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Resumo: Este trabalho consiste em uma revisao de literatura sobre a sexagem de
sémen e de embrides na producao de vacas leiteiras. A presente pesquisa sejustifica
na importancia e nos potenciais beneficios que essa técnica pode trazer para os
produtores de leite. Em um contexto em que a eficiéncia e a produtividade sé&o
fundamentais para o sucesso da atividade leiteira, a selecdo do sexo dosanimais
pode desempenhar um papel significativo na gestdo do rebanho e no direcionamento
da producdo. Tendo como objetivo investigar informacdes sobre a biotecnologia da
sexagem seminal, além de resultados de pesquisas ja realizadasno Brasil com a
utilizacdo do sémen sexado para inseminacao artificial e superovulagdo em bovinos.
Para tanto, foram realizadas buscas nas bases de dadosPortal Capes, Literatura
Latino Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude — LILACS via Biblioteca Virtual
em Saude — BVS, Cientific Electronic Library Online (SCIELO), além da revista
eletrbnica Pubvet, incluindo na pesquisa artigos entre 2005 a 2023. A sexagem de
sémen e embrides na producédo de vacas leiteiras € uma técnica promissora que traz
beneficios significativos para a industria pecuaria. Permite uma selecdo precisa do
sexo, melhoramento genético, planejamento reprodutivo eficiente e adaptacdo a
demanda de mercado.

Palavras-chave: Bovinos. Leite. Produgdo. Sémen. Sexagem.
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SEMEN SEXING AND EMBRYO TRANSFER IN DAIRY COW PRODUCTION:
LITERATURE REVIEW

Mateus Henrique Leal Corréa
Mateus José Gomes da Silva
Polyana Moury Fernandes Mello

Sandra Silva Duarte!

ABSTRACT: This work consists of a literature review on the sexing of semen and
embryos in the production of dairy cows. This research is justified by the importance
and potential benefits that this technique can bring to milk producers. In a context
where efficiency and productivity are fundamental for the success of the dairy activity,
the selection of animal sex can play a significant role in herd management and
production direction. Aiming to investigate information about the biotechnology of
seminal sexing, in addition to research results already carried out in brazil with the use
of sexed semen for artificial insemination and superovulation in cattle. For that,
searches were carried out in the portal capes, latin american and caribbean literature
in health sciences - lilacs databases via the virtual health library - bvs, scientific
electronic library online (scielo), in addition to the electronic journal pubvet, including
in the search articles from 2005 to 2023. Semen and embryo sexing in dairy cow
production is a promising technique that brings significant benefits to the livestock
industry. It allows accurate sex selection, genetic improvement, efficient reproductive
planning and adaptation to market demand.

Keywords: Cattle. Milk. Production. Semen. Sexing.

1professora da UNIBRA, Doutora em Ciéncia Animal. Email: sandra.duarte@grupounibra.com


mailto:sandra.duarte@grupounibra.com

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Top 10 dos paises em producéo de leite cru de gado.........ccceeeeeevveennns
Figura 2 — Avaliacdo do momento ideal para inSeminNacao...........ccccvvvvieeeeeeeeeennnns
Figura 3 — Separacgédo de espermatozoides em citometro de fluxo ..............ccuueeeee



3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
351
3.5.2
3.5.3
3.6
3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.7

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt sttt ets e eee e 10
METODOLOGIA ..ottt ettt 12
DESENVOLVIMENTO ..ottt 13
PRODUGCAO LEITEIRA DE BOVINOS NO BRASIL.......ccccceevveieeiecieeienn 13
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM BOVINOS.......c.ooviiieeeeieeeceee e, 14
ESPERMATOGENESE........ccociiitieeetieeee e eeeeeeeee ettt 17
DIFERENCIACAO CROMOSSOMICA.......cocoeeeveeeceeeceee e, 18
TECNICAS DE SEXAGEM DE ESPERMATOZOIDES BOVINOS.......... 19
CITOMETRIA DE FLUXO ......ooouiiiiieicieceeee e 19
SEXAGEM IMUNOLOGICA ..o 21
CENTRIFUGACAO EM GRADIENTE DE DENSIDADE - PERCOLL...... 22
TRANSFERENCIA DE EMBRIOES EM BOVINOS.........ccccovieiveiecienae, 23
SUPEROVULACAOD ..., 26
SELECAQO DE DOADORAS ......oviieieeeeeeeeeeeeeeete e, 27
SELECAO DE RECEPTORAS .....c.oiiiiiiceeeeeeeeeeee e 27
SEXAGEM DE EMBRIOES EM BOVINOS .......ccoovvivieeeeeeeceeee e 28
CONSIDERAGOES FINAIS .....ooueiveieeeeeeeee et 32

REFERENCIAS ... ettt e, 33



10

1 INTRODUCAO

A sexagem de sémen e embrifes sdo técnicas utilizadas para identificar o sexo
dos gametas ou embrides, respectivamente, com o objetivo de selecionaraqueles do
sexo desejado para a producao de descendentes ou para transferéncia em técnicas
de reproducéo assistida (SEIDEL, 2014).

O uso de sémen sexado permite escolher o sexo dos descendentes antes do

inicio da gravidez ou da producdo de embribes utilizando técnicas de
reproducdo. Assim, torna-se possivel planejar a propor¢cdo de nascimentos entre
machos efémeas de acordo com as necessidades do rebanho e do mercado. Por
exemplo, em rebanhos de corte é possivel gerar animais machos com caracteristicas
desejadas, como crescimento e conversao de alimentos, enquanto em rebanhos de
leite a melhoria genética das fémeas é intensificada, programando a quantidade de
novilhas de reposigédo anualmente (ZANON, 2016)

A implementacdo da sexagem de sémen ou do embrido aumenta a
produtividade, pois permite um avanc¢o genético mais rapido com a selecao de animais
do sexo desejado. Na bovinocultura, o sexo do bezerro € de suma importancia para o
tipo de producédo a qual se destina o animal (VILLADIEGO et al., 2018).

No que se refere as vantagens obtidas através da sexagem de embrides em
bovinos de leite acabam por tornar a técnica valiosa na reproducdo, permitindo a
selecdo do sexo dos embrides e facilitando o melhoramento genético do rebanho.
Essa abordagem oferece aos produtores a oportunidade de maximizar a producao
leiteira e selecionar caracteristicas desejaveis, contribuindo para o aumento da
eficiéncia e rentabilidade da industria leiteira (ROCHA; SANTOS; PICCININ, 2007).

Neste sentido, temos a utilizagcdo de algumas técnicas para determinar e/ou
manipular o sexo do animal como a citometria de fluxo que é uma das técnicas mais
precisas empregadas, na qual é possivel separar 0os espermatozoides em duas
populacdes, uma contendo espermatozoides com cromossomo X e outra com
espermatozoides com cromossomo Y (GARNER; EVANS; SEIDEL, 2012).

O uso de estratégias de conservacédo in situ (manutengdo e recuperacdo de

populacdes viaveis no seu meio natural) permite a manutencdo de populacdes
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animais em ambientes adaptados. No entanto, as vezes, tais esforcos ndo sdo
suficientes para garantir a diversidade genética necessaria para um ecossistema
saudavel. Para contornar essa limitacdo, foram desenvolvidas novas técnicas de
conservagao, como a criopreservacado de gametas, sexagem seminal e inseminacao
artificial, entre outras formas de reproducgéao assistida (ART). (ANDRABI; MAXWELL,
2007).

No Brasil, a sexagem ja se tornou relevante no ambito comercial, pois diversos
profissionais e empresas de biotecnologia da reproducao estdo oferecendo servi¢os
para realizar a sexagem a nivel comercial (PASSAGLIA e CHAVES, 2007).

O controle do sexo nos bovinos é um assunto de grande valor comercial, pois
0s motivos da selecdo dos sexos na producdo de leite é evidente: a gestacdo e o
nascimento de machos resultam em uma diminuicdo da produtividade e aumento
nos custos de producédo (THEDY, 2010).

Sendo assim, este trabalho visa explorar informacdes sobre a biotecnologia
da sexagem seminal, especificamente 0 uso do sémen sexado para inseminacao

artificial, além de discutir sobre a técnica de transferéncia e sexagem de embrides.
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1 METODOLOGIA

O presente estudo trata-se de uma revisao de literatura, realizada no periodo
de abril a julho de 2023.

Para compor a amostra, foram selecionados artigos provenientes de bases de
dados como Portal Capes, LILACS via BVS, SCIELO e Pubvet, além de portais oficiais
disponiveis do Governo Federal e 6rgaos relacionados, como EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) e MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento).

Os critérios de inclusdo foram artigos disponiveis online e publicados entre os
anos de 2006 e 2023, nas linguas inglesa, espanhola ou portuguesa, que utilizaram
a sexagem de sémen e embrides em bovinos leiteiros. Os descritores utilizados foram

Bovinos, Leite, Produgcdo, SEmen e Sexagem.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 PRODUCAO LEITEIRA DE BOVINOS NO BRASIL

O leite é um dos alimentos de origem animal mais utilizados do mundo desde
0s tempos mais remotos, destacando-se como um produto versétil, com a capacidade
de ser transformado em derivados como queijo, manteiga, iogurte e diversos outros
(SIQUEIRA, 2019).

O leite desempenha um papel fundamental na alimentagcdo humana e possui
grande importancia no ambiente produtivo e econémico mundial, especialmente em
paises em desenvolvimento e em sistemas de agricultura familiar. Nas Ultimas trés
décadas, houve um aumento significativo na producdo global de leite, com um
crescimento de mais de 50%, atingindo a marca de 769 milhdes de toneladas em
2013. Esse aumento reflete a demanda crescente por produtos lacteos e a
contribuicdo essencial do setor leiteiro para a seguranca alimentar e a economia global
(JUNG; MATTE JUNIOR, 2017).

No cenario internacional, o Brasil vem se destacando na produc¢do de insumos
de origem agropecudria, em especial na producéo de leite cru. Ocupando em 2021 a
guarta posicdo no ranking mundial de producéo leiteira, perdendo uma posicédo nos
altimos anos para a China, que ocupa atualmente a terceira posicdo, de acordo com
a Food and Agriculture Organization of the United Nations — FAO (FAOSTAT, 2021)
(Figura 1).

Figura 1 — Top 10 dos paises em producéo de leite cru de gado.
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Com a necessidade em aumentar a produgédo de insumos de origem animal
surgiram tecnologias desenvolvidas para aperfeicoar a cadeia produtiva e facilitar a
obtencdo do produto final. Dentre essas técnicas, a sexagem espermatica € uma
biotecnologia que pode ser utilizada, pois possibilita a escolha do espermatozoide X,
que vai gerar um embrido fémea, mais desejavel na cadeia de producéo leiteira a qual
se destina o animal (KHALAJZADEH; NEJATI-JAVAREMI; MEHRBANI YEGANEH |,
2012).

Esta técnica associada com técnicas reprodutivas como a inseminacao artificial
e a transferéncia de embrides permite um controle mais preciso na selecdao do sexo
dos descendentes, trazendo beneficios especificos para cada sistema de producéao.
Em rebanhos leiteiros, o uso do sémen sexado na inseminacéao artificial aumenta a
proporcao de fémeas, favorecendo a producao de leite pois garante a renovacgéo do
rebanho de novilhas, contribuindo assim para a producéo de animais de maior valor
zootécnico especifico (MURTA; GOMES; MARTINEZ, 2013).

No que tange ao uso de sémen convencional e sexado, a pecuéria Brasileira
vem registrando ano apés ano, elevados indices de coletas de doses de sémen
bovino, sendo registrado o maior nimero de coleta no primeiro semestre de 2021,
total de 10.788.006 doses de sémen, em virtude de maior uso das biotécnicas de
reproducao, as quais tém potencializado cada vez mais o mercado de melhoramento
genético (ASBIA, 2021).

A utilizacdo do sémen sexado, juntamente com outras biotecnologias
reprodutivas, tem sido sugerida como uma maneira de melhorar a eficiéncia produtiva
de rebanhos, tanto em termos biolégicos quanto econdmicos. E importantedestacar
gue a aplicacao pratica desse material biolégico depende da relacéo custo- beneficio,
dos resultados de fertilidade, da eficiéncia e da facilidade de uso (DOMINGUEZ et al.,
2012).

2.2 INSEMINACAO ARTIFICIAL EM BOVINOS

A inseminacdo artificial (IA) € uma técnica que consiste na deposicao
controlada do sémen no aparelho genital feminino, por meio de instrumentos
desenvolvidos com precisdo. A IA é considerada uma das ferramentas mais eficazes
no melhoramento genético animal, pois permite a dispersdo dos genes dos animais

comprovadamente superiores, garantindo assim a continuidade de suas ragas. A IA
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€ uma poderosa biotecnologia da reproducdo assistida, capaz de impactar
positivamente varios programas do setor (SILVA, 2023).

Além disso o uso da (IA) ao longo da historia desempenhou um papel
fundamental na promocdo da saude e prevencdo de doencas genitais em bovinos.
Essa técnica tem sido utilizada como uma medida profilatica para combater doencas
como a brucelose, a tricomoniase e outras condi¢cdes relacionadas (CENCI; BERTO,
2023).

A inseminacdo artificial se firmou como a primeira técnica de biotecnologia
reprodutiva utilizada para o aprimoramento genético do gado bovino. Além da
realizacdo da selecdo de touros com alto valor genético, a replicacdo de suas
caracteristicas para rebanhos comuns permite disseminar rapidamente os genes
selecionados. E inegavel que esses processos resultam em ganhos expressivos da
genética em um periodo sensivelmente menor (BORGES et al., 2022).

A inseminacéo artificial alcancou um grande sucesso no Brasil, com utilizacéo
em 4.463 municipios. Uma evolucao de 4,1% em relagdo ao ultimo ano. Observa-se
que 80,1% desses municipios ja utilizaram essa tecnologia. A coleta de 23.919.732
doses de sémen e a importacdo de 11.978.662 doses resultaram em um crescimento
significativo de 76,9%. O total de 35.898.394 doses indica um aumento de 40,4% da
ultiliz¢do da (1A) em relacdo ao ano anterior. O avango foi notavel e € evidéncia do
constante progresso na industria de reproducao assistida (BORGES et al., 2022).

Essa técnica apresenta diversas vantagens em relacdo a monta natural, como
a possibilidade de utilizar sémen de touros de alta qualidade genética e a reducédo dos
riscos de acidentes e doencas transmitidas durante o processo de monta. Além disso,
a inseminacao artificial permite o controle mais preciso do momento da fertilizacéo,
possibilitando a programacdo de melhorias genéticas no rebanho (CENCI; BERTO,
2023).

Existem diferentes tipos de inseminacédo artificial (IA) em bovinos, como a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) e a inseminacao artificial por transferéncia
de embrides (IATF-TE), cada um com suas particularidades e indicacdes especificas.

Esses diferentes tipos de IA oferecem opcdes aos
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produtores, permitindo a escolha do método mais adequado de acordo com as
caracteristicas do rebanho e os objetivos de selecdo (CAMARGO, 2022).

A inseminacédo artificial em tempo fixo (IATF) trata-se de uma biotecnologia
reprodutiva que visa elevar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos por meio da indugao
e sincronizacdo da ovulacao das fémeas através de protocolos hormonais. Para isso,
as vacas sao submetidas a um protocolo hormonal que visa sincronizar o estro e a
ovulacéo. Esse protocolo inclui o uso de hormdnios que induzem a maturacao folicular
e a ovulacdo em um periodo preestabelecido. A inseminagéo € realizada ap6s o
término do protocolo, geralmente dentro de uma janela de tempo especifica. A IATF
permite uma programacao mais precisa e facilita o manejo reprodutivo, especialmente
guando ha um grande numero de animais a serem inseminados (PEIXOTO JUNIOR;
TRIGO, 2015).

A IATF-TE € uma combinacgdo da inseminacao artificial com a transferéncia
de embrides. Nesse método, além da inseminacdo propriamente dita, embrides de
bovinos de alta qualidade genética sdo produzidos por meio de fertilizacao in vitro ou
diretamente no aparelho reprodutivo da doadora e aspirados, posteriormente sdo
transferidos para as receptoras. Primeiro, as doadoras sdo submetidas a estimulacao
hormonal para produzir multiplos foliculos ovarianos. Os 6vulos podem ser coletados
e fertilizados através de sémen de touros selecionados in vitro. Os embrides
resultantes sao entdo transferidos para as receptoras, que podem ser vacas ou
novilhas (LOBATO, 2016).

Os ovdcitos séo liberados dos ovérios de 10 a 14 horas depois do fim do estro
e podem sobreviver nao fertilizados por 6 a 12 horas, todavia, 0s espermatozoides
podem viver até 24 horas no trato reprodutivo da vaca. Uma técnica muito utilizada
para aumentar a eficiéncia reprodutiva é a Inseminagéo Artificial em Tempo Fixo
(IATF). No caso de monta natural, a vaca e o touro podem ser colocados juntos
algumas horas depois que a vaca aceitou monta até quando ela ndo aceita mais ser
montada (POLYCARPO, 2021).

Antes de realizar o processo de inseminacéo artificial em bovinos, é crucial

avaliar a saude geral e reprodutiva tanto das fémeas quanto dos machos envolvidos.
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E necessario verificar se a fémea possui condi¢des adequadas para uma gestacio

saudavel, além de fazer a verificacdo correta do ciclo estral (Figura 2), enquanto os

machos devem passar por exames androlégicos para garantir a qualidade dos
espermatozoides (CENCI; BERTO, 2023).

Figura 2 — Avaliagdo do momento ideal para inseminagéo.

Quando cobrir uma vaca em cio

Inicio do cio
8 horas (0-24 h)

. ..

Aceitacdo de monta
16 horas (3-30 h)

-
=

Final do cio
8 horas (2-24 h)

...

0 6 12 18 24 Horas
Inseminagao Artificial: | Muito cedo Bom Melhor Bom Mutto tarde
. |Musto
Monta Natural: L 1 Melhor Muito tarde |

Fonte: Polycarpo (2021).

A deteccao do estro é um dos maiores desafio nos programas de inseminacéo

artificial. O uso de medicamentos para controlar o ciclo estral e a ovulagdo tem se

mostrado extremamente eficaz e

bovinocultura (SEVERO, 2009).

tem ganhado bastante popularidade na

A Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF) oferece a possibilidade de

realizar o procedimento em uma grande quantidade de animais em um Unico dia,

eliminando o erro na hora de observar o momento ideal para a inseminacéao de

acordo com o ciclo estral. Além disso, a IATF deve ser fundamentada sempre com

base em argumentos técnicos e econémicos, levando em conta a relagdo custo-
beneficio e a realidade do produtor (DRESCH, 2018).

3.3 ESPERMATOGENESE
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A espermatogénese € um processo responsavel pela multiplicacdo e
diferenciacdo das espermatogbnias até a formacdo dos espermatozoides. Ocorre em
trés fases distintas, conhecidas como espermatocitogénese, meiogénese e
espermiogénese. (AGUIAR; ARAUJO; MOURA, 2006)

Durante a espermatocitogénese, as espermatogbnias Al passam por uma
proliferacdo mitética, resultando na geracdo de células mais especializadas,
denominadas A2, A3, In, B1 e B2. Essa etapa € fundamental para o progresso do
processo, fornecendo as bases necessarias para as fases subsequentes. (PELLEGRIN
et al, 2009)

Na segunda fase, a meiogénese, as espermatogonias do tipo B2 se convertem
em espermatocitos primarios e, posteriormente, em espermatoécitos secundarios, por
meio de duas divisdes meioticas consecutivas. Essas divisdes sao cruciais para reduzir
0 numero de cromossomos e garantir que 0os espermatozoides sejam células haploides,
prontas para a fertilizacdo. (PELLEGRIN et al, 2009)

Por fim, a terceira fase, a espermiogénese, desempenha um papel fundamental
na maturacao final dos espermatozoides. Nesse estagio, as espermatides passam por
aproximadamente 14 etapas bem definidas de diferenciacdo e remodelacdo. As
espermatides se transformam gradualmente em espermatozoides funcionais, com suas
caracteristicas distintas, como a formacédo da cauda flagelar e a reorganizacdo dos
componentes celulares. (PELLEGRIN et al, 2009)

Em sintese, a espermatogénese é um processo meticuloso, que envolve uma
sequéncia precisa de eventos celulares e moleculares. Através das fases da
espermatocitogénese, meiogénese e espermiogénese, as células germinativas
masculinas sao transformadas em espermatozoides maduros, prontos para

desempenhar sua importante funcéo reprodutiva.

3.4 DIFERENCIACAO CROMOSSOMICA

Algumas técnicas utilizam a diferenca na quantidade de DNA e s&o baseadas na
comprovacdo cientifica de que os espermatozoides dos mamiferos carregam o
cromossomo X ou Y. Uma das principais diferencas entre esses cromossomos é o
tamanho, pois o cromossomo X contém uma quantidade maior de DNA.

Nos bovinos, essa diferenca fica entre 3,5% a 4,2%, sendo em torno de 4,0% nos

bovinos em geral. Vale salientar que essa diferenca de DNA nos cromossomos
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sexuais dos bovinos tabém esta relacionada a estrutura dos cromossomos. Os touros
da espécie Bos taurus possuem um pequeno submetacéntrico como cromossomo Y,
enquanto nos Bos indicus, o cromossomo Y é um pequeno acrocéntrico. (AGUIAR;
ARAUJO; MOURA, 2006)

3.5 TECNICAS DE SEXAGEM DE ESPERMATOZOIDES BOVINOS

Os primeiros estudos de separacao dos espermatozoides remontam a década
de 19. Na época, tentou-se sem sucesso utilizar a centrifugacdo de sémen para
separar as duas populacdes de espermatozoides. Com o avan¢o das ciéncias
bioldgicas, surgiram estudos que se concentraram no melhoramento genético com o
escopo de tornar a producdo mais eficaz (VILLADIEGO et al., 2018).

A descoberta e identificagdo dos cromossomos sexuais permitiu considerar 0s
espermatozoides iguais em suas caracteristicas, apesar de apresentarem pequenas
diferencas, estas sao exploradas nas técnicas de sexagem, tais como peso e
densidade. Assim, o0 sexo é determinado pela diferenca da informacéo cromossémica
transportada pelos espermatozoides, o0 que possibilitou avancos nas técnicas de
producao de prole de determinado sexo (VILLADIEGO et al., 2018).

A sexagem em bovinos é utilizada em programas de melhoramento genético
para selecionar animais de sexo especifico para diferentes fins, como a producao de
leite ou carne. Em fazendas leiteiras, a selecdo de bezerras pode ser vantajosa para
aumentar o numero de vacas leiteiras e, portanto,a producao de leite. (DOMINGUEZ
et al., 2012).

E importante destacar que, embora a técnica de sexagem do sémen seja
bastante avancada, ainda existe uma pequena taxa de erro na determinacdo do sexo
dos embrides resultantes. Portanto, os produtores devem estar cientes dessa
possibilidade e considerar esse fator ao tomar decisfes relacionadas a compra de
palhetas de sémen sexado (BRITO et al., 2019).

3.5.1 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo é uma técnica que oferece uma acuidade de 90% para a
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comercializacdo das doses sexadas (SHARPE E EVANS, 2009). A sexagem de
sémen € caracterizada pelo processo de separacdo de espermatozoides
comcromossomo X do Y, devido a diferenca de densidade de DNA. E considerada o
mais reconhecido método fisico de separacdo de espermatozoides, sendo
amplamente aceito como um dos mais importantes avan¢cos na tecnologia de
reproducao. A pré-selecdo de sexo tem o potencial de melhorar o manejo e a eficiéncia
reprodutiva, assim como acelerar o progresso genético (ANTUNES,2015)

A citometria de fluxo € uma das biotecnologias mais precisas empregadas
nesse sentido e tem a patente licenciada, a nivel mundial, para varias empresas
através da Sexing Technologies, empresa americana de tecnologias reprodutivas. A
separacdo dos espermatozoides machos e fémeas tornou-se possivel devido a
diferenga na quantidade de material genético entre eles, onde o espermatozoide X,
gue gera um animal fémea, possui 4% a mais que o Y, que gera um animal macho
(SEIDEL, 2014).

De acordo com Garner, Evans e Seidel (2012), a técnica consiste em passar o
semén em mistura com uma substancia fluorescente através do citbmetro de fluxo.
Assim, é emitido um feixe de luz no semén fluorescente em que € medida a
intensidade de fluorescencia de cada célula e sdo diferenciados em recipientes
especificos. S8o separadas trés amostras, onde o espermatozoide X € separado do
espermatozide Y por conter uma fluorescencia mais intensa devido a sua densidade
maior, restando ainda um recepiente para espermatozoides de descarte, que nao

foram detectados corretamente ou apresentam ma qualidade (Figura 3).
Figura 3 — Separacéo de espermatozoides em citébmetro de fluxo
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Fonte: MOLINA, 2001.
Entretanto, a sexagem por citometria de fluxo ainda apresenta algumas

limitagbes, como a possibilidade de redugdo na qualidade dos espermatozoides
selecionados, a necessidade de um equipamento de alta tecnologia e a alta taxa de
descarte de células durante o processo de separacdo. Além disso, o custo para a
realizacdo da sexagem por citometria de fluxo ainda é considerado elevado, o que
pode limitar a sua aplicacdo em algumas regifes e produtores (VILLADIEGO et al.,
2018).

A Citometria de Fluxo, sendo a técnica mais usada, é dispendiosa e restrita,
além de apresentar altos custos. Ela produz um namero reduzido de espermatozoides
sexados por hora e tem desvantagens, como a baixa eficiéncia e a necessidade de
equipamento caro e profissionais qualificados. Esta baixa eficiénciaé devido ao fato
de que, mesmo com todas as melhorias para acelerar o sistema, somente cerca de 6

x 1076 espermatozoides de cada sexo por hora podem ser separados (MAIA, 2020).

3.5.2 SEXAGEM IMUNOLOGICA

A sexagem imunoldgica se trata de um método alternativo para a determinacéo
do sexo do espermatozoide. Thongkham et al. (2021) demonstraram a viabilidade da
sexagem imunoldgica utilizando anticorpos monoclonais (Mab) direcionados a locais
especificos presentes na membrana plasmatica dos espermatozoides Y, com o
objetivo de distinguir entre os espermatozoides X e Y. Essa abordagem é seguida por
uma reacdo citotoxica que destrdi seletivamente os espermatozoides Y, resultando
em uma alta proporcao de espermatozoides X no semén sexado.

Essa técnica de sexagem de semén imunoldgica ndo afeta adversamente a
integridade do acrossoma dos espermatozoides nem a producdo de semén sexado.
Além disso, apresenta uma taxa de concepc¢do semelhante & do smén convencional,
com uma taxa de nascimento de bezerras superior a 74%, esses resultados fornecem
uma prova de principio para o uso de anticorpos monoclonais na sexagem
imunoldgica de espermatozoides bovinos, mostrando que é possivel selecionar
espermatozoides de um sexo especifico com eficacia e sem efeitos prejudiciais
significativos (THONGKHAM et al., 2021).
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3.5.3 CENTRIFUGACAO EM GRADIENTE DE DENSIDADE - PERCOLL

Embora ndo seja uma técnica utilizada atualmente para sexagem, a
centrifugacédo em gradiente de densidade de Percoll € a mais utilizada para selecéo
de espermatozoides em laboratério de Producao In Vitro (PIV) de bovinos. Isso se
deve a alta recuperacdo celular e motilidade espermatica proporcionada por esse
método em comparacdo com outros. A técnica de Percoll consiste na formacéao de um
gradiente de densidade gradual, no qual a camada superior € menos densa e,
gradualmente, aumenta em dire¢do a camada inferior (MISSIO, 2018).

Segundo explica Willhelm (2014) utilizar Percoll torna o processo de sexagem
mais simples, econdmico e menos prejudicial para o gameta. Uma grande vantagem
€ que ndo é preciso avaliar cada célula individualmente, pois varios espermatozoides
podem ser sexados simultaneamente. A diferenca de peso e densidade entre os
cromossomos sexuais X e Y proporciona uma oportunidade de separar 0s
espermatozoides.

Os espermatozoides portadores do cromossomo X ou Y sdo separados por
centrifugacdo em gradiente de Percoll com acuidade de até 75%, com taxa de
recuperacdo dos espermatozoides de 25%. Os gradientes de Percoll separam 0s
espermatozoides X ou Y com a mesma eficiéncia, em razdo da diferenca de
densidade eram utilizados para sexagem de fémeas, independentemente da
subespécie (Bos taurus taurus ou Bos taurus indicus). A porcentagem média de
espermatozoides portadores do cromossomo Y, nas fracdes superior e inferior,
permite identificar gradientes de alta, média e baixa eficiéncia de sexagem, medindo
a qualidade do semén (LIMA; et al, 2011).

A amostra de sémen ¢é depositada nessas camadas e, em seguida,
centrifugada para obter pellets contendo os espermatozoides selecionados. Desde
sua criacdo, essa técnica foi continuamente aprimorada para se adequar as
caracteristicas do sémen sexado, visto que os protocolos de selecéo espermatica para
sémen convencional ndo sdo adequados para essa finalidade (MISSIO, 2018).

Assim sendo, foi imprescindivel realizar ajustes meticulosos, que
contemplassem o acréscimo de gradientes e o aumento de sua intensidade, ao
mesmo tempo em que se encurtava o tempo de centrifugacdo. O aprimoramento

desses procedimentos de selecdo espermatica para o sémen sexado reverbera por
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multiplos aspectos, ndo s6 pela diminuicdo do lapso de execucdo, mas por elevar a
taxa de recuperacgdo e consequentemente o numero de odcitos inseminados/palheta,
somado a economia de gastos (MISSIO, 2018).

Lima et al. (2011) fizeram um estudo usando o gradiente de densidade Percoll
para separar espermatozoides X e Y revelaram resultados positivos. A técnica
apresentou acuidade de 75% e 25% de taxa de recuperacdo de espermatozoides,
embora seja menor do que a citometria de fluxo. O gradiente de densidade é um
método mais rapido e que garante maior porcentagem de motilidade.

Porém, segundo Scott et al. (2018) a centrifugacédo por gradiente de densidade
apresenta resultados promissores, mas ainda ndo se mostrou suficientemente precisa
para ser aplicada no mercado. Embora a motilidade final seja boa, ela ainda néo
atingiu a acuracia necessaria para atender as expectativas.

Rezende (2007) acrescenta que o desvio para 62% de espermatozoides
femininos obtido no gradiente de Percoll permite uma sele¢cdo mais intensa, reduzindo
a necessidade de reposi¢cao, 0 que ndo acontece em técnicas com maior acuidade na
selecéo (90%), pois isso acarreta danos aos espermatozoides.

Entretanto, Araujo et al. (2014) enfatizaram que a preparacao e a manipulacao
do sémen antes e ap0s a sexagem podem afetar a qualidade do esperma e,
consequentemente, a fertilidade, pois resultam em taxas de desenvolvimento

embrionario menores se comparado ao sémen nao sexado.

3.6 TRANSFERENCIA DE EMBRIOES EM BOVINOS

A transferéncia de embrides é uma biotecnologia reprodutiva que envolve a

obtencdo de embrides de uma fémea doadora e sua transferéncia para fémeas

receptoras, com o proposito de completar a gestacdo. O principal objetivo dessa
técnica é permitir que uma fémea produza um numero de descendentes muito maior
do que seria possivel fisiologicamente ao longo de sua vida reprodutiva (SANTOS et
al., 2015).

A técnica tem como finalidade a obtencdo de embrides de uma doadora, com
caracteristicas genéticas desejaveis, e transferir para receptoras, que devem estar
no mesmo momento do ciclo estral da doadora, para que o bezerro se desenvolva
durante o periodo da gestacdo (SANTOS et al., 2015).

A transferéncia de embrides possibilita o desenvolvimento de animais
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geneticamente superiores em comparagao com os resultados que seriam alcancados
de forma natural. Além disso, fornece um fundamento técnico para o crescimento de
outras biotecnologias da reproducdo animal, como a criacdo de clones e animais
transgénicos. Estas técnicas tém sido exploradas com o objetivo deaprimorar ainda
mais 0 melhoramento genético e a producéo animal (FREITAS et al., 2021).

A Transferéncia de Embrides em por objetivo estimular, através de hormonios
gue atuam no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, a producéo de varios évulos em
sincronia de um animal de qualidade elevada no interior de uma populagéo especifica,
seguida da inseminacdo artificial para se obter varios embrides que seraotransferidos
para fémeas receptoras ou criopreservados. Esta técnica permite obter diversos
embribes a partir de uma Unica fémea doadora por ano, sem que esta Ultima tenha
gue passar por uma gestacao e parto (SANTOS, 2012).

A transferéncia do embrido é fundamental para as altas taxas de prenhez,
mas 0s técnicos tém pouca liberdade na sele¢éo. A receptora também tem um grande
impacto nas taxas de prenhez: em racas européias, as vacas e novilhas de corte, bem
como as novilhas leiteiras, apresentam taxas de prenhez similares, enquanto as vacas
leiteiras tém taxas de prenhez significativamente mais baixas. (ALVAREZ, 2008)

Em bovinos, normalmente uma fémea produz em média uma cria por ano ao
longo de sua vida reprodutiva, o que resulta em cerca de oito a dez produtos ao
total. Por outro lado, nos machos, esse numero pode chegar a quinze a vinteprodutos
por ano. No entanto, ao utilizar a técnica de transferéncia de embribes em
combinacdo com a inseminacao artificial, € possivel obter ganhos genéticos em
larga escala nos programas de melhoramento animal (HOLDEN; BUTLER, 2018).

O processo de transferéncia de embrides em bovinos envolve varias etapas.
Primeiramente, é necessario induzir a superovulacdo na fémea doadora por meio da
administracdo de horménios. Isso estimula o desenvolvimento de mdltiplos foliculos
ovarianos, aumentando assim a producdo de embrides. Apos a superovulagdo, a
fémea doadora é inseminada artificialmente com sémen de um touro de alta qualidade
genética ou pode ter s (PAZZIM, 2021).

Apés a inseminacdo, os embribes sédo coletados da fémea doadora. Esse
processo pode ser feito por meio de lavagem uterina, utilizando-se solugdes
fisiologicas para remover os embrides presentes no utero. Os embrides sdo entédo

examinados microscopicamente para avaliar sua qualidade e estagio de
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desenvolvimento (PASA, 2008).

Em seguida, os embrides s&o transferidos para fémeas receptoras
sincronizadas com o ciclo reprodutivo da fémea doadora. A transferéncia pode ser
realizada por via transcervical, utilizando-se um cateter para inserir os embrides no
Utero da receptora (PASA, 2008).

Pazzim (2021) explica que a transferéncia de embrides traz uma série de
vantagens significativas no contexto da sele¢do zootécnica, como a obtencdo de
varias bezerras de uma mesma vaca excepcional na producéo de leite, passando essa
caracteristica genética a progénie sem que tenha que gestar, gerando um impacto
positivo na producdo animal e melhoramento genérico. Deste modo, fazendo com
gue a doadora possa ter mais descendentes que da forma natural sem que precise
gestar todos eles.

Embora a transferéncia de embrides ofereca vantagens, ela também tem suas
limitacbes. De acordo com Honorato et al. (2013) estas podem ser relacionadas as
doadoras de embrides, que podem ter respostas diferentes aos tratamentos
hormonais, bem como as receptoras. A selecdo e o manejo adequado das receptoras
de embrides sao fundamentais para o sucesso da TE, pois a mortalidade apoés a
transferéncia ainda € significativa e limita muito a eficiéncia desse método.

O principal objetivo do programa de Transferéncia de Embrides (TE) € a

superovulacao. Esta técnica envolve a administracdo de hormoénios exdgenos para
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estimular a liberacdo de odcitos, aumentando assim o0 numero de embrifes viaveis
por doadora. Os embrides obtidos apds a inseminacéo artificial entdo sdo transferidos
para o trato reprodutivo de receptoras para completar a gestacdo. (RUMPF et al.,
2000).

3.6.1 SUPEROVULACAO

A superovulacdo em bovinos é uma técnica muito Util para o aumento e
melhoria dos rebanhos brasileiros. Com essa técnica, € possivel emprenhar um maior
namero de vacas em um intervalo de tempo menor, pois é possivel alterar os ciclos
dos animais para alcancar melhores resultados através do conhecimento da técnica e
da fisiologia (OLIVEIRA ET AL., 2007)

A superovulacao é a producdo de um numero maior de ovulacdes fisiologicas
de uma espécie, devido ao uso de gonadotrofinas. No caso dos bovinos, se considera
gue houve uma resposta positiva ao tratamento quando se produzem mais de duas
ovulacdes. Para otimizar o resultado da superovulacdo, é necessario utilizar uma
técnica de inseminacdo artificial, combinada com sémen de alta qualidade
(CABODEVILA & TORQUATI, 2001).

De acordo com Carvalho et al. (2008) os procedimentos de superovulacao
sao implementados com o objetivo de estimular o desenvolvimento e liberacdo de
todos os foliculos selecionados. E necessario sincronizar a onda folicular e administrar
altas doses de Horménio Foliculo Estimulante antes da dominancia ser estabelecida.
Isso evita os efeitos inibitérios do foliculo dominante sobre os demais foliculos, e
previne a perda de qualidade dos oocistos ovulados através da atresia.

O principal objetivo dos Tratamentos Superovulatérios (TSOV) na vaca é obter
o0 maior numero de embrides transferiveis com altas chances de induzir gestacoes.
Através da alteracdo hormonal do ciclo reprodutivo da fémea bovina, € possivel gerar
embrides de fémeas geneticamente superiores, que podem ser transferidos para
receptoras com menor mérito genético (MOORE & THATCHER, 2006).

Através de niveis elevados de FSH, é possivel promover o crescimento

simultaneo de varias sele¢des de foliculos fisiologicamente similares, impedindo a
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divergéncia folicular e proporcionando um melhor destino aos foliculos que entrariam
em atresia e seriam inuteis no processo reprodutivo (CARVALHO et al., 2008).

A superovulacédo € a fase menos previsivel no processo de transferéncia de
embrides, pois sdo varios os fatores que influenciam seus resultados. Mesmo quando
nenhuma mudanga ocorreu entre uma superovulagéo e outra em um mesmoanimal,
os resultados podem ser diferentes (OLIVEIRA ET AL.,2007)

Importa destacar que protocolos para superovulagdo ndo sao completamente
aperfeicoados, mas os resultados séo estaveis entre diferentes racas, idade e manejo
das doadoras. Para obter melhores resultados, os protocolos devem ser adaptados
de acordo com as necessidades individuais de cada animal (OLIVEIRAET
AL.,2007).

3.6.2 SELECAO DE DOADORAS

Quanto a selecao das vacas doadoras, segundo explica Baruselli et al. (2006)
as vacas selecionadas para participar de programas de superovulacdo devem
apresentar uma combinacédo de superioridade genética e adequado estadonutricional.
Além da técnica de producéo in vitro de embrides, em que todo oprocesso acontece
em laboratorio, a superovulacdo pode utilizar o sistema reprodutivo da doadora para
produzir os embrides.

Por isso, € importante que a vaca tenha ciclos estrais regulares e seja
submetida a um exame reprodutivo minucioso para descartar defeitos anatdomicos e
distarbios reprodutivos que podem prejudicar a coleta, desenvolvimento e transporte
adequado dos gametas e embrides. Doencas de origem genética também devem
ser evitadas para que elas ndo afetem os descendentes. Isso garante o sucesso do

procedimento de superovulagédo (BARUSELLI et al., 2006).
3.6.3 SELECAO DE RECEPTORAS

Conforme explicam Oliveira, Sarapido e Quintdo (2014) a selecado das
receptoras € uma tarefa de extrema importancia no processo de transferéncia de
embrides. A aquisicdo de fémeas € uma tarefa delicada e dispendiosa, razéo pela qual

é recomendavel utilizar animais do proprio rebanho, a fim de prevenir
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problemas infecciosos. Os animais escolhidos para a transferéncia devem ser animais
jovens, com peso e altura adequados a raca da doadora e condicBesreprodutivas
favoraveis.

Os animais que passam pela avaliacado de escore corporal com éxito sédo alvos
de inspecdo para verificacdo de infestacdo por endo/ectoparasitas e exame clinico.
Além disso, eles também sdo submetidos a exames de palpacao retal com recurso a
ultrassonografia. Apenas aqueles que preencherem todos 0s requisitos serao aceitos
como receptoras e prosseguirdo com o protocolo hormonal de sincronizagéo
estabelecido (DANTAS; NUNES; DANTAS, 2018).

As receptoras devem apresentar ciclos regulares, sem sinais de disturbios
nutricionais ou na pelve, e ter um Utero saudavel, sem sinais de assimetria ou
endometrite, além de estar com o ciclo estral em sincronia com a doadora. Escolher
as receptoras certas € crucial para o sucesso do processo de transferéncia de
embrides, pois qualquer problema pode levar a perdas de producdo, tais como
reabsorcéo embrionéria ou abortamento (OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014).

Segundo Beltrame et al. (2007) embora vérias descobertas envolvendo a
fisiologia da reproducdo, tenham sido realizadas nas ultimas décadas, a aplicacdo
da TE e PIVE, ainda permanecem a mercé dos efeitos decorrentes da variabilidade
dos indices que influenciam os resultados e do alto risco de sua execucao. Nestas
biotécnicas, geralmente, pouca atencao é destinada as receptoras em comparacao as

doadoras.
3.7 SEXAGEM DE EMBRIOES EM BOVINOS

A utilizacdo de sémen sexado em fazendas leiteiras e de corte € uma Gtima
maneira de garantir a producdo de animais do sexo desejado, resultando em
economia de custos e melhoria da sustentabilidade ambiental. A sexagem de
espermatozoide € atualmente realizada por meio de diversas técnicas inovadoras.
(QUELHAS et al.,2021).

Segundo Rocha, Santos e Piccinin (2007), a sexagem de embrides bovinos é
uma técnica relativamente recente que apresenta vantagens como a possibilidade

de escolha do sexo com maior precisdo e a obtencdo de descendentes do sexo
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desejado em maior numero. Além disso, a sexagem de embrides permite a producao
de vacas de alta producao de leite, um atributo muito valorizado na industria leiteira.

A identificacdo do sexo de embrides é uma técnica eficiente, atingindo taxas
superiores a 95%. A supracitada técnica ndo afeta a qualidade dos embrifes e nao
causa danos ao sistema reprodutivo das receptoras. Porém, existem algumas
desvantagens como, o0 alto custo e a reducdo a taxa de prenhez(ROCHA,;
SANTOS; PICCININ, 2007).

A producdo de embrides com sémen sexado é a op¢ado mais comumente
adotada, embora apresente alto custo e manejo tecnoldgico. Nesse processo, 0
sémen ja sexado é utilizado para fertilizar 6vulos coletados de fémeas doadoras, em
sua maioria, in vitro, embora também possa utilizar o sistema reprodutivo da prépria
doadora. Os embrides resultantes séo entdo transferidos para fémeas receptoras.
Essa técnica é preferida porque oferece maior facilidade e controle na obtencéao de
embribes com o sexo desejado (CARVALHO et al., 2010).

Ao produzir embriées com sémen sexado, os produtores tém a vantagem de
selecionar fémeas doadoras de alta qualidade genética e garantir que sejam obtidos
embrides com o sexo desejado, no caso de bovinos leiteiros, filhotes fémeas para girar
a cadeia produtiva. Além disso, essa abordagem também permite uma distribuicédo
mais eficiente dos embrides para as fémeas receptoras, facilitando o manejo e
aumentando o potencial de multiplicacdo genética (THEDY, 2010).

Entretanto, as técnicas utilizadas ainda apresentam algumas limitacdes, em
exemplo a sexagem por citometria de fluxo, como a possibilidade de reducdo na
gualidade dos espermatozoides selecionados, a necessidade de um equipamento de
alta tecnologia e a alta taxa de descarte de células durante o processo de separacao.
Além disso, 0 custo para a realizacdo da sexagem por citometria de fluxoainda é
considerado elevado, o que pode limitar a sua aplicacdo em algumasregides e
produtores (THEDY, 2010).

Para tornar o sémen sexado viavel para o uso comercial, € necessario criar
um metodo que minimize a perda de espermatozoides durante 0 processo e que nao
afete a sua capacidade de fecundacédo. Além disso, para paises como o Brasil, onde

custos podem ser um fator limitante, desenvolver metodologias de baixo custo que,
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mesmo com menor acuidade na sexagem, possam oferecer indices satisfatérios de
fertilidade é a melhor op¢do (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2011)

Para Araudjo et al. (2014) a utilizacdo de sémen sexado oferece grandes
beneficios, pois permite a producdo de animais de um determinado sexo em maior
guantidade e a realizagcdo de estudos sobre as diferencas no desenvolvimento
embrionario entre machos e fémeas. No entanto, as taxas de fertilizagdo tanto in vivo
qguanto in vitro ainda nao sdo melhores do que aquelas obtidas com o sémen néo
sexado.

Corrobora Betteridge (2003) e enfatiza que o emprego de técnicas de
biotecnologia de reproducao tem contribuido significativamente para o aumento da
producdo e da produtividade na pecudria bovina, permitindo de forma mais eficaz a
exploracé@o de animais com maior valor genético.

Além disso, gracas a essas biotecnologias, € possivel obter uma grande
guantidade de descendentes em um curto espaco de tempo, o que foi essencial para
aprimorar os rebanhos. Estes avancos tém sido extremamente importantes para a
pesquisa de reproducao animal, fornecendo modelos experimentais para estudar o
desenvolvimento folicular, ovulacéo, fertilizacdo, reconhecimento da gravidez e
sobrevivéncia embrionéria, o que tem sido refletido pelo grande desenvolvimento da
embriologia nos ultimos trinta anos (BETTERIDGE, 2003).

Entretanto, Fernandes e Rodrigues (2015) mencionam algumas desvantagens
em relacdo a sexagem de sémen e de embrides na producdo de vacas leiteiras.
Segundo os autores, devido a sua tecnologia relativamente nova, a producao de doses
por ejaculado € baixa e requer touros com altissima qualidade de sémen.

Além disso, a fertilidade do sémen sexado € menor quando comparado ao
convencional, principalmente devido a sua baixa concentracéo espermatica por dose.
Em vacas de leite, a taxa de prenhez das que sdo inseminadas com sémen sexado é
significativamente menor em comparagdo com aquelas inseminadas com sémen
convencional (FERNANDES E RODRIGUES, 2015).

A adocao cada vez maior do sémen sexado exige cuidados redobrados, pois
trata-se de um produto mais delicado e dispendioso. Casos de fracassos nédo séo
incomuns e podem acarretar em consequéncias mais sérias para a economia do

sistema. Assim, o valor econdmico de se recorrer ao sémen sexado em vacas e
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novilhas deve ser avaliado de maneira individualizada de acordo com cada mercado
pretendido (FERNANDES E RODRIGUES, 2015).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se dessa forma que, a sexagem de sémen e embrides séo técnicas
cada vez mais utilizadas na producéo de vacas leiteiras, pois € possivel aumentar a
producgéo de leite resultando em maiores lucros para os produtores.

A sexagem de sémen e embrides tem se mostrado uma ferramenta promissora
na produgéo de vacas leiteiras, permitindo uma maior eficiéncia nautilizagdo dos
recursos e uma maior produtividade do rebanho. Portanto, as supracitadas técnicas
podem contribuir para o melhoramento genético do rebanho e para a producao de
vacas leiteiras mais produtivas e lucrativas, promovendo a sustentabilidade
econdmica da producéo de leite.

Cada técnica tem suas vantagens e desvantagens em termos de precisao,
custo e facilidade de aplicacdo. E importante consultar profissionais especializados
para determinar qual método é mais adequado as necessidades especificas de
reproducao e melhoramento genético do rebanho leiteiro.
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