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Influéncia da raca do touro (Bos indicus x Bos taurus)
na tolerancia ao estresse térmico caldrico de embrides
bovinos produzidos in vitro

Influence of sire breed (Bos indicus vs Bos taurus) on heat stress tolerance of in vitro-
produced bovine embryos
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Resumo

Para melhor compreender as diferencas entre zebuinos e taurinos em relagio a resisténcia ao ETC, objetivou-se verificar
se aresisténcia ao ETC é resultado da contribui¢do genética do odcito, do espermatozoide ou de ambos. Odcitos de vacas
das ragas Nelore e mesticas com fendtipo predominante da raca Holandesa preto e branco (mHPB) foram coletados,
maturados e fertilizados com espermatozoide de touros das ragas Nelore (N), Angus (An), Brahman (Bra) e Gir (Gir).
Noventa e seis horas pds-inseminagéo (hpi), embrides > 16 células foram separados ao acaso em dois grupos: controle
e ETC. Embrides do grupo controle foram cultivados a 39 °C continuamente e do grupo ETC expostos a 41 °C por 12
horas, retornando a seguir para 39 °C. Néo foi observado efeito do ETC nas racas estudadas, sem redugio nas taxas de
blastocisto e blastocisto eclodido. As taxas de clivagem e moérula dos embriées mHPB x Gir foram inferiores (p < 0,05)
as das demais racas. As ragas mHPB x N apresentaram taxas de blastocisto superiores as ragas mHPB x An e mHPB x
Gir (p < 0,05). Concluiu-se que a contribui¢io genética do odcito é mais importante do que a do espermatozoide, uma
vez que a raga do touro nio influenciou a resisténcia embriondria ao ETC.

Palavras-chave: Blastocisto. Bovino. Producio in vitro. Estresse térmico.

Abstract

To better understand the differences related to HS resistance between Bos indicus and Bos taurus, we aim to verify if
the HS tolerance is due mostly to the genetic contribution from the oocyte, spermatozoa or both. Oocytes from Nelore
and crossbreed Holstein cows (cHST) were collected, matured and fertilized with semen from Nelore (N), Angus (An),
Brahman (Bra) and Gir (Gir) bulls. Nine six hours post insemination (hpi), > 16 cells embryos were separated in two
groups: control and HS. In control group, embryos were cultured at 39 °C, whereas in the HS group, embryos were
subjected to 41 °C for 12 h, and then returned to 39 °C. There was no effect of HS on blastocyst and hatched blastocyst
rates in all breeds analyzed. The percentage of oocytes that cleaved and reached morula stage was significantly lower (p
< 0.05) in cHST x Gir as compared to the other breeds. Additionally, blastocyst rates was higher in cHST x N than in
cHST x An and cHST x Gir (p < 0.05). It was concluded that the oocyte is more important than the spermatozoa for the
development of thermotolerance, since the breed of the bull did not influence embryo development after HS.
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a sua maior resisténcia a altas temperaturas, umidade
e parasitas, quando comparada as ragas derivadas do
gado europeu (Bos taurus)*.

Nos mamiferos, os processos reprodutivos sao sen-
siveis as altera¢des por hipertermia, resultando em re-
ducio da qualidade e quantidade de espermatozoide
nos machos e queda da fertilidade nas fémeas*.

A capacidade de um embrido responder a mu-
dangas no seu ambiente ¢ limitada durante as pri-
meiras divisoes de clivagem, quando grande parte
do genoma embriondrio ¢ ainda inativo. Esse perio-
do de baixa atividade transcricional cria uma janela
na qual os embrides sdo particularmente sensiveis
a certas formas de estresse. Uma das alteragdes no
ambiente materno que causam efeitos profundos na
sobrevivéncia embriondria é um aumento na tem-
peratura corpdrea em decorréncia do calor ou da
febre’. Utilizando sistema de cultivo in vitro, Rocha
et al.® e Al-Katanani e Hansen’, mostraram que a
temperatura elevada reduziu a sobrevivéncia dos
embrides em estagios iniciais de desenvolvimento
embrionario.

Existem diferengas genéticas na resisténcia ao es-
tresse térmico calorico (ETC), com as ragas adaptadas
apresentando menor temperatura corporal durante o
ETC quando comparada as racas ndo adaptadas®*'°.
Devido sua maior termotolerdncia, as consequén-
cias da exposi¢ao ao ETC, tanto na produgao de leite
quanto de carne, sio menores para o gado Bos indicus
do que para o gado Bos taurus®. Assim, em resposta ao
ETC, o gado zebuino sofre redugdo menos severa na
ingestdo alimentar'>'?, taxa de crescimento”, produ-
¢do de leite e carne' e fung¢des reprodutivas®'®, com-
parado com o gado europeu.

A exposicao de fémeas de mamiferos ao ETC au-
menta a mortalidade embriondria'. A maior causa da
reducdo na sobrevivéncia embrionaria induzida pelo
ETC pode ser decorrente dos efeitos adversos das
temperaturas elevadas no desenvolvimento dos zigo-

tos e dos embrides".
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Paula Lopes et al.'® observaram que embrides (> 9
células) de raca resistente ao calor (Brahman) se de-
senvolveram melhor até o estagio de blastocisto apds
ETC (41 °C por sies horas) do que embrides de ragas
sensiveis ao calor (HPB e Angus). De forma similar,
embrides da raga Nelore sdo mais resistentes ao ETC
do que embrides mestigos (odcito taurino x sémen
zebuino)Y e taurinos (HPB)? desenvolvidos in vitro.
Além disso, embrides Brahman e Romosinuano (Bos
indicus) sdo mais resistentes ao ETC do que embrides
da raga Angus (Bos taurus)®.

Embrides produzidos através da fertilizacao de 06-
citos provenientes de vacas da raga Brahman com sé-
men de touro da raca Angus sdo mais resistentes ao
ETC que embrides produzidos pela fertilizagao de
odcitos provenientes de vacas da raca Holandesa com
sémen de touros Angus®'. Entretanto, ndo houve dife-
renga com relacao a resisténcia ao ETC para embrides
Holandés x Brahman e Holandés x Angus®. Estes re-
sultados indicam que a contribui¢do do odcito é mais
importante do que a do espermatozoide na capacida-
de dos embrides Brahman resistirem aos efeitos do
estresse caldrico.

De forma similar, Saito et al.** verificaram que o
ETC (41 °C por 12h, 96 horas apds a inseminagao -
hpi) diminuiu significativamente as taxas de blasto-
cisto e de blastocisto eclodido, tanto para o6citos HPB
fertilizados com sémen Gir quanto sémen HPB. Por
outro lado, Eberhardt et al.” além de observarem que
embrides Nelore sio mais resistentes ao ETC do que
embrides da raca HPB ou mestigos durante a fase ini-
cial de desenvolvimento in vitro, constataram que a
resisténcia ao ETC resulta da contribuicao genética
do odcito e do espermatozoide, uma vez que odcitos
de vacas HPB fertilizados com sémen Nelore foram
significativamente mais resistentes ao estresse calori-
co (12 h, 96 hpi) do que aqueles fertilizados com sé-
men Angus. Esta possibilidade é reforcada pelos da-
dos obtidos por Pegorer et al.*%, os quais verificaram

que o uso de touros Gir aumentou a taxa de prenhez
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de vacas lactantes HPB durante os meses de verio,
quando comparados a touros HPB.
Considerando-se a predominancia do gado Nelo-
re no Brasil devido, entre outros fatores, a elevada
resisténcia ao estresse calorico, objetivou-se com o
presente trabalho testar as seguintes hipdteses: a)
embrides de racas zebuinas e zebuinas mesticas sdo
mais resistentes ao ETC do que embrides de ragas
taurinas mesticas; b) a resisténcia ao ETC é resul-
tado da contribuigdo genética do odcito e do esper-

matozoide.

Material e Método

Todos os reagentes e meios foram adquiridos dos
Laboratérios Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
Gibco (Langley, OK, USA; soro fetal bovino), Vivi-
med (Ribeirao Preto, SP, Brasil; Choriomon’) e Herta-
pe Calier (Juatuba, MG, Brasil; Pluset).

Influéncia do espermatozoide e do odcito na produgdao
in vitro (PIV) de embriées submetidos ao ETC

Foram utilizados ovarios de vacas mesticas (Bos
taurus x Bos indicus) com fenoétipo predominante
HPB (mHPB) coletados no frigorifico “Vale do Prata’,
na cidade de Sao Joao da Boa Vista (SP), localizado a
300 km do laboratdrio. Ja os ovarios de vacas Nelore
utilizados neste experimento foram coletados no fri-
gorifico “Frigol”, na cidade de Lengdis Paulista (SP),
localizado a 47 km do laboratério. As aspiragoes fo-
liculares bem como a matura¢do dos odcitos obtidos
foram realizadas de forma simultinea entre as ragas
mHPB e Nelore.

Os odcitos foram divididos em dois grupos
experimentais. No grupo controle (grupo 1) a matu-
racdo, fertilizacio e cultivo foram realizadas em tem-
peratura constante de 39 °C. No grupo ETC (grupo 2),
96 horas apds a inseminagéo (hpi), os embrides foram
submetidos ao estresse térmico calérico de 41 °C, du-
rante 12 horas consecutivas e, em seguida, retornaram
a temperatura de 39 °C. Os odcitos das vacas mesti-
¢as com fendtipo predominante HPB (mHPB), dos
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grupos 1 e 2, foram distribuidos ao acaso em quatro
sub-grupos de acordo com a raga do sémen utilizado
para a fertilizagao: Angus (An), Nelore (N), Gir (Gir)
e Brahman (Bra). Ja os odcitos das vacas Nelore, dos
grupos 1 e 2, foram apenas fertilizados com sémen de
touro Nelore.

Foram utilizados seis touros diferentes para cada
uma das quatro racas, a fim de minimizar o efeito
do touro. Para cada ensaio foram utilizadas duas
palhetas de sémen para cada raca de touro, totali-
zando trés ensaios. Foram determinadas as taxas de
clivagem, morula, blastocisto e blastocisto eclodi-
do, 48, 96, 168 e 240 horas pds-inseminag¢ao (hpi),

respectivamente.

Producao in vitro de embrides

Recuperagao, classificagdo dos oécitos e maturagdo in
vitro

Os ovarios coletados nos frigorificos foram
transportados em recipientes térmicos contendo
solucéo salina (NaCl 0,9%) mantida em uma tem-
peratura entre 30 e 37 °C. Os complexos cumulus-
-o6citos (COCs) imaturos foram aspirados de
foliculos (3-8 mm) com agulha 19G. Apés a sedi-
mentagdo, os oocitos foram classificados em qua-
tro categorias de acordo com as suas caracteristicas
celulares (Khurana e Niemann?®).

Os COC:s classificados como categoria I, II e III fo-
ram lavados trés vezes em meio TCM 199 com HE-
PES contendo 10% de soro fetal bovino, 2 pg/mL
de piruvato e 75 pg/mL de amicacina (meio LAV).
Posteriormente, os odcitos (n = 25 por gota) foram
transferidos para gotas de 90 pL de meio de matura-
¢d0, cobertas com 6leo mineral. O meio de maturagao
utilizado foi o TCM 199 com bicarbonato contendo
10% de soro fetal bovino, 2 pg/mL de piruvato, 75 ug/
mL de amicacina, 20 pg/mL de FSH (Pluset °) e 10
UI/mL de LH (Choriomon °). A maturagdo do COCs
foi realizada em incubadora a 39 °C (5 % de CO, em

ar), durante 22 - 24 horas.



Preparo do sémen e fertilizagdo in vitro

O sémen foi depositado sobre a superficie do gra-
diente de Percoll com densidade descontinua (2 mL
a 45% sobre 2 mL a 90%) em tubo cdnico de 15 ml
e centrifugado a 900 X g por 30 minutos. Posterior-
mente, foi feita dilui¢do do sémen em meio de fertili-
za¢do (TALP-FIV suplementado com 6 mg/mL BSA
livre de 4cidos graxos, 2 pL/mL de piruvato, 75 pg/
mL de amicacina, 11pg/mL de heparina e 44 pL/
mL de solugdo de Penicilamina, Hipotaurina e Epi-
nefrina) para obter a concentracdo de 1 x 10° esper-
matozoides/mL.

Os odcitos ja maturados foram lavados trés vezes no
meio LAV e uma vez no meio de fertilizagdo, antes de
serem transferidos para gotas do meio de fertilizacao
cobertas com dleo mineral. Os CCOs maturados foram

incubados com os espermatozoides por 10-12 horas.

Desnudamento e cultivo dos embrides

Ap6s a fertilizagao, os provaveis zigotos foram sub-
metidos a agitacdo no vortex (Phoenix, AP-56) a
3000 rpm durante trés a cinco minutos para remover
as células do cumulus circundante e também os esper-
matozoides associados e posteriormente transferidos
para gotas de cultivo de 90 pL (20 a 25 provaveis zigo-
tos por gota), cobertas com dleo mineral. Utilizou-se
o meio de cultivo SOFaaci (“synthetic oviduct fluid”)
acrescido de soro fetal bovino (25%), BSA (5%) e pi-
ruvato de s6dio (0,2%).

Durante todo o cultivo, as placas contendo os embri-
oes foram colocadas em sacos plasticos (“bags”) con-
tendo uma mistura gasosa de 5 % de O,, 5 % de CO, e
90 % de N, (White Martins, Sao Paulo, SP, Brasil).

As trocas parciais do meio de cultivo foram rea-
lizadas 48, 96, 144 e 192 horas apods a fertilizagdo.
Nestas trocas parciais, foram retirados de cada gota
50 uL de meio ja presente juntamente com estruturas
degeneradas e acrescentados 50 pL de meio de culti-
vo fresco (“feeding”). Antes de cada “feeding” foram
avaliadas as taxas de clivagem, mdrula, blastocisto e

blastocisto eclodido.
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Analise estatistica

As taxas de clivagem, morula, blastocisto e blas-
tocisto eclodido foram analisadas por Andlise de
Variancia (ANOVA), utilizando o Proc MIXED de
SAS*. Os dados de propor¢ao foram transformados
em arcoseno (VP) para o estudo dos efeitos das ra-
cas, tratamentos e interacdes, considerando efeito de

rodada como aleatério.

Resultados

O ETC néo alterou significativamente (p > 0,05) as
taxas de blastocisto e blastocisto eclodido dos respec-
tivos cruzamentos quando comparados ao grupo con-
trole (39 °C; Tabela 1).

Nao houve diferenca significativa (p > 0,05; Tabe-
la 1) quando comparadas as taxas de clivagem dos
embrides N x N vs mHPB x N ou quando compa-
radas as taxas de clivagem dos embrides mHPB x N
vs mHPB x An vs mHPB x Bra. Entretanto, as taxas
de clivagem dos embrides N x N foram superiores
(p < 0,05, Tabela 1) as dos mHPB x An, mHPB x
Bra e mHPB x Gir. Além disso, as taxas de clivagem
dos embrioes mHPB x Gir foram inferiores, quando
comparadas as taxas das demais ragas (p < 0,05; Ta-
bela 1). As taxas de moérula nao diferiram (p > 0,05)
entre os embrides N X N, mHPB x N, mHPB x An e
mHPB x Bra. Porém, estas taxas foram superiores as
dos embrioes mHPB x Gir (p < 0,05; Tabela 1). Nao
houve diferencas significativas entre as taxas de blas-
tocisto de embrides N x N vs mHPB x N e mHPB x
N vs mHPB x Bra, tanto para o grupo controle quan-
to para o grupo ETC (p > 0,05; Tabela 1). As taxas
de blastocisto dos embrides mHPB x N foram supe-
riores as dos embrides mHPB x An e mHPB x Gir
(Tabela 1). Além disso, ndo houve diferencas entre
as taxas de blastocisto dos embrides mHPB x Bra vs
mHPB x An vs mHPB x Gir em ambos os grupos (p
> 0,05; Tabela 1). Os embrides N x N (grupo contro-

le e ETC) apresentaram taxa de blastocisto eclodido
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superior a dos demais cruzamentos (p < 0,05), nao
havendo diferenga significativa entre as taxas dos

embrides cruzados (p > 0,05; Tabela 1).

Discussao

Os resultados obtidos neste experimento indicaram
que nao houve influéncia do ETC no desenvolvimen-
to embriondrio dentre todos os cruzamentos testados,
Além disso, a influéncia da raca do touro na resistén-
cia embrionaria ao ETC nio foi evidenciada.

Estes dados diferem daqueles encontrados na li-
teratura sobre os efeitos deletérios do ETC em ra-
cas zebuinas, taurinas e mesti¢as. Paula Lopes et
al.¥ comparando a resisténcia ao ETC (41 °C, 6 h,
96 hpi) entre Bos indicus (Brahman) e Bos taurus
(HPB e Angus) observaram que a porcentagem de
blastocisto de embrides Brahman submetidos ao
ETC foi significativamente maior do que embrides
HPB e Angus. De forma similar, Barros, et al.? e
Eberhardt et al.? demonstraram que embrides Bos
taurus (HPB x An) e mesticos (HPB x N) apresen-
taram maior sensibilidade ao ETC (41 °C,12 h, 96

hpi) quando comparados aos embrides Bos indicus

(N x N) e mesticos (N x An), resultando na reducio
das taxas de blastocisto apos o ETC. Além disso,
Sartorelli et al.?® verificaram que a taxa de prenhez
em receptoras inovuladas com embrides da raga
Nelore submetidos ao ETC (41 °C, 12 h, 96 hpi) foi
maior do que em receptoras inovuladas com em-
brides da raca Angus submetidos ao ETC. Estes
resultados indicam que embrides da raga Nelore
(Bos indicus) tem maior capacidade de sobreviver
ao ETC nos estagios iniciais de desenvolvimento
e estabelecerem prenhez do que embrides da raga
Angus (Bos taurus).

Uma das explicacdes para os resultados confli-
tantes é o fato dos odcitos terem sido obtidos de
vacas mesticas (Bos taurus x Bos indicus) com fe-
notipo predominante HPB. Nas racgas taurinas, a
maior sensibilidade ao ETC esta relacionada a me-
nor adaptagdo destas ragas as condi¢oes climaticas
onde a temperatura é mais elevada’. Prayaga et al.”
demonstraram que o cruzamento entre ragas zebu-
inas e taurinas apresenta melhor adaptabilidade as
condi¢des ambientais do que o cruzamento entre

ragas taurinas apenas. Além disso, animais cruza-

Tabela 1 - Taxas de clivagem, mdrula, blastocisto e blastocisto eclodido (Média + EPM) de odcitos de vacas Nelore (N)
e mesticas com fendtipo predominante de HPB (mHPB), fertilizados com sémen de Nelore (N), Angus (An),
Brahman (Bra) e Gir (Gir) e mantidos a 39 °C ou submetidos ao estresse térmico calérico (ETC) de 41°C por

12h, 96 hpi - Botucatu — Sdo Paulo, Brasil - 2009

Temperatura (°C)

39 41 + 39 41 + 39 41 + 39 41+ 39 41+
Raga do N N N N Na An Bra Bra Gir Gir
touro
Raga da vaca N N mHPB mHPB mHPB mHPB mHPB mHPB mHPB mHPB
Qdcito (n) 191 186 140 157 152 144 155 151 166 167
Clivagem (%) 79,0 +2,9° 82,8 +2,6" 743+4,6®  72,0+3,9% 71,7+55" 71,5+54" 748+34 689+29% 57,8+64° 54,5%57"
Morulz} (%) 66,0 +4,0° 67,2+4,3* 57,1+34* 548+49% 546+6,6° 597+59° 60,6+6,3 556+2,1% 39,1+7,5" 40,1+7,1Y
(= 16 Células)
BL (%) 356+ 1,8 34,4 +3,1Y  250+4,2% 23,6+4,3" 158 2,00  17,4+3,5¢  22,6%3,1* 15,9+£2,5% 9,6 +2,3* 12,0+3,7*%
BE (%) 27,2+4,0° 193+33"  93+3,6° 7,6 + 3,4% 7,9+3,1° 8,3 +3,2* 9,7 +£3,1° 79+22¢ 241+1,5 6,0+33"

+ O ETC (41 °C vs 39 °C) nio alterou significativamente (p > 0,05) as taxas de clivagem, mérula, blastocisto e blastocisto eclodido.
*b< Letras diferentes nas linhas representam diferencas significativas (p < 0,05) entre ragas (39 °C)
*»v Letras diferentes nas linhas representam diferengas significativas (p < 0,05) entre ragas (41 °C)

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 48, n. 4, p. 336-343, 2011



dos que possuam pelo menos 25% de gendtipo zebu
apresentam menor temperatura retal. Desta forma,
é provavel que animais cruzados (Bos taurus x Bos
indicus) apresentem melhor capacidade de termor-
regulacdo do que animais Bos taurus, resultando
em uma menor influéncia do ETC no desenvolvi-
mento embriondrio.

Em muitos mamiferos, os efeitos do ETC s3ao mais
pronunciados na fase de estro até a inseminagao”*,
e durante os primeiros estagios de clivagem do de-
senvolvimento embrionario'. Os efeitos do ETC na
mortalidade embrionéria diminuem com o avango
da prenhez, se tornando minimos a partir do ter-
ceiro dia do estro em vacas'’. Varios estudos in vitro
demonstram que embrides bovinos tornam-se mais
resistentes ao ETC com o avan¢o no seu desenvol-
vimento'”'***3!. Embrides bovinos, nos primeiros
estagios de desenvolvimento (duas a quatro célu-
las) sdo mais sensiveis ao ETC quando comparados
a embrides em fases avancas de desenvolvimento (>
16 células)!”*®, De acordo com Edwards e Hansen?!,
existem pelo menos duas possibilidades para expli-
car o porqué dos embrides se tornam mais termo-
tolerantes a medida que se desenvolvem. A primei-
ra é que embrides mais desenvolvidos (com maior
numero de células) possuem maior capacidade de
sobreviver a perda de uma fracdo de suas células
do que embrides com menor numero de células.
Se assumirmos hipoteticamente que o efeito do
ETC altera a funcdo de 50% dos blastdmeros, um
embrido no estdgio de duas células ficaria apenas
com um blastomero para formar um embrido via-
vel, enquanto no estagio de mdrula ou blastocisto
restariam 30-50 blastdmeros para continuar o seu
desenvolvimento. A segunda possibilidade ¢ que
o embrido adquire mecanismos de termoprotegio
durante seu desenvolvimento, como por exemplo,
as HSPs e Glutationa.

Além disso, como ja foi dito anteriormente a ca-

pacidade de termotolerancia é uma caracteristi-
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ca influenciada pela raca do animal, sendo que a
aquisicdo de termotolerancia embrionaria pode ser
conferida pelo odcito, pelo espermatozoide ou por
ambos como demonstram alguns estudos>*!+%.

No presente experimento foram utilizados seis
touros diferentes para cada raga com o objetivo de
minimizar o efeito touro e caracterizar a influéncia
da raga no desenvolvimento de termotolerancia ao
ETC. O efeito da racga do touro néo foi evidenciado,
pois as taxas de blastocisto e blastocisto eclodido
nao diferiram entre os grupos controle (39 °C) e
ETC (41 °C, 96 hpi, 12 h); além disso, os odcitos
utilizados eram de vacas mestigas com fendtipo
predominante HPB, o que prejudicou a determi-
nagdo do efeito da raca do touro na sensibilidade
embrionaria ao ETC. O efeito da raca do touro na
sensibilidade embrionaria ao ETC também néo foi
evidenciado por Block et al.! que utilizaram sete
touros das ragas Angus e Brahman na fertilizagao
de od6cito HPB submetendo-os ao ETC (96 hpi, 41
°C, seis horas).

Por outro lado, Eberhardt et al.”® observaram
maior resisténcia ao ETC em odcitos de vacas HPB
fertilizados com sémen de touro Nelore quando
comparados com sémen de touro Angus. O fato de
Eberhardt et al.* ter utilizado apenas dois touros
para cada raca, pode ter influenciado os resultados,
ou seja, o efeito do touro em si pode ter sido pre-
ponderante em relagdo a influéncia da raga (indi-
cus vs taurus) na resisténcia ao ETC. De fato, va-
rios estudos mostram que a produgdo in vitro de
embrides pode variar de 0 a 36% de acordo com o
touro utilizado*>**. Palma e Sinowatz** testaram 63
touros na producao de embrides in vitro e observa-
ram que houve variagdes de touro para touro nas
taxas de clivagem (36,3 a 93,4%) e de blastocisto
(6,9 a51,2%). Estes dados sdo indicativos de que ha
diferengas entre touros quanto a sua capacidade de

fertilizagao®*.
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Conclusao

Conclui-se que o ETC (41 °C, 12 h, 96 hpi) ndo in-
fluenciou o desenvolvimento de embrides provenientes
de odcitos de vacas HPB mesticas. A resisténcia ao ETC
dos embrides produzidos in vitro, nao foi influenciada
pela raga do touro (Nel, Ang, Gir ou Bra), indicando que
0 odcito tem maior importincia na termotolerancia em-

briondria do que o espermatozoide.
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