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Resum

S'utilitzaren 325 femelles de ratoli hibrides C B-6 F-1. Foren realitzats 45 controls
bioldgics amb embrions de dues cel-lules i 9 per ovocits ovarics. S’obtingué un total de 622
embrions (2 cel-lules) i 288 ovocits ovarics. El rendiment mitja per als embrions de ratoli de
dues cel-lules que arribaren a I'estadi de blastocist en expansié fou del 58,76% EI 100%
dels ovocits ovarics perderen la vesicula germinal i el 74,55% expulsaren el primer corpus-
cle polar. Es comprova la validesa del control bioldogic amb embrions de ratoli com un bon
predictor de la qualitat dels medis i el material emprats. S'observaren diferéncies significa-
tives quant el nombre d’embrions recuperats, el nombre de blastocists obtinguts i el rendi-
ment observat cap a I'estudi de blastocist en expansio en funcié del lot hCG utilitzat. Es
proposa, com a més adequada, la pauta corresponent a 10 u.i. de FSH i 10 u.i. de hCG.

Cal indicar finalment que el control bioldgic permet analitzar la qualitat dels medis,
materials utilitzats i, aixi mateix, I'error huma associat a la realitzacidé de la técnica.

Introduccio

El cultiu in vitro d’'embrions preimplantatori i ovocits ovarics de ratoli constitueixen les
dues tecniques més emprades com a base per establir els distints models d’embriogénesi
en mamifers (Biggers and Brinster, 1975; Biggers el al., 1962 i 1965; Brinster, 1963). Més
recentment, aquestes técniques han estat utilitzades per controlar la qualitat bioldgica dels
medis i additius utilitzats en programes de fertilitzacio in vitro (FIV) (Kirby, 1962; Marston et
al., 1964; Mulnard, 1964 i 1965; New, 1966; Daniel, 1971; Freeman, 1975; Ackerman,
1986). Tot aix0 ha permés el desenvolupament de noves tecnologies aplicades a altres
models experimentals (Quinn i Wales, 1973; Whittingham, 1977; Thibault et al., 1975;
Witkowsk, 1981).

En la posada a punt d’'un programa de FIV i la transferencia d’embrions (ET) es reque-
reix I'elaboracio i la utilitzacio de diferents medis de cultiu aixi com 's de materials diver-
sos dels quals es desconeix la possible embriotoxicitat. Els estudis sobre el desenvolu-
pament d’embrions de ratoli in vitro permet investigar I'efecte sobre aquests medis de llurs
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diferents condicions fisico-quimiques: osmolaritat i pH (brinster, 1965a); efecte de la font
d’energia (Brinster, 1965b); font de nitrogen (Brinster, 1965c); interaccio entre les distintes
fonts d’energia i contingut en proteines (Brinster, 1965d i 1967).

Aquest treball es planteja com a objectius avaluar el rendiment obtingut en els diferents
controls biologics (amb ovocits i embrions de ratoli preimplantats) en base a: pautes d'esti-
mulacio utilitzades per a la induccié de I'ovulacio i superovulacio; possible embriotoxicitat
dels materials emprats; condicions fisico-quimiques dels medis de recuperacié i cultiu;
avaluaci6 de la font de proteines més adequada en cada cas.

Material i méetode
1. Eleccio de la soca més convenient

Daniel el 1971, Freeman el 1975 i Ackerman et al. el 1986 informen sobre una gran
uniformitat en la superovulacio, tant en el nombre d'ovocits ovulats com en el moment de
I'ovulacié, quan s'utilitza la F-1 hibrida derivada de I'encreuament entre BALB/C i una
segona soca. Ackerman et al., el 1986, obté un nombre més elevat d’'embrions amb ratolins
hibrids CB-6F-1 (BALB/C-C57B6/6).

En relacio amb la divisio dels embrions, aquesta difereix d’'unes soques a les altres, i els
hibrids es mostren superiors en les linies pures (Ackerman et al., 1986).

2. Medis de cultiu

Per a la recuperacio d’ovocits i embrions s'utilitza solucié salina fisiologica i DPBS
(Dulbelcos Phosphate Buffer) i per al cultiu s'utilitza Ham F-10 (liofilitzat o eleborat en el
nostre centre) suplementat amb diferents tipus i proporcions de sérums com a fonts de
proteines (10% BSA, 20% BSA i 15% de sérum de cord6). Abans de la seva utilitzacié el
medi fou ajustat a un pH de 7,3-7,4 i una osmolaritat de 280 mos/I. i esterilitzat per filtracio.
L'osmolaritat es mantingué sempre constant i les variacions en el pH (6-7,2; 7,3-7,4; 7,5-9)
foren considerades variables a estudiar.

3. Superovulacio i induccio de I'ovulacio

Per incrementar el nombre d’embrions per cada ratoli i reduir aixi costos i esforgos
s’administraren gonadotrofines. Aqueixa tecnica fou descrita inicialment per Cowlers i Ed-
wards el 1957. En aquest treball se segui la tecnica descrita per Ackerman et al. en 1986,
segons la qual s'obtenen bons resultats per injeccio intraperitoneal de 5 o 10 u.i. de go-
nadotrofina serica equina (PMSG) i 5 0 10 u.i. de gonadotrofina corionica humana (HCGQG)
48 hores despreés. En la nostra experiéncia s'utilitza com a hormona d’accié FSH, Pergonal
(laboratoris Serono) i com a hormona d’accié hCG, hCG Lepori (laboratoris Farma Lepori) i
Profasi hCG (laboratoris Serono). Les femelles foren aparellades en el moment de la
injeccio de hCG. L'endema, s’observa la presencia de tap vaginal i els embrions de dues
ceéllules foren obtinguts de I'oviducte 24 hores després de I'observacié del tap vaginal o
40-44 hores post-hCG.
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4. Fertilitzacio in vivo. Recuperacié d’embrions i ovocits

A) Per a la recuperacio d'embrions se sacrifiquen les femelles de 40 a 44 hores post-hCG
per dislocacio cervical. Se n'extreuen les ampul-les i es col-loquen en plaques de Petri
amb 2 ml. de medi de recuperacio; es dissequen i es recuperen els embrions que,
rapidament, son introduits en el medi de cultiu. Solament son utilitzats els embrions en
estadi de dues cellules. Aquesta técnica, aixi com la que correspon a la perfusié d’am-
pul-les, fou descrita principalment per Lewis et al. el 1975 i per Hammond el 1949, i
revisada i modificada per Whitten et al. el 1961, Daniel el 1971, Freeman en 1975 i
Ackerman et al. en 1986.

B) La recuperacio d’ovocits ovarics es realitza sense superovulacio ni induccio de I'ovula-
ci6. Aquests ovocits es recuperaren directament dels ovaris de les femelles segons la
tecnica descrita per Bonahue el 1968a i 1968g; Chang el 1955, Edwards el 1965 i
Kennedy el 1969.

5. Monitoritzacié del creixement in vitro

La recuperacio d’ovocits i embrions es realitza amb un microscopi estereoscopic, no
s'utilitza cambra de flux laminar i el cultiu in vitro s’efectua en incubador a 37°C amb una
atmosfera del 5% de CO, en aire i humitat del 90%

Els ovocits i embrions foren observats després de 72 h. de cultiu, i es valora el percen-
tatge d’embrions que arribaren a I'estadi de blastocist en expansio o el percentatge d'o-
vocits que completaren la primera divisi6 meiodtica per abséncia de vesicula germinal i/o
presencia del primer corpuscle polar.

Es realitzaren els seglents calculs en base a analitzar la qualitat dels medis i materials
emprats:

Per a embrions fertilitzats in vivo:
REN = Rendiment fins 'estadi de blastocist en expansid = n. de morules i blasto-
cists / n. d’embrions en cél-lules per cent.
RENCP = Rendiment fins I'expulsié del primer corpuscle polar = n. d'ovocits amb
corpuscle polar / n. ovocits totals (amb o sense vesicula germinal) per cent.

Calindicar que en alguns casos el primer corpuscle polar es veié danyat, ja que presen-
tava fragmentacions i estats degeneratius a causa del temps de cultiu in vitro.
Els controls foren considerats positius quan s’obtingué el rendiment superior al 50%

6. Animals utilitzats i condicions ambientals
S'utilitza un total de 235 femelles de ratoli hibrid de CB-6F-1. D’elles, 190 foren utilitza-
des per a l'estudi del desenvolupament in vitro d’embrions de ratoli i 45 per a I'estudi del

desenvolupament in vitro d'ovocits. Tots els animals foren sacrificats als tres mesos d'edat.
El régim d'illuminacié fou de 12 hores de llum i 12 hores de foscor.
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7. Analisis estadistiques

Per a I'analisi estadistica de les dades foren utilitzats els segiients programes: PID
(descripcio simple de dades); FIV (analisi de la varianga i covarianga amb mitjanes repeti-
des); PIR (regressio lineal multiple). Aquests programes estan inclosos en el paquet esta-
distic BMDP (Dixon et al., 1983) implementat en I'ordinador UNIVAC 5 100 del Centre de
Calcul de la Universitat Politécnica de Valéncia.

Resultats i discussio

Ala Taula 1 es detallen els valors mitjans, coeficients de variacié i rang de variacio (per
control realitzat) de les variables estudiades per al desenvolupament in vitro d’embrions de
ratoli.

TAULA 1. Mitjanes (M); coeficient de variacié (CV); i rang de variacié de les variables correspo-
nents al desenvolupament in vitro d’embrions de ratoli (per control realitzat); 10 (induccié de
I'ovulacio); TF (nombre de femelles que van resultar gestants); EMB (nombre d’embrions de 2
cél-lules recuperats); REN (percentatge d’embrions de ratoli de 2 ceél-lules que van arribar a
I'estadi de blastocist en expansié); BLAS (nombre de blastocists en expansié obtinguts).

Variables Unitats M CV Valor maxim Valor minim
10 Ne 4.85 0.3272 7 2
TF No 2.40 0.3529 4 1
EMB No 16.37 0.7794 59 4
BLAS Ne 8.31 1.0917 43 0
REN % 53.27 0.5083 90 0

El nombre total de controls realitzats fou de 45, i foren detectades 4 contaminacions que
representen el 10% del total. Foren emprades 190 femelles, de les quals 100 resultaren
gestants, cosa que suposa una acceptacio del mascle del 52%. Aquests resultats estan
d’acord amb els exposats en altres experiéncies (Braden, 1954; Whitter 1956) quant a
induccio de I'evolucio en femelles de ratoli amb il-luminacié controlada. S’obtingueren un
total de 622 embrions de dues cel-lules que determinaren 316 blastocists, cosa que repre-
senta un rendiment global del 55,2% Cal indicar que el valor mitja obtingut per a aquest
rendiment no reflecteix el valor real, ja que en les quatre contaminacions detectades el
rendiment fou zero, cosa que implica una considerable disminucié del valor mitja per a
aquesta variable. Quan s’exclouen els quatre casos en qué hi hagué contaminacio, la
mitjana del rendiment real fou del 58,76% Els elevats coeficients de variacié obtinguts son
deguts a I'escasa uniformitat de les variables estudiades, ja que la recuperacio o no d'em-
brions, el nombre d’embrions obtinguts i el que aquests embrions assoleixin I'estadi de
blastocist en expansio i, aixi, el seu rendiment final, sén variables que no es poden predir i
que oscil-len entre zero i un valor maxim per a cada una d’elles.

A la Taula 2 es presenten els valors mitjans coeficients de variacio i rang de variacio,
per control realitzat, per a les variables que corresponen al creixement in vitro d’ovocits
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TAULA 2. Mitjanes (M); coeficient de variacié (CV); i rang de variaci6 de les variables correspo-

nents al desenvolupament in vitro d’ovocits ovarics de ratoli (per control realitzat); OVT (nom-

bre d’ovocits totals); OVG (nombre d’ovocits amb vesicula germinal); RENVG (percentatge

d’ovocits que van perdre la vesicula germinal); RENCP (percentatge d’ovocits que van expulsar
el primer corpuscle polar).

Variables Unitats M CV Valor maxim Valor minim
ovT Ne 32.44 0.3348 42 9
OVG Ne 18.22 0.3809 25 4

OVSG Ne 14.22 0.3019 20 5
RENVG % 100.00 0.0000 100 100
RENCP % 74.55 0.1751 90 50

ovarics de ratoli. Es realitzaren nou controls amb un total de 45 femelles, de les quals es
recuperaren 288 ovocits, 162 amb vesicul germinal i 126 sense. Tots els que presentaren
vesicula germinal la perderen i 288 mostraren el primer corpuscle polar després de 72 h.
d’incubacid, cosa que representa un rendiment del 74,55% per a l'expulsio del primer
corpuscle polar i del 100% per a la pérdua de la vesicula germinal.

Els resultats obtinguts s6n comparables als observats per altres autors (Chang, 1955;
Edwards, 1965; Danahue, 1968a,b; Kenndy, 1969), que indiquen que practicament tots els
ovOcits ovarics cultivats in vitro perden la vesicula germinal, i a més que un nombre elevat
d’aquests ovocits expulsen corpuscle polar després de diferents intervals de cultiu in vitro.

No es detectaren contaminacions. Els coeficients de variacio observats posen de ma-
nifest una més uniformitat per a les variables que corresponen als controls biologics amb
ovocits ovarics en relacido amb les considerades per als controls amb embrions de ratoli.

A la Taula 3 es presenta la matriu de correlacions per a les variables estudiades en
cada un del controls bioldgics amb embrions de ratoli.

S’observa un coeficient de correlacio positiu i significatiu entre REN (rendiment fins
I'estadi de blastocist en expansio) i BLAS (n. de blastocists obtinguts), aixi com entre BLAS
i EMB (n. d’'embrions de dues cél-lules recuperats) i entre REN i hCG (lot de hCG utilitzat),
cosa que posa de manifest que com més gran sigui el nombre d’embrions recuperats sera
també més gran el nombre de blastocists obtinguts, i aixd donara lloc, conseqlientment, a
un rendiment més elevat. Aixi mateix, el coeficient de correlacié observat entre REM i hCG
indica que el rendiment es veu influit pel lot de hCG utilitzat.

A la Taula 4 es presenten els coeficients de correlacié per a les variables considerades
en els controls biologics amb ovocits ovarics de ratoli.

RENVG (rendiment fins la perdua de la vesicula germinal) no esta correlacionat amb
cap variable, puix que aquest rendiment fou del 100% Quant el RENCP (rendiment fins
I'expulsio del corpuscle polar) esta correlacionat amb OVT (n. total d’ovocits) i per OVSG
(n. d’ovocits sense vesicula germinal); aixo indica que com més ovocits es recuperen més
gran sera RENCP; aixi mateix, com més gran sigui el nombre d'ovocits sense vesicula
germinal més gran sera també RENCP. Cal indicar finalment que RENCP es veu influit pels
medis utilitzats, tant per a la recuperacié com per al cultiu d’aquests ovocits, encara que en
les ANOVAS (analisis de varianga) realitzades per a aquestes variables les diferéncies
entre grups no fossin significatives (Taula 8).
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TAULA 3. Matriu de correlacions per a les variables en els controls biologics amb embrions de
ratoli: REN (rendiment fins a I'estadi de blastocist en expansid); hCG (lots de hCG utilitzats); Ul
(pauta seguida per I'ovulacioé i superovulacié); TEST (materials provats); RUT (mitjans de re-
cuperacio utilitzats); TF (nombre de femelles que van resultar gestants); EMB (nombre d’em-
brions de dues cél-lules recuperats); BLAS (nombre de blastocists obtinguts); 10 (inducci6 de

'ovulacio).
REN hCH ul TEST RUT TF EMB BLAS 10
REN 1.4000
hCG 0.4516*  1.0000
ul 0.2242  0.8918**  1.0000

TEST  -0.3057 -0.4624*  -0.4124* 1.0000

RUT  -0.1381  0.6450**  0.7233** -0.2983  1.0000

TF -0.1094  -0.1232 -0.1786 -0.1117  -0.1029  1.0000

EMB  -0.0966  0.0031 0.1457 0.2191  0.0289  0.1925  1.0000

BLAS  0.4673" 0.2790 0.1733 0.0588 -0.0727  0.1400  0.7653** 1.0000

10 -0.1600 -0.2212 -0.3387 -0.0300 -0.1224  0.7312** -0.1415 -0.1196  1.0000

* Valors significatius al 5%
** Valors significatius a I'1%

TAULA 4. Matriu de correlacio per a les variables utilitzades en els control biologics amb

ovocits ovarics de ratoli: RENVG (rendiment fins a I’expulsié del primer corpuscle polar); RUT

(mitjans de recuperaci6 utilitzats); OVT (nombre total d’ovocits); OVG (nombre d’ovocits amb
vesicula germinal); OVSG (nombre d'ovocits sense vesicula germinal).

RENVG RENCP RUT ovT OovG OovSsG
RENVG 1.0000
RENCP 0.0000 1.0000
RUT 0.0000 0.6068" 1.0000
ovT 0.0000 0.6386" 0.4187 1.0000
ovG 0.0000 0.4935 0.3276 0.9797** 1.0000
OVSG 0.0000 0.8177** 0.5295 0.9460"* 0.8618*" 1.0000

* Valors significatius al 5%
** Valors significatius a I'1%

A la Taula 5 es representen les ANOVAS (analisis de la varianga) per a les variables
que es poden veure influides per les distintes pautes hormonals utilitzades per a la supero-
vulacio i induccio de I'ovulacio.

No s'observen diferéncies significatives per a les variables TF (n. de femelles que
resultaren gestants), EMB (n. d’'embrions de dues cel-lules recuperades), REN (rendiment
fins I'estadi de blastocist en expansié) en funcio de la pauta d’estimulacio utilitzada (5-10
u.i. tant de FSH com de hCG). Indiquen, tanmateix, que la pauta més apropiada per a la
superovulacio i induccio de I'ovulacié seria la corresponent a 10 u.i. de FSH i 10 u.i. de
hCG. No s'observen diferencies significatives per a les variables TF i EMB en funcio del lot
de hCG; aix0 no obstant, les diferéncies foren significatives a I'1% per a REN en funcio del
lot de hCG utilitzat.
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TAULA 5. ANOVA (analisi de la varianca) per a les variables TF (nombre de femelles que van

resultar gestants); EMB (nombre d’embrions de dues cél-lules recuperats); REN (rendiment fins

I'estadi de blastocist en expansid); amb factors de classificacié; hCG (lots de hCG utilitzats) i Ul
(pauta seguida per a I'ovulaci6 i sense covariables.

Lot de hCG Unitats

Variables 1 2 TOTAL P.COLA SLG 5ui 10ui TOTAL  P.COLA SIG
TF 2.5 2.29 2.4 0.4806 NS 2.56 2.26 2.4 0.3047 NS
EMB 16.33  16.41 16.37  0.8658 NS 14.37 18.05 16.37 0.4037 NS
REN 4155 65.67 53.27 0.0065 ' 46.75 58.76 53.27 0.1954 NS
SIG (nivell de significacio)
NS (no significatiu)
** Valors significatius a I'1%

A la Taula 6 es presenten les ANOVAS per a les variables BAS i REN en funcio dels
medis utilitzats per a la recuperacié dels embrions aixi com per al material testat.
TAULA 6. ANOVAS per a les variables: BLAS (nombre de blastocists obtinguts); REN (rendi-
ment fins a I'estadi de blastocist en expansid). Factors de classificacio: TEST (material testat en
6 nivells); i RUT (medis de cultiu emprats per a la recuperacio i cultiu). Sense covariables.
Variables 1 2 3 4 5 6 TOTAL P.COLA SIG
REN 70.00 72.00 50.01 66.50 50.00 53.00 58.76 0.4179 NS

RUT
1 2 3 TOTAL P.COLA  SIG

REN 60.40 56.57 50.71 53.27 0.6326 NS
BLAS 11.20 6.75 8.23 8.31 0.6145 NS

TEST: 1) Tubs de cultiu d'embrions. 2) Tubs d'emmagatzematge de sérum de cordd. 3) Puntes
micropipetes. 4) Sistema de filtraci6. 5) Canules de transferencia. 6) Material fungible: pipetes, capsu-
les de Petri, xeringues. RUT: 1) Soluci6 salina fisiologica, Ham's F10 liofilitzat + 10% BSA. 2) Solucié
salina fisiologica, Ham'’s F10 liofilitzat + 20% BSA. 3) DPBS, Ham's F10, elaborat en el Centre + 5%
sérum de cord6. SIG = nivell de significacio. NS = no significatiu.

No s’observen diferencies significatives en relacié amb els medis utilitzats per a la
recuperacio, ni tampoc amb el material testat. Podem suggerir que els materials més
desfavorables per |la seva possible embriotoxicitat serien les puntes de les micropipetes i la
canula de transferéncia, pel seu baix rendiment en relacié amb el seu valor mitja. La causa
estaria possiblement en el fet que ambdds materials foren esterilitzats amb oxid d’etilé, que
pot ser toxic per als embrions tant humans com de ratoli, tot i que es podria fer una
comparacié entre material esterilitzat per autoclau i material esterilitzat amb oxid d’etilé.

Ala Taula 7 es presenten les ANOVAS per a REN en funcio del pH dels diferents lots de
medi utilitzats per al cultiu in vitro d’embrions. L'osmolaritat romangué sempre constant a
280 Mosm/I.
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TAULA 7. ANOVAS per a les variables REN (rendiment fins a I'estadi de blsatocist en expansié).
Factors de classificacio: pH dels mitjans utilitzats). Sense covariables.

7-8 7 8 TOTAL P.COLA SIG

REN 56.67 13.33 67.50 53.27 0.0210 )

SIG (nivell de significacio)
* (significatiu al 5%)

Quant al pH dels medis de cultiu, hi ha diferencies significatives al 5% per a la variable
REN, i es mostren més favorables els pH fisiologics i fins els lleugerament basics i cla-
rament desfavorables els pHs acids. Aixo indicaria que un pH acid, dins el rang estudiat,
aniria en detriment del creixement in vitro dels embrions de ratoli.

A la Taula 8 es presenten les ANOVAS per a la variable REN en funcié de cada un dels
lots de DPBS, sérum de cordd i Ham F 10 elaborats en el nostre centre i utilitzats per als
controls biologics de qualitat.

Quant als lots de DPBS, les diferéncies foren significatives a I'1%, i es mostraren més
favorables els lots 5 i 3 enfront dels 4 i 2. El lot 1 estava associat a un cas de contaminacio.

En relacié amb els lots de serum de cord¢ les diferéncies foren també significatives a
I'1%; com a lots favorables 3, 6 i 9 enfront al 8. Els lots 1 i 2, associats a contaminacions.

Finalment, en relacio amb els lots de Ham F 10 les diferéncies també foren significatives
al'1%. Com a lots més favorables 6,14 i 16 enfront d'11 i 13. Lots 2, 3, 4 i 5 associats a les
quatre contaminacions que hem esmentat abans. En resum, indicar que els darrers lots tant
de medis de recuperacio com de cultiu es mostraren més favorables de cara a obtenir un
rendiment més elevat, i posaren de manifest una major qualitat biologica d’aquests lots.

A la taula 9 es presenten les ANOVAS per a les variables corresponents als controls
biologics amb ovocits per ratoli.

ElI RNVG fou del 100% i, per tant, no es veié efectat per cap variable. En relacié amb el
REMCP no s'observaren diferéncies significatives en relacio amb els medis utilitzats per a
la recuperacio i el cultiu d’ovocits ovarics de ratoli, tot i que el lot més adequat correspon a
DPBS, Ham F 10 + 15% sérum de cordo.

Conclusions

1. Es comprova la validesa del control bioldgic amb embrions de ratoli com un bon predic-
tor de la qualitat dels medis i el material analitzat.

2. La consecucio de la maduracié meiotica in vitro dels ovocits de ratoli és menys influen-
ciable pels medis de recuperacio i cultiu utilitzats que el creixement in vitro dels em-
brions de ratoli de dues cel-lules fins I'estadi de blastocist en expansié. Per tant, es
proposa el control bioldgic amb embrions de ratoli com el més adequat, ja que és el més
capag¢ de detectar les possibles variacions fisico-quimiques entre els distints medis i
materials testats.
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TAULA 9. ANOVA (analisi de varianga) per a les variables corresponents als controls biologics

amb ovocits ovarics de ratoli: RENVG (rendiment fins a la pérdua de la vesicula germinal);

RENCP (rendiment fins a I'’expulsié del primer corpuscle polar). Factor de classificacié: RUT
(medis de recuperacio i de cultiu emprats amb tres nivells). Sense covariables.

RUT
Variables 1 2 3 TOTAL P.COLA SIG
RENVG 100 100 100 100 - -
RENCP 68.33 71.50 90.00 74.55 0.1555 NS

SIG (nivell de significacio).
NS (no significatiu).

3. S'observen diferéncies significatives quant al nombre d’embrions recuperats, nombre
de blastocists obtinguts i rendiment fins I'estadi de blastocists en expansié segons el lot
de hCG utilitzat. Es proposa com a pauta més adequada 10 u.i. de FSH i 10 u.i. de hCG.

4. El pH acid té un efecte deleteri per al creixement in vitro d’embrions de ratoli. EI pH
basic no afecta aquest creixement en els rangs de pH considerats.

5. S'observen uns rendiments més bons amb els darrers lots de medi utilitzats, cosa que
reflecteix tant una millora en la qualitat dels medis com en la manipulacié dels embrions
in vitro.
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