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Resumo 
 

Técnicas reprodutivas em aves de produção e silvestres possuem objetivos e desafios distintos, visto que 
um nicho visa resultados econômicos enquanto o outro almeja a conservação de espécies raras e ameaçadas. Por 
essa razão, as biotecnologias desenvolvidas e empregadas na avicultura industrial buscam melhorar a performance 
reprodutiva de linhas puras, bisavós, avós e matrizes (p.e. fertilidade, produção de ovos, eclodibilidade, etc.), além 
de métodos operáveis em larga escala para avaliação de reprodutores (ambos machos e fêmeas) e incubação de ovos. 
Em contraste, a principal meta daqueles que trabalham com aves selvagens é a formação e utilização de bancos de 
germoplasma, dado que aproximadamente 12% de todas as espécies aviárias do mundo encontram-se atualmente 
ameaçadas de extinção. Considerando ambos cenários, o objetivo deste trabalho foi descrever alguns dos principais 
desafios e avanços relacionados a reprodução de aves domésticas e selvagens, de aspectos pretensamente mais 
conhecidos como a coleta e análise seminal ou manejo de ovos em incubatórios industriais, até métodos mais 
inovadores como transplantes interespecíficos de células germinativas e transplantes de tecido ovariano. 
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Abstract 
 

Reproductive techniques applied to poultry and wild birds have very different goals and challenges as one niche 
aims economical benefits while the other seeks to conserve rare and endangered species. Therefore, the 
development and application of biotechnologies in poultry industry strive to improve reproductive performance of 
pure lines, great grandparents, grandparents and parents (e.g. fertility, egg production, hatchability, etc.), in 
addition to feasible methods for large-scale operations with regard to breeders’ assessment (both males and 
females) and egg incubation. Conversely, the ultimate goal of those who work with wild birds is the development 
and use of germplasm banks since about 12% of the bird species worldwide are considered endangered. Taking 
both scenarios into consideration, we attempted to outline some challenges and advances in breeding domestic and 
wild birds, from supposedly well-known aspects such as semen collection and analysis or egg incubation, to more 
innovative techniques such germ cell and tissue transplantation. 
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Introdução 
 

As biotecnologias da reprodução são definidas como um conjunto de ferramentas utilizadas para maximizar 
o sucesso reprodutivo de uma espécie, seja ela doméstica ou selvagem (Hafez, 2004). As técnicas de reprodução 
assistida empregadas em aves, abrangem desde técnicas mais complexas e elaboradas tais como criopreservação de 
sêmen, manipulação de células e tecidos germinativos e sexagem in ovo de embriões, até técnicas mais simples 
como o controle do fotoperíodo (Tselutin et al., 1999; Peixoto, 2010; Silversides et al., 2012; Bongalhardo, 2013; 
Galli et al., 2016; Nakamura et al., 2016; Ribeiro, 2017; Galli et al., 2018; Lewis et al., 2010). Indiscutivelmente, as 
biotécnicas foram inicialmente desenvolvidas e empregadas em larga escala para espécies domésticas, devido ao 
interesse econômico envolvido na reprodução destes animais. Entretanto, os resultados obtidos com estas 
biotecnologias constituem um excelente modelo para sua utilização em aves silvestres, considerando sempre as 
particularidades anatômicas e fisiológicas. Independente da espécie, o sucesso reprodutivo advém do número de 
ovos produzidos pela fêmea, do sucesso na fertilização dos ovos pelo macho e dos cuidados dedicados ao manejo 
dos ovos para sobrevivência dos embriões (Ordas et al., 2015). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi discutir os 
principais avanços e desafios da reprodução assistida de aves domésticas e silvestres, com ênfase nas técnicas de 
manejo reprodutivo e nas biotecnologias aplicadas ao macho, à fêmea e ao manejo dos ovos nos incubatórios. 

 
Avanços e desafios relacionados à reprodução de aves domésticas 

 
Na avicultura industrial, algumas formas de se avaliar o desempenho reprodutivo e a qualidade dos 

reprodutores são número de ovos e pintinhos produzidos, capacidade fecundante dos espermatozoides,
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sobrevivência dos embriões durante o período de incubação, entre outros (Ordas et al., 2015). Contudo, o 
envelhecimento exerce efeitos negativos na produção e aptidão das aves, sendo frequentemente correlacionadas com 
alterações nos padrões hormonais (Avital-Cohen et al., 2013), queda da qualidade do sêmen (Khan et al., 2012), 
redução de comportamentos sexuais (Mauldin, 1992), aumento do peso corporal e lesões musculoesqueléticas, assim 
como, queda na produção de ovos (Hocking; Duff, 1989; Robinson et al., 1991). Dessa maneira, técnicas de manejo 
têm sido aplicadas com o intuído de contornar tais problemas. Por exemplo, em matrizes pesadas a introdução de 
machos jovens em lotes com mais de 45 semanas é utilizada com o intuito de contornar os supostos efeitos do tempo 
de serviço (técnica conhecida como ‘spiking’), induzindo nos machos velhos a competição pelas fêmeas e a 
retomada do comportamento reprodutivo. Segundo Casanovas (2002), a introdução de outros machos interrompe a 
hierarquia estabelecida, causando um aumento na libido e no comportamento sexual. Mais recentemente alguns 
autores propuseram a realização do ‘interspiking’ duplo, técnica que troca de 25-30% dos machos de um galpão para 
outro da mesma granja e do mesmo lote, em dois momentos diferentes (40 e 48 semanas de idade). Tal medida 
aparentemente aumenta a fertilidade dos machos submetidos ao interspiking duplo, no entanto nem a produção nem 
a eclodibilidade dos ovos foram afetadas por esta técnica de manejo (Chung et al., 2012). 

Os principais parâmetros rotineiramente calculados para predizer a performance reprodutiva de matrizes 
estão relacionados às fêmeas, dada a facilidade de se monitorar a produção de ovos (Wolc et al., 2009). No entanto, 
esta metodologia despreza componentes importantes na produção de ovos férteis tais como a capacidade reprodutiva 
de machos e a interação entre machos-fêmeas. Segundo Donoghue (1999), a qualidade do sêmen é um fator 
determinante para a manutenção da fertilidade do lote, portanto o emprego de análises seminais para a seleção de 
bons reprodutores é vital para a produção de pintinhos. Neste sentido, diversos parâmetros podem ser utilizados para 
avaliar a qualidade e a função dos espermatozoides incluindo métodos tradicionais como concentração, motilidade e 
morfologia, além de testes espermáticos funcionais (viabilidade, metabolismo, peroxidação lipídica, etc.) (Bakst e 
Cecil, 1997). Todavia, boa parte das técnicas utilizadas para avaliação do sêmen são laboriosas, demandam tempo e 
pessoas especializadas, ou exigem equipamentos caros, circunstâncias que inviabilizam sua aplicação na rotina 
industrial (Donoghue, 1999). Com o intuito de tornar algumas análises funcionais mais acessíveis a técnicos em 
matrizeiros e avozeiros, Rui et al. (2017) validaram técnicas simples para análise de fragmentação de DNA, 
integridade acrosomal e atividade mitocondrial em espermatozoides de galos (Fig. 1). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 1. Técnicas para análise do sêmen de galos domésticos. (A) Fotomicrografia da 
integridade do DNA espermático acessado por Azul de Toluidina, onde os 
espermatozoides com DNA íntegro apresentam-se com a cabeça corada de azul claro 
(setas) e aqueles com DNA fragmentado coram-se de azul escuro (ponta de seta). (B) 
Integridade do DNA espermático acessado pela sonda SCD, onde os espermatozoides 
com DNA íntegro  apresentam um grande ou médio halo de disperção da cromatina ao 
redor da cabeça (seta) e aqueles com DNA fragmentado não apresentam ou apresentam 
um pequeno halo (ponta de seta). (C) Integridade acrossomal acessada por FG-RB, onde 
o acrossomo intacto dos espermatozoides coram-se de azul e apresentam-se com o 
formato cônico (seta), enquanto o acrossomo lesionado apresenta-se com o formato 
arredondado (ponta de seta). (D) Integridade acrossomal acessada pela sonda FITC-PSA, 
onde o acrossomo dos espermatozoides reagidos apresentam fluorescência (ponta de seta) 
e aqueles intactos não apresentam fluorescência (setas). (E) Atividade mitocondrial 
acessada por DAB, onde as categorias DAB I, II, III e IV apresentam 100%, mais de 
50%, menos de 50% e 0% de moticondrias ativas, respectivamente. (F) Potencial de 
membrana mitocondrial (MMP) acessado pela sonda JC-1, onde os espermatozoides com 
alta e baixa MMP apresentam-se com fluorescência vermelho-alaranjada (ponta de seta) e 
verde (setas), respectivamente. Micrografias extraídas de Rui et al. (2017). 
 

Após a adequada seleção de machos e fêmeas reprodutoras, o próximo desafio na produção de pintinhos 
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refere-se à incubação dos ovos. O sucesso em incubatórios industriais depende de uma conjunutra de fatores que vão 
do controle e monitoramento das diversas condições de incubação (temperatura, umidade, viragem, ventilação, etc.) 
e da automação de diferentes processos (seleção, desinfecção, vacinação de ovos, entre outros), à constante 
preocupação com aspectos sanitários (Cobb, 2008; Leksrisompong et al., 2007). O ovo é uma estrutura que 
comporta aproximadamente 30.000-60.000 células vivas na oviposição e seu armazenamento por períodos 
superiores a 3-4 dias ou em condições inadequadas podem levar à queda da viabilidade embrionária ou perdas na 
qualidade dos pintinhos (Aviagen, 2014). Isto porque a estocagem prolongada dos ovos supostamente induz o 
estresse embrionário (manifestado por uma maior mortalidade das células embrionárias por necrose e apoptose) e a 
diminuição do metabolismo embrionário (Dymond et al., 2013). Visando mitigar esses efeitos da estocagem 
prolongada, incubatórios industriais tem aplicado a metodologia de incubação dos ovos por curtos períodos de 
tempo durante a armazenagem (SPIDES, do inglês Short Periods of Incubation During Egg Storage). O SPIDES 
consiste na incubação dos ovos até que a temperatura da casca alcance entre 32.0-38.3oC, condição que dependendo 
da máquina utilizada pode levar entre 2-8 horas de incubação (Aviagen, 2014). Os resultados obtidos com essa 
ferramenta comprovam a manutenção da eclobilidade de ovos armazenados de 7 a 14 dias, por mecanismos que 
envolvem possivelmente o resgate de células que morreriam durante a estocagem dos ovos ou o desenvolvimento 
embrionário a estágios mais resistentes às condições do armazenamento. 

Outro problema da avicultura industrial que vem sendo intensivamente pesquisado relaciona-se ao descarte 
de machos de linhagens leves (Galli et al., 2017; Galli et al., 2018). Estima-se que são abatidos aproximadamente 
370 milhões de machos de linhagem leve na América do Norte e 420 milhões na Europa a cada ano (Turner, 2010). 
Desse modo, a determinação do sexo de aves ainda no estágio embrionário apresenta-se como uma alternativa 
interessante para contornar a polêmica relativa sobre o abate em massa de pintinhos machos de postura. Atualmente 
dois métodos estão sendo estudados para sexagem in ovo: um óptico e outro não-óptico. Os métodos ópticos, por 
exemplo espectroscopia Raman (Harz et al., 2008) e espectroscopia de absorção de infravermelho de Fourier 
(Steiner et al., 2010) baseiam-se nas diferenças existentes entre o DNA de machos e fêmeas, e possuem as vantagens 
de serem pouco invasivos e disponibilizarem os resultados em tempo real (diferente das ferramentas químicas e 
genéticas que necessitam da coleta de amostras e da espera dos resultados laboratoriais) (Clinton et al., 2016; Galli 
et al., 2017). A espectroscopia Raman associada à fluorescência próxima ao infravermelho é empregada no quarto 
dia de incubação e garante uma sexagem precisa in ovo (acima de 90%) baseado na diferença do DNA de hemácias. 
No entanto, embora a luz não cause nenhum dano ao embrião, a necessidade de realizar uma janela na casca do ovo 
para acesso da circulação embrionária ocasiona uma redução na taxa de eclosão. No entanto, em estudo recente 
Galli et al. (2018) demonstraram que a espectroscopia pode ser realizada em vasos extraembrionários, mantendo a 
casca do ovo e suas membranas intactas. Já a espectroscopia de Fourier (FTIR - Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy) constitui outra técnica óptica de sexagem in ovo que pode ser empregada inclusive em ovos não 
incubados (Steiner et al., 2011). A desvantagem desta técnica consiste na obrigatoriedade de realização da janela na 
casca do ovo. 
  

Avanços e desafios relacionados à reprodução de aves silvestres 
 

O fotoperíodo constitui um fator determinante na reprodução de aves domésticas e silvestres, sendo o 
estímulo externo de maior influência nas alterações do ritmo circadiano e o consequente início da estação 
reprodutiva (Pollock e Orosz, 2002; Pereira, 2014). Sabendo que variações do fotoperíodo são essenciais para a 
atividade reprodutiva das aves, uma ferramenta amplamente utilizada pela indústria avícola são os programas de luz, 
cujos resultados sobre a performance reprodutiva são relatados há décadas (Hall, 1946; Wilson et al., 1962; Leeson; 
Summers, 1988; Lewis; Goes, 2006; Lewis et al., 2010). No entanto, poucos zoológicos e criadores relatam o 
emprego de programas de luz na reprodução de aves selvagens, um hiato alarmante sob o ponto de vista técnico na 
propagação dessas espécies. Objetivando a melhor compreensão dessa metodologia em aves silvestres, Ribeiro 
(2017) analisou os efeitos de um programa de luz artificial sobre a endocrinologia e comportamento reprodutivos de 
pinguins de Magalhães (Spheniscus magellanicus). Seus achados demonstraram que o controle do fotoperíodo 
alterou os padrões hormonais de machos e fêmeas, levando o aumento no número de pareamentos, postura de ovos 
(férteis e inférteis), e nascimentos de filhotes (Fig. 2). Além disso, uma falha no equipamento de controle do 
fotoperíodo, demonstrou que mecanismo possivelmente é capaz de induzir estações fora de época ou até mesmo 
duas estações no ano. Esses resultados são similares aos de outros estudos com passeriformes (Dixit e Singh, 2011; 
Dixit e Sougrakpam, 2013), fato que reforça a potencial aplicação dos programas de luz em diversas espécies de 
aves selvagens. Porém, uma particularidade fisiológica das aves que deve ser levada em consideração é a 
fotorrefratariedade, condição em que o eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal deixa de responder às elevações do 
comprimento do dia que eram inicialmente estimulatórias (Pereira, 2014). Apesar de ser importante para assegurar 
que a atividade reprodutiva em aves selvagens ocorrerão somente em épocas propícias para a sobrevivência da 
prole, este fenômeno pode levar a limitações na aplicabilidade dos programas de luz (Nicholls et al., 1988). Para 
contornar esta situação, injeções ou implantes hormonais podem ser utilizados em indivíduos não responsivos às 
alterações do fotoperíodo, como a aplicação de GnRH que pode trazer resultados variados dependendo da espécie e 
do protocolo (Jawor et al., 2006; Robbe et al., 2008; Constantini et al., 2009; Elnagar, 2009).  
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Figura 2. Perfil do comportamento reprodutivo de pinguins-de-magalhães 
submetidos ao controle do fotoperíodo. A linha acima do gráfico representa 
as oscilações do comprimento do dia ao longo do experimento. Os valores 
acima das colunas apresentam o número de ovos férteis em relação ao total 
de ovos nas temporadas reprodutivas de cada ano. Dados e gráficos extraídos 
de Ribeiro (2017). 

 
Outro problema comumente enfrentado por programas de reprodução de aves selvagens ex situ é a alta 

proporção de ovos inférteis, fato que pode ser atribuído a não interação entre macho e fêmea, inexperiência do 
casal, ou até mesmo subfertilidade ou infertilidade do macho. Neste último caso a análise minuciosa do sêmen é 
uma opção interessante pois permite a identificação e exclusão de indivíduos inférteis ou subférteis, bem como a 
seleção de machos com qualidade de sêmen superiores para sua utilização em programas de reprodução assistida 
(Lierz et al., 2013). Porém, um grande limitante para a aplicação de ambos, inseminação artificial e 
criopreservação de sêmen, na reprodução de aves selvagens é a obtenção de amostras seminais de boa qualidade. 
Neste sentido, três métodos são atualmente empregados para a coleta em aves selvagens: coleta cooperativa, 
massagem manual e eletroejaculação (Gee et al., 2004; Blanco et al., 2009). A coleta cooperativa depende do uso 
de machos criados na mão (conhecidos como ’imprintados’, adequação do inglês ‘imprinted’), que por manterem 
uma relação estreita com os seres humanos, os reconhecem como parceiros sexuais (Pereira, 2014; Blanco et al., 
2009). Esta técnica possui as vantagens de não causar estresse nem injúrias ao animal (pois não envolve contenção 
física) gerar um sêmen de excelente qualidade livre da contaminação por urina e fezes, mas demanda um manejo 
constante dos indivíduos exigindo uma grande mão-de-obra (Dhama et al., 2014). Já a massagem manual, 
primeiramente descrita em galos por Burrows e Quinn (1937), consiste na massagem rítmica e concomitante do 
abdômen e do ventre do animal, resultando em reflexo ejaculatório, representado pela elevação da cauda e 
intumescimento do falo. A maior vantagem desta técnica está na possibilidade de utilização em machos 
reprodutivamente ativos não necessariamente criados na mão, e sua maior desvantagem é a necessidade de 
condicionamento prévio, o que muitas vezes é dificultoso em aves silvestres (Paranzini et al., 2018). A 
eletroejaculação, apesar de comumente utilizada em mamíferos, não é frequente em aves em virtude de seus 
inconvenientes do alto grau de contaminação das amostras, sendo descrita apenas em Anseriformes, 
Columbiformes e Psitaciformes (Blanco et al., 2009; Gee e Temple, 1978; Gee et al., 2004; Bublat et al., 2017). 
Porém, alguns trabalhos recentes envolvendo psitaciformes descrevem uma técnica menos impactante que não 
inclui a contenção química (Lierz et al., 2013; Fisher et al., 2014). A vantagem desse método consiste na 
possibilidade de utilização em aves silvestres sem condicionamento prévio. Nosso grupo de pesquisa recentemente 
testou a eficácia da eletroejaculação em diversas ordens de aves (psitaciformes, piciformes, galiformes, 
anseriformes, accipitriformes, strigiformes e cathartiformes), e obteve êxito na coleta de sêmen de um grande 
número de espécies (Fig. 3 – Frediani, 2017; Frediani et al., 2019). Nossas taxas de sucesso variaram de 8.3% a 
50% dependendo da espécie, índices que confirmam a aplicabilidade de nosso protocolo em diferentes grupos de 
aves. 

Outro aspecto fundamental em um programa de conservação ex situ é a formação de bancos de 
germoplasma, entretanto a ocorrência de ovos megalécitos (ou seja, com muito vitelo) nas aves limita o 
armazenamento de material apenas para machos (sêmen), um grande viés genético na manutenção de populações 
viáveis (Hagedorn, 2006; Long, 2006; Blesbois, 2011; Ehling et al., 2012; Silversides e Liu, 2012). Além disso, a 
criopreservação de sêmen de aves selvagens apresenta, muitas vezes, resultados insatisfatórios, situação que levou 
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pesquisadores a investigar o uso de técnicas alternativas, como a manipulação e transplante de células germinativas 
(PGCs, SScs, etc.) (Russel e Griswold, 2000; Dobrinski, 2008; Silversides et al., 2012; Nakamura et al., 2013; 
Nakamura, 2016). O princípio dessa abordagem é produzir aves quiméricas (ou seja, aves formadas por dois tipos de 
células geneticamente distintas) que sejam capazes de gerar filhotes da espécie de interesse (Blesbois, 2007; Petitte 
et al., 2004; Lavial e Pain, 2010). A produção de filhotes após o uso de transplantes interespecíficos 
(xenotransplantes) de células do blastoderma ou primordiais em embriões receptores de galinha já foi demonstrada 
tendo como espécies doadoras patos-reais (Anus platyrhynchos), faisões-comuns (Phasianus colchicus) e abetardas 
(Chlamydotis undulata) (Li et al., 2002; Kang et al., 2009; Wernery et al., 2010). Por essa razão, nosso grupo de 
pesquisa tem se dedicado ao estudo de SSCs provenientes de machos adultos em transplantes interespecíficos entre 
codornas e galos. Nossos estudos demonstram essas células não apenas colonizam os túbulos seminíferos dos 
receptores, como também possuem a habilidade de produzir espermatozoides (Pereira et al., 2013). Essa 
metodologia amplia as opções de material a serem resgatados de aves ameaçadas inclusive de indivíduos post-
mortem (p.e. coleta de testículos de embriões machos, machos adultos). Outra possibilidade para preservação de 
material genético de fêmeas de aves é a criopreservação e posterior enxertia de tecidos ovarianos (Silversides e Liu, 
2012). Liu et al. (2010) e Liu et al. (2013) obtiveram sucesso no transplante de tecido ovariano criopreservado entre 
codornas, relatando inclusive crias descendentes da ave doadora. Song e Silversides (2008) transplantaram 
ortotopicamente tecido ovariano criopreservado entre galinhas e, além de obter sucesso no transplante, 
demonstraram que a ave receptora continuou gerando descendentes da doadora mesmo após 18 meses do 
procedimento cirúrgico. Estes resultados abrem caminho para o estudo da utilização de xenotransplantes ovarianos, 
visto que esta técnica associada à criopreservação de sêmen e posterior inseminação artificial pode representar um 
grande avanço na reprodução assistida de espécies em risco iminente de extinção. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Fotos ilustrativas do método de eletroejaculação em macho adulto de 
gavião-pega-macaco (Spizaetus tyrannus). (A) Representação da contenção 
física do animal. (B) Detalhe do posicionamento da probe na cloaca para a 
realização da eletroestimulação. (C) Fotomicrografia do espermatozoide de 
gavião-pega-macaco, evidenciando o acrossomo, a peça intermediária e o 
flagelo. (Fotos Mayra H. Frediani). 
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