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RESUMO GERAL

COELHO, Lethissia Amorim da Silva. Fatores Ambientais e Genéticos Relacionados a
Producao In vitro de Embrides na Rac¢a Gir. 2025. 48p Dissertagao (Mestrado em Ciéncia
Animal). Instituto de Zootecnia, Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

A presente dissertagdo investiga os fatores ambientais e genéticos que afetam a producdo in
vitro de embrides na raca Gir leiteiro, fundamentando-se na necessidade de aprimorar as
técnicas reprodutivas em um contexto de crescente demanda por produgdo de alimentos. O
Capitulo I investiga os fatores ambientais que influenciam a produc¢ao in vitro de embrides ¢ a
taxa de prenhez, destacando a relacdo entre varidveis climaticas, como estacdo do ano, e
variaveis como idade e categoria da doadora sobre a competéncia oocitaria e taxa de prenhez.
Foram analisados dados de 15.894 aspiracdes foliculares de 3.682 doadoras, considerando a
média de odcitos viaveis, a propor¢do de oocitos viaveis, taxa de blastocisto e a taxa de prenhez.
Os resultados indicaram que o estresse térmico exerce uma influéncia negativa sobre a
qualidade dos od6citos e, consequentemente, nas taxas de sucesso das transferéncias
embrionarias. O Capitulo II amplia a discussdo ao estimar pardmetros genéticos para
caracteristicas morfoldgicas dos odcitos, a producdo in vitro de embrides viaveis ¢ a taxa de
prenhez. Foram utilizados 16.806 registros de aspiragao folicular de 4.071 doadoras, coletados
entre 2009 e 2024 em seis rebanhos de Minas Gerais. As analises foram conduzidas com
modelos lineares mistos. As caracteristicas analisadas incluiram o nimero e a porcentagem de
odcitos viaveis, graus morfologicos e a taxa de prenhez, revelando que fatores genéticos tém
um papel essencial no desempenho reprodutivo das doadoras. A soma das analises de ambos os
capitulos destaca a importancia de uma abordagem integrada que leve em conta tanto os fatores
ambientais quanto genéticos na selecdo de doadoras. Os dados obtidos possibilitam o
desenvolvimento de estratégias de manejo que visem nao apenas a qualidade dos oocitos, mas
também a eficiéncia na produgdo e transferéncia de embrides. Dessa forma, a dissertacdo
contribui para o entendimento das especificidades da raga Gir leiteiro e a necessidade de
pesquisas focadas no aprimoramento das praticas de reprodug¢do assistida, visando aumentar a
produtividade e sustentabilidade da cadeia produtiva do leite no Brasil. Em conclusédo, os
resultados indicam que fatores climaticos adversos e caracteristicas genéticas das doadoras
impactam diretamente a producao de embrides in vitro e a taxa de prenhez, sugerindo que um
manejo adequado e uma melhor compreensdo dos aspectos zootécnicos t€ém potencial para
otimizar a eficiéncia reprodutiva na raga Gir leiteiro. A pesquisa ndo apenas evidencia o cenario
atual, mas também pontua dire¢des futuras para o desenvolvimento das técnicas na produgao
animal.

Palavras-chave: Caracteristicas Oocitérias, Pardmetros Genéticos, Reprodugdo Animal.
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ABSTRACT

Coelho, Lethissia Amorim da Silva. Environmental and Genetic Factors Related to In vitro
Embryo Production in the Gir Breed. 2025. 48p Thesis (Master Science in Animal Science)
Institute of Animal Science, Animal Science Graduate Program, Federal Rural University of
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

This present study investigates the environmental and genetic factors that affect in vitro embryo
production in the dairy Gir breed, based on the need to improve reproductive techniques in a
context of increasing demand for food production. Chapter I examines the environmental
factors that influence in vitro embryo production and pregnancy rate, highlighting the
relationship between climatic variables, such as season, and variables such as age and category
of the donor on oocyte competence and pregnancy rate. Data from 15,894 follicular aspirations
from 3,682 donors were analyzed, considering the average number of viable oocytes, the
proportion of viable oocytes, the blastocyst rate and the pregnancy rate. The results indicated
that heat stress exerts a negative influence on oocyte quality and, consequently, on the success
rates of embryo transfers. Chapter Il expands the discussion by estimating genetic parameters
for oocyte morphological characteristics, in vitro production of viable embryos, and pregnancy
rate. A total of 16,806 follicular aspiration records from 4,071 donors, collected between 2009
and 2024 in six herds in Minas Gerais-Brazil, were used. The analyses were conducted with
linear mixed models. The analyzed characteristics included the number and percentage of viable
oocytes, morphological grades, and pregnancy rate, revealing that genetic factors play an
essential role in the reproductive performance of donors. The sum of the analyses from both
chapters highlights the importance of an integrated approach that takes into account both
environmental and genetic factors in donor selection. The data obtained allow the development
of management strategies that target not only oocyte quality, but also efficiency in embryo
production and transfer. Thus, the dissertation contributes to the understanding of the
specificities of the dairy Gir breed and the need for research focused on improving assisted
reproduction practices, aiming to increase the productivity and sustainability of the milk
production chain in Brazil. In conclusion, the results indicate that adverse climatic factors and
genetic characteristics of donors directly impact the production of in vitro embryos and the
pregnancy rate, suggesting that adequate management and a better understanding of
zootechnical aspects have the potential to optimize reproductive efficiency in the dairy Gir
breed. The research not only highlights the current scenario, but also points out future directions
for the development of techniques in animal production.

Keywords: Oocyte Traits, Genetic Parameters, Animal Reproduction.
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1 INTRODUCAO GERAL

O crescimento populacional global, aliado ao aumento do consumo per capita de
alimentos, tem impulsionado a busca por alternativas que aumentem a eficiéncia e a
sustentabilidade dos sistemas de produgdo animal (SAATH; FACHINELLO, 2018). O Brasil,

com sua ampla extensdo territorial, clima favoravel e um dos maiores rebanhos bovinos do
mundo, ocupa posicao de destaque no cendrio agropecuario internacional (BRAZILIAN BEEF;
ABIEC, 2022). Nesse contexto, a utilizagdo de biotecnologias reprodutivas tornou-se uma
estratégia fundamental para maximizar o desempenho produtivo e reprodutivo dos rebanhos
bovinos. Técnicas como a inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF), superovulacio,
producao in vitro de embrides (PIVE) e transferéncia de embrides (TE) tém permitido o uso
intensivo de material genético superior, contribuindo significativamente para os programas de
melhoramento genético (SARTORI et al., 2016; VARAGO; MENDOCA; LAGARES, 2008).
A raga Gir leiteiro, originaria da India e introduzida no Brasil no inicio do século XX,
destaca-se entre as ragas zebuinas por sua adaptabilidade ao clima tropical, rusticidade,
resisténcia a endo e ectoparasitas, e pela producao de leite com altos teores de gordura e proteina
(TEODORO et al., 2000; LEDIC et al., 2002). Essas caracteristicas t€ém incentivado sua
crescente utilizagdo em sistemas de producdo leiteira de base zebuina e nos programas de
melhoramento para leite tipo A2, que apresenta melhor digestibilidade para individuos com
intolerancia a proteina beta-caseina A1 (TEODORO et al., 2000). Apesar dos avangos
tecnologicos, a eficiéncia da PIVE em bovinos ainda ¢ limitada por uma série de fatores
ambientais, fisiologicos e genéticos, que afetam desde a coleta de oocitos até o desenvolvimento
embrionario (ANDRADE et al., 2012; MELLO et al., 2016). A variabilidade no desempenho
reprodutivo das doadoras também esta associada a idade, categoria fisioldgica, condi¢des
nutricionais e ambientais, bem como a genética individual (MERTON et al., 2003; GIBBONS
et al., 1994).

Diante disso, a presente dissertagdo esta organizada em dois capitulos que abordam, de
forma complementar, os principais fatores que interferem na produgao in vitro de embrides em
doadoras da raga Gir leiteiro, com o objetivo de ampliar o conhecimento técnico-cientifico
sobre a aplicacdo e otimizagdo dessa biotecnologia.

No Capitulo I, sdo investigados os efeitos de varidveis ambientais (como a estagao do
ano), da idade e da categoria das doadoras, bem como do tipo de transferéncia embrionaria (a
fresco ou vitrificada), sobre a producao de odcitos viaveis, competéncia oocitaria e a taxa de
prenhez. Esses fatores sdo fundamentais para compreender a variabilidade dos resultados
obtidos com a PIVE em condig¢des tropicais.

O Capitulo II aprofunda a andlise ao estimar parametros genéticos para caracteristicas
associadas a qualidade oocitaria, a produgdo embrionaria e a taxa de prenhez, permitindo avaliar
o potencial de selecdo genética com base em tais caracteristicas. Este capitulo visa contribuir
para a inclusdo de caracteristicas reprodutivas ainda pouco exploradas nos programas de
melhoramento genético da racga Gir leiteiro.

Assim, esta dissertacao busca integrar aspectos ambientais e genéticos no estudo da
eficiéncia reprodutiva de doadoras Gir, fornecendo subsidios praticos e cientificos para a
melhoria continua das técnicas de PIVE. Espera-se que os resultados obtidos possam apoiar
estratégias de manejo mais precisas e orientar a selecdo de doadoras com maior desempenho
reprodutivo, contribuindo para a sustentabilidade e produtividade da pecuaria leiteira nacional.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Raca Gir Leiteiro

Dentre as racgas zebuinas, o Gir se destaca pelo potencial leiteiro obtido em clima
tropical, o que faz do Brasil um ambiente adequado para expressar seu potencial produtivo,
apresentando destaque no cenario da pecuaria leiteira nacional (SANTOS, 2007). De acordo
com a Associa¢ao Brasileira dos criadores de Gir Leiteiro (ABCGIL) o animal dessa raga pode
chegar a um média de producao de 3.451+1.978 Kg de leite aos 305 dias de lactagdo
(PANETTO et al., 2019).
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agem (ABCGIL, 2025).
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Figura 01. Animal da raca Gir Leiteiro em past

Apesar de ndo ser a raga com maior capacidade leiteira, quando comparada as racas
europeias, dentre as racas zebuinas € a que possui maior produgdo de leite. Além disso, ¢ uma
raca que possui adequada resisténcia a endoparasitas e ectoparasitas e ao estresse térmico,
conseguindo suportar as altas temperaturas sem afetar sua producdo. Estes animais sdo
eficientes no aproveitamento de pastagens de baixa qualidade, tornando a atividade em sistemas
extensivos e menos tecnificados mais lucrativa, entregando um produto de alto valor bioldgico,
como o leite rico em proteina e gordura. Por ser uma raca mais ristica e resistente as doengas,
apresenta baixo custo com farmacos e por consequéncia uma melhor qualidade do leite, que
nao apresentara residuos de medicamentos (TEODORO et al., 2000; LEDIC et al., 2002). A
producdo de leite com alta porcentagem de gordura e proteina, ¢ muito apreciada pela induastria
de laticinios por apresentar maior rendimento na producgdo de produtos lacteos como queijos,
ricota, creme de leite etc. Além disso, essa raca vem sendo explorada nos programas de
melhoramento genético para o aumento da producao do leite tipo A2, que € um leite que possui
a proteina beta-caseina A2, e ndo causa reagdes em pessoas que possuem alergia a essa proteina
especifica (TEODORO et al., 2000; LEDIC et al., 2002).

Em razdo das caracteristicas positivas acima relatadas, a raca Gir ¢ a mais utilizada nos
sistemas de cruzamento com as ragas europeias leiteiras, sendo a raga Girolando, o exemplo de
sucesso. O cruzamento entre animais Gir x Holandés na propor¢ao génica de 3/8 Gir + 5/8 Hol,
resulta em animais da raga Girolando puros sintéticos, sendo a raga mais usada na pecuaria
leiteira, pois combina a alta produgdo de leite e precocidade sexual da raga Holandesa com a
rusticidade, resisténcia e qualidade do leite da raga Gir (SPINOLA, 2023). Dessa maneira, fica
claro o porqué dessa raca ser a principal dentre as sintéticas, que sdo responsaveis por cerca
80% do leite produzido no Brasil (GONSALES, 2021). Visto a importancia da raca Gir e sua
grande expressdo nos sistemas leiteiros no Brasil, ¢ importante que melhorias na eficiéncia
produtiva e reprodutiva destes animais continuem sendo obtidas. As caracteristicas de producao
in vitro de embrides vém comegando a receber aten¢do nos programas de melhoramento
genético animal, uma vez que buscam valorizar o mérito genético das fémeas. No entanto, ainda
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sdo poucas as informagdes coletadas de caracteristicas relacionadas a producdo in vitro de
embrides em bovinos, a nivel de campo, dificultando a realizacao de estudos a fim de melhor
entendé-las, e também aqueles de estimagdo de parametros genéticos e do valor genético para
caracteristicas de producao in vitro de embrioes.

2.2 Biotecnologias Reprodutivas na Bovinocultura Brasileira: Evolucio, Aplicacdes e
Perspectivas na Produc¢io de Embrioes

Tendo isso em vista o aumento populacional e de demanda por alimentos (SAATH;
FACHINELLO, 2018), surge a necessidade de ferramentas capazes de otimizar a producdo de
alimentos. Por possuir uma vasta extensao territorial e clima favoravel, o Brasil possui grande
destaque mundial no agronegocio, o qual representa 25% do PIB brasileiro (CEPEA, 2022),
sendo a bovinocultura uma atividade de destaque, ja que o Brasil possui um dos maiores
rebanhos comerciais do mundo, ocupando o primeiro lugar na exportacdo de carne bovina
(ABIEC, 2022).

Devido a importancia economica da bovinocultura e como forma ativa de contribuicao
para atender as demandas futuras por alimentos, vem sendo desenvolvidas ferramentas e
tecnologias que aumentam a produtividade e a eficiéncia nos sistemas de produgdo de bovinos.
As tecnologias de reproducdo assistida aliadas aos programas de melhoramento genético
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e dissemina¢ao de material genético
superior (SILVA et al., 2015), quando feito de maneira correta.

As técnicas de reprodugdo assistida para produgdo de embrides comegaram a surgir no
Brasil na década de 1980 com os primeiros registros de produ¢do de embrides in vivo,
mostrando grandes avancgos, levando o Brasil a apresentar na década de 1990 um mercado de
embrides j4 consolidado (ANDRADE et al., 2012). Através de um projeto financiado pela
Fundagao de Apoio a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) e empresas privadas, no
inicio de 1990, foram registrados os primeiros nascimentos de embrides produzidos in vitro,
entretanto, apenas no ano de 1998 que comegaram a surgir os primeiros laboratorios comerciais
de producdo de embrides in vitro (ANDRADE et al., 2012).

A utilizagdo das biotécnicas reprodutivas de Inseminagado Artificial (IA) e Inseminacao
Artificial em Tempo Fixo (IATF) aliadas a utilizagdo de touros com valores para diferenca
esperada na progénie (DEP) favoraveis as caracteristicas de interesse, permitiram o melhor
aproveitamento e disseminacdo dos animais de maior mérito genético nos rebanhos. Porém,
com o uso dessas ferramentas, a difusao em grande escala, estd restrita a machos geneticamente
superiores, implicando em maior pressao de selecdo apenas dos touros. Em contrapartida, a fim
de aumentar a participagdo e exploracdo do potencial genético das fémeas nos rebanhos,
algumas biotécnicas sdo utilizadas, como a superovulagdao (SOV) e producdo in vivo de
embrides, aspiracdo folicular e producdo de embrides in vitro (PIVE) e transferéncia de
embrides (TE) (SARTORI et al., 2016).

As técnicas de A e da IATF, pelos seus beneficios ja sdo consolidadas e exploradas em
larga escala nos rebanhos de bovinos de corte e de leite. A utilizagdo da producdo in vivo e/ou
in vitro de embrides, também auxiliam para o aumento da eficiéncia reprodutiva nos rebanhos,
e quando ambas as técnicas sdo trabalhadas em conjunto em um programa de melhoramento
genético animal, promovem ganhos genéticos mais rapidos, tanto pela disseminagao do material
genético do macho quanto da fémea (VARAGO; MENDOCA; LAGARES, 2008). H4 ainda a
possibilidade da utilizagdo do sémen sexado, em que se aumenta a chance de obtengdo do sexo
desejado e a promessa da selecdo gendmica aplicada em embrides através da utilizagdo de
marcadores moleculares, que esta em fase de estudos (FERRE et al., 2020).



2.3 Producio in vitro de Embrides

Na producao de embrides in vivo a maturagao e fecundacao dos odcitos ocorrem dentro
do trato reprodutivo da fémea, na producdo in vitro de embrides (PIVE) esse processo ocorre
externamente a doadora. A técnica de reproducgao assistida PIVE, consiste na coleta de oodcitos
de fémeas doadoras, que pode ser realizada tanto post mortem — a partir da pungao folicular
de ovarios provenientes de abatedouros — quanto in vivo, por meio de laparoscopia vaginal ou,
mais comumente, pela aspiragdo folicular transvaginal guiada por ultrassonografia (VARAGO;
MENDOCA; LAGARES, 2008). O método mais amplamente utilizado € a recuperagao in vivo
por aspira¢do folicular guiada por ultrassom, técnica conhecida como Ovum Pick Up (OPU)
(ANDRADE et al., 2012). Uma das vantagens dessa abordagem ¢ que ela dispensa o uso de
protocolos hormonais para inducdo da superovulagdo. Apds a coleta, os odcitos sdo avaliados
quanto a qualidade e, em seguida, submetidos aos processos de maturagao e fertilizagao in vitro
(GADISA; FURGASA; DUGUMA, 2019). Apés a fertilizagdo, o zigoto ¢ cultivado por um
periodo de 8 a 9 dias, quando atinge o estdgio de blastocisto, pode ser transferido para a
receptora ou entdo congelado para posterior utilizagdo (GADISA; FURGASA; DUGUMA,
2019).

A variagdo na eficacia da PIVE ¢ notéavel, e pode depender de diversos fatores, como a
idade, manejo nutricional e sanitario da doadora, sazonalidade, laboratorio responsavel pela
coleta e fertilizagdo dos oocitos e fatores genéticos (MERTON et. al., 2009; ANDRADE et al.,
2012; MELLO et al., 2016; FELTES et. al., 2022; FELTES et. al., 2024). Durante a realizacao
da PIVE, consegue-se alcancar altas taxas de maturagado e de clivagem (80-90%), entretanto a
taxa de desenvolvimento embriondrio para o estagio de blastocisto ¢ baixa (+30%), quando
comparada a de embrides produzidos in vivo, indicando que as maiores perdas acontecem nesse
estagio (MERTON et al., 2003). Normalmente, apenas cerca de 20% a 40% dos o6citos chegam
ao estagio de blastocisto (RIZOS et al., 2008), momento em que serdo transferidos para as
receptoras ou entdo criopreservados para posterior transferéncia.

A produgdo de embrides in vitro vem crescendo cada vez mais, € pela primeira vez, em
2016, o numero de embrides produzidos in vitro ultrapassou o nimero de embrides produzidos
in vivo INTERNATIONAL EMBRYO TRANSFER SOCIETY - IETS, 2017). O Brasil vem
se destacando no cenario mundial de produ¢do de embrides e em 2014 foi responsavel pela
producao de 70% do total mundial (PERRY, 2014). Esse grande destaque no quantitativo de
embrides produzidos no Brasil, deve-se principalmente ao tamanho do rebanho, que ¢ o maior
rebanho comercial do mundo (BRAZILIAN BEFF, 2022) e devido a composi¢ao genética do
rebanho nacional, constituido em sua maioria por animais zebuinos, que quando comparados
aos taurinos, produzem maior nimero de o6citos (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).

As vantagens do uso da PIVE sdo diversas, como o aumento da taxa reprodutiva de
fémeas de alto valor genético, obten¢do de descendentes de animais inférteis, de novilhas que
ainda ndo entraram na puberdade, de animais gestantes e lactantes, além da possibilidade de
utilizagdo de odcitos de animais de alto valor genético que ndo sao mais capazes de se reproduzir
ou até mesmo que ja estejam mortos (HASLER; BARFIELD, 2021). No caso de animais
inférteis, trata-se de individuos que, por razdes nao genéticas — como lesdes reprodutivas
adquiridas, problemas anatomicos ou idade avangcada —, perderam a capacidade de gerar crias
de forma natural, mas ainda produzem odcitos vidveis. Nesses casos, a PIVE se mostra
especialmente vantajosa, pois permite o aproveitamento do potencial genético desses
individuos sem comprometer a saude ou o desempenho da prole.

Apesar das vantagens e do grande avanco que a PIVE tem tido nas ultimas décadas,
existem diversos fatores que podem interferir na PIVE, estes podem ser relacionados a fémea
doadora, ao ambiente e também aos procedimentos e profissionais responsaveis pela coleta de
odcitos, aos procedimentos realizados posteriormente até a chegada ao estagio de blastocisto,



além de fatores inerentes a receptora e ao touro utilizado na fertilizagdo (ANDRADE et al.,
2012; MELLO et al., 2016).

2.4 Caracteristicas de Qualidade de Odécitos, Producido de Embrides e Prenhez

A qualidade dos odcitos pode ser avaliada morfologicamente, de acordo com a presenca
das células do cumulus que revestem o oodcito e de acordo com a homogeneidade ou
heterogeneidade do ooplasma da célula, sendo a quantidade e a qualidade dos odcitos
influenciados por diversos fatores, como fatores genéticos e nao genéticos, como procedimentos
envolvendo a OPU e intervalo entre as sessoes (MERTON et al., 2003; Merton et. al., 2009).

Ao pensar em qualidade de odcitos, a produgao de embrides ¢ um parametro mais
demorado para ser utilizado como indicador, uma vez que para chegar ao estagio de embrido, o
06cito passa por varias etapas, enquanto que a analise da qualidade do odcito, que ¢ feita logo
apos a fase de coleta seria mais eficiente, ja que envolve apenas uma etapa (MERTON et al.,
2003; LONERGAN et al., 2006).

Para avaliacao da qualidade dos odcitos, ¢ feita uma classificagdo em grau I, em que ha
total revestimento do oocito por células do cumulus em mais de 3 camadas e ooplasma
homogéneo; grau II, em que hé presenga de células do cumulus revestindo o oocito porém em
menos de trés camadas e o ooplasma comecgando a ficar heterogéneo; grau III, em que ainda ha
a presenc¢a de células do cumulus, entretanto ndo ha revestimento total do o6cito e apresenta
ooplasma heterogéneo e os oocitos de grau IV, em que ha auséncia de células do cumulus e
ooplasma heterogéneo, conhecido como odcito desnudo (MERTON et al., 2003). Ja os
embrides clivados, sdo avaliados quanto ao estagio e grau de desenvolvimento de acordo com
padroes pré-estabelecidos pela IETS (STRINGFELLOW; SEIDEL, 1998).

Alguns exemplos de caracteristicas utilizadas para avaliar qualidade de odcitos e de
embrides na literatura sao: Ncoc (nimero de oocitos grau I, I, III e IV que passaram por todas
as etapas da PIVE); nimero de odcitos grau I em relagdo ao Ncoc; numero de embrides clivados
no dia 4; nimero total de embrides no dia 7; numero total de embrides transferiveis no dia 7
(MERTON, 2009).

Poucos estudos envolvendo a PIVE sao feitos com foco nos fatores genéticos, e os que
foram feitos, em sua maioria avaliaram as caracteristicas de producao de embrides e odcitos. O
primeiro trabalho com estimag¢do de parametros genéticos para caracteristicas de qualidade de
odcitos apresentou herdabilidade baixa para qualidade de odcito (odcitos grau I = 0,09) e
correlagdo moderada com a porcentagem de embrides produzidos (0,30), indicando ser uma boa
opcao a ser utilizada na selec¢do indireta para porcentagem de embrides produzidos, visto que a
herdabilidade encontrada para essa caracteristica também foi baixa (0,12) e apesar de a
herdabilidade para odcitos grau I ter sido inferior a encontrada para embrides viaveis, esta ¢
uma caracteristica que ¢ medida logo no inicio do processo de produgdo in vitro diminuindo
custos e mao de obra (MERTON et al., 2009).

A ultima etapa da PIVE envolve a transferéncia dos embrides produzidos in vitro para
receptoras, sendo a taxa de prenhez o principal indicador de sucesso do procedimento. No
entanto, mesmo com a produgdao de embrides de boa qualidade, a taxa de prenhez ainda
apresenta grande variabilidade em relagdo ao nimero de odcitos coletado, e geralmente ¢
inferior a observada com embrides produzidos in vivo, variando entre 30% e 45% (HASLER,
2014; FERRAZ et al., 2016). Essa taxa pode ser influenciada por diversos fatores, como a
qualidade do embrido no momento da transferéncia, o tipo de protocolo hormonal utilizado, a
receptividade uterina da receptora e as condi¢cdes ambientais. Fatores genéticos também podem
influenciar a taxa de prenhez, uma vez que caracteristicas como o nimero de embrides viaveis
e a qualidade morfologica dos odcitos apresentam correlagdes genéticas positivas entre si,
variando de 0,30 a 0,72 em animais das racas Holandesa e Gir Leiteiro, respectivamente



(MERTON et al., 2009; VIZONA et al., 2020). Esses resultados indicam a possibilidade de
também investigar a correlacdo genética entre essas caracteristicas com a taxa de prenhez, com
o objetivo de realizar sele¢do indireta para essa caracteristica, que representa o produto final de
todo o processo de produgdo in vitro de embrides. Caso essa correlagdo se confirme como
favoravel, seria possivel selecionar doadoras com base em caracteristicas mais acessiveis, como
qualidade oocitaria, visando ganhos indiretos em desempenho embrionario. Dessa forma, a
qualidade dos o6citos e o nimero de embrides vidveis, quando associadas ao potencial genético
da doadora, podem impactar diretamente os resultados reprodutivos obtidos por meio da PIVE.

2.5 Componentes Ambientais que Afetam a Qualidade de Odcitos e Producio in vitro de
Embrides

Em ambiente de elevada temperatura e umidade na criagdo das doadoras, observou-se
queda qualitativa e quantitativa dos odcitos coletados de vacas Bos taurus, sendo observado
75,9% de odcitos vidveis durante a estacdo fria e 41% durante a estagdo quente, assim
diminuindo a taxa desenvolvimento in vitro (ROCHA et al., 1998). No entanto, o efeito da
temperatura ¢ umidade elevadas ndo foi observado em vacas Bos indicus, as quais apresentaram
alto percentual de odcitos coletados, com caracteristicas morfologicas normais, sem
interferéncias das variacdes climéaticas ocorridas ao longo do ano (ROCHA et al., 1998).

Além do estresse térmico, a sazonalidade também afeta a oferta de alimentos, e por
consequente a nutrigdo animal, em especial quando as fémeas sao mantidas a pasto, uma vez
que a quantidade e qualidade da forragem variam de acordo com os efeitos climaticos de cada
estacdo do ano. A nutri¢do afeta diretamente o desempenho reprodutivo dos bovinos (TORRES;
TINEO; RAIDAN, 2015).

Existem algumas técnicas que possibilitam a obtencdo de odcitos bovinos, entretanto, a
técnica que vem apresentando os melhores resultados para coleta de odcitos na espécie bovina
por ser menos invasiva (ANDRADE et al., 2012). A eficiéncia da OPU esté relacionada com a
metodologia aplicada, interferindo diretamente na quantidade e qualidade dos odcitos
coletados, e consequentemente no desenvolvimento oocitario que ocorrerd posteriormente in
vitro. Dessa maneira, tem se observado que a frequéncia de realizacdo da OPU influencia na
qualidade e ntiimero de embrides transferiveis, sendo observado melhor qualidade e maior
numero de embrides quando a OPU ¢ realizada de 15 em 15 dias quando comparada a coletas
semanais (GIBBONS et al., 1994).

O periodo reprodutivo de uma vaca pode variar, sendo influenciado por fatores como
raca, manejo nutricional, reprodutivo e sanitdrio (MAGI et al., 2020). Novilhas Bos taurus
indicus sdo mais tardias a puberdade, quando comparadas a novilhas Bos taurus taurus
(JAINUDEEN; HAFEZ, 2004). Entretanto, com a utilizacdo da PIVE, essas novilhas podem
ser aspiradas antes de entrar na puberdade, uma vez que ja tem sua reserva de foliculos definida
durante o periodo de vida uterina (BELTRAN; PANSANI, 2009).

Diante disso, torna-se viavel a utilizagdo de doadoras pré-puberes para coleta de odcitos,
uma vez que aumenta a vida util da vaca na reproducdo, aumentando também o ganho genético,
sendo de grande valia em programas de melhoramento genético (LANDRY et al., 2018), no
entanto, animais muito jovens, quando comparados aos animais puberes, apresentam pior
desempenho reprodutivo e pior qualidade de oocitos coletados (LANDRY et al., 2016). Isso,
provavelmente se deve ao fato desses animais ainda ndo possuirem plena produgdo dos
hormonios ligados a reproducao (SANDRA BERNAL et al., 2011).

Quando atingem idade adulta e com pelo menos uma gestacdo, apresentam aumento
quantitativo e qualitativo do numero de o6citos coletados por aspiragao quando comparadas a
vacas mais jovens e novilhas (JIN et al., 2016; DU et. al., 2024). Porém, com o avancar da idade
(>= 15 anos) o desempenho dessas vacas vai diminuindo, sendo coletados menor numero de
odcitos por aspiracao e de pior qualidade em comparagdo as vacas mais jovens (12 meses de
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idade) e de meia idade (7-8 anos), essa queda seria causada pela mudanga no perfil hormonal
que ocorre com o avangar da idade (SU et al., 2012).

2.6 Componente Genético da Producio de Embrides in vitro

Além dos fatores ambientais que afetam a qualidade de odcitos e embrides, pesquisas
mostram que existe um componente genético relacionado as caracteristicas envolvidas na PIVE,
o qual ¢ importante na selecdo e nos programas de melhoramento genético que buscam
melhorias genéticas para as caracteristicas relacionadas a PIVE (MERTON et al., 2009; PEREZ
et al., 2016; CORNELISSEN et al., 2017; FELTES et. al., 2022).

Merton et al. (2009) estimaram parametros genéticos para caracteristicas de qualidade
de odcitos e embrides produzidos in vitro, em que obtiveram resultados de herdabilidade que
variaram de 0,07 a 0,25 e correlagdao genética favoravel moderada de 0,09 a 0,30 entre nimero
de células do cumulus e numero de embrides clivados e viaveis.

Adicionalmente, outros estudos estimaram herdabilidades que variaram de 0,03 a 0,34
para a caracteristica de produ¢do de embrides viaveis (TONHATI, LOBO; OLIVEIRA, 1999;
ASADA; TERAWAKI, 2002; KONIG et al., 2007; VIZONA et. al., 2020). Acrescentando a
isso, foram encontradas estimativas de repetibilidade que variaram de 0,13 a 0,56 para
caracteristicas de producdo de embrides (TONHATI; LOBO; OLIVEIRA, 1999; ASADA;
TERAWAKI, 2002; JATON et al., 2016; VIZONA et. al., 2020). Conforme evidenciado por
esses resultados, ¢ esperado que a selecao para caracteristicas relacionadas a PIVE, poderia
acarretar em progresso genético para essas caracteristicas, ja que as magnitudes dos valores de
herdabilidade relatadas na literatura variam de baixas a moderadas.

Entretanto, essas caracteristicas podem estar correlacionadas geneticamente com outras
caracteristicas produtivas e reprodutivas importantes, como observado por VIZONA et al.
(2020) que encontraram correlagdes genéticas baixas ou proximas de zero entre caracteristicas
de PIVE e caracteristicas como produc¢do de leite, idade ao primeiro parto e caracteristicas de
conformag¢do em animais da raca Gir, como por exemplo a correlagdo genética de -0,25 entre
nimero de odcitos viaveis e producdo de leite. Do mesmo modo, Perez et al. (2016) observaram
correlagdes desfavoraveis de baixa magnitude, em animais da raga Guzera. Indicando que,
apesar das correlagdes desfavoraveis entre as caracteristicas, a sele¢do ¢ possivel, entretanto
deve ser feita com cautela para ndo prejudicar o progresso genético ja obtido para as
caracteristicas ja consolidadas como critério de selecdo, como producdo de leite e idade ao
primeiro parto (VIZONA et al., 2020).

As caracteristicas PIVE, ao serem incluidas como critério de sele¢do em programas de
melhoramento, podem aprimorar o desempenho da PIVE, trazendo maior retorno financeiro,
visto que foram estimadas herdabilidades de baixa a moderada para essas caracteristicas
(MERTON et al., 2009; VIZONA et al., 2020).
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3 CAPITULO I

FATORES AMBIENTAIS QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO IN
VITRO DE EMBRIOES NA RACA GIR

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os fatores que influenciam a producado in vitro de embrides
na raga Gir em um programa comercial de transferéncia de embrides no Brasil. Foram
analisados dados de 15.894 aspiragdes foliculares realizadas em 3.682 doadoras da raga Gir
leiteiro, sendo avaliados o nimero médio de odcitos vidveis por doadora (VON), a proporgao
de odcitos viaveis (VOP), a taxa de blastocistos (BLR) e a taxa de prenhez (PR). Inicialmente,
os registros de coleta foram distribuidos entre as estagdes do ano, e os resultados mostraram
que a VOP foi maior no verdo (75,0%) e na primavera (74,1%), enquanto a BLR foi mais alta
na primavera (22,5%). Em seguida, as doadoras foram agrupadas em sete classes etérias, nas
quais os maiores valores de VOP foram observados nos animais de 6 a 8 anos (76,3%), 8 a 10
anos (76,0%) e 10 a 12 anos (76,0%). Em relagdo a BLR, os maiores valores foram observados
em doadoras com mais de 4 anos. As doadoras também foram agrupadas em novilhas e vacas,
sendo que as vacas apresentaram maior BLR (22,42%) em comparagdo as novilhas (20,05%).
Posteriormente, avaliou-se o efeito das estacdes do ano sobre a PR apos a transferéncia de
embrides a fresco, sendo a primavera (43,8%) e o inverno (43,5%) as estacdes com maiores
taxas. Por fim, compararam-se as taxas de prenhez apos a transferéncia de embrides a fresco ou
vitrificados, observando-se maior PR para embrides a fresco (41,1%) em relagdo aos
vitrificados (34,6%). Portanto, a estagdao do ano, assim como a idade e a categoria das doadoras
da raga Gir, influenciam a produgdo in vitro. Além disso, a vitrificagdo reduz a sobrevivéncia
dos embrides produzidos in vitro da raga Gir leiteiro.

Palavras-chave: aspiracao folicular; criopreservagao; idade do animal.
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ENVIRONMENTAL FACTORS INFLUENCE IN VITRO EMBRYO
PRODUCTION OF GIR CATTLE

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the factors influencing in vitro embryo production in the
Gir breed in a commercial embryo transfer program in Brazil. Data from 15,894 follicular
aspirations in 3,682 Gir dairy donors were analyzed and the average number of viable oocytes
per donor (VON), proportion of viable oocytes (VOP), blastocyst rate (BLR), and pregnancy
rate (PR) were evaluated. First, the collection records were distributed across the seasons, and
the results showed that VOP was higher in summer (75.0%) and spring (74.1%), while BLR
was higher in spring (22.5%). The donors were subsequently grouped into seven age classes, in
which the highest VOP was observed in animals aged 6-8 years (75.2%), 8-10 years (75.7%),
and 10-12 years (75.9%). Regarding the BLR, the highest values were observed in donors older
than 4 years. Donors were also grouped as heifers or cows, with cows (22.42%) showing a
higher BLR than heifers (20.05%). Next, the effect of seasons on PR after fresh embryo transfer
was evaluated, with spring (43.8%) and winter (43.5%) presenting the highest PR. Finally,
pregnancy rates were compared following the transfer of fresh or vitrified embryos, showing a
higher PR for fresh embryos (41.1%) than for vitrified ones (34.6%). Therefore, season, as well
as the age and category of Gir donors, influence in vitro production. Additionally, vitrification
reduces the survival of in vitro-produced Gir dairy embryos.

Key-words: animal age; cryopreservation; ovum pick-up.
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3.1 Introducgio

A crescente demanda por maior produtividade na pecudria tem estimulado a busca por
ferramentas que aprimorem o desempenho produtivo e reprodutivo dos animais, especialmente
bovinos. Nesse contexto, ao longo dos anos, diversas biotecnologias reprodutivas foram
desenvolvidas com o objetivo de aumentar o nimero de descendentes por individuo,
destacando-se, entre elas, a produgdo in vitro de embrides (PIVE) e a transferéncia embrionaria
(PARKER GADDIS et al., 2017).

Apesar dos grandes avangos na técnica de produgdo in vitro de embrides (PIVE), ainda
¢ observada uma baixa porcentagem de odcitos que atingem o estdgio de blastocisto quando
comparada a produgdo in vivo, com taxas em torno de 20 a 40% (RIZOS et. al., 2008). Esses
valores podem ser afetados por trés principais fatores: profissional/técnico, ambiental/bioldgico
e animal. Fatores técnicos que influenciam o sucesso dos procedimentos de aspiragdo folicular
guiada por ultrassom (ovum pick-up [OPU]) incluem a pressao utilizada na bomba de aspiragao,
a frequéncia do equipamento de ultrassom, o tipo de agulha utilizada e a experiéncia do técnico
responsavel pelo procedimento. Fatores biologicos podem incluir idade, raga, ciclo estral, e as
condi¢gdes nutricionais e sanitarias das doadoras, sendo que o ambiente e as condi¢des
climaticas também sao responsaveis por influenciar o estado biolodgico das fémeas (ANDRADE
et. al., 2012; MELLO et. al., 2016; FELTES et. al. 2024). O fator animal refere-se ao
componente genético de cada individuo, o qual ¢ utilizado na sele¢do genética daqueles animais
com maior mérito genético aditivo para caracteristicas relacionadas a PIVE (PEREZ et. al.,
2016; VIZONA et. al., 2020; FELTES et. al., 2022).

Com o uso crescente de embrides produzidos in vitro (HASLER, 2014), também tem
aumentado o nimero de estudos comparando as taxas de prenhez de embrides produzidos in
vitro e transferidos a fresco ou vitrificados com aquelas obtidas por inseminagdo artificial
HASLER et. al., 1995; DROST et. al., 1999; CHEBEL; DEMETRIO; METZGER, 2008;
STEWART et. al., 2011; FERRAZ et. al., 2016; CROWE et. al., 2024). Embora diversos
estudos importantes ja tenham sido realizados em ragas Bos indicus, a maior parte das pesquisas
disponiveis concentra-se em ragas taurinas. Portanto, ainda sdo necessarios mais estudos que
avaliem esses efeitos em racas zebuinas, amplamente utilizadas na pecuaria brasileira.

Outro ponto a ser considerado para o maior sucesso da técnica sdo as condigdes
climaticas, uma vez que o estresse térmico tem demonstrado exercer influéncia negativa sobre
essa caracteristica em bovinos leiteiros taurinos (DEMETRIO et. al., 2007; VIEIRA et. al.,
2014), sendo também necessario estudar a influéncia do estresse térmico em bovinos zebuinos,
que sdo animais mais adaptados a climas quentes.

Diante do exposto, avaliar os fatores que afetam a PIVE e a transferéncia de embrides
pode contribuir para melhorar as taxas de sucesso dessas técnicas no campo. Assim, os objetivos
deste estudo retrospectivo foram: avaliar os fatores ambientais e das doadoras que podem
influenciar a quantidade, qualidade e capacidade de desenvolvimento dos odcitos coletados de
fémeas da raca Gir leiteiro, e avaliar os fatores ambientais e o tipo de transferéncia (embrides
frescos ou vitrificados) que podem afetar a taxa de prenhez ap6s a transferéncia de embrides.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Descricao dos dados

O banco de dados inicial continha 15.894 registros de aspiragao folicular (OPU) e
produgdo in vitro de embrides (PIVE) de 3.682 doadoras da raga Gir, nascidas entre 1993 e
2019, com idades variando de 7 a 251 meses, provenientes de quatro propriedades localizadas
no estado de Minas Gerais, Brasil (19°55” S e 43°57° O), com coletas realizadas entre os anos
de 2005 e 2020. O sémen utilizado na producao in vitro era de origem comercial, proveniente
das racas Gir e Holandesa. A regido ¢ caracterizada por clima subtropical, com variagdo sazonal
de temperatura (minima a maxima, em °C) de 21,1-31,9 °C no verao, 18,9-28,9 °C no outono,
15,2-27,0 °C no inverno ¢ 18,8-29,9 °C na primavera (INMET, 2025). As estagdes do ano
foram classificadas como: verao (dezembro a fevereiro), outono (margo a maio), inverno (junho
a agosto) e primavera (setembro a novembro).

3.2.2 Recuperacao de odcitos, producio in vitro de embrides e vitrificacio

A OPU e a PIVE foram realizadas por um laboratério comercial, seguindo seus
procedimentos operacionais padrao. Resumidamente, a OPU foi realizada por um unico técnico
em um dia aleatorio do ciclo estral, sem qualquer estimulagdo hormonal. Todos os foliculos
visiveis foram aspirados usando uma agulha de calibre 20G com uma pressdo de vacuo
equivalente a uma taxa de aspiracdo de 12 mL/min. Os ovocitos imaturos recuperados foram
avaliados morfologicamente com base no nimero de camadas de células do cimulo que os
circundam e na aparéncia do citoplasma, e foram classificados em graus I, II, Il e IV, conforme
descrito por de Loos et al. (1989). Os complexos cumulus-oocitos (COCs) viaveis (GI, GII e
GIII) foram transportados para o laboratdério em tubos contendo meio de maturacdo (Hepes-
buffered TCM 199, Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), 50 U/mL de hCG (Sigma C-1063), 0,5
pg/mL de LH (Vetoquinol Satide Animal, Aparecida de Goiania, GO, Brasil), 1 pg/mL de
estradiol (Sigma E-8875), 2,2 ng/mL de FSH (Folltropin), 0,2 mM de piruvato (Sigma P-4562)
e 70 pg/mL de amicacina (Sigma A-2324). O transporte foi realizado em uma incubadora
portatil (Minitube, Tiefenbach, Alemanha) a 38,6 °C. A maturagdo in vitro (MIV) durou 22
horas, incluindo o tempo de transporte. O sémen de touros Gir com desempenho de PIVE
conhecido foi processado por centrifugagdo através de um gradiente de Percoll (45% e 90%) e
ajustado para uma concentracao final de 1,2 x 10° espermatozoides/mL na gota de fertilizacao.
Os COCs maturados foram co-incubados com espermatozoides em meio TALP suplementado
com 10 pg/mL de heparina (Sigma H-3149) e uma mistura de PHE (penicilamina, hipotaurina
e epinefrina; 10 pL/mL) por 18 horas a 39 °C e 5% de CO-, sob 6leo mineral a 38,5 °C. Os
zigotos presumiveis foram desnudados por pipetagem suave e repetida e, em seguida, cultivados
em gotas de 50 pL de fluido oviductal sintético modificado (SOFaa) sob atmosfera umidificada
de 5% de COz, 5% de O: e 90% de N: por seis dias. O meio foi renovado 72 horas apos a
inseminacado, e a formagao de blastocistos foi avaliada no 7° dia (168 horas apos a inseminagao).
A taxa de blastocistos foi calculada com base no nimero de odcitos coletados. No laboratorio
comercial, a temperatura foi rigorosamente regulada e todas as etapas do processo de producao
de embrides in vitro foram realizadas em temperatura ambiente controlada de 22 a 24 °C.

Os procedimentos utilizados para a vitrificagdo de embrides foram adaptados do estudo
de Gonzalez-Rodriguez et al. (2022). Resumidamente, os embrides foram inicialmente
equilibrados por pelo menos 1 hora em meio de espera (HM: meio TCM199 tamponado com
HEPES e suplementado com 20% de soro fetal bovino) a temperatura ambiente.
Posteriormente, os embrides foram incubados em uma solu¢ao de equilibrio (ES: 7,5% (v/v) de
etilenoglicol (EG) e 7,5% (v/v) de dimetilsulfoxido (DMSO) em HM) por 10 minutos. Os
embrides foram entdo transferidos para uma gota de 100 uL de solugdo de vitrificagao (VS:
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15% (v/v) de EG, 15% (v/v) de DMSO e 0,5 M de sacarose dissolvida em HM), seguido por
uma segunda gota de 100 pL de VS. Apods a incubagao por um total de 30 segundos em cada
microgota de VS, os embrides individuais foram carregados em uma palheta aberta (OPS)
usando ac¢do capilar. Imediatamente apds, o OPS foi rapidamente mergulhado em nitrogénio
liquido (LN2). Os dispositivos OPS foram entdo selados com um canudo protetor. Todo o
processo, desde a exposicdo a solucdo de vitrificagdo até a imersdo em LN2, levou
aproximadamente 1 minuto. Os dispositivos OPS foram armazenados em LN2 até o uso
posterior.

3.2.3 Caracteristicas analisadas

As caracteristicas avaliadas foram: nimero de odcitos coletados (TON), média de
odcitos coletados (VON = TON/n), taxa de o6citos vidveis (VOP = VO/TON), taxa de clivagem
(CLR = CLE/TON), numero médio de embrides viaveis (VEN = VE/n), taxa de blastocisto
(BLR = VE/TON), niimero de embrides transferidos (EMBN) e taxa de prenhez (PR =
PRN/EMBN), em que VON ¢ o numero médio de odcitos coletados, n € o nimero de aspiragdes
foliculares, VO € o numero de odcitos viaveis, CLE é o nimero de embrides clivados, VE é o
nimero de embrides viaveis que atingiram o estagio de blastocisto ¢ PRN ¢ o nimero de
embrides transferidos que resultaram em diagnostico positivo de prenhez. Para as andlises, o
banco de dados passou por controle de qualidade, sendo excluidos os registros com TON igual
a zero, TON menor que o numero total de oocitos viaveis, TON menor que CLE, CLE menor
que o numero total de embrides viaveis, registros com data de coleta anterior a data de
nascimento da doadora, e registros de anos com poucos dados. Ressalta-se que, para EMBN e
PRN, também foram excluidos os registros em que EMBN era igual a zero, pois eram situagdes
em que nao houve nenhuma transferéncia, logo zero embrides transferidos.

3.2.4 Modelo estatistico e transformacao dos dados

Como as caracteristicas analisadas referem-se a contagens e proporcoes, elas podem nao
apresentar distribui¢do normal dos residuos. Para atender as premissas de normalidade exigidas
pelo modelo linear misto, foram aplicadas transformagdes nas varidveis: transformacao
logaritmica (logio[x + 1,001]) para as caracteristicas VON e EMBN, e transformacao arco seno
da raiz quadrada (arcsen\x) para as caracteristicas VOP, TCL, TBL e PR, sendo x a variavel
em sua escala original.

Neste estudo, utilizou-se 0 modelo linear misto com distribuicdo Gaussiana ajustado as
variaveis transformadas.

3.2.5 Analises experimentais

Andlise 1: Efeito das estacdes do ano sobre a produgdo e competéncia oocitaria

Na avaliagdo do efeito das estagdes do ano, foram criadas quatro classes conforme a
estacdo no momento da aspiracao folicular (OPU), com numero total de registros semelhantes:
primavera (n = 3.685), verao (n = 3.677), outono (n = 3.893) e inverno (n = 3.587) (Tabela 1).

Analise 2: Efeito da idade e da categoria da doadora sobre a competéncia oocitaria

O efeito da idade das doadoras no momento da aspiracdo folicular foi avaliado
agrupando-se os animais nas seguintes faixas etarias: de 0 a 2 anos, de 2 a4 anos, de 4 a 6 anos,
de 6 a 8 anos, de 8 a 10 anos, de 10 a 12 anos e acima de 12 anos (Tabela 2).

Além disso, foi avaliado o efeito da categoria das doadoras — vacas ou novilhas — no
momento da OPU, sendo consideradas novilhas aquelas que ainda ndo haviam parido, e vacas
aquelas que ja haviam tido pelo menos um parto (Tabela 3). Como o banco de dados continha
registros repetidos ao longo da vida reprodutiva das fémeas, uma mesma doadora poderia
aparecer em ambas as categorias. Dessa forma, a classificacao foi realizada com base na idade
ao primeiro parto de cada animal.
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Analise 3: Efeito da estacdo do ano sobre a taxa de prenhez apods a transferéncia de
embrides a fresco

Para analisar o efeito da estacdao do ano sobre a taxa de prenhez de embrides produzidos
in vitro e transferidos a fresco, os registros foram agrupados conforme a estagdo no momento
da OPU. Como o banco de dados nio continha a data exata da transferéncia, considerou-se a
data de coleta dos o6citos como referéncia, uma vez que o intervalo entre a coleta, maturacao,
fertilizagdo e desenvolvimento in vitro ¢ de aproximadamente 10 dias (SEIDEL; SEIDEL,
1991). As observagdes foram organizadas nas estagdes primavera (n=2.014), verdo (n = 1.875),
outono (n = 1.871) e inverno (n = 1.831) (Tabela 4).

Para embrides transferidos apds o descongelamento, nao foi possivel testar o efeito da
estacdo do ano, uma vez que ndo havia informagao disponivel sobre a data da transferéncia no
banco de dados.

Analise 4: Efeito da vitrificagdo embrionaria sobre a taxa de prenhez

O objetivo desta andlise foi verificar se a vitrificagdo de embrides influencia
negativamente a taxa de prenhez em comparag¢ao a transferéncia de embrides a fresco. Para isso,
os registros foram separados em dois grupos: embrides transferidos a fresco (n = 8.448) e
embrides previamente vitrificados e descongelados antes da transferéncia (n = 886) (Tabela 5).

3.2.6 Modelo estatistico

A analise de variancia foi realizada utilizando-se um modelo linear misto com medidas
repetidas ao longo do tempo, que considerou os efeitos fixos destacados nas diferentes analises
experimentais descritas anteriormente, € o efeito aleatério dos animais (doadoras). As analises
foram conduzidas no software R (R CORE TEAM, 2022), utilizando os pacotes Ime4 (BATES
etal., 2015) e ImerTest (KUZNETSOVA; BROCKHOFF; CHRISTENSEN, 2017).

O teste de Tukey para comparagdo de médias para as andlises que avaliaram os efeitos
das classes etarias e das estacdes do ano foi realizado por meio do pacote emmeans (LENTH,
2023), também no R.

O seguinte modelo estatistico foi utilizado para avaliar o efeito das estagdes do ano e
das classes de idade sobre as caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento dos o6citos:

Yijki= u+ Ai + Bj + ARk + €ijki,

em que Yijk € o valor do registro fenotipico das caracteristicas VON, VOP, CLR, VEN
ou BLR; u € uma constante comum a todas as observagdes; Ai € o efeito fixo da i-ésima classe
de estagdo (i =4); B; ¢ o efeito fixo da j-ésima classe de idade do doador (j =1, ... ,7); ARk € 0
efeito aleatorio do animal; e eijki € o erro aleatorio associado a cada observagao.

Para avaliar o efeito da categoria da doadora (novilha ou vaca) sobre as caracteristicas
de desenvolvimento oocitario (VON, VOP, CLR, VEN e BLR), o efeito das estacdes do ano
sobre a taxa de prenhez (PR) de embrides transferidos a fresco, e o efeito da vitrificagdao
(embrides a fresco ou vitrificados) sobre a taxa de prenhez, utilizou-se o seguinte modelo:

Yijk = p+ Ai + ARj + eijk,

em que Yijk € o valor do registro de observacao das caracteristicas VON, VOP, CLR,
VEN, BLR ou PR; A ¢ o efeito fixo [categoria da doadora (1 =1 e 2) nas caracteristicas VON,
VOP, CLR, VEN ou BLR, ou efeito fixo da estagdo (i = 4) no PR de embrides transferidos
frescos, ou efeito fixo da vitrificagao (I = 1 e 2) no PR], em que cada efeito fixo foi avaliado
exclusivamente para todas as caracteristicas; AR; € o efeito aleatorio do animal; € eijk € o erro
aleatorio associado a cada observacao.

3.3 Resultados
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Andlise 1

O numero médio de odcitos recuperados por doadora foi significativamente maior no
verdo (23,10 odcitos) e no outono (23,13 odcitos) em comparagdo com a primavera (21,44
od6citos), conforme mostrado na Tabela 1. Esse padrao de distribuigdo entre as estagdes nao se
repetiu na propor¢ao de odcitos viaveis, ja que os maiores valores foram registrados no verao
(75,00) e na primavera (74,10). Quanto as taxas de clivagem, ap6s a fertilizagdo in vitro dos
odcitos, os maiores valores foram observados para o6citos coletados no inverno (58,69%) e na
primavera (58,46%), com o pior desempenho no verdo (54,01%). Nao houve diferenga
significativa no numero médio de embrides vidveis entre as estagdes do ano (p > 0,05). No
entanto, as maiores taxas de blastocisto foram observadas para oocitos coletados na primavera
(22,45%).

Analise 2

O numero médio de odbcitos coletados por doadora por sessio de OPU foi
significativamente maior para os grupos etarios de 0-2 anos (27,82), 2-4 anos (25,40) e 4-6 anos
(22,42), enquanto as menores producdes foram observadas nos doadores dos grupos etérios de
10-12 anos (18,37) e acima de 12 anos (14,59). As idades que apresentaram as maiores taxas
de odcitos vidveis foram as dos doadores com 6-8 anos (76,32%), 8-10 anos (75,99%) e 10-12
anos (75,98%), porém sem diferenca significativa entre elas (p > 0,05). As maiores taxas de
clivagem foram obtidas a partir dos o6citos coletados de doadores com mais de 4 anos. Em
contrapartida, taxas de clivagem significativamente menores foram observadas em odcitos
recuperados de doadoras com 2—4 anos (55,00%). O maior nimero médio de embrides vidveis
foi observado em doadoras com idade entre 4-6 anos (5,09 odcitos) e 0-2 anos (4,87 o0citos).
As maiores taxas de blastocisto foram observadas em doadoras coletadas nas idades de 4-6 anos
(22,20%), 6-8 anos (2159%), 8-10 anos (21,50%), 10-12 anos (20,00%) e acima de 12 anos
(19,21%), sem diferenca estatistica entre esses valores (p > 0,05) (Tabela 2).

Vale destacar que andlises adicionais considerando a interacdo entre os efeitos de
estacdo do ano e idade das doadoras mostraram que existe uma interagdo complexa entre esses
fatores (dados nao apresentados). Ou seja, para todas as caracteristicas avaliadas, o efeito da
idade da doadora pode variar, ainda que minimamente, entre as diferentes estacdes.

Nao houve efeito significativo da categoria da doadora (novilha versus vaca) sobre o
nimero médio de odcitos coletados por aspiragdo (Tabela 3). O maior nimero médio de
embrides vidveis foi observado nas vacas (4,81). Entretanto, as taxas de oocitos viaveis
(73,37%) e de blastocisto (22,42%) foram maiores nas vacas, enquanto a taxa de clivagem foi
maior nas novilhas (59,37%).

Andlise 3

A estagdo do ano no momento da transferéncia de embrides a fresco influenciou
significativamente a taxa de prenhez (Tabela 4). As maiores taxas foram observadas nas
transferéncias realizadas na primavera (43,84%) e no inverno (43,47%), enquanto as menores
ocorreram no verao (38,02%) e no outono (38,58%).

Andlise 4

O efeito da vitrificagdo sobre a taxa de prenhez foi avaliado por meio da comparagado
entre embrides transferidos a fresco e embrides que passaram pelo processo de vitrificacao e
descongelamento. A transferéncia de embrides a fresco resultou em maior taxa de prenhez
(41,10%) em comparacao com os embrides vitrificados (34,55%) (Tabela 5).
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Tabela 1: Efeito de diferentes estacdes do ano na producdo e competéncia de ovocitos coletados de doadoras Gir.

Média = Desvio Padri o

Estagdo m  TON VON VOP (%) CLR (%) VEN BLR (%)

Primavera 3,685 78999 2144+ 1571° 7410+ 16.08% 58.46+1034° 481+468% 2245+ 17.06°
Verio 3,677 84954 23.10+15.89® 7500+ 15.06° 54.01 £19.00° 4,72+ 4,68  20.50+ 1647
Outono 3,803 90,046 23.13+£16.04° 7310+ 16.03° 55.54+19.42° 471+449% 2036+ 16.28"
Inverno 3,587 81,821 22.81+1546° 73.72+15.03% 58.69+19.00° 4,78+4,67  20.95+ 17.05

n: nimero de coletas; TON: niimero total de odcitos coletados; VON: nimero médio de odcitos coletados por aspiragao; VOP: taxa de oocitos viaveis; CLR: taxa de clivagem;
VEN: niimero médio de embrides viaveis por aspiracdo; BLR: taxa de blastocisto. a,b,c Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna nio diferem estatisticamente (p >

0,05).

Tabela 2: Efeito da classe etaria do doador na producado e competéncia de odcitos coletados de doadoras Gir.

Mé dia + Desvio padriao

Doadora Idade (anos) n TON VON VOP (%) CLR (%) VEN BLR (%)

0-2 1,036 28,819 27.82 +£18.75* 70.80 + 17.144 55.10+ 19.18% 4,87 +4,59% 16,90 + 14.92¢
2-4 4,246 107,853 2540+ 17.25° 72.61 £16.40¢ 55,00+ 19.26°¢ 4,74 + 4,93° 18.414 15.56%
4-6 4,679 104,889 2242 +15.22° 74,90 £ 15.42° 57,00+ 19.26%® 5,09 + 4,64 22.20 + 17.042
6-8 2,642 53,547 20.27 £13.29° 76,32 +£15.32° 57,21+ 18.57® 4,78 +4,38° 21,59 £ 17.06*
8-10 1,236 23,699 19.17 £ 13.53% 75,99 + 14.63%® 58,10+ 19.93% 4,33 £425° 21,50 +£ 17.54°
10-12 630 11,571 1837 +£14.274 75,98 £16.01% 58,90 £ 19.602 3,81 + 4,284 20.00+ 18.34%
>12 373 5,442 14.59+11.20¢ 71.91 4 17.03 57,60+ 20.44 % 3,08+3,89¢ 1921 + 17.79%¢

n: nimero de coletas; TON: nimero total de odcitos coletados; VON: nimero médio de odcitos coletados; VOP: taxa de odcitos viaveis; CLR: taxa de clivagem; VEN:

numero médio de embrides viaveis por aspiragdo; BLR: taxa de blastocisto. a,b,c,d Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna néo diferem estatisticamente (p >
0,05).

Tabela 3: Efeito da categoria do doador na producio e competéncia de desenvolvimento de odcitos coletados de doadores da raca Gir.
Média £+ Desvio Padrao

Categoria TON VON VOP (%) CLR (%) VEN BLR (%)
Novilha 1425 30101 2112+ 1490 67.67+1831° 5937 £19.14% 423 +441° 20,05+ 1622°
Vaca 0181 197507 21.51£1530 7337+1573% 57.54+1937% 481 £459° 2242+ 17.19°

n: nimero de coletas; TON: niimero total de o6citos coletados; VON: numero médio de odcitos coletados; VOP: taxa de odcitos viaveis; CLR: taxa de clivagem; VEN: nimero
médio de embrides vidveis por aspiragdo; BLR: taxa de blastocistos. a,b Valores seguidos pela mesma letra na mesma
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Tabela 4: Efeito da estacdo no momento da transferéncia de embrides na taxa de prenhez de
receptoras que receberam embrides produzidos in vitro e transferidos frescos.
Média £ Desvio padrio

Estacao EMBN
PR (%)
Primavera 8,957 43.84 +34.48*
Verao 8,643 38.02+39.20°
Outono 8,042 38.58 £35.49°
Inverno 8,957 43.47 £34.20*

EMBN: niimero total de embrides transferidos; RP: taxa de prenhez. a,b Valores seguidos pela mesma letra na
mesma coluna nio diferem estatisticamente (p > 0,05).

Tabela 5: Efeito da criopreservacao de embrides na taxa de prenhez de receptoras que
receberam embrides produzidos in vitro, vitrificados ou transferidos frescos.
Média + Desvio padrao

Tipo de transferéncia EMBN
PR (%)
Fresco 40,661 41.10 £ 33.74*
Vitrificado 3,669 34.55+35.32°

EMBN: niimero total de embrides transferidos; RP: taxa de prenhez. a,b Valores seguidos pela mesma letra na
mesma coluna nio diferem estatisticamente (p > 0,05).
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3.4 Discussao

A maior parte das pesquisas tem se concentrado em avaliar o impacto da estacdo do
ano sobre as taxas de clivagem e blastocisto em ragas taurinas, sem abordar diretamente como
a estacdo influencia o desenvolvimento embrionario apos a transferéncia. Além disso, embora
alguns estudos tenham investigado o efeito da criopreservacao em embrides de ragas
zebuinas, a literatura disponivel ainda ¢ limitada. Especificamente, estudos que avaliem o
efeito da vitrificacdo de embrides produzidos in vitro a partir de doadoras da raca Gir ainda
sdo escassos, 0 que ressalta a necessidade de mais pesquisas nessa area.

Efeito da estagdo do ano sobre a produgdo e competéncia oocitaria:

A variagdo sazonal tem impacto significativo sobre o desempenho reprodutivo de
doadoras da raga Gir (Bos indicus), especialmente no que diz respeito a recuperacao de odcitos
e a produgdo in vitro de embrides (PIVE). Neste estudo, o menor nimero médio de oocitos
recuperados por doadora foi observado durante a primavera, sugerindo um possivel
comprometimento do desenvolvimento folicular ou da populagao de foliculos antrais nessa
estacdo. Isso pode estar relacionado a alteragdes fotoperiddicas, adaptagdes metabdlicas a
transicao de estagdo e efeitos fisioldgicos associados ao fim do periodo seco no Brasil.

Apesar da menor producdo de odcitos, tanto a primavera quanto o verdo apresentaram
as maiores taxas de oocitos viaveis, indicando uma possivel compensag¢ao pela melhora na
qualidade dos odcitos. Esses achados sdo consistentes com relatos anteriores que sugerem que,
embora o estresse térmico durante o verao possa aumentar a atresia folicular, ele pode nao afetar
negativamente a competéncia dos ovocitos que atingem o estagio de metafase Il apos a
maturacao in vitro (DE RENSIS; SCARAMUZZI, 2003). O numero médio de embrides viaveis
(VEN) por doadora ndo apresentou variacdo sazonal significativa (Tabela 1), indicando
producdo embrionaria estavel, apesar das flutuagdes na producao e competéncia dos ovocitos.
Esse achado contrasta com os observados em racas taurinas, nas quais ha redugdo na viabilidade
dos odcitos durante as estagdes mais quentes, sugerindo maior susceptibilidade ao estresse
térmico. Isso evidencia uma vantagem adaptativa das racas zebuinas, como o Gir, para
programas reprodutivos conduzidos em ambientes tropicais (ROCHA et al., 1998).

Os efeitos sazonais também foram evidentes na competéncia pos-fertilizacdo. As
maiores taxas de clivagem foram observadas quando os odcitos foram coletados no inverno e
na primavera, sendo que a primavera também apresentou a maior taxa de blastocisto. Esses
resultados sugerem que, embora a quantidade de odcitos seja reduzida na primavera, sua
competéncia para o desenvolvimento ¢ aumentada, possivelmente devido a perfis hormonais
favoraveis ou a um ambiente folicular mais propicio associado a transi¢do do fotoperiodo
(GORDON, 2003). A elevagao da taxa de blastocisto na primavera reforca a hipotese de que a
qualidade dos oocitos — refletida em aspectos como fun¢do mitocondrial e maturacao
citoplasmatica — ¢ um fator determinante para o sucesso da PIVE, podendo ser mais relevante
que a quantidade de oocitos (LONERGAN et al., 2006). De modo geral, esses achados
ressaltam a importancia de considerar a sazonalidade nas biotecnologias reprodutivas bovinas
e indicam a primavera como uma esta¢do promissora para a coleta de oocitos com alta
competéncia de desenvolvimento em doadoras Gir.

Efeito da idade e da categoria da doadora sobre a competéncia oocitaria:

De forma geral, observou-se que a idade da doadora exerce papel relevante sobre a
competéncia dos oocitos. O niimero de odcitos coletados foi maior em animais mais jovens,
como também relatado em estudo com animais da cruza Murray Grey x Brahman, nos quais a
maior produgdo foi observada em fémeas com até um ano de idade (SU et al., 2012). No entanto,
as maiores taxas de clivagem e de blastocisto foram observadas em doadoras entre 4 e 12 anos
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e naquelas que ja haviam parido (categoria vaca) e o maior numero de embrides vidveis foi
observado em doadoras de 4 a 6 anos (5,09), 0 a 2 anos (4,87) e em vacas (4,81), esses resultados
estdo em consonancia com estudos anteriores conduzidos em ragas como Nelore (DE SILVA
etal., 2022) e Wagyu (DU et al., 2024).

Isso sugere que, além da idade, a maturidade fisiologica e o histérico reprodutivo da
doadora afetam a qualidade e a capacidade de desenvolvimento dos oocitos. Conforme relatado
por Du et al. (2024), em doadoras Wagyu, oocitos coletados apos o primeiro parto apresentam
melhor competéncia, provavelmente devido a mudangas fisioldgicas como o aumento do
tamanho corporal e ovariano, tornando os ovarios mais sensiveis a agdo do FSH (DE SILVA et
al., 2022; IRELAND et al., 2010). Assim, os dados indicam que, mesmo com o avanco da idade
e a esperada redugdo da reserva folicular, a competéncia dos odcitos de vacas entre 10 e 12 anos
permanece semelhante a de fémeas mais jovens (4—6 anos), sugerindo que o declinio na
qualidade oocitaria pode ndo ocorrer antes da idade média de descarte das vacas (ALVAREZ
etal., 2021).

A menor competéncia observada nos oocitos de animais jovens tem sido atribuida a
deficiéncias na sintese proteica (LEVESQUE; SIRARD, 1994), a maturacdo ooplasmatica
incompleta (DAMIANI et al., 1996), a baixa responsividade a hormoénios ou fatores de
crescimento (KHATIR et al., 1997) e a menor reserva de glicose intracelular (WARZYCH et
al., 2017), elementos que comprometem a qualidade e o desenvolvimento embrionario.

Dessa forma, os resultados refor¢gam a importincia da idade e da categoria reprodutiva
como fatores determinantes da competéncia oocitaria. Animais mais jovens tendem a produzir
maior quantidade de odcitos, porém com menor competéncia, ao passo que vacas com historico
de parto apresentam melhores taxas de desenvolvimento embrionario. Isto € ainda apoiado pelos
valores de VEN, que foram mais elevados nas vacas do que nas novilhas e atingiram o pico nas
doadoras com idades entre os 4 e os 6 anos (5,09), destacando esta faixa etdria como
particularmente promissora para os programas de PIVE. Isso sugere que programas de PIVE
devem considerar ndo apenas a idade cronologica, mas também a maturidade fisiologica e o
historico produtivo das doadoras, permitindo uma abordagem mais estratégica e eficiente.

Efeito da estagdo sobre a taxa de prenhez:

A taxa de prenhez foi maior nas transferéncias realizadas durante a primavera (43,84%)
e o inverno (43,47%) em comparagao com o verdo (38,02%) e o outono (38,58%) (Tabela 4).
Essa variacao pode ser explicada pelo estresse térmico e nutricional enfrentado pelos animais
durante os meses mais quentes do ano. Além disso, considerando que os sistemas de producao
leiteira no Brasil sdo majoritariamente extensivos, a qualidade das pastagens — diretamente
influenciada pelas condi¢des climaticas — pode afetar negativamente a ingestdo e o estado
nutricional dos animais, especialmente durante o verdo, quando ha redugdo na ingestdo de
alimento em resposta ao calor.

Consequentemente, no verdo, caracterizado por altas temperaturas, observou-se uma
diminui¢do na taxa de prenhez. Essa queda pode estar associada ao estresse térmico sofrido
pelas receptoras, as quais, na maioria dos sistemas brasileiros de producao, sdo vacas Girolando
— mesticas originadas do cruzamento entre as racas Holandesa e Gir. A fragdo genética da raca
Holandesa, menos adaptada ao calor, pode reduzir a resisténcia ao estresse térmico, o que nao
ocorre nas doadoras puras da raga Gir. Esse efeito pode ainda se prolongar para os meses
seguintes, o que explicaria o desempenho semelhante observado no outono. Estudos anteriores
indicam que os efeitos do estresse térmico sobre o desenvolvimento folicular e a fertilidade
podem persistir mesmo apds o término da exposicao direta ao calor (ROTH et al., 2000;
GENDELMAN et al., 2010).

Nosso estudo mostrou que a estacao de coleta dos oocitos exerce grande impacto sobre
os resultados da taxa de prenhez ap0s transferéncia de embrides produzidos in vitro. Isso aponta
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a estacdo do ano como um possivel indicativo estratégico para a escolha dos melhores periodos
de coleta, assim como para o desenvolvimento de medidas de mitigagdo dos efeitos sazonais
sobre a sobrevivéncia embriondria ap6s a PIVE. Além disso, ressalta-se a importancia de
investigar se a interacdo entre a sazonalidade e os métodos de criopreservacao afeta
significativamente os resultados reprodutivos. Caso essa influéncia se confirme, seria possivel
concentrar coletas durante as estagdes mais favoraveis (como primavera e inverno), com vistas
a criopreservagdo de embrides de maior qualidade, garantindo sua disponibilidade ao longo do
ano.

Efeito da vitrificacao sobre a taxa de prenhez de embrides produzidos in vitro:

Os resultados indicam que a criopreservagdo por vitrificagdo tem impacto negativo
sobre a taxa de prenhez, quando comparada a transferéncia de embrides a fresco (Tabela 5).
Esse achado evidencia que a principal limitagao do uso da criopreservagao reside nos resultados
insatisfatorios associados a criossensibilidade dos embrides produzidos in vitro. Essa maior
sensibilidade resulta em significativa reducdo da sobrevivéncia embriondria apds o
descongelamento (KAIDI et al., 2001; SANCHES et al., 2018; FERRE et al., 2020).

A reducdo na viabilidade embriondria apos a criopreservagao tem sido associada a
alteracdes no metabolismo dos embrides, sobretudo em sua atividade mitocondrial
(ALMINANA; CUELLO, 2015; KURZELLA et al., 2024). Embrides de menor qualidade
apresentam menor tolerancia aos processos de congelamento, e essa qualidade est4 diretamente
relacionada a origem e ao ambiente de desenvolvimento embrionario. Durante o cultivo in vitro,
por exemplo, o acaimulo de lipidios, induzido pelo meio de cultura, tem sido apontado como
fator que aumenta a criossensibilidade (KUMAR et al., 2022; MARSICO et al., 2019). Além
disso, alteracdes no perfil bioenergético das mitocondrias podem comprometer ainda mais a
sobrevivéncia apos o descongelamento, tanto em protocolos de congelamento lento quanto na
vitrificagdo (KURZELLA et al., 2024).

Esses achados reforgam a necessidade de aperfeicoamento das técnicas de PIVE e
criopreservacdo, buscando estratégias que aumentem a tolerdncia dos embrides ao
congelamento e, consequentemente, a taxa de sucesso na transferéncia. Apesar de ser uma
ferramenta essencial para o armazenamento de material genético de alto valor e uso reprodutivo
posterior, a criopreservacao ainda apresenta desafios consideraveis. O impacto negativo sobre
a viabilidade embrionaria, ligado as alteragdes metabolicas e ao acimulo de lipidios, destaca a
urgéncia em desenvolver protocolos que minimizem esses efeitos e tornem a producdo e
transferéncia de embrides mais eficiente em larga escala (FANG et al., 2014).
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3.5 Conclusoes

Este estudo identificou que a estagcdo do ano em que os odcitos sdo coletados, bem como
a idade e a categoria da doadora, influenciam significativamente a competéncia oocitaria em
fémeas da raga Gir leiteiro. Além disso, observou-se que a taxa de prenhez de embrides
transferidos a fresco ¢ impactada pela estagdo do ano, enquanto a criopreservagao por
vitrificagdo reduz a taxa de prenhez de embrides produzidos in vitro.

Esses achados indicam que, para otimizar os resultados em programas de produgdo in
vitro de embrides, ¢ fundamental considerar ndo apenas a idade cronoldgica, mas também o
historico reprodutivo das doadoras, permitindo uma sele¢do mais estratégica. Além disso, os
resultados reforcam a importancia de identificar os periodos mais adequados para a realizagao
das coletas, assim como a necessidade de melhorias técnicas e metodolégicas que minimizem
os efeitos da sazonalidade sobre a sobrevivéncia embrionaria pos-PIVE.
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4 CAPITULO II

PARAMETROS GENET;COS PARA CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS DE OOCITOS, PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES E PRENHEZ NA RACA GIR LEITEIRO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi estimar parametros genéticos para caracteristicas morfologicas de
odcitos, produgdo in vitro de embrides e taxa de prenhez em fémeas Gir Leiteiro. Foram
utilizados 16.806 registros de aspiragdo folicular (OPU) de 4.071 doadoras, coletados entre
2005 e 2024 em seis rebanhos de Minas Gerais. Foram analisadas caracteristicas de producao
de odcitos (niimero e porcentagem de odcitos viaveis (OV, POV) e seus graus morfologicos de
qualidade (G1, G2, G3 e respectivas proporgdes)); de producdo in vitro de embrides viaveis
(nimero e porcentagem de embrides vidveis (EV, PEV)); e de prenhez (nimero e taxa de
prenhez (PR, PPR)). As caracteristicas de contagem passaram por transformacao logaritmica
(OV, G1, G2, G3, EV e PR) e as de porcentagem por transformacao arcosénica (POV, PGl1,
PG2, PG3, PEV e PPR). Para as caracteristicas de produg¢do de embrides ¢ prenhez, foram
testados diferentes modelos, um utilizando o touro como efeito fixo, e outro com o touro como
efeito aleatdrio, entretanto ndo houve diferenca significativa entre os modelos, adotando-se o
touro como efeito fixo no modelo. Os componentes de variancia para estas caracteristicas e 0s
valores genéticos dos animais (VGs) foram estimados utilizando um modelo unicaracter, e as
covariancias utilizando um modelo bicaracter, sendo ambos modelos animais de repetibilidade,
nos quais foi adotado o método de maxima verossimilhanga restrita, com o uso do software
AIREMLFO90 para a obten¢do das variancias e covariancias € 0 BLUPF90 para a predig@o dos
VGs. As estimativas de herdabilidade para as caracteristicas de produgdo de odcitos variaram
de 0,05 £ 0,01 (PG1)a 0,42 + 0,03 (OV), e de repetibilidade de 0,05 + 0,01 (PG1)a 0,56 = 0,01
(OV), sendo os maiores valores observados para caracteristicas expressas em contagem. Para
producdo de embrides (EV e PEV), as herdabilidades foram, respectivamente 0,18 = 0,03 ¢ 0,11
+ 0,02, enquanto para taxa de prenhez os valores foram mais baixos: 0,02 + 0,01 (PPR) ¢ 0,10
+ 0,02 (PR). Apenas a correlagdo de Spearman entre os valores genéticos de OV e G3
apresentou valor alto (0,93), tanto para machos quanto para fémeas. A tendéncia genética
mostrou aumento nos valores genéticos ao longo dos anos para OV, EV e PR, mesmo sem
existéncia de sele¢do sobre estas caracteristicas, sugerindo ganhos indiretos por meio da selegdo
de outras caracteristicas correlacionadas a elas. As correlagdes genéticas e fenotipicas
indicaram que a sele¢do para OV pode impactar positivamente EV e PR, refor¢ando o potencial
de ganhos simultaneos. Conclui-se que ha variabilidade genética significativa para proceder a
selecdo para as caracteristicas ligadas a PIVE na raca Gir Leiteiro, principalmente naquelas
expressas na forma de contagem, OV e G3. A inclusdo dessas caracteristicas nos programas de
avaliacdo genética pode melhorar a eficiéncia reprodutiva dos animais para a producdo in vitro
de embrides.

Palavras-chave: Bos indicus,; Herdabilidade; o6citos grau 1.
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GENETIC PARAMETERS FOR OOCYTE MORPHOLOGICAL
CHARACTERISTICS, IN VITRO EMBRYO PRODUCTION AND
PREGNANCY IN THE GIR DAIRY BREED

ABSTRACT

The aim of this study was to estimate genetic parameters for oocyte morphological
characteristics, in vitro embryo production and pregnancy rate in Gir Leiteiro dams. A total of
16,806 follicular aspiration (OPU) records from 4,071 donors, collected between 2005 and 2024
in six herds in Minas Gerais-Brazil, were used. The following characteristics were analyzed:
oocyte production (number and percentage of viable oocytes (OV, POV) and their
morphological quality grades (G1, G2, G3 and respective proportions)); in vitro viable embryo
production (number and percentage of viable embryos (EV, PEV)); and pregnancy (number and
pregnancy rate (PR, PPR)). The counting traits underwent logarithmic transformation (OV, Gl1,
G2, G3, EV and PR) and the percentage traits underwent arcsenic transformation (POV, PG1,
PG2, PG3, PEV and PPR). For the embryo production and pregnancy traits, different models
were tested, one using the bull as a fixed effect, and another with the bull as a random effect.
However, there was no significant difference between the models, adopting the bull as a fixed
effect in the model. The variance components for these traits and the genetic values of the
animals (VGs) were estimated using a unitrait model, and the covariances using a bitrait model,
both being animal models of repeatability, in which the restricted maximum likelihood method
was adopted, using the AIREMLF90 software to obtain the variances and covariances and the
BLUPF90 to predict the VGs. The heritability estimates for oocyte production traits ranged
from 0.05 £ 0.01 (PG1) to 0.42 £ 0.03 (OV), and repeatability from 0.05 + 0.01 (PG1) to 0.56

+ 0.01 (OV), with the highest values observed for traits expressed in counts. For embryo
production (EV and PEV), the heritabilities were, respectively, 0.18 £ 0.03 and 0.11 £+ 0.02,
while for pregnancy rate the values were lower: 0.02 £ 0.01 (PPR) and 0.10 + 0.02 (PR). Only
the Spearman correlation between the genetic values of OV and G3 showed a high value (0.93),
for both males and females. The genetic trend showed an increase in genetic values over the
years for OV, EV and PR, even without selection on these traits, suggesting indirect gains
through selection of other traits correlated with them. Genetic and phenotypic correlations
indicated that selection for OV can positively impact EV and PR, reinforcing the potential for
simultaneous gains. It is concluded that there is significant genetic variability to proceed with
selection for traits linked to PIVE in the Gir Leiteiro breed, mainly those expressed in the form
of count, OV and G3. The inclusion of these traits in genetic evaluation programs can improve
the reproductive efficiency of animals for in vitro embryo production.

Key-words: Bos indicus; Heritability; oocytes quality.
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4.1 Introducao

A crescente demanda por maior produtividade na pecuaria tem estimulado a busca por
ferramentas que potencializem o desempenho reprodutivo dos animais, especialmente em
bovinos. Com isso, diversas biotecnologias foram sendo desenvolvidas para aumentar o nimero
de descendentes por individuos e consequentemente a disseminagao mais intensiva de material
genético superior. Dentre essas ferramentas destacam-se a producgdo in vitro de embrides
(PIVE) e a transferéncias de embrides (TE) (PARKER GADDIS et. al.,, 2017). Sendo
inicialmente aplicada com maior frequéncia na bovinocultura de corte, € com o aumento na
utilizagdo de sémen sexado, também passou a ser mais utilizada na bovinocultura de leite
(VIANA et. al., 2012).

No Brasil, a raca zebuina Gir Leiteiro desempenha um papel fundamental na pecuaria
leiteira, sendo amplamente empregada tanto como base a para a reposi¢ao de fémeas da propria
raca (VIANA et al., 2017; SILVA et al., 2018), quanto como raga materna nos cruzamentos
com a raca Holandesa, resultando em diferentes composi¢des genética do Girolando. Estima-
se que animais provenientes de cruzamentos sejam responsaveis por aproximadamente 80% da
producdo nacional de leite, tendo o Girolando se consolidado a principal ragca composta
utilizada nesse sistema produtivo (GUIMARAES et al., 2006; CANAZA-CAYO et al., 2019).
Nesse cenario, a PIVE se apresenta como uma op¢ao, ja que permite o uso intensivo de fémeas
e machos geneticamente superiores aumentando assim o ganho genético ¢ a eficiéncia
reprodutiva. Além disso, a PIVE auxilia na manutencao do grau de heterose sem a necessidade
de manter um touro taurino no rebanho, que sdo mais dificeis de manter em certas localidades
por conta da sua menor resisténcia ao clima tropical (SARTORI et. al., 2010).

O sucesso ¢ eficiéncia na PIVE dependem de diversos fatores ja relatados na literatura,
como nutri¢ao da doadora (SALES et. al., 2015), estresse térmico (BARUSELLI et. al., 2012;
FELTES et. al., 2024), qualidade do oo6cito (MERTON et. al., 2009) entre outros fatores ndo
genéticos, sendo a maioria dos estudos publicados relacionados os fatores ndo genéticos.
Entretanto, nas ultimas duas décadas, surgiram estudos investigando a influéncia de fatores
genéticos nas caracteristicas de produgdo in vitro (MACHADO et. al., 2006; MERTON et. al.,
2009; PEREZ et. al., 2016; JATON et. al., 2016, VIZONA et. al., 2020; FELTES et. al., 2022).

De acordo com Merton (2009), a qualidade do complexo cumulus-o6citos (COCs) tem
grande influéncia no sucesso da biotécnica reprodutiva. A qualidade e quantidade do COCs
sofrem influéncia de diversos fatores, como estresse térmico (FELTES et. al., 2024) fatores
nutricionais e de estado fisiologico da doadora (ANDRADE et al., 2012; MELLO et al., 2016),
e inclusive fatores genéticos (MERTON et. al., 2003; VIZONA et. al., 2020). Apesar da
influéncia dos componentes genéticos em caracteristicas de PIVE ser confirmada, ainda sdo
escassos estudos explorando esse assunto, e ainda mais aqueles que avaliaram as caracteristicas
morfologicas dos oocitos coletados e de prenhez de embrides produzidos in vitro.

A classificacdo morfoldgica dos odcitos ¢ feita de acordo com o niimero de células do
cumulus e aparéncia citoplasmatica, em que os oocitos podem ser classificados em Grau I, 1,
III (odcitos vidveis) ou IV (sem células do cumulus), sendo Grau I os o6citos de maior qualidade
(LONERGAN, 1992). Merton et al. (2009) e Vizona et al. (2020) estimaram parametros
genéticos para caracteristicas PIVE, incluindo para odcitos de grau I, observando valores de
herdabilidade que variaram de 0,01 a 0,18. No entanto, ainda s3o necessarios estudos para
estimar pardmetros genéticos para oocitos de grau Il e IIl e taxa de prenhez de embrides
produzidos in vitro em racas leiteiras. Em bovinos de corte, foram encontradas herdabilidades
de 0,02 e 0,15 para animais das ragas Senepol e Nelore, respectivamente, para a caracteristica
taxa de prenhez (PINHEIRO et al., 2024). Na PIVE, a taxa de prenhez representa um importante
indicador da eficiéncia do processo, da viabilidade embrionaria e do retorno financeiro, uma
vez que os custos de producdo de embrides e da manutencao de receptoras sao justificados por
taxas de prenhez satisfatorias.
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Com o intuito de possibilitar aumentar a eficiéncia genética do uso da PIVE, o objetivo
deste trabalho ¢ estimar parametros genéticos e predizer valores genéticos para caracteristicas
morfologicas dos odcitos (graus I, II e III) coletados de doadoras da raca Gir Leiteiro, bem
como para caracteristicas embrionarias € a taxa de prenhez de embrides produzidos in vitro.
Adicionalmente, busca-se estimar as correlacdes genéticas e fenotipicas entre essas
caracteristicas, de modo a identificar possiveis associagdes favoraveis ou desfavoraveis que
possam orientar estratégias de selecdo mais eficientes no contexto da producdo in vitro de
embrides na raca.
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4.2 Material e métodos
4.2.1 Descricio dos dados

O conjunto inicial de dados analisado nesse estudo continha informagdo de 16.806
registros de aspiragdes foliculares (OPU) referente a 4.071 doadoras Gir Leiteiro. Os
procedimentos de aspiracdo folicular foram realizados em seis rebanhos localizados no estado
brasileiro de Minas Gerais — Brasil (19°55” S e 43°57° W) e ocorreram entre margo de 2005 e
outubro de 2024. A regido ¢ caracterizada por um clima subtropical, com variagdes sazonais de
temperatura (minima a maxima, em °C) de 21,1-31,9 °C no verao, 18,9-28,9 °C no outono,
15,2-27,0 °C no inverno e 18,8-29,9 °C na primavera. As estacdes do ano foram classificadas
como verdo (dezembro a fevereiro), outono (marco a maio), inverno (junho a agosto) e
primavera (setembro a novembro) (INMET, 2025).

As doadoras possuiam idades entre 7 ¢ 251 meses no momento OPU, sendo que para a
fertilizagdo in vitro foi utilizado o s€émen comercial de 240 diferentes touros (Gir ¢ Holandés).
O arquivo de pedigree utilizado apresentou 10.330 individuos, destes 3.588 eram doadoras,
filhas de 334 touros e 1.908 vacas.

4.2.2 Caracteristicas analisadas

Foram analisadas caracteristicas de producdo de odcitos como Numero (OV) e
porcentagem (POV) de odcitos viaveis; Numero (G1) e porcentagem (PG1) de oocitos grau 1;
Numero (G2) e porcentagem (G2) de odcitos grau 2; Numero (G3) e porcentagem (PG3) de
odcitos grau 3; de produgdo in vitro de embrides: Numero (EV) e porcentagem (PEV) de
embrides viaveis; e prenhez de embrides produzidos in vitro em Numero (PR) e porcentagem
(PPR). As caracteristicas percentuais POV, PG1, PG2 e PG3 foram obtidas em relagdo ao
nimero total de odcitos coletados (OT). A PEV foi calculada em relagdo ao numero de odcitos
viaveis (OV) e PPR em relagdo ao nimero de embrides transferidos.

Para a realizagdo das andlises o banco de dados passou por controle de qualidade, sendo
excluidos os registros que apresentaram OT igual a 0; OT menor que OV; OT e OV menor que
G1, G2 ou G3; OT menor que EV; OV menor eu EV; registros com data de coleta antes da data
de nascimento da doadora, assim como registros em anos e fazendas com poucas observagoes.
Ressalta-se que para as andlises das caracteristicas PR ¢ PPR também foram excluidos os
registros em que o numero total de embrides transferidos era igual a 0, uma vez que os
resultados para essas caracteristicas dependem diretamente do nimero de embrides
transferidos, logo no banco de dados zero embrides transferidos indicam que ndo ouve
transferéncia de embrides o que resultaria em zero na prenhez, ndo sendo um resultado, apenas
uma informagao.

4.2.3 Transformacao dos dados

As caracteristicas avaliadas sdo referentes a contagens repetidas no tempo e
porcentagens, portanto, para atender os pressupostos de normalidade de um modelo linear
misto, as transformagdes aplicadas as caracteristicas avaliadas foram: logaritmica
(log10[x+1,001]), sendo aplicadas as caracteristicas OV, G1, G2, G3, EV e PR e arco seno
(arco seno\x), aplicadas as caracteristicas POV, PG1, PG2, PG3, PEV e PPR, em que x se
refere a caracteristica em sua escala original antes das transformacdes.

4.2.4 Analise estatistica

Os componentes de variancia e os valores genéticos (VGs) foram obtidos por meio de
um modelo unicaracter, enquanto as covariancias foram estimadas utilizando um modelo
bicaracter. As andlises foram realizadas pelo método da méxima verossimilhanga restrita
(REML), com uso dos softwares AIREMLF90, para obtengao das variancias e covariancias, €
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BLUPF90, para predicao dos VGs (MISZTAL et al., 2002). Todas as analises foram conduzidas
utilizando um modelo animal com medidas repetidas.

Para as caracteristicas de produ¢ao de odcitos (OV, POV, G1, PG1, G2, PG2, G3 ¢ PG3)
o modelo adotado foi:

Yijimno = HY i + season; + classOPU1 + intOPUm + an + po + €ijimno

Em que, Yijkimno s30 os valores fenotipicos das caracteristicas transformadas; HYi € o
efeito fixo de rebanho-ano de coleta (i = 36 para OV, POV, G1, PG1, G2, PG2, G3 ¢ PG3);
season; ¢ o efeito fixo da estacdo de coleta (j = verdo, outono, inverno ou primavera);
classOPU. ¢ o efeito fixo das classes do numero de coletas por animal (classe 1 = apenas uma
coleta, classe 2 =2 a 3 coletas, classe 3 =4 a 5 coletas, classe 4 = 6 a 8 coletas, classe 5=9 a
11 coletas, classe 6 =12 a 17 coletas, classe 7 =18 a 32 coletas e classe 8 =33 ou mais coletas);
intOPUnm ¢ o efeito fixo da classe do intervalo entre coletas (1 = primeira OPU; 2 =1 a 6 dias
entre as OPU; 3 =7 a 14 dias; 4 = 15 a 21 dias; 5 = 21 a 30 dias; ¢ 6 = mais de 30 dias entre as
OPU); an € o efeito aleatério do animal (n = 10.330); po € o efeito aleatéorio de ambiente
permanente; € eijimno € 0 efeito aleatorio residual.

Em notagdo matricial, o modelo para as caracteristicas de producdao de oodcitos ¢
representado por:

y =Xb+ Ziu+ Zpe +e

Em que y ¢ o vetor das caracteristicas transformadas; b € o vetor de efeitos fixos; u é o
vetor dos efeitos genéticos aditivos de animal; pe ¢ o vetor de efeitos aleatorios de ambiente
permanente; e ¢ o vetor de efeitos aleatorios residuais; e X, Z; e Z> as matrizes de incidéncia
relacionando registros aos efeitos fixos e aleatorios.

Assume-se que:

u Ad? 0 0
var [pe]=[ 0 oz 0]
e 0 0 Id?

Em que: u ¢ a variancia genética aditiva, A ¢ a matriz de parentesco; pe ¢ a variancia
dos efeitos permanentes da doadora para a qual a I ¢ a matriz de identidade e e ¢ a variancia
residual.

Para as caracteristicas de produ¢do de embrides (EV e PEV) e prenhez (PR e PPR), além
dos efeitos fixos e aleatdrios citados no modelo acima, considerou-se também o efeito linear e
quadratico da covaridvel de idade da doadora na OPU, em meses e o efeito fixo do touro
utilizado na inseminagdo (n = 240).

4.2.5 Estimacao de parametros genéticos
A herdabilidade (h?) e a repetibilidade (r) para as caracteristicas de produc¢do de odcitos,
produgdo de embrides e prenhez foram esgimadas utilizangf as seguintes formulas:
o (o (o2

h? = a (T = a__pe
0%+ g% + g2 0% +0% 402
a pe e a pe e

Em que 02, ¢% e 02 sdo as variancias genética aditiva, de ambiente permanente, ¢ do
a pe e

residuo, respectivamente.
A correlagdo genética aditiva entre as caracteristicas foi calculada com base nas

(co)variancias estimadas, da seguinte forma:
COVg xy

Ta= g—Xx0
ax ay
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Onde covaxy € a covariancia genética aditiva entre as caracteristicas X € y; Gax € Oay
sdo o desvios-padrao genético aditivo da caracteristica x e y, respectivamente.
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A correlacao fenotipica (rp) entre as caracteristicas x ey, foi calculada de acordo com

a seguinte a formula descrita por Merton et. al £2009):
COVq xy T COVxy + COV,
Tp =
(O-a,x + O-C,x + O-e,x)x(o-a,y + O-c,y + O-e,y)
Em que covc,xy € covexy sdo, respectivamente, a covaridncia de ambiente permanente e
a covariancia residual entre as caracteristicas X € y, enquanto dc,x € Ge,x 30 0s desvios-padrao de
ambiente permanente e do residuo da caracteristica X, € gcy € gey sd0 0s desvios-padrao do

ambiente permanente ¢ do residuo da caracteristica y.

4.2.6 Correlacio de Spearman

Para verificar a ocorréncia de possiveis mudangas na classificagdo dos touros pelos
valores genéticos dos animais preditos para as diferentes caracteristicas avaliadas, foi calculada
a correlagdo de Spearman considerando 5% dos touros com os maiores valores genéticos
estimados (EBV) e 20% das melhores fémeas.

4.2.7 Tendéncia genética

Para avaliar as tendéncias genéticas das caracteristicas analisadas foi realizada regressao
linear dos valores genéticos estimados (EBV) das diferentes caracteristicas em funcdo do ano
de nascimento das doadoras. A tendéncia genética foi estimada a partir das médias anuais dos
EBVs, considerando apenas doadoras nascidas entre 1997 € 2019. A equagdo de regressao linear
adotada foi:

y = bo + Xb,

Onde y representa o EBV da doadora, b0 ¢ o intercepto, X corresponde ao ano de

nascimento das doadoras e b € o coeficiente de regressdo a ser estimado.

4.3 Resultados
4.3.1 Estatistica descritiva

De modo geral, observou-se ampla variagdo nos valores médios e seus respectivos
desvios padrao de todas as caracteristicas (Tabela 1), indicando uma alta dispersao dos registros
fenotipicos coletados paras caracteristicas de producdo de odcitos, producdo in vitro de
embrides e prenhez.

Tabela 1: Numero de observagdes (N), mediana, média, desvio padrao, maximo e minimo para
as caracteristicas de producdo de odcitos, producdo in vitro de embrides e prenhez (varidveis
nao transformadas), em doadoras Gir Leiteiro.

Caracteristicas N Mediana  Média I]))aes:;(:) Minimo Miaximo
ov 16806 14,00 16,98 13,01 1 143
POV 16806 76,67 73,90 15,78 12.5 100
G1 16806 0 0,85 1,50 0 11
PG1 16806 0 3,76 6,86 0 100
G2 16806 1,00 1,90 2,41 0 23
PG2 16806 6,67 8,96 10,61 0 100
G3 16806 11,00 14,22 11,64 0 137
PG3 16806 63,33 61,18 18,56 0 100
EV 15303 3,00 4,53 4,57 0 43
PEV 15303 18,75 20,99 17,12 0 100
PR 9586 1,00 1,98 2,22 0 17
PPR 9586 40 40,74 33,95 0 100
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OV: niimero de o6citos viaveis; POV: Porcentagem de o6citos viaveis; G1, G2 e G3: nimero de o6c¢itos
grau I, II e III, respectivamente; PG1l, PG2 e PG3: porcentagem de oocitos grau I, II e III,
respectivamente; EV: niimero de embrides produzidos; PEV: Porcentagem de embrides produzidos; PR:
numero de prenhezes; PPR: taxa de prenhez.

O namero OV, G1, G2 e G3 apresentaram valores médios de 16,98, 0,85, 1,90 ¢ 14,92,
respectivamente; e com elevados valores de desvio padrdo, os quais variaram de 13,01 (OV) a
1,50 (G1). Comportamento semelhante foi observado para as caracteristicas em porcentagem.
Observa-se que para G1 e G2, os valores médios foram mais baixos, quando comparados a G3.
A média de embrides viaveis foi de 4,53 = 4,57 por doadora, o que corresponde a uma
porcentagem de 20,99 + 17,12 de embrides viaveis em relacdo ao numero de odcitos vidveis
(PEV). Ja o nimero médio de prenhez (PR) foi de 1,98 & 2,22 por doadora, com percentagem
média de prenhezes de 40,74 + 33,95 em relagdo ao numero de embrides transferidos. O desvio
padrao novamente apresentou-se valores elevados para essas caracteristicas, refletindo
diferengas expressivas entre as doadoras quanto a producao e percentagem de embrides vidveis
¢ a taxa de prenhez.

A andlise descritiva dos dados revela alta variabilidade na producao total de embrides
viaveis (EV), evidenciada pelo maior valor do desvio padrdo (4,57) em relacdo a média (4,53).
Essa variabilidade se estende também a eficiéncia de conversdo em gestagdes, com taxa
percentual ampla e desvio padrdo consideravel (PPR = 40,74 + 33,95).

4.3.2 Parametros genéticos

A tabela 2 apresenta as estimativas de varidncia genética aditiva (g?), varidncia de
ambiente permanente (O';e) e varidncia residual (ag) para caracteristicas de producdo e

morfoldgicas de oocitos. Observou-se que todas as caracteristicas de contagem apresentaram
maiores estimativas de g2 que suas respectivas correspondentes em porcentagem (apos
aplicacao das transformagdes nos dados).

Tabela 2: Estimativas de variancia genética aditiva (), variancia de ambiente permanente
(G;Z:e) e variancia residual (ai) para as caracteristicas de produg@o e morfoldgica de odcitos

em doadoras Gir Leiteiro.

Caracteristica a2 0%, a%
oV 0,0436 0,0143 0,0462
POV 0,0039 0,0006 0,0342
Gl 0,0057 0,0026 0,0535
PG1 0,0012 0,0001 0,0244
QG2 0,0105 0,0084 0,0724
PG2 0,0032 0,0001 0,0368
G3 0,0440 0,0159 0,0531
PG3 0,0027 0,0006 0,0384

OV: ntimero de odcitos viaveis: POV: porcentagem de odcitos viaveis; G1, G2 e G3: nimero de odcitos
grau I, II e III, respectivamente; PG1l, PG2 e PG3: porcentagem de oocitos grau I, II e III,
respectivamente.

As tabelas 3 e 4 apresentam as estimativas de variéncia genética aditiva (02), de
ambiente permanente (a;e) e residual (ag) para caracteristicas de produgdo in vitro de embrides

e prenhez (EV, PEV, PR e PPR).
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Tabela 3: Estimativas de varidncia genética aditiva (62), variancia de ambiente permanente
(0'12’6) e variancia residual (cri) para as caracteristicas de producdo in vitro de embrides, em

doadoras Gir Leiteiro.

Caracteristica o2 [ o-
a pe e

EV 0,0237 0,0226 0,0877

PEV 0,0071 0,0070 0,0487

EV: Numero de embrides viaveis e PEV: Porcentagem de embrides viaveis

Tabela 4: Estimativas de variancia genética aditiva (62), variancia de ambiente permanente
(03) € variancia residual para as caracteristicas de prenhez, em doadoras Gir Leiteiro.

Caracteristica o- [ o-
a pe e

PR 0,0074 0,0059 0,0638

PPR 0,0037 0,0009 0,2314

PR: niimero de prenhezes e PPR: Porcentagem de prenhezes.

Os valores de herdabilidade e repetibilidade estimados para as caracteristicas de
producdo e morfoldgicas de odcitos variaram de 0,42 = 0,03 (OV) a2 0,05+ 0,01 (PG1) e de 0,56
+ 0,01 (OV) a 0,05 £ 0,01 (PG1), respectivamente (Tabela 5). Observou-se que as
caracteristicas de contagem apresentaram os maiores valores de herdabilidade e repetibilidade
em relagdo as caracteristicas expressas em percentuais.

Tabela 5: Estimativas de herdabilidade e repetibilidade, com seus respectivos erros padrao,
para as caracteristicas de producdo e morfologicas de oocitos em doadoras Gir Leiteiro.

Caracteristica Herdabilidade Repetibilidade
ov 0,42 +£0,03 0,56 + 0,01
POV 0,10 £ 0,02 0,11 +£0,01
Gl 0,09 £ 0,02 0,13 +0,01
PG1 0,05 £0,01 0,05+ 0,01
QG2 0,11+0,02 0,21 +£0,01
PG2 0,08 £0,01 0,08 + 0,01
G3 0,39 £ 0,03 0,53 +0,01
PG3 0,06 £0,01 0,08 = 0,01

OV: niimero de odcitos viaveis: POV: porcentagem de odcitos viaveis; G1, G2 e G3: nimero de o6c¢itos
grau I, II e III, respectivamente; PG1l, PG2 e PG3: porcentagem de oocitos grau I, II e III,
respectivamente.

Para as caracteristicas de producao in vitro de embrides e prenhez (EV, PEV, PR e PPR)
(Tabela 6 e 7), observou-se os seguintes valores estimados de herdabilidade e repetibilidade.

Tabela 6: Estimativas de herdabilidade e repetibilidade, com seus respectivos erros padrao,
para as caracteristicas de producao in vitro de embrides em doadoras Gir Leiteiro.

Caracteristica Herdabilidade Repetibilidade
EV 0,18 £0,03 0,34 + 0,01
PEV 0,11£0,02 0,22 £ 0,01

EV: Numero de embrides viaveis e PEV: Porcentagem de embrides viaveis
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Tabela 7: Estimativas de herdabilidade e repetibilidade, com seus respectivos erros padrao,
para as caracteristicas de prenhez em doadoras Gir Leiteiro.

Caracteristica Herdabilidade Repetibilidade
PR 0,10 £0,02 0,17 +£0,01
PPR 0,02 +0,01 0,02 +0,01

PR: ntimero de prenhezes e PPR: Porcentagem de prenhezes.

As estimativas das correlagdes genéticas e fenotipicas entre as caracteristicas avaliadas
sdo apresentadas na Figura 1. Destacam-se valores de correlagdes genéticas altas entre OV e as
caracteristicas de contagem (G1, G2, G3, EV e PR), com valores de 0,88, 0,82, 0,98, 0,84 ¢
0,78, respectivamente.

Os valores das estimativas das correlagdes fenotipicas apresentaram-se de moderados a
nulos. Correlagdes genotipicas e fenotipicas negativas também foram encontradas, indicando
antagonismo entre algumas caracteristicas, como por exemplo entre PG2 e PG3, com valor de
-0,19 £ 0,08.
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Figura 1. Correlagdes genéticas (acima da diagonal) e fenotipicas (abaixo da diagonal) entre
as caracteristicas de producao de odcitos, producao in vitro de embrides e prenhez em doadoras
Gir Leiteiro. Os valores entre parénteses representam os respectivos erros-padrao das
correlagdes. As cores indicam a magnitude e direcdo das correlagdes, sendo azul para
correlagdes positivas e vermelho para negativas.

G1, G2 e G3: nimero de odcitos grau I, 11 e 111, respectivamente; PG1, PG2 e PG3: porcentagem de
oocitos grau I, II e III; OV e POV: nimero e a porcentagem de embrides viaveis; EV: niimero de
embrides viaveis; PEV porcentagem de embrides viaveis; PR: nimero de prenhezes; PPR: porcentagem
de prenhezes.
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4.3.3 Correlagao de Spearman

A Figura 2 representa as correlacdes de Spearman entre os valores genéticos dos 5%
melhores machos (acima da diagonal) e as 20% melhores fémeas (abaixo da diagonal) com base
no EBV para as caracteristicas de produgdo e morfoldgicas de odcitos, de produgdo in vitro de
embrides viaveis e prenhez. A figura utiliza uma escala de cores para indicar a magnitude ¢ a
direcdo das correlagdes, em que tons de azul mais escuros representam correlacdes mais fortes
e positivas, enquanto tons avermelhados indicam correlagdes negativas.

Dentre as correlagdes algumas das caracteristicas que apresentaram as maiores
correlagdes, para as melhores fémeas, foram entre as caracteristicas de contagem com sua
respectiva proporcao, por exemplo, G1 e PG1 (0,82), G2 e PG2 (0,71), além disso OV e G3
apresentaram uma alta correlacao de 0,93. As demais caracteristicas apresentaram correlacdes
menores que 80%. Ja para os touros, observou-se correlagdes ainda menores em comparagao
com as fémeas, provavelmente devido & maior pressdo de selecdo. Sendo a maior correlacao
encontrada entre OV e G3 (0,93). Para as demais caracteristicas os valores foram menores que
0,80, indicando haver reordenamento dos melhores animais de uma caracteristica para a outra.
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PPR 0.07 0.17 0.13 0.07 0.17 042 0.08 0.16 0.07 0.05 0.10 l

Figura 2. Coeficientes de correlacdo de Spearman (ranking) entre os EBV para as
caracteristicas de produ¢do de oocitos, produgdo in vitro de embrides e prenhez entre os 5%
Melhores Machos (acima da diagonal) e 20% Melhores Fémeas (abaixo da diagonal).

G1, G2 e G3: nimero de odcitos grau I, 11 e 111, respectivamente; PG1, PG2 e PG3: porcentagem de
oocitos grau I, Il e III; OV e POV: niimero e a porcentagem de embrides viaveis; EV: nimero de
embrides viaveis; PEV porcentagem de embrides viaveis; PR: nimero de prenhezes; PPR: porcentagem
de prenhezes; * representa os valores significativos (a nivel de 5%).

4.3.4 Tendéncia genética
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A tendéncia genética dos EBV das doadoras ao longo dos anos de nascimento das
doadoras, para as caracteristicas de producao e morfolégica de oocitos ¢é representada na Figura
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Figura 3: Tendéncia genética dos valores genéticos para caracteristicas de produgdo e

morfoldgica de odcitos, em doadoras Gir Leiteiro. Em que OV e POV correspondem ao nimero e

a porcentagem de oocitos viaveis; G1, G2 e G3 representam o nimero de odcitos grau I, I e III,
respectivamente, enquanto PG1, PG2 e PG3 indicam a porcentagem desses o6citos.

A tendéncia genética para as caracteristicas de produg¢ao in vitro de embrides (EV e

PEV) (Figura 4) e prenhez (PR e PPR) (Figura 5) sdo apresentadas nas figuras abaixo.

39



0.02

y = 0.3760 -0.0002x y = 4.2655 -0.0021x

a -
3 8 0.00
g= 3
2 oo ¢ ﬁ
T o 7]
O @ F ooz
P L ©
cF [si=%
o 0.00 &
= =
0.04

2012 2015

2015 1997 2000 2003 2006 2008

1997 2000 2003 2006 2009 2012
Ano de Nascimento

Ano de Nascimento
Figura 4: Tendéncia genética dos valores genéticos para caracteristicas de produgdo in vitro de
embrides, em doadoras Gir Leiteiro. Em que EV e PEV representam, respectivamente, o niimero e

porcentagem de embrides viaveis.
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Figura 5: Tendéncia genética dos valores genéticos para caracteristicas de prenhez, em
doadoras Gir Leiteiro. Em que PR e PPR representam, respectivamente, o ntimero e porcentagem de

embrides viadvelis.
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4.4 Discussao

Nossos principais resultados indicaram a existéncia significativa de variancia genética
aditiva, o que confirma a viabilidade da aplicagdo de selecao genética para as caracteristicas
avaliadas. As estimativas de herdabilidade, de baixa a moderada magnitude, especialmente para
as caracteristicas de contagem, que apresentaram os maiores valores, reforcam esse potencial.
Embora a repetibilidade também tenha sido estimada, ¢ importante destacar que esse parametro
nao esta diretamente relacionado ao ganho genético, mas sim a propor¢ao da variacgao total que
pode ser atribuida a diferencas permanentes entre os individuos. Nesse sentido, a repetibilidade
¢ util para definir o nimero ideal de medig¢des necessarias por animal para aumentar a acuracia
da selecdo. Assim, para caracteristicas com baixa repetibilidade, serd necessario um maior
numero de observagdes por individuo para garantir uma avaliagdo mais precisa e,
consequentemente, mais eficiente dos candidatos a selecdo. Dessa forma, a repetibilidade
contribui indiretamente para o ganho genético ao influenciar a acurédcia das estimativas de
mérito genético.

As estimativas de correlacdo genética revelaram associagdes importantes entre as
caracteristicas analisadas, em especial entre a taxa de prenhez (PPR) e a produgdo de embrides
viaveis (EV), e entre o numero de odcitos vidveis (OV) e o grau morfoldgico G1. Os achados
sobre as estimativas de correlagdo genética indicam que o numero de odcitos viaveis, por
apresentar maior herdabilidade e ser facilmente obtida nos procedimentos da PIVE, pode ser
um critério vantajoso para a sele¢@o indireta da taxa de prenhez em programas de PIVE.

Ao analisar a correlacdo de Spearman entre os EBVs de grupos dos animais
selecionados para as varias caracteristicas, também identificamos uma correlagdio moderada
(0,72) entre o nimero de embrides viaveis aleatério (EV) e o nimero de prenhezes (PR) para
as fémeas, indicando que ao selecionar as melhores doadoras para nimero de embrides viaveis
produzido ndo necessariamente estariamos selecionando as melhores doadoras para numero de
prenhezes. Enquanto que tanto entre os EBVs das fémeas quanto dos machos, a correlacdo entre
nimero médio de odcitos (OV) e numero médio de odcitos grau III (G3) foi de 0,93, indicando
que fazendo a sele¢@o dos melhores animais para odcitos viaveis, estariamos provavelmente
selecionando os melhores machos e fémeas para odcitos grau III (G3).

Observa-se também que, mesmo sem haver selecdo genética para as caracteristicas
morfoldgicas e de produgdo de odcitos na raga Gir Leiteiro, 0o EBV médio dos animais sofreu
sutil aumento ao longo dos anos.

Estatistica descritiva

As ragas zebuinas, quando comparadas as taurinas, apresentam maiores numeros de
odcitos vidveis, mostrando desempenho superior desses animais em caracteristicas relacionadas
a PIVE (BATISTA et al., 2014; GIMENES et al., 2015; VIZONA et. al., 2020). Assim como
reportado neste estudo (OV = 16,98+13,01) (Tabela 1) e por Pontes et. al. (2010, 2011), onde
numero de odcitos vidveis por sessdo de aspiracdo em doadoras das ragas Nelore, Gir Leitero e
Holandesa foram, respectivamente, 23,440,7, 12,1+3,9 e 8,0+£2,7, observou-se que os animais
da raga Holandesa apresentaram producao consideravelmente inferior aos animais da raca Gir
e Nelore. Diante do exposto, a discussdo dos resultados desse trabalho sera focada em outros

estudos com animais zebuinos reportados na literatura.
A maioria das caracteristicas avaliadas apresentaram valores médios superiores a
mediana (Tabela 1), o que indica a presenca de animais com registros reprodutivos elevados
para as caracteristicas avaliadas, assim como os altos valores de desvio padrao sugerem grande
variabilidade fenotipica entre as observagdes, quer seja por diferengas genéticas ou ambientais.
Para odcitos viaveis (OV= 16,98 &+ 13,01) nossos resultados foram semelhantes a 16,24
+ 13,01 oodcitos vidveis relatado por Feltes et. al. (2022) em doadoras da raga Gir, a 15,78+
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12,91, por Machado et. al. (2024) em Gir, e a 15,6+12,7, por Perez et. al. (2016) em doadoras
Guzer4; e inferior a 24,7 + 3,5 relatado por Gimenes et. al. (2015) em doadoras Nelore. Ressalta-
se que a semelhanga observada com os resultados de Feltes et al. (2022), era esperada por se
tratarem da mesma populacao, porém em nosso estudo a base foi atualizada, apresentando maior
quantidade de observagdes.

Para porcentagem de odcitos viaveis (POV), observamos valor médio de 73,90 + 15,78,
maior que o de 20,6 + 3,2 apresentado por Gimenes et al. (2015) na raca Nelore, indicando que
apesar de possuir menor niumero de odcitos viaveis, quando comparadas a doadoras Nelore, as
fémeas Gir, em nosso estudo apresentaram maior taxa de oocitos vidveis em relagdo ao total de
odcitos coletados, demonstrando que doadoras Gir, apresentam maior viabilidade de odcitos
que as fémeas Nelore, e que dentro do mesmo grupamento genético (Bos indicus) também ha
diferencgas importantes entre racgas.

Em relagdo a caracteristica G1 (0,85 + 1,50) e PG1 (3,76 £ 6,86), nossos resultados
foram inferiores aos relatados por Merton et. al. (2009) em doadoras da raga Holandesa e Perez
et al. (2016) em doadoras da ragca Guzera, que observaram valores de 26,6% (PG1) e de 3,32
(G1) e 22,57% (PG1), respectivamente. Do total de odcitos coletados, 61,18% foram de odcitos
grau 3, e apenas 3,76% (G1) e 8,96% (G2) referentes aos o6citos de qualidade superior. Com
esses resultados, podemos inferir que essas diferengas em termos qualitativos podem ser devido
a diversos fatores genéticos, bioldgicos e ambientais.

Em rela¢do ao numero de odcitos viaveis apenas 26,7% dos odcitos coletados geraram
embrides viaveis (EV =4,53 £ 4,57), demonstrando que melhorias no potencial genéticos e nas
condi¢gdes ambientais que os animais sao submetidos sdo fundamentais para melhorar a
produgdo de embrides vidveis produzidos in vitro. Esse valor foi semelhante ao reportado por
Feltes et al. (2022) e superior ao de Machado et al. (2014), com valores de 4,55 £ 4,53 ¢ 3,81 +
4,28, respectivamente, sendo ambos em animais da raga Gir.

Ao considerar o nimero de embrides transferidos, 40,74% deles resultaram em prenhez
(PPR), sendo superiores aos 37,27% relatados por Pontes et al. (2011) em doadoras Nelore,
provavelmente devido a diferencas entre as ragas ou ao ambiente, visto que os trabalhos
ocorreram em condi¢Oes climaticas distintas. Esses resultados demonstram a existéncia de
grande potencial de melhoria que ainda pode ser alcancada, através de melhoria genética e
melhorias ambientais, uma vez que ¢ uma caracteristica influenciada por diversos fatores
ambientais externos, como estresse térmico da receptora (FANG et al., 2014) e a paridade da
receptora (NISHISOUZU et al., 2017).

Parametros genéticos

Para as caracteristicas morfologicas e de producao de oocitos (OV, G1, G2, G3, POV,
PGI, PG2 e PG3) observou-se maiores valores da variancia genética aditiva nas caracteristicas
de contagem em comparacao as de percentagem (Tabela 2), diferencas que sao biologicamente
esperadas, ja que sdo caracteristicas de escalas (contagem e percentagem) que apresentam
magnitudes diferentes mesmo apds as transformagdes de dados aplicadas. De maneira geral, os
componentes de varidncia genética aditiva para essas caracteristicas diferiram de estudos
anteriores envolvendo ragas zebuinas (PEREZ et al., 2016; VIZONA et al., 2020; MACHADO
et al., 2024), provavelmente devido a diferengas na estrutura populacional, efeitos fixos e
aleatorios incluidos nos modelos e diferencas no manejo dos animais, o que também era
esperado e explica as altas variancias residuais observadas entre os estudos.

As herdabilidades observadas no presente estudo indicam que maior resposta a sele¢ao
¢ esperada para OV (0,42+0,03) e G3 (0,39+0,03) (Tabela 5). As demais caracteristicas
morfolodgicas de odcitos, apresentaram baixa herdabilidade, variando de 0,05+0,01 (PG1) a
0,11+£0,02 (G2), indicando forte influéncia ambiental, especialmente para caracteristicas
expressas em porcentagem. As estimativas de repetibilidades seguiram o mesmo padrdo das
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estimativas de herdabilidade, com OV (0,56 £ 0,01) e G3 (0,53 = 0,01) apresentando os maiores
valores. Esses resultados sdo semelhantes aos de Perez et al. (2016) e inferiores aos de Vizona
et al. (2020) para OV, verificados nas ragas Guzera e Gir Leiteiro, respectivamente.

Para as caracteristicas de produgao de embrides (EV e PEV), também foram observadas
maiores variancias genéticas aditivas para caracteristicas de contagem do que para aquelas
expressas em percentagem (Tabela 3). O valor de 0,18 para EV ¢ proximo aos encontrados por
Machado et al. (2024) em animais da raca Gir, Merton et al. (2009) em animais da raga
holandesa e que utilizou um modelo touro e Perez et al. (2016) em animais Guzerd, mostrando
pouca variacdo de resultados em relagdo a diferentes ragas.

A repetibilidade foi maior para a caracteristica de contagem EV (0,34 + 0,01) do que
para porcentagem PEV (0,22 = 0,01) (Tabela 6). Nossos resultados de EV estdo de acordo com
a literatura, embora sejam inferiores aos relatados por Vizona et al. (2020), que usou o touro
como efeito fixo no modelo. Os baixos valores de herdabilidade e repetibilidade reforcam a
influéncia significativa de fatores ndo genéticos, como tipo de sémen (MAGATA et al., 2021),
nutricdo (SALES et al., 2015) e estresse térmico (FELTES et al., 2024), no desempenho da
producao in vitro de embrides, entretanto, os baixos valores ndo inviabilizam a realizacao de
melhoramento genético por selecdo, apenas o torna mais demorado. Nesse caso, ¢ importante
verificar as correlagdes genéticas dessas caracteristicas com outras para verificar a possibilidade
da realizagdo de selegdo indireta

Para as caracteristicas relacionadas a taxa de prenhez (PR e PPR), observaram-se baixas
variancias genéticas aditivas (Tabelas 6 e 7). Isso resultou em baixas herdabilidades e
repetibilidades, principalmente para a caracteristica taxa de prenhez. Esses resultados indicam
que fatores nao genéticos, como o procedimento de transferéncia, idade e nutri¢ao da doadora
e clima, podem ter grande influéncia sobre a taxa de prenhez, reduzindo o potencial de resposta
a selecao direta.

Para PPR, o valor estimado de herdabilidade foi baixo e similar ao valor de 0,02 relatado
por Pinheiro et al. (2024) em animais Nelore. Porém, diferengas metodologicas, como de raga,
modelo e divergéncias no célculo da taxa de prenhez limitem a comparacdo direta entre nosso
estudo e o de Pinheiro et al. (2004).

As estimativas de repetibilidade para as caracteristicas de prenhez foram baixas,
variando de 0,02 + 0,01 a 0,17 = 0,01 (Tabela 7). Esses resultados indicam que ha uma alta
variabilidade entre as coletas, o que compromete a previsibilidade do desempenho reprodutivo
futuro com base em poucos registros. Repetibilidades baixas limitam a utilidade pratica dessas
informagdes para decisoes de manejo, como o descarte ou a selecdo de doadoras.

Foram observadas correlagdes genéticas elevadas entre o numero de odcitos viaveis
(OV) e os graus de qualidade G1 (0,88 + 0,04), G2 (0,82 + 0,04) e G3 (0,98 = 0,00), indicando
que a selecdo para maior producdo de OV, tende a favorecer a obtencdo de odcitos dos trés
graus de qualidade, especialmente grau 3. No entanto, as correlagdes fenotipicas entre essas
caracteristicas apresentaram correlagdes fenotipicas moderadas a baixas (0,44 = 0,01, entre OV
com G1, 0,18 + 0,01, entre OV com G2 e 0,29 + 0,01, entre OV com G3), indicando que os
mesmos fatores genéticos e ambientais exercem moderada influéncia sobre a expressao dessas
caracteristicas.

O nimero de embrides viaveis (EV) apresentou fortes correlagdes genéticas com G2
(0,76 + 0,08) e G3 (0,80 = 0,04), bem como com OV (0,84 £ 0,04), reforcando que a sele¢ao
para animais de maior mérito genético para a qualidade oocitaria também promoveram ganhos
genéticos na competéncia oocitaria. Do ponto de vista fenotipico, essas associagdes também
foram positivas, embora modestas (0,32 = 0,01 com G2 ¢ 0,54 £ 0,01 com G3), novamente
indicando que a competéncia oocitdria ¢ altamente dependente da qualidade do odcito, mas
também majoritariamente sujeita a variagdes ndo genéticas, como influéncias ambientais no
momento da producdo in vitro. Esses achados sustentam estratégias que priorizem tanto a
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selecdo de doadoras com alto mérito genético quanto o controle rigoroso das condi¢des
ambientais de aspiragado e cultivo.

As correlagdes genéticas entre o numero de embrides viaveis (EV) e as caracteristicas
de prenhez foram elevadas, especialmente com prenhez registrada (PR = 0,91 = 0,05) e, em
menor grau, com prenhez por transferéncia de embrides (PPR = 0,53 + 0,10). Esses resultados
reforcam a importancia de considerar caracteristicas associadas a competéncia embrionaria,
como o numero de embrides vidveis, nos critérios de selecdo de doadoras. A inclusdo desse tipo
de variavel em indices reprodutivos pode contribuir para ganhos genéticos indiretos em
caracteristicas de interesse, como a taxa de prenhez.

O produto final na producao in vitro de embrides € o estabelecimento da prenhez na
receptora, logo deseja-se maiores taxas de prenhez com essa biotecnologia. O niimero de
prenhezes (PR) apresentou correlagdo genética positiva alta com a caracteristica embrides
viaveis (EV) com estimativa de 0,91+ 0,05 e de 0,84 = 0,04, entre o nimero de odcitos viaveis
(OV) e nimero de embrides viaveis (EV). Logo, o aumento do nimero de prenhezes poderia
ser alcangado de forma indireta, ao selecionar-se animais para numero de o6citos viaveis (OV),
que ¢ uma caracteristica, que além de possuir correlagdo genética alta e favoravel com EV,
também possui alto valor de herdabilidade (0,42 + 0,03), indicando menor influéncia de fatores
ndo genéticos (ambientais). Neste sentido o elevado valor para a estimativa de repetibilidade
(0,56 £ 0,01) € um indicativo seguro das producdes futuras da doadora para essa caracteristica
com base nas primeiras coletas (OPU).

Além disso, a OV ¢é uma caracteristica observada bem no inicio do processo de produgio
in vitro enquanto o nimero de prenhezes seria o resultado final, com isso, selecionando para
essa OV provavelmente os custos seriam reduzidos.

J4 a correlacdo genética entre OV e PPR foi moderada (0,48 + 0,50) e a fenotipica
praticamente nula (0,03 + 0,01), revelando que a quantidade de odcitos vidveis, por si so, tem
pouca relagdo genética com o sucesso final da prenhez por embrides transferidos. Portanto,
estratégias de melhoramento devem considerar ndo apenas o aumento da produgao de oocitos,
mas também a competéncia oocitaria e a viabilidade gestacional.

Em conjunto, esses resultados indicam que o sucesso reprodutivo em programas de
PIVE depende de um equilibrio entre quantidade e qualidade dos odcitos, além de um controle
rigoroso das condigdes ambientais, principalmente em relagdao aos procedimentos envolvidos
na produgdo in vitro de embrides. A inclusdo de informagdes genéticas no processo de selecao
de doadoras pode potencializar os ganhos reprodutivos, especialmente quando integradas a
caracteristicas pds-transferéncia como a taxa de prenhez.

Correlagao de Spearman

A classificagdo dos animais por seus méritos genéticos deve ser utilizada como guia nas
decisoes de sele¢do animal, uma vez que a selecdo dos melhores animais para uma dada
caracteristica apresenta impacto na reposta esperada em outras caracteristicas, logo ¢
imprescindivel considerar no processo de selegdo a associagdo entre os valores genéticos
estimados (EBV) entre diferentes caracteristicas.

A correlagdo de Spearman entre as caracteristicas OV com G3 (0,93) foi alta. Sugerindo
que a selecdo dos animais com maior mérito genético para odcitos viaveis estariamos
selecionando os mesmos animais com maiores valores genéticos para odcitos de grau 3. As
demais correlagdes entre as outras caracteristicas apresentaram valores moderados a baixos.
Indicando um reordenamento dos animais com os maiores valores genéticos de uma
caracteristica para outra, nesse sentido, deve-se fazer selecdo individualizada para cada
caracteristica ou entdo por meio de indice de selecgdo.

Por outro lado, caracteristicas expressas em porcentagem (POV, PEV e PPR) mostraram
correlagdes mais baixas tanto entre si quanto com caracteristicas de contagem, reforcando que
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a selecdo direta sobre essas caracteristicas pode ser mais eficiente para promover ganhos. Esses
resultados indicam que a utilizagdao das caracteristicas em seu formato natural (contagem) na
defini¢do dos critérios de selecdo seriam uma melhor opgdo, visto que refletem maior
variabilidade genética aditiva (VIZONA et al., 2020; FELTES et al., 2022).

Diante da complexidade dos fatores que afetam a competéncia oocitaria e os resultados
da PIVE, uma estratégia promissora seria o uso de indices de selecdo que integrem multiplas
caracteristicas reprodutivas, como numero de odcitos viaveis, taxa de clivagem e taxa de
blastocisto, com énfase em caracteristicas de facil mensuracao, avaliadas precocemente ¢ de
menor custo. Sempre que possivel, tais indices devem incluir também caracteristicas produtivas
de interesse econdomico, como idade a primeira cria que possui correlagao genética positiva com
OV (VIZONA et al., 2020), visando a obtengdo de um equilibrio entre desempenho produtivo
e reprodutivo. Alternativamente, podem ser desenvolvidos indices especificos para
caracteristicas da produ¢ao de oocitos, embrides e taxa de prenhez, otimizando a sele¢do para
maior eficiéncia reprodutiva sem comprometer outros aspectos do sistema de producao.

Tendéncia Genética

A analise da tendéncia genética revelou que o progresso genético para as caracteristicas
foi bem préximo de zero, havendo um aumento sutil para caracteristicas morfologicas e de
producdo de odcitos de contagem, provavelmente por selecdo indireta para outras caracteristicas
produtivas como idade a primeira cria, que de acordo com Vizona et al. (2020) apresenta
correlacdo genética positiva com essa caracteristica. Apesar do avango geral da genética da raga
Gir Leiteiro, influenciado pela melhoria de caracteristicas correlacionadas com a fertilidade,
resisténcia ao estresse térmico e adaptabilidade, producao e qualidade do leite, critérios de
selecdo historicamente considerados nos programas de melhoramento da raga (SILVA et al.,
2018; CANAZA-CAYO et al., 2019), ndo houve reflexo significativo no progresso genético
das caracteristicas avaliadas no nosso estudo, refor¢ando a importancia de inclui-las nos
programas de melhoramento genético por selecdo.

Em contraste, caracteristicas expressas em porcentagem apresentaram tendéncias
genéticas menores ou negativas, refletindo tanto a maior influéncia ambiental sobre essas
medidas quanto a menor variabilidade genética disponivel para exploracdo. Esses resultados
indicam que programas de melhoramento genético focados em caracteristicas absolutas de
producgdo, como OV e EV, podem gerar ganhos significativos e sustentaveis no desempenho
reprodutivo in vitro. Assim, a incorporacao de caracteristicas associadas a producao de oodcitos
e embrides em avaliagdes genéticas formais via uso de indices pode contribuir para a melhoria
da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos Gir Leiteiro.
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4.5 Conclusoes

Nosso estudo evidenciou variabilidade genética aditiva suficiente para a realizacao de
selecdo genética para caracteristicas morfoldgicas, de produgdo de odcitos, producdo in vitro
de embrides e taxa de prenhez em doadoras da raca Gir Leiteiro. As estimativas de herdabilidade
e repetibilidade indicaram maior potencial de resposta a selecdo para o numero de odcitos
viaveis (OV) e numero de oocitos grau III. Entre essas, destaca-se o nimero de odcitos viaveis
como caracteristica recomendada para a sele¢do indireta, por apresentar maior herdabilidade e
correlagdes genéticas favoraveis e positivas com o niumero de embrides viaveis e com a taxa de
prenhez. Isso refor¢a seu potencial como um indicador precoce e eficiente de desempenho
reprodutivo. A incorporagdo dessas caracteristicas nos programas de avaliacdo genética,
associada a estratégias de manejo reprodutivo adequadas, pode contribuir para o aumento da
eficiéncia reprodutiva e para ganhos genéticos e econdomicos no uso da produgdo in vitro de
embrides em larga escala.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A presente dissertacdo teve como objetivo investigar os fatores ambientais e genéticos
que influenciam a produgdo in vitro de embrides em doadoras da raca Gir leiteiro, por meio da
analise de dois conjuntos de dados obtidos em programas comerciais de reprodugao assistida.

No Capitulo I, observou-se que a estacdo do ano, a idade e a categoria fisiologica das
doadoras t€ém impacto significativo sobre o nimero ¢ a viabilidade dos odcitos coletados, bem
como sobre as taxas de clivagem, de formagdo de blastocistos e de prenhez. A primavera e o
inverno apresentaram melhores taxas de prenhez, enquanto o verao foi associado a piores
resultados em relagdo a taxa de blastocisto, indicando que o estresse térmico pode comprometer
a eficiéncia da PIVE mesmo em ragas zebuinas. Além disso, vacas adultas apresentaram
desempenho reprodutivo superior ao de novilhas, reforcando a importancia do historico
reprodutivo na escolha das doadoras.

No Capitulo II, foram estimados parametros genéticos para caracteristicas relacionadas
a PIVE, como nimero e porcentagem de oocitos vidveis, grau morfologico dos odcitos,
producdo embrionaria e taxa de prenhez. Os resultados indicaram herdabilidades de baixa a
moderada magnitude, sugerindo que ha variabilidade genética suficiente para promover ganhos
por meio da selecdo. Isso demonstra o potencial de incluir caracteristicas da PIVE como
critérios em programas de melhoramento genético da racga Gir leiteiro.

Portanto, os resultados apresentados nesta dissertagdo evidenciam a importancia de uma
abordagem integrada, considerando tanto os fatores ambientais quanto os genéticos, para
otimizar os resultados da produg¢ao in vitro de embrides em bovinos da raga Gir leiteiro. Tais
achados contribuem para o aprimoramento das estratégias de manejo e selecdo, com vistas a
aumentar a eficiéncia reprodutiva, a produtividade e a sustentabilidade dos sistemas de
producdo leiteira no Brasil.
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