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Apresentacao

Desde o inicio da década de 1970, ha uma crescente conscientizacao mundial sobre a
necessidade de preservacao dos recursos genéticos, que sao essenciais para o
atendimento das demandas por variabilidade genética dos programas de melhoramento,
principalmente aqueles voltados para alimentacdo humana.

O enriquecimento e a manutencao continua da variabilidade genética das colecdes sdo
prioritdrios e estratégicos, considerando as restricdes internacionais ao intercambio de
germoplasma e a diversidade de recursos genéticos de animais zootécnicos do pais.

Na década de 1970, a Food and Agriculture Organization (FAQO), 6rgao das Nacdes Unidas,
estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de centros para a conservacao de
recursos genéticos situados em regides consideradas de alta variabilidade genética. Em
1974, o Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR) criou o
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje transformado no Bioversity
International. No mesmo ano, a Embrapa reconheceu a importancia estratégica dos
recursos genéticos com a criacao do Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN),
que mais recentemente adotou a assinatura-sintese Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

A criacao da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a consolidacdo do SNPA
estabeleceram ambiente propicio para a formatacao da Rede Nacional de Recursos
Genéticos. A partir de entao, paulatinamente, colecbes de germoplasma foram
estruturadas em diferentes Unidades Descentralizadas, predominantemente na area vegetal
e a partir de 1983 passou a trabalhar na area animal.

Em 1993, por intermédio de deliberacdo da Diretoria Executiva, a Embrapa formalizou,
como ferramenta de gestao das colecoes, o Sistema de Curadorias de Germoplasma e
definiu os papéis e as responsabilidades para os diversos atores envolvidos nesse Sistema,
tais como: curadores de colecdes de germoplasma, chefes de Unidades Descentralizadas
que abrigavam as colecoes e a Supervisao de Curadorias. Os projetos em rede foram
definidos como figuras programética e operacional, possibilitando o custeio de atividades
de coleta, intercAmbio, quarentena, caracterizacao, avaliacao, documentacao, conservacao
e utilizacao de germoplasma, além da manutencdo das colecdes. De 1993 até a presente
data, muitas colecdes de germoplasma foram estabelecidas e, atualmente, o Sistema de
Curadorias da Embrapa redne 209 colecdées, incluindo Bancos Ativos de Germoplasma
Vegetal (BAGs), Nucleos de Conservacao Animal, Colecoes Biolégicas de Micro-
organismos e Colecdes de Referéncia, as quais abrangem espécies nativas e exdticas.

Como consequéncia desses 30 anos de atividades relacionadas ao manejo dos recursos
genéticos, os curadores adquiriram uma bagagem de conhecimentos praticos na éarea,
conhecimentos estes que foram, em parte, sistematizados e disponibilizados para a
sociedade por intermédio da presente obra: “Manual de Curadores de Germoplasma”.



Esperamos que esta publicacdo em série torne-se um guia para curadores de germoplasma
no Brasil e no exterior, e que contribua efetivamente para o aprimoramento da gestado dos
recursos genéticos deste pais.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Conservacao ex situlin vitro
de Sémen, Embrides, DNA e
Tecidos

Alexandre Floriani Ramos
Hymerson Costa Azevedo
Silvia Tereza Ribeiro Castro
Andréa Alves do Egito

Introducao

A conservacao de germoplasma ex situ/in vitro de animais visa armazenar material
genético de espécies, racas, tipos raciais ou individuos, nativos, exéticos e naturalizados.
O material armazenado podera ser utilizado para o restabelecimento de uma populacdo em
risco de extingcdo, a formacao de um novo grupamento genético, suporte a programas de
conservacao /n vivo e melhoramento genético, além de estudos de identificacdo de genes
de importancia social, cultural e econémica.

O objetivo deste manual €é, entre outros, orientar os Curadores de Nucleos de Conservacédo
como proceder na selecao dos doadores, coleta e identificacdo de amostras de sémen,
embrides, DNA e tecidos, bem como, no procedimento de remessa do material para o
Banco de Germoplasma Animal da Embrapa.

Selecao de doadores de DNA e tecidos

As coletas de sangue para extracao do DNA, bem como, para a coleta de tecidos deve ser
realizada em animais dos Nucleos de Conservacdo e em animais da populacdo em geral
que apresentem as caracteristicas morfoldégicas das racas contempladas no Programa de
Conservacao Animal da Embrapa ou de interesse nacional.

Recomenda-se a coleta de animais ndao aparentados em, pelo menos, trés geracdes. Dessa
forma, sdo minimizados os efeitos de parentesco que podem vir a prejudicar a analise
genética; caso nao seja possivel, deve-se informar o parentesco na folha de informacdes
que acompanha o material enviado ao laboratério.

Selecao de doadores de sémen e embriGes

Na selecdo de doadores de germoplasma devem ser consideradas a variabilidade genética,
a tipificacao ou caracterizacao racial e/ou o potencial produtivo, a condicao clinica do
aparelho reprodutor e a situacao sanitaria do doador.

A selecdo de animais doadores nos Nucleos de Conservacao deve ser realizada com base
em dados fenotipicos (descritores) que indiquem maior tipificacao ou caracterizacao racial
e, se possivel, boa capacidade produtiva, adaptacao e resisténcia. Sempre que disponivel,



Manual de Curadores de Germoplasma — Animal: Conservacao ex situ/in vitro de Sémen, Embrides, DNA e Tecidos

os resultados da caracterizacdo genética poderao ser utilizados a fim de assegurar

doadores com maior variabilidade genética. Para isso, uma amostra de sangue ou DNA dos

potenciais doadores devera ser encaminhada para a caracterizacao molecular e,
posteriormente, indicados os individuos a serem coletados.

Foto: Alexandre Floriani Ramos

Figura 1. Doador de sémen da raca Curraleira Pé-Duro.

A realizacdo do exame clinico geral e do sistema genital feminino e masculino, avaliando a
saude reprodutiva dos doadores, é de grande importancia para a mensuracao do potencial

de producao de sémen ou de embrides dos doadores. Por isso, torna-se necessaria a
realizacdo dos mesmos previamente a inclusdo dos animais em rotina de coleta.

A avaliacado sanitaria dos doadores € indispensavel para garantir a seguranca do uso do

sémen e dos embrides estocados no banco de germoplasma. Antes de serem coletados, os

doadores devem ser submetidos a exames para diagndstico de doencas infecciosas,

especificas para cada espécie, conforme descrito no Quadro 1. Somente os doadores com

sorologia negativa deverdo ter seu material genético estocado.
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Quadro 1. Doencas infecciosas que necessitam de exame sanitério dos doadores de germoplasma,
de acordo com a espécie animal.

Bovino e bubalino Brucelose; Tuberculose; Diarreia Viral Bovina (BVD); Campilobacteriose
genital bovina; Tricomonose

Caprino e ovino Brucelose; Tuberculose; Paraplexia enzodtica dos ovinos (scrapie)
Equino e asinino Anemia Infecciosa Equina (AIE); Mormo; Influenza Equina
Suino Brucelose, Tuberculose; Peste suina classica; Doenca de Aujesky

Coleta de sémen e embrides

Identificacdo do doador

Para a introducao de material no Banco de Germoplasma Animal ou no banco de DNA e de
tecidos é necessdria a correta identificacdo dos doadores. Os descritores minimos dos
doadores sdo: nome; sexo; espécie; raca; registro genealdgico; data de nascimento; nome
do pai; nome da mae; data da coleta do material (sémen, embridao, DNA ou tecido); nome e
endereco do proprietario. Além disso, a documentacdo dos descritores minimos para a
espécie do doador é de grande importancia para identificacdo do material estocado e para o
seu uso no futuro. A relacdo dos descritores minimos para algumas das espécies animais
da Rede Animal da Plataforma de Recursos Genéticos da Embrapa pode ser encontrada no
endereco eletronico http://plataformarg.cenargen.embrapa.br/pnrg/rede-animal ou por meio
do contato direto com os Curadores de Produto, cuja lista encontra-se no referido site.

Reprodutores de racas ou grupamentos genéticos que possuem registro genealdgico
deverao, preferencialmente, ser introduzidos em Centrais de Coleta e Processamento de
Sémen e Embrides devidamente registrados no Ministério da Agricultura, Pecudéria e
Abastecimento (MAPA). Nos casos de impossibilidade de introducao dos animais nas
centrais credenciadas poderd ser realizada a coleta e o congelamento de sémen ou
embrides a campo, desde que sejam realizados os exames sanitdrios para cada espécie,
relacionados na tabela acima. Os atestados sanitarios deverao ser anexados a
documentacdo do banco de germoplasma, a fim de comprovar a sanidade dos doadores no
momento das coletas.

Para o armazenamento de sémen e embriées de animais de uma mesma raca ou
grupamento genético, a Organizacao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacao
(FAQO) sugere o nimero minimo de 25 doadores. O nimero minimo necessario de doses de
sémen para cada individuo, de acordo com a espécie, estd descrito no Quadro 2.
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Quadro 2. Numero minimo de individuos, doses de sémen e concentracdo espermatica/dose para
armazenamento no banco de germoplasma.

Asinino 25 100 1.000 x 10°
Bovino 25 500 40 x 10°
Bubalino 25 500 40 x 10°
Caprino 25 200 100 x 108
Equino 25 100 1.000 x 108
Ovino 25 200 100 x 108
Suino 25 100 3.000 x 10°

Foram consideradas apenas as doses minimas necessérias e consideradas como colecao
de base. Deve-se levar em consideracdo, ainda, as amostras que deverao estar disponiveis
para andlise, disponibilizacdao e uso, além de “backup” ou cépia do material genético, o
que pode representar um acréscimo de 100 a 200%, no minimo.

O sémen estocado no banco de germoplasma devera ser avaliado e ter seus descritores
documentados em planilha ou base de banco de dados computadorizada. Dentre os
descritores minimos para sémen estocado estao a data do processamento e o meio diluidor
utilizado no congelamento, o nimero da partida de sémen e a quantidade, volume e a
concentracao espermatica das doses congeladas. Os critérios qualitativos minimos para o
armazenamento do sémen estdo demonstrados no Quadro 3, sendo que as amostras que
apresentarem, apds o descongelamento, avaliacdes espermaticas fora dos valores de
referéncia listados abaixo nao deverao ser introduzidas no banco de germoplasma, salvo
em situacdes especiais, como morte ou incapacidade do reprodutor e raridade ou risco de
perda de um determinado individuo ou populacao. Informacdes mais detalhadas e
complementares a respeito de procedimentos de avaliacdo de machos doadores e de
sémen podem ser obtidas no Manual para exame androldgico e avaliacdo de sémen animal
do Colégio Brasileiro de Reproducao Animal — CBRA (http://www.cbra.org.br/).

Quadro 3. Valores de referéncia das caracteristicas espermaticas qualitativas do sémen a ser
introduzido no banco de germoplasma.

Motilidade Progressiva =30%
Defeitos maiores =10%
Defeitos menores =20%
Defeitos de acrossomo =10%
Defeitos de cauda =20%
Defeitos totais =30%
Viabilidade (Eosina-Nigrosina) =70%

Os embrides estocados no banco de germoplasma também deverao ter seus descritores,
tais como estadio de desenvolvimento, qualidade, crioprotetor utilizado e método de
criopreservacado, documentados em base de dados computadorizada. Informacdes de como
identificar o estagio de desenvolvimento, assim como de classificacao da qualidade de
embrides, podem ser obtidas no manual da International Embryo Transfer Society (IETS) e
nos sites desta instituicao (http://www.iets.org/) e da Sociedade Brasileira de Tecnologia
de Embrides — SBTE (http://www.sbte.org.br/).
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Os descritores minimos para sémen e embrides estabelecidos pela Rede Animal da
Plataforma de Recursos Genéticos da Embrapa poderao ser encontrados no endereco
eletrénico http://plataformarg.cenargen.embrapa.br/pnrg/rede-animal ou por meio do
contato direto com os Curadores de Produto, cuja lista se encontra no referido site.

Coleta de sangue para extracao de DNA

O sangue para extracdao do DNA devera ser coletado em tubos a vacuo contendo o
anticoagulante EDTA, podendo ser de 15, 10 ou 5 mL. Imediatamente apds a coleta,
movimentar gentilmente o tubo varias vezes, para completa homogeneizacao do sangue
com o anticoagulante. O local para puncdo é a veia jugular ou a mamaria, em mamiferos,
em aves na veia braquial (na parte interna da asa); tendo-se sempre o cuidado de limpar o
local a ser perfurado com alcool iodado para evitar contaminacao.

O sangue devera ser imediatamente resfriado. Para tanto, deve-se utilizar caixa de isopor
com gelo. Apéds a coleta, o sangue poderd permanecer até sete dias antes de ser
processado, caso permaneca em geladeira apds a coleta. Se o envio do material ndo for
possivel dentro desse prazo, recomenda-se congelar o sangue apds a coleta. Para a coleta
de sangue em aves, pode-se utilizar seringas de 1 e 2 mL e manter a amostra em geladeira
por um dia antes da extracao.

Quadro 4. Volume de sangue necessario para ser coletado e submetido ao laboratério para extracao
de DNA.

Aves 0,5a1,b
Equideos 5a10
Ruminantes 5a10

Coleta de tecidos

Antes do inicio da coleta, identificar os tubos “eppendorfs” ou “falcons” com nimero do
animal, sexo e raca. Incluir o nimero de coleta do animal dentro de cada frasco. Um
pedaco de papel vegetal com nimero escrito a lapis preto comum funciona muito bem.
Anotar em folha anexa, se possivel, algumas informacdes sobre a coleta, como: local,
posicdo geografica (GPS), proprietario da fazenda, endereco e coletor. Bem como algumas
informacodes sobre os animais como: data de nascimento, origem, e se possivel, grau de
sangue (se é misturado com outras racas) e genealogia dos animais.

Recomenda-se a coleta de animais ndo aparentados ou com pelo menos trés geracoes de
distancia. Dessa forma, minimizam-se os efeitos de parentesco que podem mascarar a
analise genética. Caso isso nao seja possivel, deve-se coletar animais aparentados e
informar o parentesco na folha anexa de informacoes.

Para a coleta de pelos, recomenda-se retirar e estocar dos animais apenas os pelos
contendo os foliculos pilosos (bulbos). Uma vez coletado e estocado em tubo “eppendorf”
ou “falcon”, o material deve ser mantido sob temperatura ambiente e longe de muita
umidade para evitar a proliferacdao de fungos. Recomenda-se coletar bastante material
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(aproximadamente 100 foliculos pilosos) em razdo dos eventos de coletas serem uUnicos e,
talvez, a impossibilidade de acesso aos animais em outra oportunidade.

Para a coleta de tecidos (pedacos de musculos, pele, érgaos, etc.) recomenda-se retirar
aproximadamente 1 a 5 centimetros cubicos de material, apenas animais vivos ou
imediatamente apés a morte. Nao é necessério cortar em cubos: uma fatia fina de tecido
equivalente é preferivel, ja que facilita a fixacdo. O material coletado deve ser fixado
imediatamente em etanol absoluto ou etanol 95%. Para evitar contaminacdes, sugere-se
que toda a instrumentacéo utilizada (tesouras, canivetes, facas, bisturis, pincas) seja
esterilizada entre uma extracao e outra (exemplo: molhar cada peca de instrumento
cirargico em etanol comercial e flambar em uma chama de lamparina, isqueiro, etc.).

Coleta de pelos

Recomenda-se retirar e estocar dos animais apenas os pelos contendo os foliculos pilosos
(bulbos). Uma vez coletado e estocado em tubos ou minitubos plasticos, o material deve
ser mantido sob temperatura ambiente, evitando-se excesso de umidade para prevenir a
proliferacao de fungos. Recomenda-se a coleta de bastante material (aproximadamente
100 foliculos pilosos ou mais) em razao da oportunidade, muitas vezes unica, de se
acessar aqueles animais.

Todas as amostras coletadas terdao seu DNA extraido e fardo parte do banco de DNA e
tecidos do Laboratério de Genética Animal, localizado na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia- DF. Cépia das amostras poderao ser requeridas pelos
colaboradores.

Identificacdo da amostra

Sémen e embrides

As palhetas contendo as doses de sémen deverao apresentar as seguintes informacodes:
identificacao do doador, raca ou tipo racial, data e local da coleta. Essas anotacdes devem
ser feitas com caneta de tinta permanente, prépria para escrever em superficie plastica.
Os embriées deverao conter, além das informacdes acima, o estadio de desenvolvimento,
a qualidade do embrido e o crioprotetor utilizado. Informacdes individuais dos doadores,
tais como data de nascimento e dados genealdgicos, deverao acompanhar o material
genético para o procedimento de documentacao.
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Foto: Alexandre Floriani Ramos
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Figura 2. Palhetas de sémen devidamente identificadas e em processo de lacre com &lcool polivinilico.

Sangue

Os tubos com sangue para extracdo de DNA deverao ser identificados com o nimero do
animal, sexo e raca ou tipo racial. Utilizar caneta para vidro que seja a prova d’agua.
Anotar em folha anexa algumas informacdes sobre a coleta, como local e endereco onde
foi realizada, nome do proprietario e nome da pessoa que a realizou, além de informacodes
sobre os animais, como data de nascimento, origem, e se possivel, grau de sangue (se
mestico de outras racas) e genealogia (especialmente pai/mae).

Pelos e tecidos

Antes do inicio da coleta, identificar os tubos ou microtubos com o nimero do animal,
sexo, raca ou tipo racial. No caso de animais com mais de uma coleta, Incluir o nimero de
coleta do animal dentro de cada frasco. Um pedaco de papel vegetal com ndmero escrito a
lapis preto comum funciona muito bem. Anotar em folha anexa, se possivel, algumas
informacdes sobre a coleta, como local, endereco e posicdo geografica (GPS) em que foi
realizada, nome do proprietario e da pessoa que coletou, bem como algumas informacodes
sobre os animais, como data de nascimento, origem e, se possivel, grau de sangue (se
mestico de outras racas) e genealogia dos animais.
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Remessa

Sémen e embrides

A remessa de sémen e embrides para o banco de germoplasma animal devera ser realizada
em botijdo criogénico contendo nitrogénio liquido, por via terrestre ou aérea. E necessaria
a emissdo de nota fiscal simples, de remessa, informando o contetdo enviado. Os laudos

laboratoriais atestando a sanidade dos doadores e as fichas informando os descritores
minimos dos doadores e do sémen ou dos embrides, também, deverdo acompanhar o
material enviado.

Nos casos em que o material enviado é de propriedade privada ou de instituicbes parceiras,

€ necessario o preenchimento e a assinatura de um termo de doacao ou do termo de

transferéncia de material — TTM, documentos providenciados pela Embrapa com o aval da

Assessoria Juridica.

Sangue para extracdo de DNA

Quando o processamento e a extracao do DNA forem realizados no local da coleta, deve-

se seguir as instrucées conforme os procedimentos operacionais padrao (POP) do

laboratério: Procedimento de extracdo de DNA animal e Procedimento de quantificacdo de

DNA em gel de agarose e espectrofotébmetro.

Quando o sangue for processado em local distante do local da coleta, envia-lo por via

aérea. Os tubos com o sangue deverdo ser embalados para a remessa em caixa de isopor

com gelo. Os tubos deverdo ser colocados em sacos plasticos arrumados em camadas
intercaladas com gelo. O gelo embalado em recipiente plastico ou reciclavel na forma de

gel é o mais indicado. Para manter por mais tempo a temperatura interna da caixa e evitar
vazamento do gelo derretido, forrar a caixa com jornal, lacra-la e identifica-la com nome e

endereco do destinatario. No aeroporto, envolvé-la em plastico, quando este servico
estiver disponivel. Enviar o material pelos Correios, por meio do servico SEDEX 10 ou,
ainda, por meio do transporte aéreo, aos cuidados do pesquisador do seu contato, com

nota fiscal para a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Parque Estacao Bioldgica,

final da Avenida W5 Norte, CEP 70770-900; CGC-00348003003802).

Em todas as opcdes de remessa, o tempo maximo estimado para que o sangue nao perca
a temperatura de resfriamento, no isopor, sdao 12 horas. Devera acompanhar, em anexo a

caixa de isopor, uma listagem do material enviado constando a relacao dos animais

coletados, data e local da coleta e nome de quem coletou. Se possivel, enviar também via

correio eletronico.

Os tubos devem estar fixados um ao outro com fita durex e embrulhados em plastico para
evitar que molhe a etiqueta e que os mesmos quebrem durante a viagem. E possivel pagar

o Sedex na origem e enviar o nimero da conta do banco para ser ressarcida a taxa dos
correios ou da transportadora. Caso opte por essa segunda forma, ndo se deve esquecer
de tirar uma nota fiscal no nome da Embrapa e envia-la juntamente com o material.

Observacdes importantes:

Informar-se, antecipadamente, nos terminais de carga dos aeroportos como é a forma de
pagamento, se a vista, em espécie, cheque ou cartdo, para que nao haja surpresas.
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Devera ser informado ao despachante que se trata de amostras de sangue animal ndo
contaminado, destinado a obtencdo de DNA com fins de pesquisa da Embrapa. Apresentar
identidade funcional e documento de identidade. A pessoa que for receber o material
devera igualmente apresentar-se com os documentos citados acima.

DNA e tecidos

Quando for extraido no local da coleta, o DNA devera ser envasado em microtubos de
plastico identificados de acordo com o modelo de etiqueta utilizado no laboratério e
enviado por via aérea em caixa de isopor com gelo. Deveréa ser enviada, via correio
eletrénico, ao responsdavel pelo laboratério e ao pesquisador responsdavel pela atividade
uma relacdo do material encaminhado, em que constem todos os dados das etiquetas, as
quais devem ser fixadas aos tubos com fita adesiva transparente (fita magica), conforme o
modelo abaixo:

LGA/CENARGEN

Sigla da raca, numero da identificacdo do animal na fazenda de origem — brinco
ou tatuagem (entre parénteses, niumero de entrada no banco de DNA)
Concentracdao da amostra

Endereco no banco de DNA

Data da extracao

Fonte: Arial Narrow, tamanho 5

Exemplo:

LGA/CENARGEN
BPAN 347 (021)
297,96 ng/uL
Cx15-H7
07/09/1994
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