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RESUMO

A anadlise da expressdo génica de embrides bovinos produzi-
dos pelas técnicas de superovulagdo e producdo in vitro é de
grande importancia para a identificacdo das possiveis altera-
cOes provocadas pelos protocolos de reprodugdo assistida. O
presente trabalho foi realizado com o objetivo de analisar a
sensibilidade de deteccao de transcritos de embrides bovinos
produzidos in vitro através da utilizagdo do kit ZR RNA Micro-
prep associado a RT-PCR em diluicdes seriadas de cDNA. Em-
briGes bovinos foram produzidos in vitro a partir de ovdcitos
aspirados de ovarios de matadouro e fertilizados com sémen
de um mesmo touro. EmbriGes em estadios de desenvolvi-
mento de blastocisto e blastocisto eclodido foram selecionados
e armazenados em meio RNA-later®. O RNA total de amos-
tras contendo 1 blastocisto (contendo cerca de 80 células) e
5 blastocistos eclodidos (cerca de 260 células cada embrigo)
foi extraido através da utilizagdo do ZR RNA Microprep (ZYMO
Research). Cada amostra foi submetida a digestdo com 1U de
Dnase I (Ambion) para eliminar possiveis contaminagdes com
DNA genémico. Com o RNA obtido foi realizada a transcrigdo
reversa utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Trans-
cription kit (Applied Biosystems). A deteccdo dos transcritos
foi realizada através de PCR utilizando os primers para o gene
da B-actina bovina. As amostras de cDNA de cada RT foram
diluidas 1: 10, 1:100 e 1:1000 vezes e subsequentemente uti-
lizadas para realizagdo da PCR. Os resultados obtidos demons-
tram que o protocolo utilizado conseguiu detectar a presenca
de transcritos do gene da B-actina bovina de cDNA de blasto-
cistos eclodidos nas diluigdes 1:10 (+130 células); 1:100 (+13
células) e 1:1000 (£1.3 células). A amplificacdo do cDNA deri-
vado de um blastocisto Unico detectou a presenca de transcrito
nas diluicdes 1:10 (£8 células) e 1:100 (£0,8 células), mas
ndo na diluicdo de 1:1000. Esses resultados demonstram uma
elevada sensibilidade de recuperacao de transcritos do kit ZR
RNA Microprep (ZYMO) e sua eficiéncia na producdo de cDNA
quando associado a RT-PCR. Os protocolos utilizados nesse es-
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tudo poderdo ser utilizados para analise de expressao de em-
brides, amostras de bidpsias embrionarias com pouco nimero
de células, e até mesmo blastomeros isolados.
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