde las células del folículo primordial inician su 

crecimiento y diferenciación (Puentestar, 2015). Es un proceso complejo en el que interactúan 

gonadotrofinas, esteroides ováricos y diversos factores  (Filipiak et al., 2016). La folículogenesis 

y la ovogénesis se interrelacionan ya que el folículo permite el desarrollo del ovocito de forma 
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que cumple con dos funciones importantes: la producción de ovocitos fecundables y el 

desarrollo exitoso del embrión en el útero mediante la producción de hormonas que mantienen 

la gestación (Castillo & Mantilla, 2020). 

La foliculogénesis bovina se presenta en los periodos prepuberal, puberal, anestro 

postparto, ciclo estral y primeros meses de gestación (Castañeda, 2009). En los bovinos, la 

cantidad máxima de folículos primordiales es de 2.700.000; sin embargo, el 90% de ellos se 

perderá en las divisiones meióticas iniciales (Filipiak et al., 2016).  Durante este proceso el 

folículo atraviesa por diversos estadios: folículo primordial, folículo primario, folículo secundario 

o preantral, folículo terciario o antral y folículo de Graff (V. Andrade, 2020).  

Figura 4 

Desarrollo folicular de la hembra bovina 

Nota: En la figura 4 se presenta un esquema del desarrollo folicular de la hembra 

bovina. Tomado de Fisiología Animal aplicada por Álvarez et al., 2009. Universidad de 

Antioquia 
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Clasificación de los folículos 

Los folículos primordiales están conformados por un ovocito primario originario de las 

células germinales primitivas y está rodeado por una capa de células planas formadas a partir 

de los cordones celulares corticales (V. Andrade, 2020). El diámetro del ovocito en este estadio 

es de ~30 µm y el diámetro del folículo primordial es menor a 40 µm (Filipiak et al., 2016). 

Los folículos primarios están constituidos por un ovocito que lo rodea una capa de 

células granulosas que le otorgan una forma cuboidal (Filipiak et al., 2016). En ellos comienza 

la formación de la zona pelúcida (Castillo & Mantilla, 2020). 

Los folículos secundarios se identifican por el incremento del número de células de la 

granulosa mediante la mitosis y la incursión de una red de capilares entre las células que 

rodean al folículo para aportar nutrientes a la membrana granulosa y al ovocito (Castañeda, 

2009).  

El folículo terciario se caracteriza porque las células de la granulosa segregan líquido 

folicular para formar espacios entre ellas, formando el antro folicular; al mismo tiempo estas 

células segregan mucopolisacáridos que conforman la zona pelúcida alrededor del ovocito 

(Filipiak et al., 2016).  

Los folículos antrales o folículos de Graaf son visibles en ovarios bovinos 

aproximadamente después de 250 días de gestación (Filipiak et al., 2016). Las células de la 

granulosa rodean por completo al ovocito en varias capas, manteniendo contacto con el mismo 

por medio de puentes citoplasmáticos denominados cumulus oophorus (V. Andrade, 2020). Se 

caracterizan por tener completamente formada la zona pelúcida y presentar una cavidad antral 

completamente desarrollada (Filipiak et al., 2016).El folículo de Graaf crece hasta alcanzar un 

diámetro de 11,2 mm el cual sucede cuando se convierte en folículo preovulatorio (Cadena, 

2019). 
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Ciclo Estral 

Los bovinos son poliéstricos con ciclos estrales que duran 17-24 días en promedio 

(Colazo & Mapletoft, 2017), y estos sólo se interrumpen debido a la presencia de patologías o 

durante la gestación .(Hernández Cerón, 2016). El periodo de celo es relativamente corto con 

una duración de 6 a 30 horas, siendo el único momento en el que la vaca o novilla es receptiva 

al macho y permite la monta (Guáqueta, 2009). El ciclo estral se encuentra regulado por las 

hormonas del hipotálamo (hormona liberadora de gonadotrofina, GnRH), la pituitaria anterior 

(Hormona folículo estimulante, FSH y hormona luteinizante, LH), los ovarios (progesterona, P4; 

estradiol, E2 e innhibinas) y el útero (prostaglandina F2α, PGF) (Colazo & Mapletoft, 2017). 

El ciclo estral consta de cuatro etapas continuas: proestro, estro, metaestro y diestro, en 

donde se da lugar una serie de cambios a nivel hormonal y fisiológico para que la vaca pueda 

estar ciclando (Guáqueta, 2009). 

Proestro 

Esta etapa comienza con la lisis del cuerpo lúteo del ciclo estral anterior (Guáqueta, 

2009). Se caracteriza por el desarrollo y maduración del folículo ovulatorio, teniendo una 

duración de dos a tres días (Hernández Cerón, 2016). Durante este tiempo se da un 

incremento en la frecuencia de los pulsos de LH, dando como resultado, a más de la 

maduración final del folículo ovulatorio, el incremento de estradiol que genera el 

comportamiento sexual (estro) en el bovino (Colazo & Mapletoft, 2017). 

Estro 

En esta fase la hembra acepta la cópula durante un periodo de 8 a 18 horas (Hernández 

Cerón, 2016). El estro se da como resultado del incremento de los niveles de estrógenos , los 

cuales son los responsables del comportamiento y los signos propios del celo, aumentando las 
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contracciones del tracto reproductor femenino con el fin de facilitar el encuentro entre el óvulo y 

el espermatozoide (Guáqueta, 2009). 

Metaestro 

El periodo comprendido entre tres a cuatro días es conocido como metaestro (Colazo & 

Mapletoft, 2017). En esta etapa se da la ovulación y se desarrolla el cuerpo lúteo (Hernández 

Cerón, 2016). Como resultado, las concentraciones de progesterona comienzan a elevarse 

hasta obtener niveles mayores de 1 ng/ml de suero sanguíneo, principalmente por la influencia 

de la LH, indicando el fin del metaestro y el comienzo del diestro. (Hernández Cerón, 2016). 

Diestro 

Es la fase más larga del ciclo estral (12-14 días) y se caracteriza por la presencia de un 

cuerpo lúteo; por lo tanto, si la gestación no se instaura, el endometrio secreta prostaglandina 

dando como resultado la luteólisis e iniciando un nuevo ciclo estral (Hernández Cerón, 2016). 

Clasificación de los ovocitos 

Los ovocitos se clasifican en cinco categorías, según la homogeneidad, morfología del 

citoplasma y compactibilidad de las células del cúmulus (Peláez, 2011). 

Categoría I.- Son ovocitos que poseen cuatro o más capas compactas de células del 

cúmulo, tienen una zona pelúcida bien definida y homogeneidad en el citoplasma (Rodríguez 

Zamora, 2013). 

Categoría II.- Son ovocitos con menos de tres capas de células del cúmulus, citoplasma 

generalmente homogéneo y zona pelúcida definida (Peláez, 2011). 

Categoría III.- Ovocitos que poseen una única capa de células del cúmulus y el 

citoplasma tiene un aspecto irregular con zonas oscuras (Peláez, 2011). 
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Categoría IV.- Son ovocitos desnudos, no presentan células del cúmulus (Rodríguez 

Zamora, 2013). 

Categoría V.- Ovocitos madurados in vivo, con cúmulus expandido. 

Figura 5 

Categorización de ovocitos bovinos 

Nota: Presentación de las cinco categorías de la clasificación de ovocitos evaluados 

según la compactación de las células del cúmulus, el grado de homogeneidad y la morfología 

del citoplasma. 5A: ovocito de categoría I; 5B: ovocito de categoría II; 5C: ovocito de categoría 

III; 5D: ovocito de categoría IV; 5E: ovocito de categoría V. Tomado de Optimización del 

Método de recuperación de ovocitos para la fecundación in vitro (p.94), por Rodríguez A., 2013. 

Universidad de Santiago de Compostela 

Etapas de la producción in vitro de embriones 

Maduración in vitro (MIV) 

La maduración del citoplasma y del núcleo de los ovocitos es primordial para la 

fecundación y el desarrollo embrionario (Gallego et al., 2022). La maduración nuclear se refiere 

a la progresión de la meiosis desde la profase I hasta metafase II donde se detiene hasta la 
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fertilización cuando se reanuda (Ferré et al., 2020). La maduración citoplasmática consiste en 

la reorganización de orgánulos, la acumulación de ARNm, proteínas y nutrientes (Gallego et al., 

2022). 

En bovinos, 24 h son necesarias para que el ovocito complete la maduración nuclear 

hasta el momento de su fertilización, donde completa la meiosis y se forman los pronúcleos 

(Peláez, 2011). Alrededor del 85-90% de los ovocitos inmaduros cultivados alcanzará la 

metafase II al final de la MIV en condiciones idóneas (Lonergan & Fair, 2016). 

Fertilización in vitro (FIV) 

Una vez completada la MIV, los ovocitos y espermatozoides pasan por un periodo de 

coincubación durante 18-24h(Gallego et al., 2022). Los espermatozoides deben tratarse con 

agentes de capacitación para que puedan atravesar la zona pelúcida del ovocito (Ferré et al., 

2020). En bovinos, la capacitación espermática se ve favorecida por la incorporación de 

heparina en el medio (Peláez, 2011). El semen bovino congelado debe ser descongelado, 

seleccionado y capacitado antes de la FIV (Gallego et al., 2022). Los métodos de selección de 

semen eliminan los medios de congelación, el plasma seminal, desechos y espermatozoides 

muertos para seleccionar la fracción más móvil (Ferré et al., 2020) 

La tasa de fecundación se mide al valor la tasa de segmentación después de 18-24 h 

post-inseminación y varía entre 70 % y el 85% (Ferré et al., 2020; Gallego et al., 2022). 

Cultivo in vitro (CIV) 

El CIV de embriones bovinos consiste en mantener el desarrollo embrionario desde el 

estadio de cigoto hasta blasctocisto, durante 7 días (Lonergan & Fair, 2016). El cigoto se 

transforma en un embrión multicelular mediante divisiones mitóticas sucesivas en un proceso 

llamado segmentación (Gallego et al., 2022). 
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Entre el 20-40% de los cigotos obtenidos de FIV alcanzarán la etapa de blastocisto 

(Ferré et al., 2020). El CIV es el paso más largo de todo el proceso, es el determinante en de la 

eficiencia global del sistema así como de la calidad de embriones obtenidos (Peláez, 2011). 

Factores a considerar durante la MIV 

Temperatura 

La temperatura es un factor clave que puede contribuir a los efectos perjudiciales en la 

calidad del ovocito, especialmente en términos de maduración nuclear y tasas de división en 

las siguientes etapas de la FIV (Arriaga C et al., 2014). Para el mantenimiento de los ovocitos 

durante la recolección del matadero, se establece que una temperatura a 30-36°C es ideal ya 

que, por debajo de esta, se ve comprometida la capacidad de maduración del ovocito in vitro 

(Vargas & Salomé, 2018). Las temperaturas comprendidas entre 37- 41°C no perjudican el 

proceso de maduración in vitro de ovocitos (Gardón, 1999). 

Soluciones y medios 

La solución de transporte contiene solución salina (0.9% NaCl) y se le suele agregar 

antibióticos como kanamicina, penicilina y gentamicina (Vargas & Salomé, 2018). Los ovarios 

recogidos son colocados en termos que contienen esta solución para mantenerlos viables 

hasta la llegada en laboratorio.  

La solución dulbecco o solución salina tamponada con fosfato de dulbecco es utilizada 

para enjuagar células de mamífero ya que está diseñada para mantener la integridad 

estructural y fisiológica de las células in vitro (Solmeglas, s. f.).  

Para el éxito de la MIV, la elección de un medio de cultivo adecuado cumple un papel 

importante (Fesahat et al., 2017). Entre los medios más utilizados se encuentra el medio 

mínimo esencial (MEM) y el Tissue Culture Medium 199 (TCM) (P. M. Andrade et al., 2014). 
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Evaluación de ovocitos madurados. 

Siguiendo la clasificación de Abdel-Halim & Helmy (2017), los ovocitos madurados se 

clasifican en tres categorías:  

Grado I: Son ovocitos que poseen un gran potencial de desarrollo embrionario, con 

múltiples capas de células del cúmulus (más de 4) y compactas, con citoplasma homogéneo. 

Grado II: Son ovocitos que poseen menos de 3 capas de cúmulus y un citoplasma 

homogéneo con áreas oscuras. 

Grado III: Son ovocitos que poseen un cúmulus denudado con un citoplasma irregular y 

vacuolado.  
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Capitulo III 

Materiales y Métodos 

Ubicación del área de investigación 

Ubicación política 

País: Ecuador 

Provincia: Santo Domingo de los Tsáchilas 

Cantón: Santo Domingo 

Parroquia:  Luz de América 

Sector: Hacienda “Zoila Luz”, Vía Quevedo km 24 

 

Ubicación Ecológica 

Zona de Vida:  Bosque húmedo tropical 

Altitud: 224 msnm 

Temperatura: 24.6°C 

Precipitación: 2860mm/año 

Humedad relativa: 85% 

Heliofanía: 680 horas luz/año 

Suelo: Franco Arenoso 
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Ubicación Geográfica 

El presente trabajo se realizó en el vit, ubicado en la Hacienda Zoila Luz, Vía Santo 

Domingo-Quevedo km 24. 

Latitud: 00° 24' 44” 

Longitud: 79 ° 18' 32” 

Figura 7 

Mapa de la ubicación geográfica del lugar de investigación 
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Materiales 

Transporte de ovarios del matadero 

Tabla 1 

Recursos necesarios para el transporte de ovarios del matadero 

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras 

Cooler 

Balanza analítica 

Plancha de 

agitación 

Termómetro  

Vaso de precipitación (500mL) 

Vaso de precipitación (250mL) 

Micropipeta 

Puntas de micropipetas 

Papel aluminio  

Agua destilada 

NaCl 

Penicilina/ 

Estreptomicina 

 

Ovarios  

 

Aspiración de ovocitos 

Tabla 2 

Recursos necesarios para la aspiración de ovocitos 

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras 

Balanza analítica 

Plancha de 

agitación 

Platina térmica 

Agitador magnético 

Baño María 

Vaso de precipitación 

Probeta (100mL) 

Micropipeta 

Puntas de micropipetas 

Agujas hipodérmicas 18G 

Jeringa 10 mL 

Placas Petri 

NaCl 

KCl 

KH2PO4 

Na2HPO4 

MgCl2●6H2O 

CaCl2●2H2O 

Glucosa 

Ovarios  
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Guantes 

Rotulador 

Gradilla 

Piruvato de sodio 

BSA 

Gentamicina 

 

Maduración de ovocitos 

Tabla 3 

Recursos necesarios para la maduración de ovocitos 

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras 

Platina térmica  

Estereomicroscopio 

Incubadora 

Autoclave 

Estufa 

Cámara de flujo 

laminar 

Baño María 

 

 

Vaso de precipitación 

Micropipeta 

Puntas de 

micropipetas 

Placas Petri 

Guantes 

Placas Nunc 

Filtro 0,2 mm 

Tubos falcón 

Tubos eppendorf 

Balón de aforo 

 

 

Agua destilada ultra pura 

Invitrogen 

NaCl, KCl 

KH2PO4, Na2HPO4 

MgCl2●6H2O 

CaCl2●2H2O 

Glucosa 

Piruvato de sodio 

BSA 

Gentamicina 

TCM 199 1x  

MEM 10X 

Suero de ternera SFB 

LH, FSH 

Ácido Ascórbico 

Ovocitos  
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Preparación de las soluciones y medios requeridos 

Preparación de la solución de lavado de ovarios 

En un vaso de precipitación que contenía 500 mL de agua destilada se agregó 8.5 g 

NaCl, 80 µL de penicilina/estreptomicina (Gibco) y se aforó hasta 1 000 mL. 

Preparación de la solución Dulbeco 

En un vaso de precipitación que contenía 50 mL de agua destilada ultra pura, se 

disolvieron 1.2 g NaCl, 30 mg KCl, 30 mg KH2PO4 y 0.17 mg Na2HPO4. Luego, en otro vaso de 

precipitación que contenía 50 mL de agua destilada ultra pura, se disolvieron 15 mg 

MgCl2●6H2O y 19.8 mg CaCl2●2H2O. A continuación, el contenido del vaso de precipitación 2 

se adicionó en el vaso de precipitación 1. 

Se añadió 150 mg de glucosa y 5.4 mg de piruvato de sodio en la solución y se aforó 

hasta 150 mL. Esta se denominó como solución madre de Dulbeco. 

Preparación de la solución Dulbeco enriquecida 

Se tomó 100 mL de la solución madre de Dulbeco, se añadió BSA 3% y se dejó que se 

disuelva lentamente. Se colocaron 100 µL de gentamicina y la solución se filtró en filtro miliport 

de jeringa de 0.2 µm. 

Preparación de los medios de maduración de ovocitos 

En un tubo falcón se adicionó 9mL de TCM 199 1x, 1 mL de suero de ternera SFB, 10 µl 

de piruvato 0.2 Mm, 10 µl de LH y 15 µL de FSH. Se coló el medio por un por un filtro de jeringa 

de 0.2 µm y se la llevó a la incubadora 2 h antes de iniciar el proceso de maduración. 

Para el segundo medio de maduración, se reemplazó el TCM 199 1x por el medio MEM 

10x. Luego, se adicionaron las mismas cantidades que el medio anterior. 
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Traslado de los ovarios del matadero 

Los ovarios fueron transportados en un cooler y con el fin de mantener la temperatura 

entre 36-38°C, se adicionó agua caliente en el interior del cooler. La solución de transporte se 

colocó en una bolsa plástica estéril a 36 °C y con un termómetro se midió los cambios de 

temperatura. 

Preparación de ovarios para la aspiración de ovocitos 

Teniendo los ovarios en el laboratorio se colocaron en vasos de precipitación que 

contenían solución de lavado previamente temperado a 36°C. 

A continuación, con una jeringa de 10 mL y aguja hipodérmica de 18G’, se tomaron 2mL 

de la solución de Dulbeco enriquecida que estaba previamente temperada a 36 °C y se realizó 

la aspiración de los folículos. El contenido de la jeringa era colocado en una caja Petri que 

estaba sobre una platina térmica. 

Lavado de ovocitos 

Se prepararon tres cajas Petri que contenían Dulbeco enriquecido y se las colocó sobre 

la platina térmica. 

El contenido de la aspiración de los ovocitos se llevó al estereomicroscopio y con una 

micropipeta calibrada en 25 µL, se seleccionaron los ovocitos y se colocaron en una de las 

cajas Petri que contenían Dulbeco enriquecido. Este proceso se realizó tres veces. 

Maduración de ovocitos 

Previo a la práctica se realizó la limpieza de la cámara de flujo laminar con alcohol al 

70% y prendiendo la luz UV por 10 min. 
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Se preparó la placa Nunc, agregando 500 µL de medio de maduración TCM 199 1x en 

el primer pocillo y 500 µL de medio de maduración MEM 10X en el segundo pocillo. En el 

pocillo 3 se adicionó la combinación 500 µL del medio de maduración TCM 199 1x+ 5mM/mL 

de ácido ascórbico y en el pocillo 4 se adicionó la combinación MEM 10X + 5mM de ácido 

ascórbico. La cantidad de ácido ascórbico utilizada se la obtuvo de (Dalvit et al., 2005).  

En cada pocillo se colocó un máximo de 25 ovocitos y se adicionó 500  µL de aceite 

mineral.  

Evaluación de ovocitos 

Una vez colocados los ovocitos en la placa Nunc, se los llevó a la incubadora y se dejó 

madurar por 24 h; se realizó el conteo de cada pocillo y se los categorizó en I, II y III (Abdel-

Halim & Helmy, 2017). 
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Diseño experimental 

Factores del experimento 

Tabla 4 

Factores y niveles a probar en el trabajo de experimentación 

Factores Simbología Niveles 

Medios de maduración (A) a0 

a1 

TCM 199 1x 

MEM 10X 

Concentración de ácido 

ascórbico (B) 

b0 

b1 

Control 

5mM 

Tratamientos a comparar 

Tabla 5 

Tratamientos a comparar en el trabajo de experimentación 

N° tratamiento Interacciones Unidades Experimentales 

T1 

T2 

T3 

T4 

a0b0 

a0b1 

a1b0 

a1b1 

TCM 199 1x + Control 

TCM 199 1X + 5 mM 

MEM 10X + Control 

MEM 10 X+ 5mM 
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Tipo de diseño 

Para el análisis estadístico de este estudio se utilizó un ANOVA DBCA con arreglo 

factorial AxB, donde el factor A corresponde a los medios de maduración y el factor B a la 

concentración de ácido ascórbico. 

Repeticiones 

Se realizaron 4 repeticiones para cada tratamiento, obteniendo un total de 16 unidades 

experimentales. 

Análisis funcional 

Para evaluar los resultados significativos de cada variable analizada en el estudio se 

aplicó una prueba de Tukey (p<0,05). 

 

 

  



43 

 
Capítulo IV 

Resultados  

Se utilizaron 252 ovarios de vacas faenadas y se recuperaron 512 ovocitos viables de 

los cuales, se obtuvo una maduración del 84.57%. Se tuvo un promedio de recuperación de 

2.03 ovocitos por ovario. Se registró el número de ovarios y ovocitos utilizados durante la 

experimentación, tomando en cuenta los parámetros ideales para el proceso de maduración in 

vitro como se detalla en la tabla 6.  

Registro de ovarios y ovocitos utilizados  

Tabla 6 

Registro de ovarios y ovocitos utilizados durante la experimentación. 

N° R N° 

Ovarios 

Medios de 

maduración 

TCM 199 

1X 

MEM 10 X TCM 199 

1X +5mM 

Á.A 

MEM 10X 

+5mM Á.A 

N° ovocitos 

seleccionados 

I II III I II III I II III I II III 

1 90 180 26 15 2 1 6 12 24 19 3 8 10 6 

2 56 100 6 10 7 5 15 1 12 13 2 6 11 3 

3 54 120 15 11 1 11 14 2 15 12 1 11 11 2 

4 52 112 17 10 2 9 13 1 14 11 2 10 12 2 

Sub Total: 
 

64 46 12 25 45 16 65 55 8 35 44 13 

Total 252 512 122  86  128 92 

Categorización ovocitaria 

Grado I: Son ovocitos que poseen un gran potencial de desarrollo embrionario, con 

múltiples capas de células del cúmulus (más de 4) y compactas, con citoplasma homogéneo 

(Abdel-Halim & Helmy, 2017) . 
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Grado II: Son ovocitos que poseen menos de 3 capas de cúmulus y un citoplasma 

homogéneo con áreas oscuras (Abdel-Halim & Helmy, 2017). 

Grado III: Son ovocitos que poseen un cúmulus denudado con un citoplasma irregular y 

vacuolado (Abdel-Halim & Helmy, 2017).  

Figura 8 

Clasificación de los ovocitos madurados 

Nota: Se presenta el criterio de clasificación de los ovocitos madurados. A: Ovocito de 

Grado I; B: Ovocitos de grado II y C: Ovocitos de grado III. Fuente: Elaboración propia 

Evaluación de maduración de ovocitos en cada tratamiento 

Figura 9 

Resumen de la cantidad de ovocitos madurados  

A C B 
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En la figura 9 se presenta la cantidad de ovocitos madurados con cada tratamiento. En 

el tratamiento 1 se obtuvieron 110 ovocitos viables de los cuales 64 eran de categoría I, 46 de 

categoría II, y 12 de categoría III. Para el tratamiento 2 se consiguieron 70 ovocitos viables, de 

ellos 25 eran de categoría I, 45 de categoría II y 16 de categoría III. Al utilizar el tratamiento 3 

se lograron conseguir 120 ovocitos viables de los cuales 65 eran de categoría I, 55 de 

categoría II y 8 de categoría III. En el tratamiento 4 se obtuvieron 84 ovocitos viables, de ellos 

35 eran de categoría I, 44 de categoría II y 3 de categoría III. 

Tabla 7 

Análisis de varianza de la maduración de ovocitos viables 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

GL Cuadrado Medio Razón-F Valor P 

EFECTOS PRINCIPALES 

A: Medio de maduración 

B: Concentración Á.A 

INTERACCIONES 

A*B 

RESIDUOS 

TOTAL 

 

462.25 

0.25 

 

6.25 

1019.0 

1487.75 

 

1 

1 

 

1 

12 

15 

 

370.563 

14.0625 

 

1.5625 

62.8958 

 

5.89 

0.22 

 

0.07 

 

0.0319 

0.6448 

 

0.8774 

 

En la tabla 7 se muestra el análisis de varianza de la maduración de ovocitos viables 

usando dos medios de maduración y con distintas concentraciones de ácido ascórbico, en el 

que se identificó diferencia significativa para el factor A (Medio de Maduración). Mientras que 

para el factor B (Concentración de ácido ascórbico) y la interacción A*B (Medio de Maduración/ 

Concentración de ácido ascórbico) no mostraron diferencia significativa. 
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Tabla 8 

Análisis de varianza de la maduración de ovocitos de categoría I 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

GL Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor P 

EFECTOS PRINCIPALES 

A: Medio de maduración 

B: Concentración A.A. 

INTERACCIONES 

A*B 

RESIDUOS 

TOTAL 

 

342.25 

2.25 

 

4.0 

360.5 

659.75 

 

1 

1 

 

1 

12 

15 

 

289.0 

6.25 

 

40.0 

30.0417 

 

9.62 

0.21 

 

0.02 

 

0.0092 

0.6564 

 

0.8794 

 

En la tabla 8 se muestra el análisis de varianza de la maduración de ovocitos 

madurados de categoría I usando dos medios de maduración y con distintas concentraciones 

de ácido ascórbico, en el que se identificó diferencia significativa para el factor A (Medio de 

Maduración). Mientras que para el factor B (Concentración de A.A.) y la interacción A*B (Medio 

de Maduración/ Concentración de A.A.) no mostraron diferencia significativa, lo que indica 

normalidad en los datos. 

Tabla 9 

Análisis de varianza de la maduración de ovocitos de categoría II 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

GL Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor P 

EFECTOS PRINCIPALES 

A: Medio de maduración 

B: Concentración A.A. 

INTERACCIONES 

 

5.0625 

1.5625 

 

 

1 

1 

 

 

5.0625 

1.562 

 

 

0.56 

0.17 

 

 

0.8993 

0.7049 
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A*B 

RESIDUOS 

TOTAL 

10.5625 

107.75 

124.938 

1 

12 

15 

10.5625 

8.97917 

1.18 0.8004 

 

En la tabla 9 se muestra el análisis de varianza de la maduración de ovocitos 

madurados de categoría II usando dos medios de maduración y con distintas concentraciones 

de ácido ascórbico, en el que se identificó que no había diferencia significativa con los factores 

y con las interacciones. 

Tabla 10 

Análisis de varianza de la maduración de ovocitos de categoría III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

GL Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor P 

EFECTOS PRINCIPALES 

A: Medio de maduración 

B: Concentración A.A. 

INTERACCIONES 

A*B 

RESIDUOS 

TOTAL 

 

27.5625 

0.0625 

 

0.0625 

198.75 

183.0 

 

1 

1 

 

1 

12 

15 

 

27.5625 

0.0625 

 

0.0625 

16.5625 

 

1.66 

0.00 

 

0.07 

 

0.2213 

0.9520 

 

0.9520 

En la tabla 10 se muestra el análisis de varianza de la maduración de ovocitos usando 

dos medios de maduración y con distintas concentraciones de ácido ascórbico, no hubo 

diferencias significativas con los factores y con las interacciones. 
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Prueba de significación de Tukey para los factores de estudio 

Resultados de estudio para los medios de maduración (Factor A) 

Tabla 11 

Resultados de la prueba de Tukey para el factor A  

Factor A (Medios de 

Maduración) 

Ovocitos madurados 

viables  

Categoría I Categoría II Categoría III 

TCM 199 1x   28.75A 16.13A 12.3A 2.5A 

MEM 10 X 19.13B 7.63B 11.5A 2.375A 

Nota: Ovocitos madurados viables hace referencia a la suma de ovocitos de categoría I 

y II. 

En la tabla 11, se observa que el medio de maduración TCM 199 1X permitió obtener un 

mayor número de ovocitos madurados viables totales y de ovocitos madurados de categoría I.  

El medio de maduración TCM 199 1X aumentó el porcentaje de maduración, obteniendo 

28.75 ovocitos madurados viables totales y 16.13 ovocitos de categoría I. El uso del medio 

MEM 10X redujo el porcentaje de maduración de ovocitos, reflejando un valor de 19.13 

ovocitos madurados viables, de los cuales se obtuvo 7.63 ovocitos de categoría I.  

En el caso de ovocitos madurados de categoría II, no se obtuvieron diferencias 

significativas, pudiendo obtener 12.3 ovocitos con el medio TCM 199 1X y 11.5 con el medio 

MEM 10X. 

El uso de los distintos medios no presentó diferencia significativa para los ovocitos 

madurados de categoría III, permitiendo obtener 2.5 ovocitos con el medio TCM 199 1X y 2.375 

ovocitos con el medio MEM 10X. 
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Figura 9  

Estudio del efecto de los medios de maduración (Factor A) en las variables de estudio 

 

Nota: Las gráficas representan el efecto de los medios de maduración (Factor A) sobre 

las variables de estudio. Figura 9A: cantidad de ovocitos madurados viables; 9B: cantidad de 

ovocitos madurados de categoría I; 9C: cantidad de ovocitos madurados de categoría II; 9D: 

cantidad de ovocitos madurados de categoría III. 

A: Ovocitos Viables B: Ovocitos-Categoría I 

D: Ovocitos-Categoría III C: Ovocitos-Categoría II 

19,13 

28,75 

7,63 

16,13 

2,5 

2,375 

12,3 11,5 
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Tabla 12 

Resultados de la prueba de Tukey para el factor B 

Factor B (Concentración 

de Ácido Ascórbico) 

Ovocitos madurados 

viables totales 

Categoría I Categoría II Categoría 

III 

Control 23.00A 11.25A 11.75A 2.25A 

5mM 24.88A 12.50A 12.38A 2.63A 

 

En la tabla 12, se observa que la adición de ácido ascórbico no logró modificar el 

porcentaje de maduración ovocitaria. No se observaron diferencias significativas (p>0.05) en la 

cantidad de ovocitos viables madurados ni en los ovocitos madurados de categoría I, II y III. 

Tabla 13 

Resultados de la prueba de Tukey para la interacción A*B 

Interacción A*B Ovocitos madurados 
viables totales 

Categoría 
I 

Categoría 
II 

Categoría 
III 

TCM 199 1X+ Control 27.50A 16.00A 11.50A 27.50A 

TCM 199 1X + 5mM Á.A 30.00A 16.25A 13.75A 30.00A 

MEM 10X + Control 18.50A 6.50A 12.00A 18.50A 

MEM 10X + 5mM Á.A 19.75A 8.75A 11.00A 19.75A 

 

En la tabla 13, se observa que ninguna de las interacciones logró modificar el 

porcentaje de maduración ovocitaria por lo que no se encontraron diferencias significativas 

(p>0,05) en la cantidad de ovocitos viables ni en los ovocitos madurados de categoría I, II y III. 
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Capítulo V 

Discusión 

La tasa de recuperación de ovocitos por ovario fue de 2.03 fue baja en comparación a 

otros reportes de 10.0 (Quispe E et al., 2018), 15-20 (Domínguez Vidal et al., 2020) y 5 

(Bouhier, 2016). Existen muchos factores que influyen en la cantidad de ovocitos recolectados 

como la edad de la donante, etapa del ciclo estral y estado nutricional (Aguila et al., 2020).  

Factores como el número de aguja de punción, la frecuencia con que se aspira y el tamaño de 

los folículos aspirados también pueden influir en el número de ovocitos recolectados (Quispe E 

et al., 2018). Bajo este precepto es que solo se recolectaron ovocitos por aspiración cuyos 

folículos eran iguales o mayores a 2 mm hasta 20 mm.  Los ovocitos bovinos adquieren 

competencia cuando el folículo alcanza los 3 mm y el efecto del tamaño es relevante cuando el 

folículo llega a los 8mm (Aguila et al., 2020). Durante la maduración in vitro (MIV) culminan con 

su desarrollo y llegan al estadio de metafase (II), donde adquieren competencia genética y 

citoplasmática (Salgado-Cruz et al., 2020). 

La relación entre ovocitos viables e inadecuados por ovario se encuentra influenciada 

por 3 variables: la recogida y transporte de ovarios, los métodos e instrumentación utilizados 

para la obtención de los ovocitos y los adecuados criterios de selección (Brackett & Zuelke, 

1993). La morfología de los complejos cúmulo-ovocito (COC) es el criterio más común utilizado 

para seleccionar y clasificar ovocitos bovinos(Aguila et al., 2020). Es por ello que se utilizaron 

ovocitos de grado 1 y 2 para someterlos al proceso de maduración, mientras que los grados 3,4 

y 5 fueron descartados. 

La selección de un medio de cultivo adecuado cumple un papel muy importante, ya que 

las bajas tasas de maduración de ovocitos se consideran complicaciones importantes para las 
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siguientes fases de la producción in vitro (Fesahat et al., 2017). El medio más ampliamente 

utilizado para la maduración in vitro es el TCM-199 (Medeiros de Araujo et al., 2009).  

En este estudio, el medio de maduración TCM 199 1x aumentó el porcentaje de 

maduración, obteniendo 28.75 ovocitos madurados viables y 16.13 ovocitos de categoría I. 

Medeiros y col. (2009) indicaron que obtuvieron una mayor tasa de maduración (81,9%) 

utilizando este medio ya que tiene una mayor riqueza de nutrientes, siendo mejor para la 

maduración.  El medio TCM 199 presenta un efecto en la maduración que da como resultado 

una mayor división celular, por tanto, permite obtener un mejor desarrollo embrionario a 

diferencia de otros medios (Gandhi et al., 2000). (Córdova et al., 2010; KERE et al., 2013) 

En el presente estudio, el ácido ascórbico no produjo diferencia significativa en la 

maduración de los ovocitos. Los resultados concuerdan con los obtenidos por Kere et. al (2013) 

y Córdova et. al (2010) quienes establecen que la adición de vitamina C al medio de 

maduración de ovocitos no generó ningún efecto sobre la maduración de los ovocitos bovinos.  

Sin embargo, Miclea y Zahan (2021) mostró que el ácido ascórbico mejora las tasas de 

maduración in vitro de ovocitos porcinos. La variabilidad de los resultados viene dada por la 

especie animal, el tiempo de exposición y las concentraciones empleadas (García Díaz et al., 

2013). 

Aunque no hubo diferencia significativa en el porcentaje de maduración por parte de los 

tratamientos, se observa que el tratamiento 2 (TCM 199 1x/5mM ácido ascórbico) permite 

obtener un mayor porcentaje de maduración, consiguiendo 30 ovocitos viables de los cuales 

16.25 son de categoría I. (Miclea & Zăhan, 2021) 
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Capítulo VI 

Conclusiones 

La adición de una concentración baja de ácido ascórbico durante la maduración in vitro 

de ovocitos bovinos no mejoró la maduración ni su desarrollo. 

El uso del medio TCM 199 1X permitió obtener una mayor cantidad de ovocitos 

madurados viables. 

El uso del medio TCM 199 con 5 mM Ácido ascórbico mejoró mínimamente la 

maduración de ovocitos bovinos. 

Recomendaciones 

Determinar la influencia del ácido ascórbico en las siguientes etapas de la producción in 

vitro de embriones. 

Evaluar el efecto del ácido ascórbico en relación con otras sustancias antioxidantes. 
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