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Efeito da duragiio da etapa de maturaciio com diferentes atmosferas de oxigénio e do tipo de sémen nas taxas de
clivagem, producio de blastocisto in vitro e prenhez na raca nelore
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Este estudo teve como objetivo avaliar as condigdes de incubagiio estabelecidas durante a maturagdo in vitro (MIV) de
o6citos (duragio e tensdo de oxigénio), o tipo de sémen (convencional, n=12.177 e sexado, o= 3.630) e as possiveis
correlagdes com as taxas de clivagem, produgdo de blastocistos € prenhez. COCs selecionados foram transportados em
criotubos de 2mL (1 oécito/13,3pL. de meio), contendo 400pL. de meio de maturagio TCM-199 (suplementado com 0,2
mM de piruvato, 10% de SFB e gonadotrofinas) e 300uL de 6leo de silicone, a uma temperatura controlada de 38,5°C e
atmosfera de 5% de CO2, 5% de 02 e 90% de N2. Decorrido o periodo de transporte, 0s criotubos foram transferidos para
incubadoras com 100% de umidade a 38,5°C, com atmosfera de 5% de CO2 em ar (= 20% 02), com um tempo total
variando de 20-29 horas de MTV (média=24 h). O tempo de fertilizagdo foi fixado de acordo com o tipo de sémen utilizado,
sendo de 18 a 20 h para o sémen convencional € 8a 10 h para o sexado. Os provaveis zigotos foram desnudados e cultivados
em meio SOFaa suplementado com 2,5% de SFB até 7 dias. As taxas de clivagem e de blastocistos foram avaliadas as 72
¢ 168 horas pos-inseminagio (hpi), respectivamente, sendo os procedimentos da PIVE realizados no laboratério Embriza,
localizado em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. As taxas de clivagem, blastocistos e prenhez foram analisadas
pela andlise de varidncia ANOVA; as médias foram comparadas pelo teste SNK (P<0,05) e as varidveis foram analisadas
pela correlagio simples de Pearson. As maiores taxas de clivagem ¢ blastocistos (P<0,05) foram observadas quando se
utilizou sémen convencional (78.1% + 22,79 ¢ 36,0% + 21,28) comparado ao sémen sexado (58,3% + 27,80 € 29,3% +
20,39). A taxa de prenhez foi maior (P<0,05) quando se utilizou o sémen sexado (65,5% = 25,99) comparado a0 sémen
convencional (56,7% + 24,94). Quando avaliamos a correlagio entre as varidveis, observamos que com 0 aumento na
duragdo da MIV em transporte (atmosfera de 5% 02) houve diminui¢do na taxa de clivagem (r = - 0,083, P=0,0183).
Contudo, o aumento da duragdo da MIV no laboratério (atmosfera de 5% CO2 em ar) aumentou a taxa de clivagem (=
0,094, P=0,0074), mas nio apresentou correlagdo com a taxa de blastocisto € prenhez. O tempo total de MIV nio apresentou
nenhuma correlagio (P>0,05) com as variaveis estudadas. Portanto, conclui-se que: 1) A variagio na duragdo da MIV e a
atmostera gasosa no transporte de odcitos ndo exerceu influéncia nas taxas de blastocisto ¢ prenhez, sendo indicada a sua
utilizagio quando o tempo de transporte; 2) a taxa de prenhez foi maior quando se utilizou sémen sexado com um menor
tempo de fertilizagdo.
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A bipsia embriondria associada 3 genotipagem possibilita a obtengdo de informagdes gendmicas antes mesmo do
nascimento dos animais. O objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento pés-implantacional de embrides mestigos
Holandés-Gir biopsiados, para comprovar a seguranga desta biotécnica. Para tanto, odcitos de doadoras Gir e mesticas
/;Holandes—¥Gir foram obtidos por aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia, maturados € fertilizados com sémen
sexado (fémea) de touro Holandés. Foi utilizado sistema de incubagio 2 38,5" C, 5%C02 em ar atmosférico e alta umidade,
¢ meios de MIV, FIV e CIV da Bioklone® (Jaboticabal, Brasil). Aproximadamente 155h apos a FIV, os blastocistos foram
avaliados e posicionados em gotas individuais, ¢ com o auxilio de ldmina de bipartigio embrionéria (The Micromanipulator
MicrescopeCompany®, USA), foi seccionada porgio de aproximadamente 20% do embrido, no lado oposto 2 massa celular
interna. Apés 3-5 h em meio de cultivo HSOF (Bioklone®, Jaboticabal, Brasil) a 37°C (placa aquecedora), 0s
embrides reexpandidos foram transferidos para receptoras com cstro sincromizado (n= 247 embrides; Controle:1 18,
Bidpsia:129), dos quais 64 gestagdes (C:29; B:35) ja foram concluidas e estio descritas no presente resumo. Os percentuais
de prenhez (30dias), perdas gestacionais (30 a 90 dias, apos 90 dias e natimortos) e machos nascidos foram corr_lparados
entre os grupos utilizando o teste exato de Fisher (p=0,05). As médias do periodo de gestagdo e peso da cria foram
comparadas pelo teste T (p=0,05), no programa GraphPad Instat. Aos 30 dias apés a transferéncia, foi observada redugido
(p=0,03) da taxa de gestagdo no grupo biopsia (C: 55,1% vs B: 41,1%). Entretanto, no grupo controle, foi observada perda
embriondria superior (p=0,004) no periodo de 30 a 90 dias de gestagdo (B:0%; C: 13,8%). Desta forma, o percentual de
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g;istagées 90 dias apds a TE nio diferiu (p=0,37) entre os grupos (C: 47,5%; B: 41,1%). Assim, sugere-s¢ que a técnica de
biopsia promova uma selegiio dos embrides com maior potencial de desenvolvimento, que ndo ocorre no grupo controle,
no qual os embrides com baixo potencial implantam mas apresentam maiores taxas de morte até os 90 dias. As taxas de
abortamento no tergo médio e final da gestagdo (C: 3,4%; B: 8,6%, p=0,62) ¢ as perdas ao nascimento (C: 6,9; B: 5,7,
p=1,00) ndo diferiram entre os grupos. O periodo de gestagdo, expresso em média e desvio padrio de dias (C: 280,6 + 3,83
/ B: 280,7 + 4,25 — p=0,92), o peso da cria (C: 33,0+ 4,5kg; B: 34,5+ 5,0 kg — p=0,25),e 0 percentual de machos nascidos
(C:8,3%; B:20% - p=0,41) ndo diferiram entre os grupos. Conclui-se que a técnica de biopsia embrionaria ¢ segura ¢ ndo
afeta as taxas de produgiio de bezerros mesti¢os Holandés-Gir.
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O desempenho de fémeas das ragas hibridas Brahman, Santa Gertrudis e da raga Gelbvieh submetidas 3 OPU e PIV foi
avaliado, bem como a taxa de prenhez de seus embrides em ambiente semi-arido do Chaco Central, no Paraguai. As
doadoras ¢ receptoras sio criadas em uma propricdade localizada nas coordenadas S 22°46°38” W 60°26°28”, 50 Km a
Oeste da Colénia Neuland, no departamento de Boqueron, em Gatton Panic (Panicum maximum) pastagem
megatérmica adaptada a regidio, com registros de precipitagio anual entre 800 a 1.000 mm ¢ tem scu clima caracterizado
como Semi-Arido Megatérmico de acordo com Thomthwaite. Os animais formam parte de um rebanho selecionado com
objetivo de produzir reprodutores e matrizes para uso principalmente na regido do Chaco paraguaio. As doadoras Brahman,
Santa Gertrudis e Gelbvieh foram submetidas a sessdes de OPU e PIV nos anos de 2014 a 2015, com repetigdes de sessdes
que variaram entre uma a sete por individuo; o perfodo de trabalho foi de margo a novembro de cada ano. A média total
de obcitos recuperados por doadora aspirada, média total de embrides PIV transferidos por doadora aspirada e a taxa de
prenhez para cada raga, no ano de 2014, foi: Brahman (n=16): 15,04 (EP+3,76), 3.82 (EP+0,96) e 35,48% (77 prenhezes /
217 TE); Santa Gertrudis (n=15): 14,15 (EP+3,65), 3,57 (EP+0,92) ¢ 46,53% (67 prenhezcs / 144 TE) ¢ Gelbvich (n=2):
61,5 (EP:t43,'49), 32 (EP+22,63) € 56,25% (36 prenhezes / 64 TE). Em 2015, a média total de oocitos recuperados, de
embrides PTV transferidos e a taxa de prenhez para a raga Brahman (n=1 1) foi de: 22,9 (EP+6,90), 5,87 (EP£1,77)e52,23%
(105 prenhezes / 201 TE); ¢ para a raga Santa Gertrudis (n=12): 22,76 (EP+6,57), 4,8 (EP=1 ,38) € 55,26% (105 prenhezes
/ 190 TE). Cabe ressaliar que apenas em 2014, em uma tinica sessdo, duas fémeas da raga Gelbvieh foram submetidas a
OPU e tiveram diferenca no total de odcitos recuperados: 0ito 0OCItos Vs. 115 o6citos; e na PTV, um embrido transferido
vs. 63 embrides transferidos, com prenhezes de ambas doadoras. Com relagdio ao desempenho na OPU e PIV nilo houve
diferenca estatistica quando se compararam as ragas Brahman e Santa Gertrudis em um mesmo ano pelo teste t de Student
(p<0,1); entretanto, observou-se maior recuperagio de o6citos (p<0,1) em 2015 comparado a 2014 para as ragas Brahman
¢ Santa Gertrudis. Embora ndo se tenha observado diferenga estatistica na produgdo in vitro de embrides transferiveis, tanto
esse parimetro quanto a taxa de prenhez em 2015 foi numericamente maior em relagdo a 2014, demonstrando expectativa
de ganho econdmico dos produtores da regido do Chaco paraguaio pelo uso das biotecnologias reprodutivas. A taxa de
prenhez (%) foi mais elevada entre 0s embrides da raca Santa Gertrudis comparada a raga Brahman, em ambos os periodos.
Os usos das biotecnologias reprodutivas assistidas (OPU, PIV ¢ TE) apresentaram resultados satisfatorios entre as ragas
selecionadas nessa regiio, podendo ser utilizadas com SUCesso €m programas de melhoramento animal.
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A PIVE bovina enfrenta dificuldades que prejudicam a produgio € sobrevivéncia embrionaria, como as diferencas
morfologicas dos odcitos selecionados (grau 1, 11 e TIT) e composigdo dos meios de MIV, FIV ¢ CIV. Os componentes
presentes no cultive embriondrio, bem como aqueles armazenados pelo odcito durante a maturagio estio frequentemente
associados i alteracdes genéticas ¢ epigenéticas, influenciando na qualidade e consequente SUCesso da PIVE. O SFB parece
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