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IDENTIFICACAO DO SEXO DE GANSOS DOMESTICOS (ANSER
ANSER): COMPARACAO DA TECNICA DE SEXAGEM
CROMOSSOMICA E A INSPECAO POS-ANESTESICA DA CLOACA

SEX IDENTIFICATION OF DOMESTIC GEESE (ANSER ANSER): COMPARISON OF
CYTOGENETIC ANALYSIS TECHNIQUE AND POST ANESTHETIC INSPECTION OF
THE CLOACA

R. C. JUSTINO®; C. E. S. GRUMADAS?; D. A. SHIQUE?®; L. G. CAETANO*; A. L. DIAS?;
M. I. M. MARTINS®

RESUMO

Os gansos domésticos utilizados neste experimento eram de vida livre, pertencentes a um lago localizado em
uma érea urbana e sua populacdo havia aumentado dramaticamente. a necessidade de um projeto com foco na
esterilizacdo de alguns machos, para reduzir o crescimento populacional, levou & necessidade de sexagem desses
animais. como o0s gansos domésticos apresentam minimo dimorfismo sexual, duas técnicas foram testadas:
analise citogenética e inspecdo da cloaca pos-anestesia. foram utilizados oito gansos adultos, escolhidos
aleatoriamente de um grupo de 80 animais. eles foram capturados com redes ou manualmente, transportados
individualmente e alojados em local apropriado a espera da analise citogenética (trés a quatro dias). para a
sexagem cromossomal, foram coletados 2 ml de sangue e a técnica de cultura de linfocitos periféricos foi
empregada. as amostras resultantes foram tratadas com kcl hipotdnico, fixadas em trés trocas de solugdo de
metanol e acido acético. as laminas foram preparadas com a técnica padrdo e examinadas ao microscépio optico
para observacdo das metédfases. para a técnica de eversdo da cloaca, foi realizada a anestesia injetavel com
tiletamina-zolazepam 5%. dez minutos apods a anestesia, a cloaca foi evertida para a visualizagdo das estruturas
internas e a determinacdo sexual. As técnicas foram conduzidas em duplo cego, para melhor acurécia dos resultados.
Dos oito animais submetidos a técnica de sexagem cromossomal, cinco foram identificados como machos e trés como
fémeas, alcancando 100% de concordancia quando comparada com a técnica de eversdo da cloaca. A técnica de
sexagem cromossomal aparentou causar o menor desconforto nos animais avaliados, mostrando-se uma técnica
confidvel para determinacdo sexual e favoravel ao bem-estar animal.

PALAVRAS-CHAVE: Aves. Cari6tipo. Citogenética. Cloaca. Contenc¢do quimica. Falo.
SUMMARY

The domestic geese used in this experiment were free-living, from a lake located in an urban area and its population had
increased dramatically. The need for a project proposing the sterilization of some males to restrain population growth,
led to the need for sexing these animals. As domestic geese present minimal sexual dimorphism, two techniques were
tested: cytogenetic analysis and post anesthetic inspection of the cloaca. There were used eight adults geese randomly
chosen from a group of 80 animals. They were caught with nets or by hand, were individually transported and housed in
appropriate place waiting for the cytogenetic analysis (three to four days). For the chromosomal sexing, was collected 2
mL of blood and the peripheral blood lymphocyte culture technique was used. The sample was treated with hypotonic
KClI, fixed in three changes of methanol/acetic acid solution. The slides were prepared with the standard technique and
examined under an optical microscope to observe the metaphase. To the technique of cloaca eversion, was performed
injectable anesthesia with tiletamine-zolazepam 5%. Ten minutes after anesthesia, the cloaca has been everted to
visualize the internal structures and sex determination. The techniques were performed in blinded trial to avoid
inaccurate results. From the eight animals submitted to chromosomal sexing technique, five were identified as male and
three as females, reaching 100% agreement when compared with the cloaca eversion technique. Sexing chromosomal
technique appeared to cause the least discomfort in the animals evaluated, proving to be a reliable technique for sexual
determination and favorable to animal welfare.

KEY-WORDS: Birds. Chemical restraint. Cloaca. Cytogenetics. Karyotype. Phallus.
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INTRODUCAO

A populagdo de gansos (Anser anser) tem
aumentado em alguns lagos que abastecem cidades e
propriedades rurais, podendo levar a contaminacdo
desses reservatorios (ISHII et al., 2014; FOX et al.,
2006). Alguns microrganismos com potencial
zoon6tico ja foram encontrados em gansos, como por
exemplo, o virus da Influenza A, a Helicobacter
canadensis, Pseudomonas, Aeromonas e bactérias
anaerdbicas, o virus da doenca de Marek,
Cryptosporidium e Sarcocystis (FILION et al., 2006;
FOX et al., 2006; MCHATTERS; SCHAM, 1995;
TSIODRAS et al., 2008).

O ganso doméstico (Anser anser) apresenta
dimorfismo sexual minimo, sendo observadas diferencas
sutis em relagdo ao tamanho (PARES-CASANOVA,
2014). A identificacdo do sexo é fundamental para a
reprodugdo assistida de espécies silvestres, sendo uma
importante ferramenta para os estudos comportamentais
e populacionais (CASTRO, 1997; FARIA et al., 2007;
RASO; WERTHER, 2004). Também pode ser utilizada
para melhor manejo de aves domésticas de producéo
(BUCKLAND:; GUY, 2002).

As técnicas relatadas para sexagem de aves
foram: observacdo direta da cloaca, laparoscopia,
observacdo comportamental, técnicas de imagem como
tomografia computadorizada e ultrassonografia, PCR e
cariotipagem, a qual se baseia nas diferencas existentes
entre 0s cromossomos sexuais (ELLEGREN, 2000;
GRANDO, 2002; HILDEBRANDT et al.,, 1995;
PEIXOTO et al.,, 2008; RASO; WERTHER, 2004;
RICHNER, 1989; VIEIRA et al., 2009; WOICIK;
SMALEC, 2007).

O objetivo deste trabalho foi realizar a sexagem
de gansos domésticos (Anser anser) de vida livre
utilizando duas técnicas, a andlise citogenética e a
eversdo da cloaca para observacdo de falo, com o
intuito de posteriormente controlar a populacdo por
meio da esterilizacdo dos machos.

MATERIAL E METODOS

Nesse estudo foram utilizados oito gansos
domésticos adultos de vida livre (Anser anser),
escolhidos  aleatoriamente de um grupo de
aproximadamente 80 animais, provenientes das
imedia¢Bes de um lago artificial. Eles foram capturados
com redes ou manualmente e foram transportados
individualmente até o Hospital Veterinario Institucional,
onde ficaram alojados em recintos adequados (aeracao,
insolagdo, piso, grade de protecdo, parcialmente coberto
com telhado, com &gua ad libitum e oferta de racéo para
gansos e folhagens verdes duas vezes ao dia — pela
manhd e a tarde) a espera do resultado da sexagem
cromossdmica, ap6s o qual foram reintroduzidos ao
ambiente de onde haviam sido capturados.

Para a realizacdo da sexagem cromossdmica,
por meio da obtencdo de cromossomos mitéticos, foi
utilizada a técnica de Moorhead et al. (1960), com
algumas modificagdes. Foram necessarios 2 mL de
sangue, colhidos, apds anti-sepsia do local com alcool

70°, pela venopuncdo da veia metatarsica medial, sendo
utilizadas seringas previamente heparinizadas com 0,1
mL de heparina sédica. Resumidamente, apds 4 horas
em temperatura ambiente para a sedimentacdo, 0,2mL
de plasma foram transferidos para um frasco contendo
7,5mL de meio de cultura RPMI 1640 (desenvolvido
no Instituto Memorial Park Roswell), 2 mL de soro
fetal bovino e 0,2 mL de fitohemaglutinina. Os frascos
foram mantidos em estufa com temperatura constante a
41°C por 71horas. Posteriormente, foram adicionados
5-6 gotas de colchicina 0,05% e o material foi
incubado por mais 2 horas. O contetdo do frasco foi
transferido para um tubo de ensaio e centrifugado a
900 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado,
0 sedimento ressuspendido em 8 mL de solucdo
hipoténica de KCl a 0,075M e mantido em estufa por
20 minutos a 37°C. Em seguida, foram adicionadas
cinco gotas de fixador metanol: &cido acético (3:1)
recém-preparado, as prepara¢des foram ressuspendidas
vagarosamente e centrifugadas por 10 minutos a 900
rpm. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 8
mL de fixador. Foi realizada entdo uma nova
centrifugacéo, por 8 minutos a 900 rpm, repetida por
duas vezes. Apo6s, a suspensdo obtida foi diluida em
cerca de 1 mL de fixador, e acondicionado em frascos
plasticos de 1,5 mL, mantidos em freezer a -20°C. As
laminas foram preparadas com a técnica padrdo e
examinadas ao microscopio Optico para observagdo das
metafases, por um observador (A), depois da
observacdo das metafases os animais foram devolvidos
ao seu ambiente.

Para o procedimento de eversdo da cloaca, foi
realizada anestesia injetdvel, com o anestésico
dissociativo tiletamina-zolazepam, 10 mg/kg, via
intramuscular, no musculo peitoral, em dose Unica.
Apods aproximadamente 10 minutos da aplicagdo do
anestésico e miorrelaxamento da cloaca, esta era
evertida para observacdo de suas estruturas internas e a
determinag&o do sexo por um segundo observador (B).

A forma de conducéo do trabalho foi em duplo
cego, para melhor acuracia dos resultados. Os
resultados foram avaliados qualitativamente, sendo
ilustrados por fotodocumentacao e porcentagem.

RESULTADOS

Dos oito animais submetidos a técnica de
sexagem cromossdmica, cinco foram identificados
como machos (ZZ) e trés como fémeas (ZW), obtendo
100% de concordancia com a técnica de eversdo da
cloaca. Apds a confirmagdo do sexo dos animais pode-
se observar que ndo havia diferencas significativas em
relacdo ao fenétipo dos animais (Figura 1 e 2). Os
cromossomos das aves se apresentaram de forma
bimodal, sendo o cromossomo Z maior que o W
(Figura 3).

Nos animais anestesiados para a observacéo da
cloaca, os machos foram reconhecidos devido a
presenca do falo, uma estrutura amarelo-rosacea e a
fémea foi reconhecida pela presenca de uma roseta
enrugada mais avermelhada (Figura 4).
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Figura 2 - Aspecto fenotipico do ganso 17 (fémea)
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Figura 3 - a) Cariétipo parcial de exemplares de ganso doméstico (Anser anser) fémea e macho; b) Metéfase de
exemplar fémea; ¢) Metafase de exemplar macho.
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Figura 4 - Visualizag8o de cloaca evertida de ganso macho (a) com exposi¢do manual do falo, e de ganso fémea (b).

Os  resultados obtidos neste trabalho
corroboraram com a hipétese de que o exame
citogenético pode ser usado para sexagem de aves
adultas com dimorfismo sexual sutil. Este experimento
teve como foco principal o estabelecimento de uma
técnica confiavel, eficiente e que causasse o menor
desconforto possivel ao animal avaliado, visando o
bem-estar animal. Os animais utilizados nesse estudo,
mesmo sendo de vida livre, eram provenientes de um
lago localizado em area urbana, uma area verde com
grande fluxo de pessoas. Os quais foram introduzidos
neste local hd mais de uma década e sua populacéo foi
aumentando exponencialmente, gerando a necessidade
de um projeto de identificacdo dos gansos machos e a
esterilizacdo de alguns desses animais, para frear a
procriacdo e o aumento populacional.

Sabe-se que nos gansos foram encontrados
microrganismos com potencial zoonético (TSIODRAS
et al., 2008). O virus da Influenza A, a Helicobacter
canadensis (causador de enterite), bacilos gram
negativos (Pseudomonas, Aeromonas) e bactérias
anaerdbicas, o virus da doenca de Marek (associado a
esclerose  multipla humana). Cryptosporidium e
Sarcocystis sdo exemplos dos patdgenos que podem ser
encontrados nestes animais e que sabidamente causam
doencas em humanos (FILION et al., 2006; FOX et al.,
2006; MCHATTERS; SCHAM, 1995; TSIODRAS et
al., 2008). Além das doencas que podem ser
transmitidas para os humanos, ainda ha a preocupacéo
com aquelas que podem ser transmitidas para outras
aves, afetando a producdo avidria (FRANZO, 2007).
Aves silvestres livres ou em cativeiros, e aves
domésticas nao vacinadas, podem atuar como
reservatério para o virus da doenca de Newcastle
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2003).

A preocupacdo com a qualidade da agua tem
recebido grande atencdo por parte de grupos de
pesquisas e entidades governamentais. De acordo com
um grupo do Japdo, a contaminacdo fecal por gansos
selvagens é motivo de preocupacdo para a producdo de
alimentos seguros, pois podem carrear alguns

patégenos humanos, tais como Salmonella e
Campylobacter spp (ISHII et al., 2014). Como grande
parte dos contaminantes sdo carreados pelas fezes
dessas aves, 0 aumento da densidade populacional em
uma éarea de intenso fluxo de humanos pode
potencializar a disseminacdo de doengas. Para refrear o
crescimento populacional optou-se pela esterilizagdo
de alguns machos e, para tanto, houve a necessidade da
sexagem dessas aves.

Em criagdes de gansos a sexagem ¢é realizada
em animais bem jovens pela exposicdo da cloaca, a
qual é externamente igual em machos e fémeas. O
examinador fica sobre o ganso e com o indicador solta
0s musculos oclusores anais e em seguida com uma
pressdo dilatadora consegue abrir a cloaca
(BUCKLAND; GUY, 2002). Reconhece-se o falo nos
machos como um corpo amarelo-rosaceo e na fémea
uma roseta enrugada mais avermelhada, o que também
foi verificado no trabalho (POLLOCK; OROSZ, 2002).
Neste estudo ndo se conseguiu utilizar esta técnica,
devido ao ndo relaxamento da cloaca somente com
manipulagdo. Optou-se entdo pelo uso de anestésico
em dose suficiente para causar miorrelaxamento, para
evitar estresse causado pela excessiva manipulacdo dos
animais para observacdo precisa do sexo desses
animais (Figura 5) (LE MAHO et al., 1992). E
importante salientar que um avaliador inexperiente
pode facilmente confundir machos com fémeas se a
pressao aplicada sobre a cloaca ndo for suficiente para
expor o falo (BUCKLAND; GUY, 2002).

A andlise citogenética pode ser utilizada para
estudos evolutivos e taxonémicos, o que ndo foi
objetivo deste experimento (GARNERO et al., 2006).
Entretanto o material obtido, que se encontra
armazenado, podera ser utilizado oportunamente para
esses fins. De acordo com Wojcik e Smalec (2006) os
cromossomos sexuais do ganso doméstico (Anser
anser) encontram-se entre 0s maiores do conjunto,
sendo macrocromossomos; este parametro foi utilizado
neste experimento para classificar 0s cromossomos
sexuais dos animais avaliados (WOJCIK; SMALEC,
2007).

77



Figura 5 - Aspecto da cloaca, independentemente do sexo, antes da anestesia

Para realizacdo da coleta de material para
obtencdo de cromossomos mitéticos optou-se pela
coleta de sangue, devido ao facil acesso. A escolha do
vaso foi baseada na menor manipulacdo do animal e
menor chance de formacéo de hematomas, sendo a veia
metatarsica medial escolhida para tal. Segundo Santos
e Gunski (2006) pode-se utilizar o bulbo das penas em
crescimento e medula 6ssea, porém ndo se conseguiu
obter penas em crescimento, e seria necessario o
arrancamento de algumas penas e a espera de 10-20
dias até as penas jovens crescerem (SANTOS;
GUNSKI, 2006). Para a obtencdo da medula seria
necessario o abate do animal (SANTOS; GUNSKI,
2006).

A técnica de sexagem pela identificacdo dos
cromossomos sexuais foi eficaz, embora dificuldades
na realizago da técnica tenham sido enfrentadas, como
a necessidade do sangue ser fresco ou refrigerado no
méaximo por 48 horas, a cultura de linfécitos que
demora trés dias e a qualidade do material obtido,
eventualmente com poucas metafases ou metéfases
incompletas. Outro ponto negativo é que 0s animais
precisaram ficar reclusos até a confirmacdo que o
material estava satisfatorio para a andlise das
metafases.

Existem técnicas mais atuais, como por
exemplo a PCR, porém possui custo elevado, tanto em
relacdo aos equipamentos quanto nos materiais
utilizados, sendo a maior dificuldade a padronizagdo da
técnica em si (VIEIRA et al., 2009). Outro método que
poderia ser escolhido para a sexagem dos animais é a
dosagem hormonal, tanto sérica quanto fecal. Este
método foi realizado em outros estudos que ndo
tiveram foco em determinacdo sexual, porém poderia

ser aplicado para tal (FRIGERIO et al., 2001;
HIRSCHENHAUSER et al., 1999;
HIRSCHENHAUSER et al, 2005). Os pontos
negativos  observados nesta técnica sdo a
disponibilidade de aparelhos para dosagem hormonal,
0 custo dos materiais utilizados e a sazonalidade
reprodutiva, levando a necessidade de vérias coletas e
avaliagcbes em um individuo (HIRSCHENHAUSER et
al., 2005).

Pode-se concluir que o método citogenético foi
eficiente para a sexagem de gansos, sendo uma
alternativa eficaz a0 método de observacgdo da cloaca,
evitando o procedimento anestésico, mantendo o bem
estar dos espécimes.
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