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Resumo — O objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia da utilizacdo de sémen convencional
e sexado e diferentes protocolos na producgéo in vitro de embrides no Acre. Foram utilizados
dados de aspiracao de 3.542 vacas, entre 2013 e 2016, fornecidos pela empresa In Vitro Acre.
As etapas de producao in vitro de embrides, maturacao in vivo, fertilizacdo e cultivo in vitro foram
realizadas no laboratério. A comparagao da eficiéncia na clivagem e produgdo de embrides foi
realizada por meio do uso de sémen convencional e sexado. Avaliou-se ainda o efeito do tipo de
protocolo Percoll 90%, Percoll 75% e Lavagem. Foram analisadas as varidveis numero de odcitos
clivados por vaca, numero de embrides produzidos por vaca, porcentagem de embrides produzidos
por cultivo in vivo, porcentagem de embrides produzidos por odcitos viaveis e porcentagem de
embrides produzidos por odcitos clivados. Foi realizado o PROC GLM do SAS para verificagdo
de diferencas significativas seguido pelo teste de Tukey quando necessario. Verificou-se que a
utilizacdo do sémen sexado conduziu a menor eficiéncia no processo de producao de embrides,
sendo significativas todas as diferencas entre as médias das variaveis em estudo. Observou-se
superioridade dos métodos Percoll 90% e Lavagem em relagao ao método Percoll 75%. Conclui-
se que a producao in vitro de embrides € maior quando se utiliza sémen convencional comparado
ao sexado; e os métodos Percoll 90% e Lavagem conduziram a maior eficiéncia em relagéo
ao método Percoll 75%, entretanto, esse fato se deve a menor eficiéncia do sémen sexado.

Termos para indexacao: maturacao in vitro, fertilizacao in vitro, cultivo in vitro.

Introducéao

A sexagem espermatica permite rapido progresso genético, alta produtividade, melhora o bem-estar
dos animais ao evitar castragdes e reduz o impacto ambiental por restringir o nascimento de animais
de sexo indesejado. Entretanto, para que a técnica de sexagem possa ser extensivamente aplicada
€ necessario que seja barata, eficaz e eficiente. Dessa forma, essa tecnologia, aliada a transferéncia
de embrides e a programas de melhoramento genético, pode aumentar a rentabilidade da producao
nacional de carne e leite (Pontes et al., 2010).

A principal vantagem do uso de sémen convencional na produgao in vitro € obter uma quantidade
relativamente maior de embrides tanto de fémeas como de machos, procurando-se a reposi¢cdo com
animais de qualidade genética. Ja o uso do sémen sexado na producao in vitro € mais desenvolvido
para a aquisicdo de animais especificos, como por exemplo, na raca Girolando destinada ao leite,
ou seja, o produtor tem a possibilidade de escolher o sexo e a raga do animal, sendo de grande
importancia para a industria de laticinio, corte e produgao de touros para repasse.
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Alguns estudos tém sido realizados com o intuito de avaliar as alteragcbes genéticas e epigenéticas
decorrentes do uso do sémen sexado na produgéo de embrides bovinos in vitro (Araujo et al., 2013).
Nesse contexto, o presente trabalho visa avaliar a eficiéncia da utilizagdo de sémen convencional e
sémen sexado e diferentes protocolos na producéo in vitro de embrides bovinos, no estado do Acre.

Material e métodos

Este trabalho foi realizado com dados de aspiracdo de 3.542 vacas das racas Nelore, Brahma e
Senepol da empresa In Vitro Acre, especializada em reproducao bovina, localizada em Rio Branco,
entre os anos de 2013 e 2016.

A fertilizagao in vitro (FIV) foi realizada apos 24 horas de maturagdo dos odcitos em incubadora
a 38,5 °C a 5% CO.,. Para realizagdo da FIV utilizam-se dois principais protocolos: um para o
sémen convencional (Percoll 90%) e outro para sémen sexado (Percoll 75%). A diferenca entre eles
esta na preparacado de cada método, sendo o Percoll 90% mais concentrado. Apds a preparacao
e o0 aquecimento do meio de FIV com PHE (penicilamina, hipotaurina e epinefrina), heparina e
antibiotico, nas suas respectivas medidas, é feita a fecundacao, realizando o descongelamento
da dose de sémen em 39 °C para sémen sexado e 36 °C para sémen convencional, e em seguida
a centrifugacéo. Para o protocolo de sémen sexado a primeira rotacéo é feita a 10.000 rpm por 5
minutos e a segunda a 4.000 rpm por 3 minutos e, para sémen convencional, a primeira rodada a
9.000 rpm por 5 minutos e a segunda a 1.000 rpm por 3 minutos.

Sabendo-se do processo de citometria de fluxo, procedimento necessario para a sexagem do
sémen, pode-se observar que apos a centrifugacao o Pellet de sémen sexado € menos concentrado
em espermatozoides que o de sémen convencional, devido aos procedimentos para a sexagem.

Foi realizada comparagao da eficiéncia na clivagem e produgao de embrides por meio do uso de
sémen convencional e sémen sexado, avaliou-se ainda o efeito do tipo de protocolo Percoll 90%,
Percoll 75% e Lavagem.

Foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem de odcitos clivados por aspiragédo, porcentagem
de embrides formados por cultivo in vivo, porcentagem de embrides formados por odcitos viaveis,
porcentagem de embrides formados por odcitos clivados e total de embrides formados por vaca.

Os dados foram analisados por meio de estatistica descritiva que constou de analise de variancia
pelo método de quadrados minimos generalizados, utilizando-se o General Linear Models Procedure
— PROC GLM - do Statistical Analysis System — SAS (SAS Institute, 2002), e quando necessario
procedeu-se a aplicagao do teste de média de Tukey ao nivel de 1% de significancia.

Resultados e discussao

Para todas as variaveis avaliadas a utilizacdo do sémen sexado conduziu a menor eficiéncia
no processo de producao de embrides, sendo todas as diferencas observadas entre as médias
significativas (p < 0,01). Em relagcao ao numero de embrides produzidos por vaca, verifica-se, por
exemplo, uma diferenca de quase trés embrides (Tabela 1). Segundo Schenk et al. (1999), durante
0 processo de separagao do espermatozoide, a célula espermatica € exposta a varios tipos de
estresses (mecéanicos e quimicos) que podem |he causar danos, 0 que resulta na baixa taxa de
desenvolvimento embrionario na produgao in vitro, comparando-se com a utilizacdo do sémen
convencional.



Avaliacdo da Producao de Embrides Bovinos Utilizando o Sémen Sexado e Convencional 131

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo (DP) para nimero de odcitos clivados por vaca (NOCV), nimero de
embrides produzidos por vaca (NEPV), porcentagem de embrides produzidos por cultivo in vivo (PEPCIV),
porcentagem de embrides produzidos por odcitos viaveis (PEPOV), porcentagem de embrides produzidos
por odcitos clivados (PEPOC) com a utilizagdo de sémen convencional e sexado.

Variavel Convencional Sexado

Min. — Max. Min. — Max.
NOCV* 18,70 + 13,47 0-134 12,40 + 6,91 0,5-31,7
NEPV* 7,50 £ 6,11 0-55 4,37 £ 3,57 0-20
PEPCIV* 29,52 + 17,77 0-100 22,34 + 14,18 0-100
PEPOV* 37,14 + 29,56 0-100 28,90 + 18,18 0-100
PEPOC* 32,35 + 18,61 0-100 23,68 + 14,16 0-100

*Significativo a 5% de probabilidade.

A utilizacdo do sémen sexado parte da premissa de que é necessario um pequeno numero de
espermatozoides para fertilizagdo do odcito (Lu et al., 1999). Entretanto, segundo Sartori et al.
(2004), o numero de espermatozoides presentes na zona pellucida de odcitos degenerados e néo
fertilizados é maior com a utilizacdo do sémen nao sexado, indicando que muitas vezes a quantidade
de espermatozoides € insuficiente para fertilizar os oécitos. Observa-se ainda na Tabela 1 que a
utilizacdo do sémen sexado, apesar das vantagens, requer maior numero de odcitos aspirados,
uma vez que a média do numero de odcitos clivados por vaca (12,40) é significativamente menor
do que quando se utiliza sémen convencional (18,70). Devido a melhor motilidade e concentragao
do sémen convencional o indice de produc¢ao de embrides in vitro referente a quantidade de odécitos
maturados € superior em relagdo ao sémen sexado que possui uma menor concentragdo de
espermatozoides (Beltrame, 2010).

Segundo Murta et al. (2013), o sémen sexado € composto por baixa concentragdo espermatica.
Esse menor nimero de espermatozoide por dose de sémen sexado causa uma perda de fertilidade
comparando-se com a utilizagdo do sémen convencional. Devido a menor producao de embrides
com o sémen sexado, € necessaria uma maior quantidade de odcitos para maturagao e posterior
fecundacao, com objetivo de nao prejudicar a logistica no campo, devido a quantidade de receptoras
sincronizadas (Dell’Aqua Junior et al., 2006).

Contudo, apesar da menor eficiéncia observada com a utilizacdo do sémen sexado frisa-se que
as vantagens podem compensar as perdas observadas no processo de produgdo de embrides.
A utilizacdo do sémen sexado na producdo in vitro de embrides permite reduzir o tempo de
melhoramento e aumentar o ganho genético por geragcéo em até 15% quando comparada ao sémen
convencional, dependendo do sistema de producao adotado (Oses et al., 2009; Tanno, 2009). Além
disso, 0 uso do sémen sexado tem como vantagem a obtencdo de um produto desejado sem o
desperdicio de se adquirir embrides que ndo supram a necessidade.

Na Tabela 2 é possivel observar os resultados para diferentes protocolos utilizados na producao
in vitro de embrides. O método Percoll 90% é utilizado para o emprego do sémen convencional
e o método Percoll 75% para o sémen sexado. Ja o método Lavagem tem sido mais empregado
para producao in vitro de embrides da raca Senepol, também para sémen convencional. Observa-
se, dessa forma, geralmente superioridade dos métodos Percoll 90% e Lavagem em relagao ao
método Percoll 75%. Para as variaveis NOCV, NEPV e PEPCIV os métodos Percoll 90% e Lavagem
foram estatisticamente semelhantes entre si (p > 0,001) e diferentes do método Percoll 75%
(p <0,001). Esses resultados podem ser explicados devido ao estresse sofrido pelo espermatozoide
durante o processo de separagado, e também pelo processo de congelamento. Para as variaveis
PEPOV e PEPOC nao foram observadas diferengas estatisticas entre os métodos.
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Tabela 2. Médias e desvios-padrdo (DP) para ndmero de odcitos clivados por vaca (NOCV), nimero de
embrides produzidos por vaca (NEPV), porcentagem de embrides produzidos por cultivo in vivo (PEPCIV),
porcentagem de embrides produzidos por odcitos viaveis (PEPOV), porcentagem de embrides produzidos
por odcitos clivados (PEPOC) de acordo com o método.

Variavel Percoll 90% Percoll 75% Lavagem

NOCV 18,65+ 13,11 A 11,95+ 6,38 B 19,69 + 18,88 A
NEPV 746 £591A 4,26 + 3,59 B 7,80 £9,20 A

PEPCIV 29,66 + 17,80 A 22,18 £+ 14,58 B 24,85+ 15,02 B
PEPOV 37,38 £ 29,80 A 28,17 £ 17,80 A 31,38 £20,36 A
PEPOC 41,87 +23,82A 36,23 + 20,66 A 39,72 £ 21,79A

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha séo significativas pelo teste de Tukey (p < 0,001).

Neste estudo o método Percoll 90% foi mais empregado (n = 804) em relagdo aos métodos Percoll
75% (n = 90) e Lavagem (n = 39). Isso ocorreu pelo fato do método Percoll 90% ser utilizado para
sémen convencional e o Percoll 75% para sémen sexado, ja o método Lavagem é mais empregado
para producado de embrides na raga Senepol.

Conclusoes

Conclui-se que a producéo in vitro de embrides € maior com o uso de sémen convencional quando
comparada ao uso do sémen sexado.

Os métodos Percoll 90% e Lavagem conduzem a maior eficiéncia na produgcéo de embrides em
relacdo ao método Percoll 75%, entretanto, esse fato ocorre devido a menor eficiéncia do sémen
sexado.
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