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FATORES QUE AFETAM A VIABILIDADE E A PROPORÇÃO DO SEXO DE 
EMBRIÕES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO EM  
PROGRAMA DE SEXAGEM COMERCIAL 

 

RESUMO 

O crescente avanço da produção in vitro de embriões bovinos intensificou a 

utilização de outras biotecnologias da reprodução tais como a micro-manipulação 

embrionária e o diagnóstico genético pré-implantacional, sendo a identificação do 

sexo embrionário utilizada na rotina comercial de laboratórios de produção in vitro. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar as interações de diferentes fatores sobre a 

taxa de mortalidade embrionária e a proporção do sexo de embriões bovinos 

submetidos ao processo de sexagem. Foi realizado levantamento no banco de 

dados da Transfix – Transplante de Embriões Ltda, Patrocínio Paulista / Brasil, 

referente a 4.650 embriões produzidos in vitro e sexados entre 2005 e 2007. Os 

embriões foram submetidos à micro-manipulação pela técnica de micro-aspiração, 

e as biópsias à reação em cadeia pela polimerase (PCR). Somente as fêmeas 

foram transferidas para receptoras previamente sincronizadas. O diagnóstico de 

gestação e a determinação do sexo fetal foram realizados por ultra-sonografia. As 

variáveis foram classificadas de acordo com o sexo dos embriões (macho, fêmea 

e indeterminado), cinco laboratórios (A, B, C, D e E), seis raças bovinas (Nelore, 

Brahman, Girolando, Simental, Holandês e Jersey), estágio embrionário (MO, BI, 

BL, BX e BE), qualidade embrionária (1, 2 e 3) e qualidade da biópsia (“dentro do 

padrão” e “fora do padrão”). As análises estatísticas foram realizadas pelos testes 

χ2 de associação, χ2 de aderência para proporção 1:1 e pela análise de regressão 

logística com o método de Hosmer-Lameshow utilizando o procedimento logístico 

(PROC LOGISTIC) programa computacional SAS. A PCR apresentou eficiência 

de 93,3%, acurácia de 93,2% e taxa de machos e fêmeas de 52,9% e 47,1%, 



 

 

 

respectivamente. A taxa de mortalidade dos embriões submetidos à biópsia foi de 

10,3% e a taxa de gestação foi de 31,7%. Os embriões classificados como 

“indeterminados” apresentaram maior taxa de mortalidade do que os embriões 

machos e fêmeas, sendo que entre esses últimos, não houve diferença estatística. 

A taxa de mortalidade embrionária foi significativamente influenciada pelos 

laboratórios de produção in vitro. Nos embriões de qualidade 2 e 3 a chance de 

ocorrer morte embrionária após a realização da biópsia foi 3,19 e 11,37 vezes 

maior, respectivamente, do que nos embriões de qualidade 1. Nos embriões cuja 

biópsia foi classificada como “fora de padrão”, a chance de ocorrer mortalidade 

embrionária foi 3,6 vezes maior do que na biópsia “dentro do padrão”.  A taxa de 

mortalidade não foi influenciada pelo estágio do embrião no momento da biópsia 

(P>0,05). Apesar da proporção do sexo ter apresentado desvio significante a favor 

dos machos, não foram observadas diferenças entre laboratórios (P>0,05) e raças 

(P>0,05) na taxa do sexo de embriões bovinos PIV. Em conclusão, a sexagem de 

embriões bovinos PIV pode ser utilizada em larga escala, salientando-se que a 

viabilidade dos embriões submetidos à biópsia foi influenciada pela qualidade do 

embrião e pelo padrão da biópsia e que não houve influencia dos laboratórios e 

das raças bovinas sobre a proporção do sexo de embriões bovinos produzidos in 

vitro.  

 

Palavras-chave: Sexagem embrionária, Micro-manipulação; Fertilização in vitro, 

Embrião, Bovino, DNA. 

 
 
 

 
 
 



 

 

 

FACTORS AFFECTING THE VIABILITY AND SEX RATIO OF IN VITRO 
PRODUCED BOVINE EMBRYOS UNDER COMMERCIAL SEXING PROGRAM 
 
SUMMARY 
 

Crescent progress of in vitro bovine embryo production has improved the 

use of other reproductive biotechnologies, as embryo micromanipulation and 

preimplantation genetic diagnosis, being embryo sexing used in commercial 

routine of in vitro embryo production laboratories. The present study aimed to 

evaluate the interactions among different factors on the mortality rate and sex ratio 

of in vitro produced bovine embryos. A survey was performed in the Transfix – 

Transplante de Embriões Ltda, Patrocínio Paulista / Brazil data base, referring to 

4.650 in vitro produced bovine embryos sexed during years 2005/2007. Embryos 

were submited to the biopsy by the microaspiration technique, and biopsies to the 

polymerase chain reaction (PCR). Only female embryos were transferred to 

synchronized recipients. Pregnancy diagnosis and fetal sex determination were 

carried out by ultrasound. The variables were classified according embryo sex 

(male, female and indeterminate), five laboratories (A, B, C, D and E), six bovine 

breeds (Nellore, Brahman, Girolando, Simmental, Holstein and Jersey), embryo 

stage (MO, EB, BL, XB and HB), embryo quality (1, 2, and 3) and biopsy quality 

(“standard” and “non standard”). The statistical analysis was carried out by 

association χ2 test, χ2  for 1:1  ratio and logistic regression analysis with Hosmer-

Lameshow method using logistic procedure (PROC LOGISTIC) of SAS package. 

The PCR showed 93.3% efficiency, 93.2% accuracy and male and female ratio of 

52.9% and 47.1%, respectively. Mortality rate of biopsied embryos was 10.3% and 

pregnancy rate was 31.7%. Although no significant differences were observed 

between male and female ratio, indeterminate embryos possess greater possibility 

to die after micromanipulation. For quality 2 and 3 embryo mortality rate after 



 

 

 

biopsy was 3.19 and 11.37 fold higher, respectively, than for quality 1 embryo. For 

those whose biopsy was classified “non standard” embryonic mortality rate was 3.6 

fold higher than “standard”. Mortality rate not was affected by embryo stage at 

biopsy moment (P>0.05). Although sex ratio was significantly skewed to male 

embryos, differences were not observed among laboratories (P>0.05) and breeds 

(P>0.05) on sex ratio of IVP bovine embryos. In conclusion, IVP bovine embryo 

sexing can be utilized in large escale, accentuating that embryo viability after 

micromanipulation was influenced by embryo quality and biopsy procedure quality, 

with laboratories and bovine breeds not affecting sex ratio. 

 

 

Keywords: Embryo sexing, Micromanipulation, In vitro fertilization, Embryo, 

Bovine, DNA. 
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1. CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 

O Brasil ocupa atualmente posição destacada entre os países que aplicam 

comercialmente e em larga escala as diversas biotecnologias da reprodução 

animal. Desde a década de 70, quando a transferência de embriões (TE) foi 

iniciada, esta tecnologia foi progressivamente propagada, passando a ser cada 

vez mais utilizada pelos técnicos atuantes neste setor. Entretanto, foi a partir do 

ano 2.000 que se observou o expressivo crescimento da produção de embriões in 

vitro, o que fez com que o Brasil passasse a ser reconhecido como referência 

mundial na área de tecnologias de embriões. Nos últimos quatro anos, o Brasil foi 

responsável por aproximadamente 25% da produção total e 50% da produção in 

vitro de embriões bovinos no mundo (1). 

O crescente desenvolvimento da produção de embriões in vitro 

proporcionou o avanço de biotecnologias paralelas à indústria de transferência de 

embriões. Neste contexto, as técnicas de micro-manipulação embrionária e de 

diagnóstico genético pré-implantacional passaram a ser utilizadas como 

importantes ferramentas, permitindo intensificar e acelerar ainda mais os 

processos de melhoramento genético dos animais de produção (2,3). 

A identificação do sexo embrionário tem sido alvo de estudo de diversos 

grupos de pesquisadores desde os anos 80, período em diferentes métodos foram 

descritos, tais como: 1) utilização de antígeno H-Y no meio de cultivo embrionário 
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(4,5,8); 2) análises citogenéticas (6,7,9) e 3) hibridação in situ (FISH) (4,6). 

Entretanto, foi com o advento da técnica de reação em cadeia pela polimerase 

(PCR) que o procedimento de sexagem de embriões bovinos tornou-se viável e 

passou a ser utilizado por diferentes grupos. 

Apesar da utilização da sexagem de embriões possuir grande aplicação na 

área da produção e reprodução de bovinos e, conseqüentemente, a maioria dos 

trabalhos terem sido desenvolvidos nesta espécie (4-36), existem alguns artigos 

científicos descrevendo o método de identificação do sexo embrionário em ovinos 

(37), caprinos (38), bubalinos (34,39,40), suínos (41), eqüinos (42) e felinos (43). 

A metodologia de sexagem embrionária pode ser dividida basicamente em 

duas etapas: 1) micro-manipulação embrionária e 2) análise de DNA.  

Nas ultimas décadas, diversos autores avaliaram as técnicas de micro-

secção e micro-aspiração, utilizadas para a realização da biópsia de embriões 

bovinos (7,10-37), tanto em embriões produzidos in vivo e in vitro. Bredbacka (20) 

descreveu as duas principais técnicas para obtenção da biópsia embrionária, 

concluindo que apesar da micro-aspiração causar menores danos ao embrião e à 

zona pelúcida, a técnica de micro-secção é mais fácil de ser empregada pelos 

veterinários de campo. 

Herr e Reed (10) relataram que a micro-manipulação embrionária para 

obtenção da biópsia não afetou o potencial de desenvolvimento dos embriões, 

indicando sua utilização a campo. 
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Thibier e Nibart (11), descreveram os aspectos logísticos e técnicos da 

aplicação da sexagem de embriões bovinos inserida em programa de 

transferência de embriões convencional na França. Os autores relataram baixa 

eficiência na identificação do sexo utilizando a técnica de micro-aspiração (51,0%) 

quando comparada com biópsias obtidas por micro-secção (94,7%) e acurácia de 

98%. Deve-se tomar os devidos cuidados para evitar a contaminação por DNA 

bovino, salientaram os autores, lembrando que podem ocorrer falhas de 

amplificação da reação de PCR devido ao desequilíbrio dos componentes da 

reação (causado por grande volume de meio de micro-manipulação adicionado 

junto com a biópsia) ou devido à inativação da enzima “Taq polymerase” (causada 

por aumento da temperatura durante o transporte dos reagentes de PCR até o 

campo). Segundo os autores, a taxa do sexo embrionário foi significativamente 

desviada a favor dos machos (54,0%), mas não foi influenciada pelo estágio 

embrionário. A taxa de gestação de 833 embriões transferidos foi de 45,3%, 

salientando a diferença significativa entre embriões de qualidade 1 (53,0%) e de 

qualidade 2 (34,0%). Os autores finalizam o artigo destacando que a sexagem 

embrionária é importante para acelerar a obtenção de gerações com sexo 

desejado e diminuir despesas com receptoras, e apontando para a futura 

aplicação no contexto da produção de embriões in vitro.  

 Roschlau et al. (16) relataram a sexagem de 7.826 embriões bovinos 

produzidos in vivo durante 5 anos,  na rotina de TE convencional na Alemanha. Os 
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resultados referentes a 1,5 anos apontaram 51,4% de machos e 48,6% de 

fêmeas, taxa de gestação de 55,6% e alta taxa de embriões grau 3 

indeterminados (25,5%) 

Shea (18) apresentou a aplicação em larga escala da sexagem de 

embriões inseridas no programa de TE em rebanhos leiteiros do Canadá de 1992 

a 1997. Foram analisados 4.183 embriões, submetidos a três diferentes métodos 

de micro-manipulação, em que de 10 a 20% da massa celular de cada embrião foi 

removida. Maiores taxas de gestação foram obtidas com o método de micro-

aspiração (50,0%), quando comparado com o realizado com micro-agulha de vidro 

(‘needle”) (45,0%) e com a micro-secção (44,0%). A taxa de embriões fêmeas foi 

de 46,0%, sendo observada diferenças significativas entre os anos (1992-1997), 

períodos (abril – setembro versus outubro – março), touros e qualidade 

embrionária. O estágio embrionário e os dados referentes à fêmea doadora não 

afetaram a taxa do sexo. 

No Brasil, Garcia et al. (14) relataram taxa de gestação de 45,8% com 

embriões obtidos por coleta convencional e congelados em etileno glicol, após a 

realização de biópsia pela técnica de micro-aspiração, evidenciando a 

possibilidade de congelar embriões após o procedimento de sexagem, facilitando 

o manejo de receptoras em programas de TE. 

Todos os trabalhos citados até esse período histórico foram realizados com 

embriões produzidos in vivo e obtidos por coleta convencional. Entretanto, em um 
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dos primeiros estudos visando avaliar a viabilidade de embriões bovinos 

produzidos in vitro e submetidos à biópsia, Carbonneau et al. (15) submeteram 

embriões com sete dias de cultivo (blastocistos) à técnica de micro-secção (MS) e 

embriões com cinco dias de cultivo (12 a 16 blastômeros) à de micro-aspiração 

(MA). As duas técnicas (MS e MA) foram avaliadas quanto ao desenvolvimento 

embrionário após a biópsia (93,8% e 77,3%, respectivamente), à taxa de gestação 

(66,2% e 44,7%, respectivamente) e a eficiência da PCR (85,3% e 95,7%, 

respectivamente). Os autores concluíram que a micro-manipulação embrionária 

não alterou o desenvolvimento de embriões bovinos produzidos in vitro, 

observando ser possível obter boas taxas de gestação, especialmente com a 

utilização da técnica de micro-secção em blastocistos. 

Alonso et al. (27) avaliaram a capacidade de desenvolvimento de mórulas e 

blastocistos bovinos produzidos in vitro, submetidos à piezo-micromanipulação, 

observando que a taxa de eclosão dos blastocistos de qualidade 1 (98,0%) e de 

qualidade 2 (83,0%) foi significativamente maior do que das mórulas de qualidade 

1 (65%) e de qualidade 2 (38,0%), concluindo que tanto o estágio quanto a 

qualidade embrionária podem influenciar a viabilidade dos embriões PIV 

submetidos à biópsia por micro-aspiração. 

A aplicação da sexagem comercial de embriões bovinos PIV em larga 

escala foi reportada por Hasler et al. (25). Foram submetidos ao processo de 

sexagem 1.181 embriões, obtendo-se taxa de 53,0% de embriões machos. A taxa 
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de gestação com embriões de qualidade 1 foi de 48,8% e de qualidade 2 de 

27,8%. A taxa de prenhez dos embriões biopsiados no estágio de mórula (3,6%) 

foi significativamente menor do que com blastocistos (52,5%).  

Recentemente, variações tecnológicas ligadas a PCR têm sido 

desenvolvidas com a finalidade de otimizar e/ou simplificar o método tradicional. 

Com objetivo de facilitar a utilização da sexagem embrionária a campo, 

Bredbacka et al. (12) desenvolveram a metodologia em que o resultado do teste 

de DNA pode ser visualizado com trans-iluminador ultravioleta diretamente nos 

tubos onde as amostras foram amplificadas, sem a utilização de eletroforese. 

Recentemente, Virta et al. (26) descreveram a metodologia para identificação do 

sexo de embriões por ensaio de discriminação alélica, utilizando sonda de DNA 

fluorogênica sexo específica. 

Hirayama et al. (30,39) desenvolveram a técnica para sexagem de 

embriões bovinos e bubalinos através da amplificação de região Y-específica em 

condição isotermal denominada “Loop-mediated Isotermal Amplification” (LAMP). 

O artigo publicado por Badr et al. (34) descreve o método para 

determinação do sexo de embriões bovinos e bubalinos por PCR em tempo real. 

Chrenek et al. (22) utilizaram a técnica denominada “Primer Extension 

Preamplification” (PEP-PCR) com objetivo de pré-amplificar o DNA obtido na 

biópsia embrionária e possibilitar a realização de múltiplas análises genéticas. 
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Neste contexto, diversos trabalhos científicos têm apontado para as 

técnicas de amplificação total do genoma (do inglês: ”Whole Genome 

Amplification“ - WGA) como um método revolucionário no diagnóstico genético 

pré-implantacional (44-48). Segundo Spits et al. [45] a limitada quantidade de DNA 

genômico (gDNA) obtido na biópsia embrionária é um fator que restringe a 

aplicação de múltiplos testes moleculares.  

Barker et al. (47) reportaram a utilização de dois métodos de WGA: 

amplificação por deslocamento múltiplo e a tecnologia “OmniPlex”, seguidas pela 

análise de painel composto por 2.320 marcadores do tipo “Single Nucleotide 

Polimorphism (SNP), observando aproximadamente 99,8% de concordância no 

resultado da genotipagem com gDNA e DNA amplificado. 

Conforme Dekkers (49), nos últimos anos, os avanços na área da genética 

molecular proporcionaram a identificação de múltiplos genes ou marcadores 

genéticos associados a diversas características de interesse nos animais de 

produção, tais como precocidade sexual, ganho de peso, qualidade de carne, 

produção e qualidade de leite, resistência a parasitas, entre outras. Essas 

informações genéticas têm sido utilizadas em programas de seleção assistida por 

marcadores. 

Com o objetivo de desenvolver metodologia que possibilite a aplicação da 

seleção assistida por marcadores em fases embrionárias, Alonso et al. (48) 

avaliaram a tecnologia “OmniPlex” aplicada em biópsias de embriões bovinos 
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produzidos in vitro como método de escolha para amplificação do gDNA. Após o 

procedimento de pré-amplificação, obteve-se concentração média final de 5,7 ± 

1,9 μg de gDNA, concluindo que esta técnica pode ser utilizada em análises 

envolvendo pequena quantidade de material genético, como no diagnóstico 

genético pré-implantacional de embriões bovinos produzidos in vitro. 

Os recentes avanços referentes às tecnologias de reprodução assistida 

(produção de embriões in vitro), acopladas às técnicas de diagnóstico genético 

pré-implantacional (micro-manipulação embrionária e WGA) e à seleção assistida 

por marcadores moleculares, constituirão importantes ferramentas para que em 

futuro próximo o processo de seleção genética seja aplicado em fases 

embrionárias precoces. De acordo com Chrenek et al. (22), a caracterização 

genética de embriões é o caminho mais rápido para obtenção de gerações com o 

genótipo desejado, possibilitando a redução entre intervalos de gerações e a 

diminuição de custos nos processos de melhoramento genético. 

O objetivo desta dissertação foi avaliar a interferência de diferentes fatores 

(sexo, laboratório de produção in vitro, raça, estágio e qualidade embrionária e 

padrão da biópsia) sobre a viabilidade e a proporção do sexo de embriões bovinos 

produzidos in vitro, descrevendo a metodologia e o processo empregado na 

aplicação da sexagem embrionária em larga escala, no Brasil. 
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2. CAPÍTULO 2 - FATORES QUE AFETAM A VIABILIDADE E A 
PROPORÇÃO DO SEXO DE EMBRIÕES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO 
EM PROGRAMA DE SEXAGEM COMERCIAL 
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2.1 Resumo 
 

O objetivo deste trabalho foi avaliar as interações de diferentes fatores 

(sexo, laboratório de produção in vitro, raça, estágio e qualidade embrionária e 

padrão da biópsia) sobre a taxa de mortalidade e a proporção do sexo de 

embriões bovinos produzidos in vitro (PIV) submetidos ao processo de sexagem, 

em larga escala. Foi utilizado banco de dados referente a 4.650 embriões bovinos 

PIV, submetidos à biópsia pela técnica de micro-aspiração e o DNA à reação em 

cadeia pela polimerase (PCR). Somente as fêmeas foram transferidas para 

receptoras sincronizadas. O diagnóstico de gestação e a sexagem fetal foram 

realizados por ultra-sonografia. A taxa de mortalidade após a biópsia foi de 10,3% 

e a taxa de gestação foi de 31,7%. A PCR revelou eficiência de 93,3%, acurácia 

de 93,2% e desvio da taxa de sexo a favor dos machos (52,9%) (P<0,05). De 

acordo com os valores do odds ratio, nos embriões de qualidade 2 e 3 a chance 

de ocorrer morte embrionária após a realização da biópsia foi 3,19 e 11,37 vezes 

maior, respectivamente, do que nos embriões de qualidade 1. Nos embriões cuja 
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biópsia foi classificada como “fora de padrão”, a chance de ocorrer mortalidade 

embrionária foi 3,6 vezes maior do que na biópsia “padrão”.  A taxa de mortalidade 

não foi influenciada pelo estágio do embrião no momento da biópsia (P>0,05). 

Não foram observadas influências de laboratórios (P>0,05) e raças (P>0,05) sobre 

a taxa do sexo de embriões bovinos PIV. Em conclusão, a sexagem de embriões 

bovinos PIV pode ser utilizada em larga escala, salientando-se que a viabilidade 

embrionária é influenciada pela qualidade do embrião e pelo padrão de execução 

da biópsia. 

 

Palavras-chave: Sexagem embrionária; Micro-manipulação; Fertilização in vitro; 

Bovino; DNA.   

 

2.2  Abstract 

The present study aimed to evaluate the interactions among different factors 

(sex, in vitro produce laboratory, breed, stage and quality embryo and biopsy 

standard) on the viability and sex ratio of in vitro produced (IVP) bovine embryos, 

submitted to a large scale sexing program. A survey referring to 4.650 IVP bovine 

embryos submitted to the biopsy procedure by microaspiration technique, and 

DNA to the polymerase chain reaction (PCR). Only female embryos were 

transferred to synchronized recipients. Pregnancy diagnosis and fetal sex 

determination were carried out by ultrasound. Mortality rate of biopsied embryos 
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was 10.3% and pregnancy rate was 31.7%. The PCR showed 93.3% efficiency, 

93.1% accuracy and sex rate skewed to male embryos 52.9% (P<0,05). According 

odds raio value, for quality 2 and 3 embryo the mortality rate after biopsy was 3.19 

and 11.37 fold higher, respectively, than for quality 1 embryo. Embryos whose 

biopsy was classified “non standard” the embryonic mortality rate was 3.6 fold 

higher than “standard”. Mortality rate not was affected by embryo stage at biopsy 

moment (P>0.05). Differences were not observed among laboratories (P>0.05) 

and breeds (P>0.05) on the sex ratio of IVP bovine embryos. In conclusion, IVP 

bovine embryo sexing can be utilized in large escale, accentuating that embryo 

viability after micromanipulation was influenced by embryo quality and biopsy 

procedure quality, with laboratories and bovine breeds not affecting the sex ratio. 

 

Keywords: Embryo sexing; Micromanipulation; In vitro fertilization; Bovine; DNA. 

 

2.3 Introdução 

Segundo relatório apresentado pela “International Embryo Transfer Society” 

(IETS), o Brasil ocupa posição destacada entre os países que aplicam 

comercialmente e em larga escala as diversas biotecnologias da reprodução 

animal, tendo sido responsável por cerca de 200.000 transferências de embriões 

bovinos produzidos in vitro (PIV) em 2006, o equivalente a aproximadamente 

50%% de todo movimento mundial [1]. Este crescente desenvolvimento da 
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produção de embriões in vitro proporcionou o avanço de biotecnologias paralelas 

à indústria de transferência de embriões a campo. Neste contexto, as técnicas de 

micromanipulação embrionária e de diagnóstico genético pré-implantacional são 

ferramentas importantes que permitem intensificar e acelerar o melhoramento 

genético de animais com alto valor zootécnico [2,3]. 

Nas ultimas décadas, diversos autores avaliaram as técnicas de micro-

secção e micro-aspiração, utilizadas para realização da biópsia de embriões 

produzidos in vivo e in vitro [4-25]. Herr e Reed [5] relataram que a micro-

manipulação embrionária para obtenção da biópsia não afetou o potencial de 

desenvolvimento dos embriões, indicando sua utilização a campo. Thibier e Nibart 

[5], Garcia et al. [8], Roschlau et al. [10] e Shea [11] apresentaram a aplicação a 

campo da tecnologia de micro-manipulação para sexagem de embriões 

produzidos in vivo. 

Bredbacka [13] descreveu as duas principais técnicas utilizadas para 

obtenção da biópsia embrionária, concluindo que apesar da micro-aspiração 

causar menores danos ao embrião e à zona pelúcida, a técnica de micro-secção é 

mais fácil de ser empregada pelos veterinários de campo. 

Carbonneau et al. [9] avaliaram a viabilidade de embriões bovinos 

produzidos in vitro e submetidos à biópsia pela a técnica de micro-secção e de 

micro-aspiração, obtendo melhores resultados com a primeira. 
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Quanto aos diferentes métodos utilizados para a identificação do sexo de 

embriões bovinos, técnicas como a utilização de antígeno H-Y no meio de cultivo 

embrionário [26-29], análises citogenéticas [4,28,30] e hibridação in situ (FISH) 

[4,28] foram desenvolvidas. Entretanto, foi com o advento da técnica de reação 

em cadeia pela polimerase (PCR) que o procedimento de sexagem embrionária 

tornou-se viável e passou a ser utilizado por diversos grupos tanto na espécie 

bovina [4,6-17,19-22,24-28,30-37] quanto em outras espécies como ovinos [38], 

caprinos [18], bubalinos [37,39,43], suínos [40], eqüinos [41] e felinos [42]. 

Recentemente, novas tecnologias ligadas a PCR têm sido desenvolvidas 

com a finalidade de otimizar e/ou simplificar o método tradicional, tais como 

“Primer Extension Preamplification” (PEP-PCR) [12,20], PCR com sondas 

flourogênicas [35], “Loop-mediated Isotermal Amplification” (LAMP) [36-37] e PCR 

em tempo real [43].  

Embora a sexagem de embriões seja um tema bastante explorado 

cientificamente, existem poucas publicações abordando a inserção desta 

tecnologia em programa comercial de transferência de embriões PIV, em larga 

escala [9,15]. 

Este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a influência de 

diferentes fatores sobre a viabilidade e a proporção do sexo de embriões bovinos 

PIV submetidos à micro-manipulação para a sexagem pela técnica de PCR, 

apresentando a metodologia e processo empregado na implantação desta 
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biotecnologia na rotina comercial de cinco laboratórios de produção in vitro no 

Brasil.  

 

2.4 Material e Métodos 

2.4.1 Banco de dados 

Este trabalho foi desenvolvido a partir da análise do banco de dados da 

Transfix – Transplante de Embriões Ltda, Patrocínio Paulista, São Paulo, Brasil, 

empresa especializada na prestação de serviços em biotecnologia da reprodução 

animal. Foram avaliados 96 procedimentos de sexagem de embriões bovinos PIV,  

realizados em cinco diferentes laboratórios de produção in vitro (A, B, C, D e E) e 

seis raças bovinas (origem/aptidão): Nelore (Bos indicus/corte), Brahman (Bos 

indicus/corte), Girolando (½ Bos taurus / ½ Bos indicus/leite), Simental (Bos 

taurus/corte), Jersey (Bos taurus/leite) e Holandês (Bos taurus/leite), no período 

de março de 2005 a dezembro de 2007. Além dos laboratórios e das raças, foram 

considerados neste trabalho as variáveis relacionadas ao sexo embrionário 

(macho, fêmea e indeterminado), estágio embrionário no momento da realização 

da biópsia (mórula, blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e 

blastocisto eclodido), qualidade embrionária (1, 2 e 3) e o padrão na execussão da 

biópsia. 
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2.4.2 Aspiração folicular e produção in vitro 

Os embriões foram produzidos in vitro a partir de oocitos obtidos por 

sistema de aspiração folicular trans-vaginal, guiado por ultra-sonografia. Os 

oocitos aspirados foram avaliados e transportados até o laboratório, onde realizou-

se as etapas de maturação, fertilização e cultivo embrionário in vitro de acordo 

com protocolo de cada laboratório. 

  

2.4.3 Micro-manipulação embrionária 

A micro-manipulação embrionária foi realizada nos mesmos locais onde os 

embriões foram produzidos. Os embriões com desenvolvimento mais adiantado 

(blastocistos) foram biopsiados no sexto dia (D6) após a fertilização in vitro, 

enquanto que os embriões com desenvolvimento tardio (mórulas) foram mantidos 

no cultivo e biopsiadas no dia seguinte (D7). 

Os embriões foram avaliados e selecionados de acordo com o estágio e 

qualidade, segundo as recomendações da IETS [44], e posteriormente 

transferidos isoladamente para gotas de micro-manipulação devidamente 

identificadas em placa de Petri (60 mm, Corning, NY, USA), formadas com 70 μL 

do mesmo meio de cultura que fora utilizado, entretanto ajustando-se a 

concentração de macromoléculas (soro fetal bovino ou albumina sérica bovina) 

para 10%, quando necessário. 
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A biópsia foi realizada utilizando-se dois micro-manipuladores e dois micro-

injetores mecânicos (MM Micromanipulator, NY, USA) adaptados a microscópio 

invertido (CK2, Olimpus, Tokyo, Japan), sob aumento de 100 X. A técnica 

empregada foi a de micro-aspiração de células embrionárias, com auxílio de duas 

micropipetas: “holding” e micro-aspiração, fabricadas com capilares de borosilicato 

utilizando equipamento de estiramento computadorizado (Puller 773, Campden 

Instrument Limit, USA), Microforja (MF-9, Narishige, Tokyo, Japan) e esmerilhador 

(EG-40, Narishige). A micropipeta “holding” foi utilizada para posicionamento e 

imobilização do embrião, enquanto que a de micro-aspiração (diâmetro externo ≅ 

30 μm e diâmetro interno ≅ 25 μm, ângulo da extremidade ≅ 30°) foi utilizada para 

aspiração de células embrionárias viáveis. Quando foi possível a identificação e 

diferenciação do trofoblasto e do embrioblasto, o embrião foi posicionado de tal 

forma que fossem aspiradas células do trofoblasto (Figura 1). As micropipetas de 

micro-aspiração foram substituídas a cada biópsia, evitando o risco de 

contaminação.  

Considerou-se “biópsia padrão” a micro-aspiração de 5 a 15% da massa 

celular embrionária viável (desprezando-se material proveniente de células 

extrusas e/ou degeneradas) e “fora do padrão” biópsia em que ocorreu micro-

aspiração de mais de 15% da massa embrionária viável, comprometendo a 

qualidade morfológica do embrião. 
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Após realização da biópsia, as células aspiradas foram transferidas para 

tubo de polipropileno de 0,2 mL, (Axygen, Union city, USA) devidamente 

identificado, contendo 2 μL de água ultrapura (Sigma).  

Cada lote de embriões transferidos para placa de micro-manipulação foi 

composto por no máximo 10 embriões, evitando a permanência destes fora da 

estufa de CO2 por mais de 30 min. Após a realização das biópsias, os embriões 

foram transferidos para gotas isoladas e identificadas com 50 μl do mesmo meio 

de cultura utilizado anteriormente, cobertas com óleo mineral (Sigma Chemical, 

MO, USA) em placas de Petri (25mm, Corning). As placas foram retornadas para 

estufa de CO2, onde os embriões biopsiados foram cultivados durante 6 a 12 h, 

até o momento da reavaliação e envasamento para transferência. 

 

2.4.4  Reação em cadeia pela polimerase 

Em cada amostra de biópsia embrionária foram adicionadas 20 μg de 

proteinase K (USB, Cleveland, Ohio, USA), e após centrifugação foram incubadas 

a 56 °C por 10 min, para lise das membranas celulares, seguida de 95 °C por 10 

min, para inativação da proteinase K (USB). Os tubos foram resfriados a 4 °C no 

final do procedimento de lise, e então foram adicionados 20 μL da solução de 

PCR do sistema de sexagem de embriões bovinos fornecidos pela Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA - Cenargen, Brasília, Distrito 

Federal, Brasil), totalizando volume final de 25 μL. Este sistema é constituído por 
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dois pares de oligonucleotídeos, sendo um responsável pela amplificação de 

região Y-específica (≅ 220 pb) e outro pela região autossômica (≅ 280 pb). 

A PCR foi realizada em termociclador (MJ-96+, Biocycler) com 5 min de 

desnaturação a 95 °C, seguidos por 35 ciclos de desnaturação a 95 °C (30 seg), 

anelamento a 57 °C (1 min), extensão a 72 °C (30 seg) e extensão final a 72 °C 

por 5 min, sendo o tempo total de amplificação de aproximadamente 2,5 h. Para 

cada reação, foram incluídos: controle negativo sem amostra de DNA, uma 

amostra contendo DNA conhecido de macho e uma com DNA de fêmea (controle 

positivo).  

 

2.4.5  Eletroforese 

Finalizada a amplificação, 10 μL da amostra foram homogeneizados com 2 

μL de azul de bromofenol (Sigma) e depositados dentro do poço do gel de 

agarose a 2% (Pronadisa, Madrid, Spain) preparado com TBE (Tris-borate/EDTA 

electroforesis bufer) incluindo 0,5 μg/ml de brometo de etídeo (Gibco, NY, USA). O 

tempo de corrida da eletroforese horizontal foi de 30 min e a visualização do gel 

foi realizada com trans-iluminador ultravioleta (ECX-20.M, Vilber Lourmat, Marne 

La Vallee, France). A amplificação dos dois fragmentos na mesma amostra revela 

embrião macho, enquanto a amplificação de um único fragmento autossômico 

(280pb) representa embrião fêmea. As amostras com ausência de amplificação 

foram classificadas como “indeterminado” (Figura 2). A eficiência da PCR foi 
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avaliada pela proporção dos embriões devidamente sexados (machos + fêmeas) 

em relação ao total submetido ao processo de sexagem. 

 

2.4.6  Viabilidade embrionária após a biópsia 

Após identificação do sexo e antes do envasamento para transferência, 

todos os embriões micro-manipulados foram reavaliados quanto ao estágio e 

qualidade de acordo com o manual da IETS [44], possibilitando a avaliação da 

viabilidade embrionária pela taxa de mortalidade dos embriões bovinos PIV 

submetidos à biópsia. 

 

2..4.7  Transferência dos embriões  

Como este trabalho foi desenvolvido na rotina comercial dos laboratórios de 

produção in vitro no Brasil, por interesses econômicos somente os embriões 

diagnosticados fêmeas foram envasados individualmente em palhetas de 250 μL e 

transferidos para receptoras previamente sincronizadas. A avaliação da qualidade 

das receptoras foi baseada no escore corporal e qualidade do corpo lúteo, 

avaliado por palpação trans-retal e/ou ultra-sonografia. 

 

2.4.8  Diagnóstico de gestação e determinação do sexo fetal  

A taxa de gestação foi observada por meio de diagnóstico realizado por 

palpação trans-retal e/ou exame ultra-sonográfico (US) entre 40 e 60 d após a TE. 
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O diagnóstico do sexo embrionário obtido pela técnica de PCR foi comparado com 

a sexagem fetal realizada por ultra-sonografia entre 55 e 70 d, permitindo avaliar a 

acurácia da sexagem embrionária. 

 

2.4.9  Análises estatísticas 

A interferência dos fatores (sexo, laboratório de produção in vitro, estágio e 

qualidade embrionária e padrão da biópsia) sobre a taxa de mortalidade de 

embriões PIV submetidos à biópsia por micro-aspiração foi avaliada utilizando-se 

análise de regressão de acordo com o método de Hosmer-Lemeshow [45] com o 

procedimento logístico (PROC LOGISTIC) do programa computacional SAS [46]. 

Basicamente este método envolve cinco etapas: inicialmente análise univariada 

utilizando o teste qui-quadrado para verificar a associação entre cada uma das 

variáveis estudadas com a variável dependente; construção de um modelo 

completo utilizando todas as variáveis significativas na análise univariada; 

eliminação das variáveis não significativas do modelo completo e comparação do 

modelo reduzido com o modelo precedente para o ajuste do modelo (“backward 

elimination procedure”); avaliação das possíveis interações duplas de variáveis e 

avaliação do ajuste do modelo usando a estatística Hosmer-Lemeshow. As 

variáveis que apresentaram valor de P menor que 25% (P<0,25) na primeira etapa 

foram incluídas no modelo inicial. A modelagem continuou até que todos os efeitos 
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principais ou termos da interação fossem significativos de acordo com a estatística 

de Wald (P<0,05). 

A interferência dos laboratórios de produção in vitro e das raças bovinas 

sobre a proporção do sexo foi avaliada pelo teste qui-quadrado de associação, 

considerando-as estatisticamente significativas quando P<0,05. 

O teste qi-quadrado para proporção 1:1 foi utilizado para verificar a 

ocorrência de desvio na proporção do sexo encontrado com relação ao esperado. 

 

3. Resultados 

Foram sexados 4.650 embriões produzidos in vitro, dos quais foram 

transferidos 1.826 embriões sexados de fêmea, apresentando 579 prenhezes 

(31,7%). A taxa de mortalidade nos embriões PIV submetidos à biópsia foi de 

10,4% e a sexagem evidenciou desvio do sexo a favor dos machos (52,9% 

machos : 47,1% fêmeas) (P< 0,05). Dos 4.650 embriões PIV submetidos à 

sexagem, 312 (6,7%) foram classificados como “indeterminados”, pois não foi 

possível identificar o sexo destes embriões.  Desta forma, a eficiência da técnica 

de sexagem por PCR foi de 93,3%.  

 A comparação do sexo embrionário obtido pela PCR com o sexo fetal por 

ultra-som (US) revelou a confirmação de 93,1% fêmeas (539/579 onde PCR=US) 

e 6,9% machos (40/579 onde PCR≠US). Desta forma, a acurácia da sexagem de 

embriões bovinos PIV pela técnica de PCR foi de 93,1%.  
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O modelo múltiplo de regressão logística mostrou que a taxa de 

mortalidade dos embriões bovinos PIV submetidos à biópsia para sexagem pode 

ser influenciada pelo sexo embrionário, por diferentes protocolos laboratoriais 

usados na produção in vitro e, principalmente, pela qualidade embrionária e pelo 

padrão na execussão da biópsia (Tabela 1). 

Não foi observada influência do sexo sobre a taxa de mortalidade entre 

embriões machos e fêmeas (P>0,05), entretanto a taxa de mortalidade dos 

embriões indeterminados foi maior (P<0,01). 

 Os resultados indicaram que o laboratório de produção de embriões in vitro 

pode exercer influência (P<0,01) sobre a taxa de mortalidade embrionária, sendo 

o laboratório D o que resultou em menor taxa de mortalidade. A taxa de 

mortalidade embrionária do laboratório A foi escolhida como referência devido ao 

grande número de embriões sexados (2.722) em relação aos demais laboratórios. 

 A qualidade embrionária no momento da execução da biópsia influenciou 

(P<0,001) a taxa de mortalidade de embriões PIV submetidos à micro-aspiração, 

pois de acordo com o valor odds ratio, nos embriões de qualidade 2 e 3 a chance 

de ocorrer mortalidade embrionária após a realização da biópsia foi 3,19 e 11,37 

vezes maior, respectivamente, do que nos embriões de qualidade 1. 

 O padrão de realização da biópsia também influenciou (P<0,001) na taxa de 

mortalidade embrionária, pois nos embriões cuja biópsia foi classificada “fora de 
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padrão”, a chance de ocorrer mortalidade embrionária foi 3,6 vezes maior do que 

na biópsia “dentro do padrão”. 

A da taxa de mortalidade entre os diferentes estágios embrionários no 

momento da biópsia foi de 13,3% mórula (35/265), 10,9% blastocisto inicial 

(266/2450), 10,1% blastocisto (120/1191), 8,6% blastocisto expandido (61/706) e 

7,9% blastocisto eclodido (3/38). Apesar do estágio embrionário ter sido incluído 

no modelo de regressão logística inicial (P<0,25), foi posteriormente excluído pelo 

modelo, mostrando não influenciar a taxa de mortalidade (P>0,05). 

A avaliação dos cinco laboratórios de produção in vitro analisados neste 

trabalho sobre a taxa do sexo (machos) de embriões PIV apresentou: A  52.2% 

(1341/2568), B 54,5% (417/765), C 54,3% (363/668), D 49,6% (128/258) e E 

59,5% (47/79), indicando não haver influência do laboratório sobre a taxa de sexo  

(P>0,05). 

Com relação às seis raças bovinas avaliadas, as taxas de sexo (macho) 

obtidas foram: Nelore 53,1% (2049/3944), Girolando 53,5% (76/142), Simental  

50,0% (39/78),  Holandês 46,0% (29/63),  Brahman 57,9% (33/57) e Jersey 46,3% 

(25/54), não havendo influência das raças sobre taxa de sexo (P>0,05). 
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4. Discussão 

O expressivo número de embriões PIV (4.650) e as diferentes variáveis 

avaliadas neste trabalho possibilitaram a análise da influência de diversos fatores 

ligados à implantação da sexagem embrionária na rotina comercial da produção in 

vitro de embriões bovinos. 

Embora a sexagem de embriões seja utilizada a campo desde os anos 90, 

a maioria dos trabalhos publicados trata de embriões obtidos por coleta in vivo 

[6,8-11]. A aplicação a campo em larga escala da sexagem de embriões PIV foi 

reportada por Carbonneau et al. [9] e por Hasler et al. [15]. 

A maioria dos autores que trabalharam com a sexagem de embriões 

obtidos in vivo optou pela técnica de micro-secção para realização da biópsia 

embrionária [5,8-10,11]. Comparando as duas técnicas, Thibier e Nibart [5] 

obtiveram menor eficiência na sexagem de embriões com a técnica de micro-

aspiração (51,0%) do que com a técnica de micro-secção (94,7%). A grande 

diferença na eficiência entre os métodos pode ter ocorrido por falha durante o 

procedimento de transferência da biópsia para o tubo de PCR no método de 

micro-aspiração. A utilização de meio de micro-manipulação com baixa 

concentração de macromoléculas pode favorecer a fixação das células aspiradas 

no interior da micropipeta de vidro e, consequentemente, diminuir 

significativamente a eficiÊncia do diagnóstico por PCR [5]. No presente estudo 

optou-se pela técnica de micro-aspiração devido à habilidade e adaptação dos 
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técnicos para a fabricação das micropipetas (“holding” e biópsia) e execução da 

biópsia embrionária com auxílio de micro-manipuladores mecânicos. Devido às 

diferentes concentrações de soro fetal e BSA dos meios de cultura utilizados nos 

diferentes protocolos laboratoriais, o meio de micromanipulação foi ajustado para 

10% de soro fetal, obtendo-se eficiência de amplicação satisfatória (93,3%). 

Independente da técnica de micro-manipulação escolhida a habilidade do 

técnico na realização da biópsia determinará a destreza e velocidade com que o 

trabalho será executado. Neste artigo, o tempo médio para a realização da biópsia 

por micro-aspiração foi de 3 min, enquanto que com a técnica de micro-secção 

outros autores relataram levar de 4 [8] a 10 min [5]. 

Confirmando os resultados apresentados por diversos autores [5,10,18], a 

qualidade do embrião antes da realização da biópsia é um dos principais fatores 

que influênciam a viabilidade embrionária, sendo que a taxa de mortalidade 

aumenta progressivamente conforme piora a qualidade embrionária.   

O estágio embrionário no momento da realização da biópsia não exerceu 

influência sobre a taxa de mortalidade embrionária. Entretanto, a maioria dos 

embriões foi micro-manipulada durante o estágio de blastocisto inicial (2450) e 

blastocisto (1191), pois há relatos de maior sensibilidade à micro-manipulação das 

mórulas quando comparadas aos blastocistos PIV [5,18]. 

Os dados apresentados revelaram que a biópsia executada fora do padrão 

estabelecido aumenta 3,6 vezes a chance do embrião morrer, confirmando que a 
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habilidade do técnico responsável pela realização da biópsia influencia 

significativamente a viabilidade do embrião, como descrito anteriormente [5,8]. 

A influência dos laboratórios de produção in vitro sobre a taxa de 

mortalidade dos embriões biopsiados pode estar relacionada com os diferentes 

protocolos e meios de cultivo utilizados, que refletem na velocidade de 

desenvolvimento, grau de compactação e qualidade dos embriões produzidos in 

vitro.  

Nas amostras em que houve falha de amplificação, não foi visualizada 

nenhuma das duas bandas esperadas na eletroforese. Nestes casos os embriões 

foram classificados como “indeterminados”. A inibição da amplificação do DNA 

pode ocorrer devido à alteração da concentração dos componentes presentes na 

reação de PCR, provocado pelo grande volume de meio de micro-manipulação 

transferido para o tubo junto com a biópsia ou mesmo devido à qualidade da 

enzima “Taq polymerase” [5]. Outro fator que pode causar problemas de 

amplificação é a falha na transferência das células embrionárias para o tubo de 

PCR, ou mesmo a transferência de células extrusas e/ou degeneradas, com 

degradação de DNA. Este último caso normalmente ocorre quando embriões de 

qualidade 2 e 3 são biopsiados, o que poderia justificar alta taxa de mortalidade 

dos embriões indeterminados, quando comparado aos que tiveram o sexo 

devidamente identificado (P<0,01). 
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 Apesar dos resultados deste trabalho não apontarem a interferência dos 

laboratórios de produção in vitro e das raças bovinas sobre a taxa do sexo dos 

embriões PIV (P>0,05), o teste χ2 de aderência para proporção 1:1 apresentou 

desvio significativo a favor dos machos (52,9%), concordando com os dados 

apresentados por Hasler et al. (53,0%) [10]. 

Em conclusão, a sexagem de embriões bovinos PIV pode ser utilizada em 

larga escala na rotina dos laboratórios de produção in vitro, salientando-se que a 

viabilidade dos embriões submetidos à biópsia foi influenciada pela qualidade do 

embrião e pelo padrão da execução da biópsia e que não houve influencia dos 

laboratórios e das raças bovinas sobre a taxa do sexo de embriões bovinos 

produzidos in vitro.  
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7.  Tabelas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1 
Efeito de diferentes fatores sobre a taxa de mortalidade de embriões bovinos produzidos in vitro 
submetidos à biópsia por micro-aspiração. 

Teste de razão de verosimilhanças = 212,5, 9 g.l., P<0,0001 
Teste de qualidade de ajuste de Hosmer-Lemeshow = 7,6, 7 d.f., P = 0,37 (modelo ajustado) 
A, B, C, D e E – Diferentes laboratórios comerciais de produção de embriões bovinos in vitro  
Dentro do Padrão = micro-aspiração de 5-15% da massa celular embrionária viável 
Fora do Padrão = micro-aspiração de mais de 15% da massa celular embrionária viável, 
comprometendo a qualidade do embrião . 

Variável Categoria Mortalidade 
Embrionária (%) 

Odds 
ratio 

95 intervalo de 
confiança (%) P 

Sexo Macho  217/2296 (9,4) Referência  0,0002 
 Fêmea  215/2042 (10,5) 1,18 0,96-1,45  

1,32-2,61   Indeterminado 
 

 53/312 (17,0) 1,86 
  

A 274/2722 (10,1) Referência  0,0002 
B 101/816 (12,4) 1,32 1,03-1,70  
C  89/745 (11,9) 1,21 0,93-1,57  
D  11/284 (3,9) 0,31 0,17-0,58  

0,64-2,52  

Laboratório 
de produção de  
embriões in vitro 

E 
 

 10/83 (12,0) 1,26 
  

1  308/3889 (7,9) Referência  <0,0001 
2  156/718 (21,7) 3,19 2,57-3,95  

6,12-21,13  

Qualidade 
Embrionária 

3 
 

   21/43 (48,9) 11,37 
  

Dentro do 
Padrão 

  448/4515 (9,9) Referência  <0,0001 Qualidade da 
biópsia 

Fora de  
Padrão 

 37/135 (27,4) 3,60 2,39-5,43  
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8.  Figuras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 
Fig. 1. Seqüência de micromanipulação pela técnica de microaspiração de blastocisto 

expandido bovino, produzido in vitro. Fixação e posicionamento do embrião através da 

micropipeta “holding” (A). Perfuração da zona pelúcida (B). Aspiração de 5 a 15% da 

massa celular viável, proveniente do trofoblasto (C). Embrião após realização da 

biópsia (D)
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3. IMPLICAÇÕES 
 
 O trabalho apresentado nesta dissertação é fruto da linha de pesquisa 

iniciada pelo Prof. Dr. José Antônio Visintin durante orientação de doutorado do 

Prof. Dr. José Fernando Garcia, concluído em 1995, com o título 

“Micromanipulação, criopreservação e sexagem pela técnica de PCR (Polymerase 

Chain Reaction) de embriões bovinos”. Posteriormente, foram desenvolvidos 

outros trabalhos nesta mesma área de atuação, sob orientação de Garcia.  

 Rodrigo Vitório Alonso, autor desta dissertação, foi orientado de iniciação 

científica pelo Prof. Garcia, de 2001 a 2003, com o trabalho “Diagnóstico genético 

pré-implantacional em embriões bovinos pela técnica de PEP-PCR (“Primer 

Extension Preamplification - Polymerase Chain Reaction”). Durante estágio 

curricular realizado sob a orientação do Dr. Horst-Dieter Reichenbach, Alonso 

desenvolveu o trabalho “Effect of biopsy by piezo-micromanipulation on 

developmental capacity of in vitro produced bovine morulae and blastocysts”. 

P    M     F    No   1      2      3     4      5      6     7      8     9     10    11   12    13  

Fig 2. Padrão do gel de agarose obtido na sexagem de embriões bovinos produzidos 

in vitro, onde P indica o marcador de peso molecular (100bp, Gibco), M o controle 

positivo de macho, F o controle positivo de fêmea e No o controle negativo (sem 

amostra de DNA). Os embriões 1, 3, 5, 8, 11 e 13 foram sexados de macho e os 

embriões 2, 6, 7, 9, 10 e 12 de fêmea. O embrião 4 foi classificado como indefinido. 
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 De 2004 a 2007, Alonso passou a desenvolver os trabalhos de sexagem de 

embriões a campo, em parceria com a Transfix – Tecnologia de Embriões Ltda, 

que culminou com o banco de dados analisados nesta dissertação.  

A descrição da metodologia e do processo utilizado para a inserção da 

micro-manipulação embrionária na rotina dos laboratórios de produção de 

embriões in vitro, apresentados neste trabalho, abre recentes perspectivas para a 

utilização da seleção assistida por marcadores no processo de produção de 

embriões in vitro. 

Nosso atual objetivo é desenvolver a metodologia de identificação de 

múltiplas características genéticas a partir da biópsia embrionária, disponibilizando 

a seleção de embriões com características desejáveis a campo possibilitando a 

transferência de embriões sexados e genotipados.. 
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