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@) REFROLIFE

EL METODO CRYOTEC

[Manual completo para asegurar 100% de Supervivencia dévocitos y Embriones]




Cryofeche

Nuestro objetivo es proporcionar a todos nuestmmecientes
alrededor del mundo una tasa confiable de supervivencia del
100% a través del uso de la técnica de vitrificacion mas eficaz del
mundo.

Todos losmateriales y métodos necesarios para lograrlo se encuentran en estos dos paquetes:
ACryeKiethde Vitrificaci-n 1010
ACryeKiethde Cal entamiento 1020

Esperamos que alrededor del mundo todos los pacientes de infertilidad puedan disfrutar de estos
paquetes llenos del milagro de la ciencia.
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Cryo

1. Operacién basica

[Aumento del Microscopio]
El método Cryoteatiliza dos niveles de aumento para un funcionamiento sencillo.

Aumento pequefia Para manipular elvocito/embrionx12-15).
- Este aumento permite ver facil e inmediatamentewelcito/embridn
completo.

Aumento grande: Se utiliza para observar @vocito/embrionx45-55).
- Esteaumento le permiteerificar a detalle cada area.

o La posicion delovocito/embrion durante la aspiraciong
Al usar los protocolos del Método Cryots@lo necesita estar famliarizado ctmes posicioneslel
ovocito/embrioren la pipeta

1. Aspiraruna pequefia cantidad de la solucién (aproximadamente el doble del diametro del despiiés
del ovocito/embrionprocedimiento estandar).

N~

2. Colocarel ovocito/embriérenla punta déa pipeta (equilibrigoor vitrificacion).

P

3. Aspirar3 mm de soluciédespuéslel ovocito/embrién(dilucién mediante TS y DS).

[\
~
Conseja
Todas las acciones que involucran a la pipeta gvatito/embriénpueden hacerse significativamente mas sencillas
usando laaacion capilar (urproceso natural) para aspirar camtieipacion 1 mm de solucion en la pipeta. Para hacer las
cosas aun m&aciles, se puede hacer una marca en la pipeta para indicar el umbral en el que termina la absorcion capilar.
1

' &

A

3mm
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2. Protocolo de vitrificacion

Propdsito de la criopreservacién por vitrificacion

El uso de la criopreservacion por vitrificacion evita cualquier cambio o deterioro en la calidad del
ovocito/embriénasegurando la conservacion aésmo estado en que estalrdes de la congelacion.

o Materialesx
N Cryotechg Kit de vitrificacion 101
- Solucion de EquilibridES): 1.0 mi/vialx1
- Solucién deVitrificacion (VS): 1.0ml/vialx2
- 4 Cryotecs
- 3 placas de vitrificacion con 3 pocillos cada unsicubierta
N Microscopio (conla platina de calentamientoapagadg
N Temporizador (con funcién deconteo)
n Pinzas
n Tijeras
N Micropipeta (con capacidad para3 0 0 € | )
N Pipeta Pasteur (con boquilla) Stripper (con puntas)
N Contenedor de nitrégeno liquido

@ Caracteristicas de la Placa de Vitrificacion

« 'W La placa de vitrificacion, especialmente disefipai@usarse
*aase? con el método Cryotec, tienel) Pocillos de fondo
redondeado, 2) un espacite lavadopara depositar la

solucion expulsaddurante los lavadey 3) una ranura para
sostenede forma segura el Cryotec (dispositivo portador).

l/
Debido a quelos pocillos son hemisférics, hay mena
probabilidad de crear "puntos ciegosausados potas
sombras en el microscopio. Esto hace que sea mucho mas

dificil perder de vista alvocito/embrion

[Preparacion de la Vitrificacion]
1. Mantengda habitacion ainatemperatura ambiente entre°@5/ 27°C.

2. Mantergalos viales ES y VS a temperatura ambiente (26+1 °@72&) al menos durante 1 hoaatesde
realizar el protocolo.
(VERIFICAR: Observe y toque lowialesantes de usarlos paralescartarla presencia decualquier anormalidad, como
coloraciones inusuales o temperaturas mas altashajas de loadecuado)
3. Prepae la pipeta Pasteur con un didmetro interior que coincida con el didmetaodéb/embrionque sera
vitrificado:
- Para ovocitos/embrione$40-150um
- Para blastostos, 160-220um
4. En casae queel diamétro del blastogtd a vitrificar sea mayor de 220um, lleve a cabo el siguipnbeeso
de preencogimiento:
- Sumerjael blastocito en una solucion hiperténica (DS:WS = 2:3) hasta que @ocaintamafio adecuado.
Este es el método de contraccién no invasiva mas eficaz.
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[PASO 1]

Equilibrio en elES (815 minutos: a temperatura ambiente)
El propésito de estpasoes introducir agentes crioprotectores (CPAS) en el interior de la.céliflaal de este
pasoseconfirmaconla recuperacion completa del volumen de la célula.

Mecanisno de la contraccion y recuperacion de las células

Debido a que el interior de talula es medio de cultivo (con una presion osmética de aproximadamente
300) y el espacio extracelulart@sompuesto pdES (con una presion osmoética de aproximadamente
2,400), el agua dentro de la célula fluirécia duera de ella debido a estliferertia entre Ia& presiones
osmoticasintra y extracelulares. Al mismo tiempo, los GPgueden penetrar la membrana celylar
fluyen haciadentrola célula. Debido a que lgzesiones osmdéticaisitra y extracelulares intentan
naturalmente equilibrarse, estaacciones ocurren simultdneamente. Sin embargo, la velocidad a la que
el agua fluyenacia duera de la célula es ligeramente mas rapida que la de los dieAluyenhacia
adentro de la célula. Esto significa queoebcito/embridornprimero se contraera adlir el agua y luego
retornara a su volumen original al entrar los GPA

Primero el ovocito/embrién se
contraer4 tan pronto como
salga el agua.

celula (mas rapido).

[ El agua fluye hacia afuera de la ]

Los CPAs fluyen hacia adentro de la Regresa a su volumen original
célula (mas despacio). tras el ingreso de los CPAs
Figura Procedimiento

( ) 1. Rellenar el pocillo 1 de la placa de Vitrificacic
0 9 @ con 300 plde ESa temperatura ambiente ().
2. Llene cada uno de los otrpecillos con 300 pl

de VS a temperatura ambiente (y ).

VERIFICAR: Evite formar burbujas en la distribucion.
Fije la puntaa la micropipeta de 30fl. Aspire 300l de solucidén en la pipeta y expulse la totalidad de la mibamaro del vial
Luego aspireuevamentéa solucion y realice la distribucién lentamente. Esto evitara la formacion de burbujas.

VERIFICAR: Si se forman burbujas, deje que la solucion sasiente.
Si las burbujas se forman en la solugiéstas desapareceraraisolucionpermanecéntactapor un tiempo. No intente eliminar las
burbujas con la micropipeta, ya que esto cambiara la cantidad de solucion dentro del pocillo.
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1. Inspeccione y observe con detenimiento
ovocito/embrioncon aumentogrande prestandc
especial atencion al tamafio de la zpe#ucida
en relacion al espacio perivitelinern(ovocitas) o
la cavidad €n blastocistgspara confirmar que €
ovocito/embriénhaya recuperado totalmente
volumen oiginal durante el equilibrig

2. Aspire el ovocito/embriénen la puntade la
pipeta Pasteur junto con una pequefia cantidz
medio de cultivo (aproximadamente del tam:
de 2 ovocitos). ( ).

Placade cultivo

VERIFICAR:  Tenga en cuenta que una vez que elocito/embrion se coloca en el ES, su volumen comenzaré a disminuir
inmediatamente.Esimportante confirmer encogimientoya que,si no encoge, ebvocito/embrién no es viable.

1. Coloqueel ovocito/embrioren la superficie de
ES, directamente en el cent(o ). No importa
si trae consigo un poco de medio de cultivo.
@ 2. Inicie el temporizador.
N 3. El ovocito/embribncomenzara a encogerse y

hundira hasta el fondo del pocillés(o debe
suceder dentro de 30 segundos))( A los 90

segundos, el ovocito/embrion debe habe
alcanzado el tamafio méas pequerio.
@ 4. Continle esperando y observeéono el
ovocito/embrién recupera completamente
volumen original.
ES

Evaluacion de la calidad de ovocitos/embriones en funcién a su forma durante la

contraccion
Usted puedevaluarla calidad debvocito/embriénpor la permeabilidad de la membrana de su célula.

Un ovocito/embrionde alta calidad mantendra su forma esférica mientras se encoge (Rango A). Si hay
variacion en la permeabilidad de la membrana, se formaran baetpsdres (Rango B), y a medida

gue la calidad disminuye se mostrara una forma extremadamente irregular (Rahgog@)en cuenta

que estos grados no afectan la tasa de supervivencia; sin embargo, esto representa la calidad del
ovocito/embrioren si, pued indicar una diferencia en la fertilidad, la capacidad de desarrollo, o la tasa

de embarazo en una etapa posterior.

Rank A Rank C
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Determinacién del final del equilibrio

Cryo

Mientras espera a que ebvocito/embrion
recupere su volumen, retire la peja que
contiene el Gyotec en el empaque prepare el
Cryotec. Llene la informacion de Ic
ovocitos/embriones en la parte postermpyesto
al logotipo) y coloque el Gmotec en la ranura e
la placa de Vitrificacion, asegurandose
mantener el logotipo hacia arriba ().

Prepare el nitrogeno liglo fresco en el
contenedor.

Una vez que ebvocito/embriorhaya recuperado
completamente stamafio original, el equilibric
enES estaracompleto

Si la recuperacion del volumen no puedecsgfirmada, o si usted no esta seguro segun su juicio de la
recuperacion completa, loepos maximogara elequilibrio en ES son los siguientesvocitos y
blastocstos (160 um220 um de diametrd) 15 minutos; embriones en fase d8 délulas 12 minuos.

Se ha determinado que se produce un equilibrio suficiente despué$ 2 afnutos, respectivamente.

Es suficiente que la zona
pelluciday el TE estén en

e contacto entre si en 3 de los ¢
// \\ puntos que se cruzan con el

If: L "Q;.\, espacio perivitelino.
1y f

Algunas veces puede ser dificil determinar

si el volumen de un blastocisto se ha recuperado

completamente debido a la cavidad que presenta. Por lo tanto, en el caso de los blastocistos, inspeccione
el contacto entre la zongelluciday el TE como se muestra en fgura de arriba y determine la
recuperacion. Viendo el blastocisto desde la parte superior, imagicauarsuperpuesta en la célula; si

la zonapelluciday el TE estan en contacto entre si en 3 de los 4 puntos que se cruzan con el espacio

perivitelino, el blastocito se ha recuperado lo suficiente.

Aspire el ovocito/embridon con una pequefi
cantidad de ES (aproximadamente del tamafi
2 ovocitos) ( ).
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[PASO 2]

Equilibrio en elVS1 (3060 segundos)
El propdsito de VS1 es reemplazar tall&Sintracelular con VSEste paso esta complatoanddas densidades
de la célula ylelVS1 son iguales.

Figura Procedimiento

1 1. Deposit el ovocito/embriéona meda profundidad
de VS1( ).

Expulse todoel ES restard de la pipeta en i
ranura ddavadodel pocillo ( ).

n

Aspire VS1 freso del borde del pocillo( )y
expulselo rapidamente ().

©
A
w

Y 4. El ovocito/embrion flotara rapidamente a |

@ superficie de VS1 (). (Asegurese de enfoci
inmediatamente la superficie de VS1 tan pra
como coloque ebvocito/embridi.

VS1

VERIFICAR:
Debido a que ebvocito/embridnliberado flotara rapidamente a la superficie, el enfoque de su microscopichaetrseen la
superficie del liquido, lo que le permite confirmar la presenciawsito/embrion

2 1. Aspire VS1 freso del borde depocillo, luego
aspire elovocito/embriéren la puntale la

pipeta ( ).

2. Deposite ebvocito/embriéren la parte inferiol
del pocillo de VS1 ( ). (Asegurese di
@ 4 depositarséloel ovocito/embrién)

@ 3. Expulse todoel ES restante de la pipeta en
< ranura ddavadodel pocillo ().

4. El ovocito/embriérdebe flotar lentamente has
media profundidad/ detenerse&ompletamate.
Esto confirma el fial del equilibrio en VS1

)

VERIFICAR:

Utilice el aumentggrandedel microscopio para confirmar quealocito/embridnse hga detenido completamente enrgvel medio
de la solucién. Aseglrese de queebcito/embriénpermanecaenfocado durante un buen tiempo, confirmando @ dejado de
flotar.
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1. Aspire y expulse VS2 frescdel borde de
pocilodeVS2( y ).

2. Aspire VS2 freso una vez mas desde el bor
del pocillodeVS2 ()

VS2

VERIFICAR:
El proposito de aspirar VS2 frasantes de aspirar elocito/embriérdd VS1 esevitar la introduccién de VS1 &rS2.

4

1. Aspire elovocito/embriondd VS1 enla punta
de la pipeta ( ).

VS1

10



[PASO 3]
Encogimientoenel VS2 (10-20 segundos)

Cryo

El propésito de VS2 es confirmar qakES haa sido reemplazado pal VS completamente. Esto sacede

dos maneras:

1) El ovocito/embriénesta encogido (con forma de melliag), y 2) elovocitdembriénno flota (estosignifica

gue nohay mas ES dentro del ovocito/emb)idn

Figura
1
VS2
) - -
of o s
v s @)
(o)
®
VS2
VERIFICAR:

1.

Procedimiento

Deposite ebvocito/embriéren lapartecentral
deVvs2( ).

Expulse todo el VS1 restante de la pipeta en
ranura de lavado del pocilo ( ), vy
aspie/expule VS2 freso del borde del pocillc

Cy )

Aspirae VS2 freso una vez mas ().

Agite la solucion alrededor delovocito/
embrion para observanl desde mudltiples
angulos con el fin de confirmague esté
contraido completamengfe ).

Si puede observar elocitdembridnencogido sin mover la solucid hay necesidad de agitarlo.

3

VS2

11

1.

Aspire el ovocito/embrionen la punta de i
pipeta ( ).
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Colocacion delovocito/embrion

4

1. Coloque el ovocito/embrioncon
una pequefia cantidad de V.
cerca del marcador (triangu
@‘ negro) de lddminaCryotec ( ).

Q00 >

DT

VERIFICAR: 1 ovocito = 1 gota. NO REDUZCA elvolumende la gota.

No intente reducir elvolumende la gota

Los métodos convencionalggentanminimizar el tamafio de la gota con el fin de aumentar la tasa de
enfriamiento. Sin embargo, dado quemediode congelacion utilizado en el método Cryotech tiene
mayor capacidad de vitrificacion glees métodos convencionales, no hay necesidad de hstoeiem el
intento de minimizar la gota, usted puederementar lgresionsobre elovocito/embriéndebido a la
tensién superficial. Esto puede da@lanvocito/embriéno hacer que se pegue ddmina haciendo que
sea dificil deeemoverdurante la desmgelacion. Esto también puede aumentar el tiempo necesa&tio
TS, lo cual puede dafia ovocito/embrién Para reiterar, nuestro método no requiere que usted
minimice el volumen dda gota. Si la gota es demasiado grande, o si dos @wvonagogembriaes se
colocan en una sola gota, simplemente vuelva a dsgigar la pipeta y coloque una nueva gota en un
lugar diferente de I&mina

Congelacién Ultrarapida

5

1. Después de confirmar la presencia
ovocito/embriénen la gota sobre l#&ming
coloque inmediatamente el Cryotec en
nitrégeno liquido y agite suavemente hasta
dejen deapareerburbujas. Esto elevara la ta
de enfriamiento (congelacién ultradpida)

()

Nitrogeno liquido (LN)

12



Fijacion de la Tapa

Figura

2

Cryofeche

Procedimiento

Mantema la porcién de laldmina dentro del
nitrégeno liquidq ).

Coloquela tapadentro @l nitrégeno liquido.
Después de unos segundss@irese de que r
salgan mas burbujas de la tapa Coloque
suavemente la tapa en el Cryotec.

Mantenga la punta de laminasiempre dentrc
del nitrégeno liguido( ) y utilice sus pinzas
para colocarla cerca de &perturade la tapa
protectora (use la marca negra como g

()

VERIFICAR: NO SOSTENGAla tapa protectora con pinzpsr la parte mediga que puede romperse

13

Después de utilizar las pinzas para coloca
tapa,sostengaverticalmente el Cryotec ().

Mantenga la punta de laminaen el nitrdgenc
liqguido ( ), levantelevemente elCryote,
luego firmementeire y apriete la tapa con st
dedos ( ).
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3. Protocolo de calentamiento

Temperaturas conriesgo de formar cristales de hielo

El proceso de descongelacién es la etapa donde existe mayor probabilidad de formacién de cristales de
hielo. Incluso con un aumentie la tasa de enfriamiento durante la vitrificacion, los cristales de hielo
todavia se pueden formar si la tasa de calentamiento es demasiado baja. Es muy importante pasar
rdpidamente de80°C a -20°C, que es el rango en el que los cristales de hielo senpmopensos a
formarse.

[Materiales]
N Cryotechg Kit de Calentamiento 102
- Solucion de Descongelacion (TSB Inl/vialx1
- SolucionDiluyente (DS) b ml/vialx1
- Solucion de lavado (WS)A ml/vialx1
- 1 Placade @alentamientacon 4 pocillogy su cubierta)
N Microscopio (conla platina de calentamientoapagadg
N Temporizador (con funcion de conted
n Pinzas
N Micropipeta (con capacidad para3 0 0 € | )
N Pipeta Pasteur (con boquilla) Stripper (con puntas)
n Contenedor de nitrégeno liquido

Caracteristicas especiales de la placa de
descongelacién
% @) Nuestra placa de calentamiento, disefiada

exclusivamente para suso con el método Cryotec,
cuenta con un pocillo rectangular inclinado para el

|_“_' ............. J W uso de TS. También incluye pocillos hemisféricos y

el espacio paradepositar la solucién expulsada

‘, durante los lavadosimilar a la placa de Vitrificacion.

La pendiente del pocillo TS esta disefiada para permitir
Q la colocacion estable de lamina del Cryotec. Los
pocillos hemisféricos facilitan laofmacion de una capa

de solucion durante la dilucion y permitecambios
graduales d&a presién osmotica.

[Preparamon para el Calentamiento]
Use una incubadora para calentar la PiE&alentamientoy el vial de TS (con tapas cerradas) a’G7al
menos 2 horas antes de comenzar el proceso de descong&acoéaptable que se deje calentando durante la
nochg.
N Cuando utilice una incubadora de £@seglrese de que las tapas de los videES estén totalmente
cerralasantes déntroducirlos a la incubadora.

2. Mantergael DS y WS a temperatura ambiente (261 ° C:22%C) durante al menos 2 horas antes del
descongelamiento.

3. Prepare el nitrégeno liquidm el contenedorRetire el Cryotec del tanque de nitrdgeno liqyidmloquelo en
el contenedor de nitrégen8in sacar el Cryotec del nitrdgenetire la tapadel Cryotecy coloquelo vertical
contra la pared interior Heontenedor de nitrégeno

14
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[PASO 4]
Calentamientoen elTS (1 minuto)

Figura Procedimiento
1 1. Asediresede que la Placade Calentamient

haya alcanzado 37C. Retirela de la incubadora
o coloque 30Qul de DS a temperatura ambiente
O el segundo pocillog] primer pocillo redondo

()

VERIFICAR:

Con el fin de garanti zar eshgorquetadasdas aoluciones temp8raturareanbiethte se Joglen,
inmediatamente antes de que satlizadas(ya quesereduciria la temperatura total de la PlaeaCalentamienjo Sin embargo,
debido a quelgrimerpasosolo toma 1 minuto, no hay sugéate tiempo para hacerlo, por elbDS secolocapor adelantado.

2 1. Retire el vial de TS (8 ml) que previamente ¢
calenté a 37C en la incubadora y viertau
totalidad en el pocillo TS (pocillo rectangule

)

2. Enfoque & microscopio al fondo del pocillo d
TS (especificamente en la posicion donde
lamina de Cryoteaquedara al ser introducig
linea punteada de la izquierda) §.

3 1. Introduzcainmediatamente el Cryotedesde ¢
> ———— nitrégeno liquidaenel TS (en 1 segundo) ().
TS
[“:BETLI).¥. ] — | [ » .. , . .
+L ‘ 2. Inicie el crondmetro yesperel minuto sin mover
® ——— el Cryotec.

3. Durante el calentamiental ovocito/embrionse
separara y se alejara del Cryofec).

TS

VERIFICAR: jAsegurese de dejar que repose durante un minuto completo!

Al sumergir el Cryotec enel TS, manténgaloinmoévil durante un minuto completo. Si lo mueve, puede alterar el
equilibrio de temperatura de toda la solucién debido a la temperatura extremadamente baja del Cryotec. Ademas, si el
ovocito/embriérse ha desprelido de laldming cualquier movimiento puede desplazarlo y hacer que lo pierda de vista.

Si no puede ver alvocito/embrioren lalaminade Cryotec, sea paciente y no intente mover la laamites de completar

el minuto.

15
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Consejos parasumergir el Cryotec en el pocillode TS

Prepare la pipeta con la mano derecha y sujete el Cryotec con la mano izquierda lo mas cerca posible de
la lamina Introduzcael Cryotec inmediatamente en un angulo de 30 a 40°, ushidagulodel pocillo

del TScomo guiaEsto puede hacer que su mano se arquee inconscientemente, por lo que es importante
hacer un esfuerzo para mover su mano en linea recta. También puedeprotwrar el costadde la

mano en laplatina, lo que lamantendra mas establé sumergi el Cryotec. Asegurese de mover
rdpidamente su mano desde el nitrdgeno liquido hasta el area del microscopio, luego cuidadosa y
suavemente inserte la lamina de Cryotec en el pocillo con TS. Mantenga la mayor distancia posible
entre el nitrégeno liquido g TS, para evitar la introduccion de nitrégeno liquido en la solucion. Si se
forman burbujas de aire en la lamina, puede ser mas dificil encontreaitio/embrion o éste puede
adherirse a una burbuja y moverse dentro de la solucion. Por favortddada precaucion necesaria.

Realice el movimiento

mas corto posible.
Sostenga lo méas cerca
posible de la lamina

OO O\
|

Primero coloque el costado de su
mano en la platina.

Formacién de burbujas al introducira TS

Esto sucede cuando introducimos el Cryotec haciendo un movimiento

perpendicular a la superficie del T&.hacer este movimiento, la superficie

expuestale la lanina es muy grande introduce consigo aire en el TS, lo

que causara la formacién de burbufara evitar este prt#ma, hay que

cambiar el movimientowe hacemos al introducir el Cryotec en el TS: favor

de introducir en un movimiento diagonal, siguiendo el &ngulo del pocillo de

TS. Al hacer este movimiento, la superéicte la lamina xpuesta sera

mucho menor y no traera consigo aire hacia dentro del TS. Haga referencia

a las siguientes imagene¥endemos a hacerste movimiento cuando x

trabajamos de pris@or consiguientela introduccion rapida dentro del TS
en un angulo perpendicular traerd muchire y formara burbujas. El
ovocito/embrién se pegara a las burbujas y sera desplazado a otrelugar
pocillo y puede causar quee pierdaEn caso de que esto suceawise la
superficie del TS y en las partes de menor profundidad del poGillgue
la accién capilaatraeraa las burbujas (@n el ovocito/embrion) a la pared
mas cercana. Para solucionar este problema, irttaén Cryotec con un
movimiento en diagonal para evitiaeraire dentro déTS. Y por favor
recuerde no perder de vista elutb/embrion por un minuto completo

/ después de introducir el Cryotec en el TS, ya que les gusta escapar!!
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Cryo
[PASO 5]
Dilucion enel DS (3 minutos)
Figura Procedimiento

1 1. Deje el Cryotecinmdvil durante 1 minutc
completo, a continuacién, lentamente retirelo
pocillodeTS ( ).

2. Aspire el ovocito/embrién del TS, luego
lentamente aspr3 mm de T<en la pipetd ).
TS
VERIFICAR:

Si elovocito/embrioértodavia no se ha separado de la lamina después de un minuto, coloque la pipeta Pasteur debajo de ella y presione
suavemente para separarla. Aseguresedecar directament ovocito/embrién

VERIFICAR: Si elovocito/embrién desaparece )
Si usted colocaon éxito ebvocito/embriéren la lamina de Cryotec durante el proceso de vitrificacicoyadito/embriorESTA

dentro dépocillo deTS. Nuestra soluciéde TS tiene una toxicidad minima, por lo que tendré tiempo para buascguilamente|
ovocito/embrion

VERIFICAR:
Puede medir 8m usando el indicador en la tapa de la Placa de Calentamiento.

2 1. Inserte la punta de la pipeta@@ntroy hastael
fondo del DS y poco a poco expellsl TS para
formar una capdeTSen el fondo ).

2. Coloque elovocito/embriénsuavemente en |
parte inferior de la capa de TS ).

3. Apague la luz del microscopio y déjelo durant
minutos.

DS

3 1. Mientras espera 3 minutos, coloque 300 pl
WS en los pocillos WS1yWS2 (y ).
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