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RESUMO

A conservagdo ex situ inclui a criopre-
servagdo de sémen, ovocitos, embrides, células
sométicas e DNA (FAO, 1998). Embora, no mo-
mento, ndo seja possivel recuperar populagdes
ou individuos a partir do DNA, o armazenamento
deste tém sido Util para estudos populacionais,
investigacbes epidemioldgicas e outros. O
Laboratério de Genética Animal (LGA) da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia —
CENARGEN, trabalha com a caracterizacéo de
populag6es animais que estéo incluidas no pro-
grama de conservagao de recursos genéticos
brasileiro desenvolvido pela Embrapa. Em para-
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lelo aos trabalhos de conservagéo, foi montado
um Banco de DNA, o qual possui amostras de
diversas espécies. O DNA foi extraido de pellets
de linfdcitos criopreservados ou de buffy coats.
Apos a extragdo o DNA foi quantificado e teve
sua integridade e qualidade checada. Cada
amostra extraida foi dividida em pelo menos duas
aliquotas, uma para ser usada em estudos de
caracterizacao (-20°C) e a outra para ser esto-
cada no Banco de DNA. (-80°C). Todos animais
amostrados receberam um cédigo e foram cata-
logados em um banco de dados, onde todas as
informacdes viaveis estdo registradas. O
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refinamento de técnicas de biologia molecular
aumenta a utilidade do material depositado, sendo
um reservatorio de importantes informacgdes cien-
tificas. No momento, o banco do DNA do LGA
possui espécimes de diversas racas de seis
espécies domésticas, a maioria destas encontra-
se em risco de extingdo e estdo envolvidas no
programa de conservagdo da Embrapa. A
conservagdo ex situ de DNAvemdemonstrando
sua utilidade util na caracterizagéo de populagdes
de animais domeésticos vinculados ao programa
de conservacdo do Brasil. Este podera ser o
método de escolha quando muitas amostras de
uma raca precisarem ser armazenadas.

SUMMARY

Ex situ conservation include the cryopre-
servation of genetic material: semen, oocytes,
embryos, somatic cells and DNA (FAO, 1998).
Although, it is not possible to regenerate whole
animals from isolated DNA, it has been proved
that DNA banking was useful in population genetic
studies and epidemiological investigations. The
Animal Genetics Laboratory (AGL) at Embrapa
Genetic Resources and Biotechnology -
Cenargen, Brasilia - DF, Brazil, works with genetic
characterization of animal populations that belong
to the Brazilian conservation program. At the
same time, a DNA Bank is being set up, which
already has samples from several animals
species. The DNA was extracted from
cryopreserved leukocyte pellets or buffy coats.
After extraction it was quantified and checked
for its integrity and quality. Each specimen
extracted was divided in at least two samples.
One of them was used for characterization
studies (-20°C) while the other was stored at -
80°C at the DNA bank. All animals that were
collected received a code number and were
catalogued in a data bank where all the available
information was registered. The refinement of
molecular biology techniques increase the
usefulness of banked material that will provide a
ready reservoir of valuable scientific information.

At this time, the AGL DNA bank has specimens
of several breeds of six domestic species. Most
of these breeds are in risk of extinction and are
involved inthe Conservation Program of Embrapa/
Cenargen. DNA banking is proving to be useful
for characterization of domestic animal popu-
lations that are in Brazilian conservation program.
In near future, it might be the method of choice
when many representatives of a breed are to be
stored.

INTRODUCAO

As técnicas para conservacdo de
recursos genéticos animais envolvem
a conservagdo in situ e ex situ. De
acordo com a FAO (1998), a conser-
vagado ex situ inclui a criopreservacdo
de sémen, ovocitos, embrides, células
somaticas e DNA. Embora ainda ndo
seja possivel recuperar animais com-
pletos a partir do DNA isolado, os
bancos de DNA tém provado sua
utilidade, na &rea humana, em inves-
tigacOes epidemiol bgicas e na pesqui-
sa do cancer (Visvikiset al., 1998).

Hetzel and Drinkwater (1992),
citam gque nos mamiferos superiores,
ao redor de 3000 milhdes de infor-
macOes estdo armazenadas em cada
uma das células que compde um orga-
nismo inteiro. Quando consideramos a
conservagao destainformagéo genéti-
ca, setornaessencial o armazenamento
ou a preservagado de umaamostra que
represente o organismo, sendo esta
purificada e preservada de modo a
manter a estrutura basica do DNA,
pois a mesma é uma forma alternativa
depermitir o acesso facil ainformagéo
genética.

O desenvolvimento e o refinamento
de técnicas de biologia molecular
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corroboram para a formagao/manu-
tencdo de Bancos de DNA, os quais
serdo um reservatorio de informagdes
cientificas. Além disto, ndo podemos
esquecer apossibilidadefuturadegenes
ou a el osdeinteresse serem descober-
tos em espécies que tenham se extin-
guido, sendo utilizadosparaaformacéo
de animais transgénicos ou quica um
organismo inteiro (Egito et al., 2000).
Visando acaracterizacéo dasragas
naturalizadas envolvidas no programa
de conservagdo e recursos genéticos
animais implantou-se, em 1998, o
LaboratériodeGenéticaAnimal (LGA)
da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia— CENARGEN e, des-
de o seu inicio, a equipe envolvida
preocupou-se em formar um banco de
amostras onde, além do DNA extrai-
do, incluiu-setambém heméciasesoro,
para futuros trabalhos de caracte-
rizagdo genética. A énfase inicia foi
dada a racas de animais domésticos
gueseencontram em perigo deextingéo
e que ja estavam envolvidos no Pro-
grama de Conservagdo de Recursos
Genéticos Animais da Embrapa.

MATERIAL E METODOS

As amostras que fazem parte do
Bancode DNA localizado naEmbrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia
foram obtidas em viagens de coleta
realizadas pel os membros da equipe ou
pelo envio de material bioldgico por
partede criadoresou responsavei spelos
Nucleos de Conservagéo de Recursos
Genéticos Animais da Embrapa.

Para a coleta de sangue foram uti-
lizados tubos a véacuo contendo EDTA
como anticoagulante. As amostras

foram transportadas em gelo e
processadas em até cinco dias para a
separacdo dos componentes sanguii-
neos. Ap6s uma centrifugacdo a 3000
rpm/10' a camada de leucécitos foi
retirada e armazenada a -20°C para
posterior extragdo. Ashemaciasforam
lavadas com solucéo salina 0,9 p.100
sendo armazenadas e congeladas em
tampédo sodico contendo 40 p.100 de
glicerol. As amostras de plasma e
hemaci astambém foram armazenadas
para futuros trabalhos envolvendo
polimorfismos protéicos.

Apébs a extracdo do DNA, com
protocolo pré-estabelecido no LGA
baseado em um protocol o ndo organico
otimizado (Milleret al ., 1988), omesmo
foi quantificado e teve suaqualidade e
integridade conferida. Para a quanti-
ficagdo das amostras utilizou-se gel de
agarose 1 p.100, corado com brometo
de etideo, o qual foi comparado com
padrdes de DNA de fago lambda. O
grau de pureza foi avaliado, em um
espectrofotdmetro, pelarelagdo obtida
nos comprimentos de onda de 260/
280nm. Cadaamostraextraidafoi sub-
dividida em duas, sendo uma utilizada
nos trabalhos de caracterizagao/
genotipagem das populacdes no
laboratério e a outra armazenada a —
80°C (Banco de DNA).

Todas as amostras armazenadas
possuem um cédigo especifico e estdo
cadastradas em um Banco de Dados,
separado por especie e raga, onde
dentro de cadaraga constam informa-
cOesarespeito decadaanimal coletado,
como genealogia, sexo, descendéncia,
datade nascimento, local de origem do
animal ecoletado material, localizagdo
das amostras no Banco e outras
informagbes ertinentes aguele indi-
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viduo e ao processamento da amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente, existem armazenadas
no Banco de DNA do LGA 5769
amostras, sendo estas de onze ragas
ovinas (1360 amostras), doze ragas
equinas (692 amostras), quatro ragas
caprinas (700 amostras), cinco
bubalinas (418 amostras), trésasininas
(166 amostras) e dezesseis bovinas
(2433 amostras). A maioria das ragas
amostradas esta envolvida no Progra-
ma de Conservagao de Recursos Ge-
néticos da EMBRAPA. A figura 1
mostra aevolucéo do Banco no perio-
do de quatro anos, onde o nimero de
amostras introduzidas triplicou neste
periodo.

Pode-se verificar que em determi-
nados periodos haumaintrodugdo pre-
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ferencial de determinadas espécies, o
gue pode ser atribuido a0 desenvolvi-
mento, aguela época, de trabalhos de
caracterizagdo genéticacom asmesmas
(p.e. dissertagdes de mestrado).

Com o0 avanco das técnicas de
biologia molecular, estas cole¢Oes
poderdo ser Uteis para a pecuaria na-
cional pela introdugcdo de genes que
confiram caracteristicas inexistentes
em outras ragas ou populacdes
(transgénese). O potencial contido num
Banco de amostras biol dgicas, como a
existenteno LGA, éindiscutivel quando
selevaem consideracdo apossibilidade
de analisar, com diferentes marcado-
res e técnicas, amostras que estdo
conservadas ha anos.

CONCLUSOES

A criopreservagado de bidpsiase/ou

FrrrrrerrrTy = 2000

| 2004
| 2003
= 2002
2001

)

o 500 1000

1500 2000 2500

NuUmero de amostras

Figura 1. Evolugéo do Banco de DNA ao longo dos anos. (Evolution of DNA bank).
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estoques celulares é rotina em varios
paises do mundo porque a manutencéo
das mesmas constitui um repositorio
de informacdes genéticas de animais,
mesmo apOs sua extingdo total.
Colegbescompreendendo material bio-
l6gico como DNA e tecidos vem
demonstrando suautilidade nacaracte-
rizagéo de populacdes de animais do-
meésticos vinculados ao programa de
conservagdo do Brasil. Este podera
ser um dos métodos de escolhaquando
for necessario o armazenamento de
amostras de uma raga.

Estratégias no sentido de se usar
material bioldgico para agregar
conhecimento a essas espécies é
extremamente desgjavel, ainda mais
apos o grande crescimento das técni-
cas de biologia molecular. O refina-
mento destas tecnologias aumenta a
utilidade do material depositado sendo
um reservatorio de importantes
informacdes cientificas. O material
armazenado até o momento viabilizou
diversostrabal hoscientificosincluindo
treinamentos e estagios a estudantes
de graduacéo, e o desenvolvimento de
teses de pds-graduacéo.
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