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Resumo - Estudos sobre a puberdade e maturidade sexual sdo essenciais para a determinacdo da idade de separagdo de

cordeiros pelo sexo, entretanto, tém sido escassos, especialmente naqueles portadores de mutagdes prolificas a exemplo da FecGE.
Obijetivou-se avaliar o efeito da mutagio FecGE sobre a puberdade e maturidade sexual de cordeiros Santa Inés criados no Agreste de
Sergipe e determinar a idade para separacdo dos animais pelo sexo no manejo reprodutivo. Foram utilizados 36 cordeiros, pesados e
avaliados andrologicamente (motilidade espermatica — MOT; concentracdo espermatica — CON; Defeitos Maiores e Totais — DMa e
DT) a cada 15 dias para determinagio da puberdade (MOT > 10%, CON > 50 x 10° sptz/mL ¢ DT < 50%) e maturidade sexual
(MOT > 50%, DMa < 15%, DT < 30% e CON > 1000 x 10° sptz/mL). A idade maxima para separagdo pelo sexo foi estabelecida
como sendo a média de idade menos o desvio padrdo em que 0s animais apresentaram espermatozoides no ejaculado. Os dados
foram avaliados através da analise de covariancia com medidas repetidas no tempo, considerando o peso ao nascimento
como covariavel e, foi aplicado o pés-teste de Duncan a 95% de significancia. Ndo foram observadas diferencas significativas
entre 0s genétipos, a mutagdo FecGE ndo influenciou nos parametros utilizados para determinar a puberdade e maturidade,
observando-se que os cordeiros atingiram a puberdade em média aos 187 dias de idade com valores médios de: MOT — 62,45%;
CON -714,82 x10° sptz/mL; DT — 42,57 %. A maturidade foi alcancada em média aos 230 dias de idade com os cordeiros
apresentando valores médios de: MOT - 69,48%; CON - 1.225,77 x108 sptz/mL; DMa - 0,20%; DT — 10,97%. Conclui-se que a
mutacdo FecGE ndo afeta a puberdade e maturidade sexual dos cordeiros Santa Inés criados na regido Agreste do estado de Sergipe.
N&o ha necessidade de recomendagdo especifica de idade para a separagcdo dos cordeiros pelo sexo no manejo reprodutivo dos
rebanhos mutantes que, em geral, deve ser de no maximo 112 dias de idade.
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Introducéao

A ovinocultura tem se destacado cada vez mais como importante fonte de renda para produtores. Neste sistema de produgdo, a
eficiéncia reprodutiva é um dos principais fatores limitantes da lucratividade e, o conhecimento da influéncia dos fatores ambientais e
genéticos é um passo importante para melhorar a produtividade dessa espécie (Rekwot et al., 2001). A separagdo de cordeiros pelo
sexo é uma pratica de manejo reprodutivo importante para os rebanhos, pois permite ao produtor, direcionar os cruzamentos entre 0s
animais decidindo que genes serdo propagados, controlar a consanguinidade e a disseminacdo de doencas e, evitar que as fémeas
prejudiquem seu desenvolvimento ponderal em detrimento de uma gestagao precoce.

Machos sexualmente precoces iniciam antecipadamente sua atividade reprodutiva e, consequentemente, tém um maior tempo de vida
Gtil como reprodutor. A utilizagdo desses animais diminui o intervalo entre geracdes dos rebanhos com reducdo dos custos de
producéo e alcance mais rapido de beneficios do melhoramento genético, sendo fundamental o conhecimento da idade em que estes
animais atingem a puberdade (Souza et al., 2003) e a maturidade sexual.

Os machos sdo os principais difusores da genética no rebanho e a sele¢do de cordeiros mais produtivos e adaptados as condicOes
ambientais locais é essencial no manejo reprodutivo, potencializando os programas de melhoramento genético a fim de atender as
demandas dos produtores e mercado consumidor (Mcmanus et al., 2010). A utilizacdo de bioferramentas nos programas de
melhoramento genético, a exemplo das técnicas moleculares, como os marcadores e sequenciamento génico, permite identificar e
caracterizar genes e suas mutagdes com fendtipos relevantes na produgdo e reproducdo animal (Milazzotto et al., 2008).
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Em ovelhas Santa Inés, um polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) no éxon 2 do gene do Fator de Diferenciacdo e
Crescimento-9 (GDF-9), foi descoberto e nomeado como FecGE, apresentando um efeito aditivo na taxa de ovulacdo (82%) e
prolificidade (50%) em homozigotas (Silva et al., 2011). Contudo, ainda ndo se sabe os efeitos desta mutac¢éo sobre a reproducdo dos
machos ovinos principalmente em relagdo a sua puberdade e maturidade sexual.

A caracterizacdo da puberdade e maturidade sexual de cordeiros Santa Inés portadores da FecGE permite avaliar os efeitos desta
mutacdo sobre a fisiologia dos machos e determinar o melhor momento para separagdo pelo sexo no manejo reprodutivo dos
rebanhos mutantes, a fim de auxiliar as atividades de conservacdo e melhoramento genético da espécie ovina.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da mutagdo FecGF sobre a puberdade e maturidade sexual de machos ovinos da raga
Santa Inés e determinar a idade para separagdo de cordeiros pelo sexo em rebanhos de animais portadores desta genética criados em
sistema semi-intensivo de producdo de carne na sub-regido do Agreste de Sergipe.

Material e Métodos

Os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram aprovados na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Embrapa Tabuleiros Costeiros (protocolo: 06122016.0014) e executados entre dezembro de 2016 e novembro de 2017. O manejo e
as atividades diretamente relacionadas aos animais foram realizados no Campo Experimental Pedro Arle (CEPA) da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, localizado no municipio de Frei Paulo, Agreste do estado de Sergipe, Brasil (Latitude: 10°36°08” Sul e
Longitude: 37°38°29” Oeste).

Foram utilizados 36 cordeiros contemporaneos confinados até 239+11,2 (X + S o) dias de idade com dieta & base de silagem de
milho (15% de peso corporal) e concentrado de milho e soja com 18% de proteina bruta (PB) livre (0,6% de peso corporal), com
mistura mineral comercial prépria para ovinos e agua ad libitum. Entre 239+11,2 e 427+11,2 dias de idade, 0s cordeiros foram
submetidos a manejo semi-intensivo quando passaram a ter acesso a pastagens compostas por Panicum maximum cultivar Green
Panic e Aruana e a serem confinados a noite para receber a mesma dieta a base de silagem e concentrado, além de mineralizagdo.

Os cordeiros foram genotipados para FecGE no laboratério de genética animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia/ DF, Brasil, a partir de amostras de sangue (5 mL) colhidas através da pun¢do da veia jugular dos cordeiros em tubos
contendo EDTA, as quais foram refrigeradas a -20°C até a extragdo do DNA (Araujo et al., 2009) com posterior sequenciamento de
Sanger (Lacerda et al., 2016). Baseando-se no resultado da genotipagem, os cordeiros foram divididos em grupos genétipos: FecG*'*
(Homozigoto ndo mutante, n =7); FecG™E (Heterozigoto mutante, n=11) e; FecG¥E (Homozigoto mutante , n=18).

A cada quinze dias durante os 11 meses do experimento foram realizados pesagens por meio de balan¢a digital (Toledo MGR-
CAMPO®, Sio Bernardo do Campo, Brasil) e exames androlégicos por meio de biometrias testiculares e anélises seminais e
espermaticas. Com auxilio de paquimetro, a altura (AT) e largura (LT) de cada testiculo foram mensuradas nas posi¢Ges dorsoventral
e lateromedial, respectivamente e, utilizando-se de fita métrica, a circunferéncia escrotal (CE) foi medida na altura da curvatura
maior dos testiculos (Pacheco et al., 2009). Do testiculo direito e esquerdo foram obtidos seus respectivos volumes (VT) a partir da
formula: VT =2 [4/3 n (LT/2?) (AT/2)] sendo n= 3,1416 (Bailey et al., 1998).

A coleta do sémen foi feita com auxilio de eletroejaculador (TK 800®, Uberaba, Brasil), primeiramente esvaziando-se a ampola retal
dos animais, que foram contidos em decubito lateral e, submetidos a sonda lubrificada com gel a base de carboximetilcelulose, a qual
foi introduzida no reto posicionando-se os eletrodos ventralmente e aplicando-se 6 estimulos elétricos de baixa voltagem (8V) com
duracéo de 6 segundos e intervalo de 6 a 10 segundos (Damian et al., 2011).

As amostras de sémen foram avaliadas e tiveram o volume seminal (VS) determinado através de pipeta de precisdo. A cinética
espermética foi avaliada subjetivamente colocando-se uma gota de sémen puro ou diluido em solucéo de X-Cell® (IMV, L'Aigle,
Franca), a depender da concentragéo aparente de espermatozoides na amostra colhida. Utilizando-se microscopio 6tico (100 a 400x)
foram mensurados, a motilidade espermatica (MOT — 0 a 100%) e, o vigor espermatico (VigE — 1 a 5) (Henry et al., 2013).

A andlise de concentracio espermatica (CON) foi realizada adicionando-se uma aliquota de sémen & &gua ultrapura (Milli-Q®,
Merck, Darmstadt, Alemanha) na propor¢do de 1:400 e mensuracdo em camara de Neubauer sob microscépio 6tico (400x). O
ntmero total de espermatozoides (NTE) da amostra seminal foi determinado a partir da multiplicagdo do VS pela CON.

A morfologia dos espermatozoides foi avaliada transferindo-se 10 puL. da amostra seminal para 500 pL de tampao fosfato-salino com
glutaraldeido a 0,2% aquecidos a 37 °C. A partir de uma aliquota desta mistura, 200 espermatozoides foram analisados por meio de
miscroscopio de contraste de fase, sob 6leo de imersdo (1000x) e, classificados com defeitos maiores (DMa) e menores (DMe).
Através da soma dos DMa e DMe obteve-se o nimero de espermatozoides com defeitos totais — DT (Henry et al., 2013).
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A viabilidade dos espermatozoides (VE) foi avaliada misturando-se aliquotas de sémen em corante eosina-nigrosina (1:1 a 1:3), que
permaneceram sob incubagdo a 37 °C por um minuto antes da confeccao do esfregago. A lamina foi seca com soprador para posterior
contagem de 200 espermatozoides por amostra em microscépio 6tico (400x) sendo considerados espermatozoides com membrana
plasmatica intacta aqueles que apresentavam cabeca ndo corada de rosa pela eosina.

A funcionalidade da membrana plasmética (FMP) foi avaliada por meio do teste hiposmético (HOST) diluindo-se 10 pL de sémen
em 100 pL de agua ultrapura (0 mM) e incubando-se (37 °C/5’) e fixando-se a mistura em 10 pL de solugdo de formol salino
tamponado (Menezes et al., 2013). Sob microscdpio de contraste de fase (1000x), contou-se 200 espermatozoides sendo considerados
reativos a0 HOST aqueles com cauda dobrada. Calculou-se o percentual de espermatozoides com membrana plasmatica funcional
subtraindo-se, do total daqueles reativos ao HOST, os que apresentaram cauda dobrada na analise da morfologia espermatica.

Os animais foram considerados puberes quando o ejaculado apresentava espermatozoides com MOT > 10%,
CON > 50 x 10° sptz/mL (Pacheco et al., 2009) e DT < 50% (Avellaneda et al., 2006). A maturidade sexual por sua vez foi
determinada a partir do momento em que os cordeiros apresentaram ejaculado com MOT > 50% (Garcia et al., 1987), DMa < 15% e
DT < 30% (Lopes et al., 2013) e, CON > 1000 x 10° sptz/mL de sémen (Henry et al., 2013). A recomendagio da idade maxima para
separagdo pelo sexo dos cordeiros no manejo reprodutivo foi estabelecida como sendo a média de idade menos o desvio padrdao em
que 0s animais apresentaram espermatozoides no ejaculado independente da sua quantidade e qualidade.

Os gen6tipos FecGE foram considerados como efeitos principais (variaveis independentes) na analise dos dados. As variaveis
dependentes (pesagens e avaliag@es androldgicas) foram submetidas ao teste de Saphiro-Wilk para verificagdo do pré-requisito de
normalidade da distribuicdo. As variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal tiveram seus dados transformados, utilizando-se
a metodologia de Box e Cox (1964). Ap6s verificacdo dos pré-requisitos, o peso ao nascimento foi adotado como covariavel na
analise de covariancia (ANCOVA) aplicada com arranjo de medidas repetidas no tempo, ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando-se 0 PROC GLM, onde cada coleta foi considerada como medida repetida, utilizando o comando REPEATED. Médias
entre tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o pacote estatistico SAS (SAS Institute, Inc., 2010), sendo os resultados expressos em média e erro padréo.

Resultados e Discussao

O manejo de separagdo dos cordeiros pelo sexo no rebanho é uma pratica utilizada para evitar prenhez indesejada. Assim, deve-se
realizar a separacdo dos cordeiros em grupos de machos e fémeas antes do aparecimento de espermatozoides no ejaculado dos
cordeiros independente de sua quantidade e qualidade e, consequentemente, seu potencial fertilizante. No presente trabalho, foram
identificados espermatozoides no ejaculado dos cordeiros em média aos 133 dias de idade com desvio padrédo de 21,17 dias.

Os gendtipos ndo influenciaram nenhum parametro durante todo o periodo experimental e ndo tiveram influéncia sobre a idade a
puberdade dos cordeiros que ocorreu em média aos 187 dias, apresentando os seguintes valores para 0s parametros avaliados: Peso
corporal — 37,26 kg; VTd — 68,98 mm; VTe — 68,68 mm; CE — 241,59 mm; VS -718,37 uL; MOT - 62,45%; VigE -2,62;
CON -714,82 x10° sptz/mL; NTE - 54,14 x 10° sptz; DMa — 13,45%; DMe — 29,11%; DT — 42,57%; VE — 79,33%, FMP — 18,50%.
Utilizando alguns pardmetros semelhantes ao deste trabalho para determinar a puberdade, Pacheco et al. (2009) relataram que
cordeiros Santa Inés, manejados no Sul do Espirito Santo, tornaram-se plberes com uma idade média mais tardia (210 dias) e
apresentaram qualidade seminal inferior. MOT - 37,71% e DT - 47,20%. J4 Souza et al. (2003) identificaram idade
semelhante (181 dias) a puberdade de ovinos Santa Inés criados no estado do Ceara, utilizando apenas os critérios de
concentragio (> 50 x 10° sptz/mL) e motilidade espermatica (> 10%) para sua determinagio, cujos valores foram de
70,00 x 108 sptz/mL e 43,57%, respectivamente.

Embora a puberdade tenha sido atingida aos 187 dias, o cordeiro sé devera ser utilizado na sua plenitude como reprodutor apés
atingir a maturidade sexual (Gonzalez, 2002) quando atinge um nivel satisfatério de sua capacidade reprodutiva. Nesse estagio
reprodutivo, os carneiros servirdo um maior nimero de ovelhas em um curto periodo de tempo, aumentando a pressdo de selecéo e a
disseminacdo do material genético desejavel (Pacheco; Quirino, 2010). Nos cordeiros Santa Inés deste trabalho, a maturidade sexual
ocorreu em média aos 230 dias de idade sem influéncia do gen6tipo, apresentando os seguintes valores para os parametros avaliados:
Peso corporal — 47,79 kg; VTd — 130,46 mm; VTe — 123,63 mm; CE — 278,09 mm; VS - 1370,29 uL; MOT - 69,48%; VigE — 3,39;
CON - 1.225,77 x10° sptz/mL; NTE — 1.654,60 x 10° sptz; DMa — 0,20%; DMe — 10,77%; DT — 10,97%; VE — 84,19%;
FMP - 29,97%.

A idade a maturidade sexual obtida neste trabalho diferiu do que Souza et al. (2010) definiram como idade em que cordeiros Santa
Inés se apresentavam aptos a reproducdo. Os referidos autores relataram que 0s animais atingiram esta condi¢do em média aos 308
dias de idade quando apresentavam ejaculados com concentragdo espermatica minima de 1000 x 10° sptz/mL. Considerando-se as
recomendacdes do CBRA, os cordeiros utilizados neste trabalho seriam considerados como aptos a reproducdo aos 427 dias de idade,

especialmente em consequéncia da CE minima de 30 cm.
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Conclusoes

Conclui-se que a mutacdo FecGE ndo afeta a puberdade e maturidade sexual dos cordeiros Santa Inés criados na regido Agreste do
estado de Sergipe. Ndo ha necessidade de recomendacdo especifica de idade para a separacdo dos cordeiros pelo sexo no manejo
reprodutivo dos rebanhos mutantes que, em geral, deve ser de no méaximo 112 dias de idade.
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