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Introducdo

Avulnerabilidade genética, observada em longas extensdes de plantios
comerciais com uma mesma variedade, clone ou linhagens aparentadas,
tipicos da producdo em escala da agricultura moderna, levou a lamentaveis
episodios de perdas, na agricultura, de grande impacto social e econdmico.
Ainda no século XIX, os danos decorrentes de uma epidemia de Phytophtora
em plantios clonais de batata, na Irlanda, causaram fome e induziram uma
onda migratoria de cidad&os irlandeses para os Estados Unidos e outros
paises europeus que marcou a sociedade da época. O uso intensivo de
linhagens T de macho-esterilidade citoplasmatica em hibridos de milho levou a
perdas significativas na producéo dessa cultura nos EUA, causadas por uma
devastadora epidemia fungica h& pouco mais de trés décadas (Levings, 1993),
com graves reflexos econdmicos.

Como conseqiiéncia de episodios dessa natureza, ha muito se discute a
diversificacdo do uso de variedades melhoradas na agricultura. A
vulnerabilidade genética pode ser contornada, por exemplo, com o
enriguecimento da variabilidade genética das cole¢cdes de trabalho dos
programas de melhoramento que servem de base para as atividades de
recombinacdo e selecdo desses programas (Frankel & Brown, 1984). O
enriguecimento corrigiria, concomitantemente, as limitacbes de ganho
genético impostas pela estreita base genética que restringe a obtencdo de
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recombinagdes génicas interessantes devido ao limitado acervo de alelos que
compde a colecéo de trabalho. No entanto, ainda hoje se constata a grande
necessidade de avancos significativos nessa area, visto que os programas de
melhoramento modernos ainda se concentram, por varias razdes, em
germoplasma caracterizado por reduzida diversidade genética.

Neste capitulo, discute-se a necessidade de expansao da base genética
dos programas de melhoramento por meio da introgressdo de genes de
interesse econdmico. Enfase foi dada a discussdo do método de
melhoramento baseado na anélise de retrocruzamento avancado de QTLs (AB-
QTL analysis) que permite a introgresséo de genes de interesse econémico de
germoplasma silvestre para linhagens-elite, geralmente, pouco utilizado em
programas de melhoramento.

Base genética de programas de melhoramento
genético

No inicio do século XX, Nikolai Vavilov chamou a atencdo de
pesquisadores do mundo inteiro para a necessidade de conhecer, coletar e
conservar recursos genéticos vegetais para uso no presente e, também, no
futuro pela humanidade. Os conceitos fundamentais de centros de origem e de
diversidade de espécies vegetais por ele desenvolvidos influenciaram um
processo de organizacdo de esforcos nacionais em diversos paises para
estabelecer cole¢des de germoplasma das principais espécies de importancia
econdmica. A partir do episddio da epidemia em citoplasma T de milho nos
EUA, devido a grande pressdo politica e econbmica entdo suscitada,
observou-se maior intensidade nos esforgos de coleta de germoplasma em
todo o mundo e a criag&o de institutos nacionais e internacionais pro-ativos no
suporte a iniciativas de coleta, conservacao, caracterizacao e uso de recursos
genéticos. Uma das instituicdes resultante dessas percepc¢des e com missao
internacional de estimular as atividades de conservacao de recursos genéticos
vegetais em todo o mundo foi o International Plant Genetics Resources Institute
(IPGRI). No Brasil, a Embrapa, pela atua¢éo de suas unidades de pesquisa,
vem desde 1973 desempenhando, também, importante papel nesse
segmento.
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Equipes de coleta, compostas de pesquisadores de diferentes
especialidades, tém sido organizadas para amostrar a diversidade genética
das populacBes naturais das espécies cultivadas e dos seus parentes
silvestres, bem como de variedades tradicionais, clones e linhagens
comerciais, de acordo com o modo de propagacao da espécie de interesse.
O resultado desse esfor¢o culminou na obtencéo de grandes quantidades de
acessos depositados em bancos de germoplasma mantidos em diversas
partes do mundo. Para algumas espécies, como trigo e arroz, a quantidade de
acessos conservada em bancos de germoplasma é significativa (Tabela 1).

Tabela 1. Estimativa do numero de acessos depositado em bancos de germoplasma
de espécies cultivadas em diversas partes do mundo.

Espécie Acessos % de espécies silvestres
trigo 410.000 60
arroz 215.000 10
milho 100.000 15
soja 100.000 30
batata 42.000 40
tomate 32.000 70
algodéao 30.000 20

Adaptado de Tanksley & McCouch (1997).

Outras espécies, no entanto, ainda estédo na fase inicial de esforgos de
coleta e conservacao de germoplasma. Espécies autéctones de importancia
econObmica, no Brasil, vém recebendo atencdo especial pelo potencial
agrondmico e comercial que despertam. Pesquisadores e entusiastas
visionarios ndo medem esforgos para conservar e estudar espécies que devem
ser utilizadas em maior escala pelas geracdes futuras. Essas iniciativas devem
ser apoiadas para fomentar o avanco do conhecimento e o desenvolvimento
de variedades superiores para uso mais intensivo pela sociedade.

A domesticacao das espécies vem sendo desenvolvida, nos ultimos
séculos, com a finalidade de selecionar individuos nas populagfes naturais
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com caracteristicas mais homogéneas no que tange, por exemplo, a
arquitetura da planta (menor altura e maior rigidez do colmo para dificultar
acamamento) ou protecdo dos gréos (eliminacdo de mecanismos de
dispersdo de sementes, importante para a propagacdo da espécie em
condi¢Bes naturais, no entanto, inadequado para condi¢ges agricolas). O
melhoramento genético de plantas utiliza a selecao para fixar caracteristicas
importantes para a producdo agricola, mas isso, por sua vez, reduz a
diversidade. No limite, a auséncia de diversidade genética simplesmente nao
permite que a selecdo artificial possa ser desenvolvida. A existéncia de
variantes alélicas na colecéo de trabalho € fundamental para ganho genético
continuo. O processo de selecdo opera com a finalidade de limitar a
diversidade genética, capitalizando os esforgcos no desenvolvimento de
material superior, homogéneo, de acordo os objetivos do programa, todavia,
necessita dessa diversidade para que haja continuidade de ganho de selecao.

Os programas de melhoramento genético de plantas, de modo
organizado e fundamentado nos principios mendelianos, foram inaugurados
em sua grande maioria somente a partir de meados do século passado. Varios
desses programas foram estabelecidos com base em um grupo pequeno de
amostras varietais, resultando numa estreita base genética e, por conseguinte,
limitada diversidade alélica. A estreita base genética dos programas de
melhoramento genético tem levado a diminuicdo nos percentuais de ganho
genético para produtividade em gramineas e outras espécies (Figura 1).

Taxas de ganho anual de produtividade da ordem 2% a 3% vinham
sendo observadas ao longo das décadas de 1960 e 1970 e passaram a
apresentar valores preocupantes nestas Ultimas duas décadas (Figura 1). A
perdurar essa tendéncia, novas estratégias deverao ser desenvolvidas para
atingir as metas de produtividade esperadas para atender a demanda prevista
de grados para consumo pela populacdo humana nos préximos anos. Com o
rapido crescimento populacional, é urgente o incremento dos atuais niveis de
produtividade do arroz para satisfazer satisfazer as necessidades de cerca de
8,9 bilhGes de pessoas no planeta estimados para 2010 (Tanksley & McCouch,
1997). Os incrementos observados ndo sao suficientes no momento.
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Figura 1. Taxa de decréscimo de ganho de producao em gramineas (linha continua)
e na agricultura em geral (linha pontilhada).

A limitacdo da variabilidade genética nas populacdes submetidas a
selecdo compromete a extensdo do ganho genético. Dados dos programas
de melhoramento de arroz irrigado, conduzidos no Brasil, indicam, por
exemplo, que 0s ganhos genéticos para produtividade de gréos recentemente
documentados tém sido inferiores a 1% ao ano (Soares et al., 1994;
Breseghello et al.,1999; Santos et al., 1999; Rangel et al., 2000). Analise
recente indica que apenas dez ancestrais contribuem com 68% do conjunto
génico das variedades brasileiras de arroz irrigado (Rangel et al., 1996). Na
América Latina, 0 nimero de variedades de arroz, utilizado como base para
programas de melhoramento, limita-se a doze acessos (Cuevas-Perez et al.,
1992). Considerando as cultivares mais plantadas nos principais estados
produtores de arroz irrigado no Brasil, observa-se que apenas sete ancestrais
sdo mais frequentes nos pedigrees e sao responséaveis por 70% dos genes
(Rangel et al., 1996; Breseghello et al., 1999). Tal situacdo de alta uniformidade
genética pode trazer sérias conseqiéncias a producao brasileira de arroz.
Uma delas é a jA mencionada vulnerabilidade, especialmente, para patbgenos
de grande importancia para a cultura, como Magnaporthe grisea que causa a
brusone do arroz. Outra é a possibilidade de que o desenvolvimento de novas
variedades ndo acompanhe as expectativas de produtividade necessarias para
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atender ao consumo brasileiro. Dados similares tém sido descritos para outras
espécies vegetais, como soja e trigo. Nos Estados Unidos, por exemplo, 0s
programas de melhoramento genético de soja tém por base populacdes
derivadas do cruzamento de apenas 12 variedades (Tanksley & McCouch,
1997). Mais drastica, ainda, é a situacdo de programas de melhoramento
genético do trigo-vermelho, derivado do cruzamento de duas variedades
oriundas da Polbnia e da Russia.

Sao vérias as razfes para estagnacao e declinio dos percentuais de
ganho de produtividade, mas nédo ha davida de que o componente genético
devido a limitacé@o de variabilidade nos programas de melhoramento deve ser
levado em consideracdo. Esse incremento de produtividade s6 sera possivel
se houver melhor aproveitamento da diversidade genética, especialmente, da
conservada em bancos de germoplasma. Para isso, o conhecimento genético
do germoplasma depositado nos bancos é fundamental, assim como a
ampliacdo da diversidade genética das colec¢des de trabalho.

Causas da limitacdo do uso de acessos do banco de
germoplasma no melhoramento genético

Independentemente da espécie, constata-se que é incipiente o uso do
recurso genético, em especial, de acessos conservados em bancos de
germoplasma nas rotinas dos programas. Alguns dos fatores responsaveis sao
discutidos a seqguir:

(a) LimitacBes na caracterizacdo de germoplasma — a constatacéo de que o
processo de caracterizacdo do germoplasma, conservado em bancos
genéticos, € limitado ndo é recente (Frankel & Brown, 1984), e a caréncia
de informacgdes sobre os acessos depositados constitui-se em um dos
grandes entraves para emprego desse acervo genético nos programas de
melhoramento. O acervo de material de algumas espécies de importancia
econdbmica coletado e conservado € bastante extenso (Tabela 1). No
entanto, o conhecimento dos acessos conservados no que tange a sua
correta classificagdo botanica, nivel de diversidade, caracteristicas
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agrondmicas, fendtipos de interesse econdmico ou polimorfismo
molecular ainda € inicial. Essa caréncia de dados, naturalmente,
desestimula seu emprego nas rotinas dos programas de melhoramento. Na
falta de informacao, o melhorista continuara a explorar da melhor maneira
possivel sua colecao de trabalho. Esta €, por conseguinte, a primeira razao
para o uso limitado e o consequente estreitamento da base genética dos

programas.

(b) resisténcia do emprego de novo material no programa de melhoramento — a
inclusdo de novo germoplasma nas cole¢des de trabalho dos programas
de melhoramento encontra grande entrave inicial no préprio sucesso de
desenvolvimento de novas variedades melhoradas advindas da
recombinacao de germoplasma-elite enormemente trabalhado ao longo
de varias geracfes de selecdo. Ha, portanto, confianca do melhorista no
progresso que pode advir do material com o qual o programa de
melhoramento trabalha. Por sua vez, a incorporagédo de variedades
tradicionais ou espécies silvestres traz invariavelmente consigo genes
deletérios ou indesejaveis de dificil eliminagéo no programa. Tais genes, em
geral, ligados aos genes de interesse, sdo incorporados por “arraste” ou
linkage drag por estarem presentes no bloco haplotipico incorporado do
genoma doador e que s6 podera ser eliminado do genoma recorrente por
recombinacgéo. A extensao do linkage drag € variavel ao longo do genoma
e é heterogénea em volta do loco de interesse. O niumero de genes,
potencialmente deletério, em torno do loco génico de interesse
introgredido, € também bastante variavel. Segmentos em torno de 1cM do
genoma de tomate em programas de retrocruzamento podem incluir 100
ou mais genes (Young & Tanksley, 1989).

(c) incorporacao de caracteristicas quantitativas de germoplasma silvestre em
linhagem-elite — as caracteristicas mais importantes dos programas de
melhoramento possuem tipicamente controle genético quantitativo, como
produtividade ou tolerancia a estresse abiodtico. A introgressao simultanea
de alelos em varios locos é complexa e trabalhosa.
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Caracterizacdo de germoplasma em escala: o papel
da analise molecular

A caracterizacdo de germoplasma vegetal refere-se a observacao,
mensuracdo e documentacgéo de caracteristicas da planta que séo herdaveis,
consistentes e expressas homogeneamente em varios ambientes (Ferreira et
al., 2005). A caracterizacdo permite identificar e separar geneticamente os
acessos que compdem a colecdo de germoplasma, fomentar o catalogo de
descritores dos acessos com informac8es biolégicas essenciais para o
manejo e gestdo da colecdo e estimular a utilizacdo desses acessos no
melhoramento genético de plantas ou diretamente na agricultura. A
caracterizacdo de germoplasma vegetal, portanto, procura descrever e
compreender, em Ultima analise, a diversidade genética dos organismos
estudados.

No nivel mais bésico, a diversidade genética refere-se diretamente a
diferencas na sequéncia linear de nucleotideos da molécula de DNA entre os
individuos considerados, incluindo seqiiéncias funcionais (genes) e néo-
funcionais do genoma, bem como variacbes ocasionadas por efeitos de
posicdo de genes ou sequéncias reguladoras. A caracterizagdo
tradicionalmente se baseia em descritores morfol6égicos que possibilitam a
separacdo dos acessos da colegdo. A caracterizagdo agromorfologica vem
permitindo grandes avancos no processo de conhecimento e de organizacéo
das colecBes de germoplasma vegetal. E certo que a organizagéo atual das
colecdes tem sua base na caracterizagdo agromorfolégica. No entanto, essa
caracterizacdo tem sido complementada por outros critérios, visto que o0s
descritores agromorfolégicos apresentam algumas limitacbes, como: (a)
pouco polimorfismo, isto é, geralmente apresentam limitada variagdo de
morfotipos. (b) algumas caracteristicas morfolégicas podem estar sujeitas a
variagbes ambientais, 0 que torna complexo o processo de avaliacdo e
comparacao entre acessos; (c) algumas caracteristicas morfolégicas podem
ter impacto na viabilidade do acesso, dificultando sua manutencéo; (d) a
caracterizacdo agromorfolégica é intensiva em tempo e recursos para sua
execucdo. O grande numero de acessos depositado em colegbes de
germoplasma vegetal tem tornado essa tarefa muito dificil e intimidado sua
execucao.
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Nos ultimos anos, métodos moleculares de caracterizacdo de
germoplasma tiveram grande desenvolvimento. Entre esses métodos, os que
revelam polimorfismo de seqiiéncia de acido desoxiribonucléico, conhecidos
como marcadores moleculares, tém sido de grande importancia para a anélise
de diversidade genética e caracterizacdo de germoplasma. A utilizacdo desses
métodos tem sido cada vez mais comum nas rotinas de caracteriza¢do de
germoplasma vegetal.

Marcadores de regides hipervariaveis do genoma, conhecidos como
microssatélites ou repeti¢cdes curtas em tandem (STR - short tandem repeats),
foram recentemente desenvolvidos e caracterizados no genoma de varias
espécies vegetais (Ferreira & Grattapaglia, 1996). Marcadores microssatélites
sdo analisados por meio da diferenciacdo da variagdo de seqUéncias
repetitivas de dois a seis nucleotideos, lado a lado, em um sitio do DNA. O
namero de repeticdes, em geral, varia de algumas unidades a varias dezenas,
fazendo com que a variacdo alélica intraloco possa ser detectada pela
separacdo com base no peso molecular de produtos de PCR (reacdo de
polimerase em cadeia), realizada por meio de eletroforese em géis de
poliacrilamida (PAGE) corados com nitrato de prata (Tautz,1989; Litt & Luty,
1989; Weber & May, 1989). Mais recentemente, a deteccdo precisa da
variagéo alélica tem sido feita em sequienciadores automaticos de DNA. Nesse
caso, a marcacdo com fluorocromo de um dos primers que flaqueiam a
sequiéncia microssatélite no loco possibilita que o produto de PCR emita
fluorescéncia quando excitado com o laser do equipamento, permitindo sua
acurada deteccdo em pares de base. Os alelos de locos microssatélites sao
analisados via PCR e, por isso, podem ser detectados a partir de amostras de
nanogramas de DNA. Quando a variagdo de alelos de dois ou mais
marcadores microssatélites ndo se sobrepdem, eles podem ser combinados
para execucao simultinea de PCR e separacdo por eletroforese. Com a
utilizacdo de diferentes fluorocromos que emitem luz de comprimentos de
onda especificos para marcar os alelos de varios locos, mesmo os locos com
variagdo sobreposta de tamanho de alelos podem ser resolvidos
simultaneamente. Isso permite que uma amostra possa ter o genétipo
determinado simultaneamente em varios locos (multiplex), o que é uma grande
vantagem no processo genotipagem em escala.
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Microssatélites apresentam as seguintes vantagens para analise
genética: (a) s&o marcadores co-dominantes, possibilitando a determinacéo
dos alelos de um loco e, por conseguinte, a diferenciacdo de homozigotos e
heterozigotos; (b) séo altamente polimdrficos, isto €, apresentam bom ndmero
de alelos por loco, com freqiiéncia variavel nas populacdes do organismo
estudado, o que permite a diferenciacao genética de individuos testados; (c)
estdo distribuidos por todo o genoma, geralmente, de maneira uniforme,
possibilitando boa representatividade da porcdo gendmica analisada e,
quando selecionados, independéncia de recombinacado entre os locos
considerados; (d) uma vez desenvolvidos, permitem uma analise de baixa
relacé@o custo-beneficio e extremamente acurada (Ferreira, 2001). Essa classe
de marcadores moleculares tem sido utilizada extensivamente em analise
genética de plantas, animais e microrganismos (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

O polimorfismo de DNA em plantas, observado por meio de
marcadores moleculares microssatélites amplamente distribuidos por todo
genoma e altamente polimérficos, vem sendo estudado e empregado na
estimativa de parametros genéticos e em procedimentos de diagnose. Os
dados obtidos s&o utilizados como suporte para a tomada de decisdo na
conservacao de germoplasma, no mapeamento de locos que controlam
caracteristicas de interesse e em selecdo assistida. Marcadores microssatélites
tém sido empregados na construcdo de mapas de ligacéo, na identificagdo de
plantas e seus produtos, em testes de paternidade e de maternidade, em
testes de identidade genética, na andalise de variabilidade genética de
populacBes, em estudos filogenéticos, entre outras aplicacBes (Ferreira &
Grattapaglia, 1996).

A recente utilizacdo do sequenciador automéatico de DNA na
genotipagem de locos hipervariaveis vem revolucionando os estudos de
identificac@o e analise genética em varias espécies. A tecnologia disponivel
permite a genotipagem em escala de vérios individuos ao mesmo tempo,
seguindo estratégia baseada em marcacéo de primer utilizado na amplificacéo
de alelos em loco STR com fluorocromos que emitem fluorescéncia em
diferentes comprimentos de onda. Sequenciadores de DNA permitem a
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deteccdo precisa dos alelos, com possivel identificacdo de diferencas alélicas
em nivel de par de bases. Assim, diferencas de um par de bases entre alelos ou
microvariantes, representando fragcdes da seqiiéncia repetitiva, podem ser
detectadas com acuracia e, conforme comentado anteriormente, permitem a
analise multiloco em sistemas multiplex, quando os alelos de cada loco sdo
amplificados em uma Unica reacdo PCR ou, alternativamente, em diferentes
reacBes PCR com andlise simultanea. A tecnologia propicia a obtencédo de
grande quantidade de dados em curto espaco de tempo, permitindo o
escalonamento de processos de genotipagem.

A caracterizacdo de germoplasma pode ser revolucionada com o
emprego, em escala, de analise de polimorfismo de DNA no processo de
genotipagem. Por atuarem como marcadores genéticos, os marcadores
moleculares podem ser utilizados em reagdes multiplex analisadas em
sequenciadores de DNA para, com apenas algumas reacfes de PCR, cobrir
dezenas de locos do genoma, distribuidos ao longo dos cromossomos.
Dessa forma, cole¢des inteiras, incluindo milhares de acessos, poderiam ser
genotipadas. Os dados obtidos, genuinamente genéticos, poderiam ser
utilizados para estimar as relagcdes de vinculo genético entre acessos da
colecéo, identificar duplicagfes, sugerir cruzamentos mais interessantes para
maximizar novas combinacdes génicas, aprimorar o sistema de gestdo dos
bancos de germoplasma, contribuir para dirimir davidas de classificagédo de
espécies ou definir amostras de acessos para utilizacdo em testes de
associacdo visando ao isolamento génico. Isso seria, sem dlvida, um grande
passo para fomentar a caracterizacéo de acessos de banco de germoplasma e
incrementar seu uso em programas de melhoramento.

Introgressdo assistida: retrocruzamento avancado de
QTLs

A grande maioria das caracteristicas de interesse econdmico é
quantitativa, ou seja, é controlada por grande niumero de genes, cada qual
com uma contribuicdo especifica no fenotipo e com significativa interacéo
com o ambiente. Um loco de caracteristica quantitativa (QTL) segue 0s
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mesmos principios de genética mendeliana. Um QTL pode ser individualizado
em um Unico gene ou representar um conjunto de genes fortemente ligado que
pode ser diferenciado por recombinacao (Ferreira, 2003). A anélise de QTLs
representa a mendelizagdo de uma caracteristica quantitativa ao isolar os
locos génicos que a controlam, permitindo sua avaliacao individual ou em
conjunto (Paterson et al., 1991).

A analise de fragmentos polimorficos de DNA, em plantas, completa
pouco mais de 15 anos de experimentacéo intensiva. A preocupacéao inicial
dos estudiosos da area foi 0 estabelecimento da tecnologia em diferentes
espécies seguida de um grande esforco de desenvolvimento de mapas
genéticos baseados em marcadores moleculares. Em seguida, os
experimentos foram concentrados no mapeamento de regides genémicas que
controlam caracteristicas qualitativas. Concomitantemente, observou-se
progresso na dissecacdo do controle genético de varias caracteristicas
complexas, estimando o numero de locos envolvidos no seu controle,
localizando esses locos nhos cromossomos, avaliando a magnitude do efeito
de cada loco no controle genético da caracteristica, estudando os efeitos de
substituicdo alélica nos locos envolvidos, medindo as possiveis interacdes
epistaticas entre locos ou, ainda, analisando a expressdo dos genes
envolvidos em locos distintos em diferentes ambientes (Ferreira &
Grattapaglia, 1996). Nao h& davida, portanto, de que houve grande avango no
conhecimento do controle genético de varias caracteristicas de interesse
econdmico em diferentes espécies agricolas nos tltimos anos. E importante
reiterar que, em varios casos, a estratégia de mapeamento e dissecacao do
controle genético levou até mesmo a clonagem do gene de interesse em
plantas (Martin et al., 1993; Sasaki et al., 2002).

Por sua vez , 0 emprego de selecdo assistida por marcadores nos
programas de melhoramento, especialmente para caracteristicas
quantitativas, tem sido, regra geral, incipiente. Nao ha duvida de que, nesse
periodo, houve grande desenvolvimento da teoria de selecdo assistida, por
meio da andlise de diferentes varidveis em simulacfes estatisticas, mas a
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utilizac&o direta de informacado de gendtipos moleculares visando a selegcéo
de individuos superiores para caracteristicas complexas carece ainda de
informacdo empirica, com os experimentos limitando-se a alguns poucos
exemplos.

Uma excecdo € a andlise de retrocruzamento avancado de QTLs
(Tanksley & Nelson, 1996) que integra um método classico de melhoramento
(retrocruzamento) com a analise de polimorfismo de DNA para fins de selec¢éo.
Um grande desafio para os programas de melhoramento genético € a tarefa de
introgredir genes de interesse econdmico de germoplasma silvestre para
material-elite. O germoplasma silvestre, conforme comentado, retém grande
porcéo da diversidade genética de uma espécie e esse acervo génico € muito
pouco explorado. Nessa tarefa, o melhorista deve ser capaz de reter os genes
positivos para o ide6tipo que tem em mente e eliminar aqueles que ndo séo
adequados, além de tentar suplantar problemas comuns em cruzamentos
interespecificos, como limitacdo da fertilidade e conservacdo de blocos
haplotipicos com reduzida recombinacdo. Como a maior parte das
caracteristicas de interesse econdmico tem controle quantitativo, a
manipulacdo adequada dos locos génicos que controlam essas
caracteristicas é vital para o futuro dos programas de melhoramento genético.

Em geral, os programas de mapeamento de QTLs sdo desenvolvidos a
partir de populacdes segregantes oriundas do cruzamento entre genitores
contrastantes para as caracteristicas de interesse. Para isso, sdo utilizadas
populacBes F2, retrocruzamentos ou linhagens recombinantes puras. Essa
estratégia é muito eficiente para andalise de caracteristicas quantitativas em
cruzamentos intra-especificos. Cruzamentos amplos entre a espécie
domesticada e um parente silvestre, por sua vez, apresentam outros desafios.

Deve ser notado, contudo, que apesar de eficiente no avanco do
conhecimento do controle genético da caracteristica de interesse, o
mapeamento de QTLs apresenta-se quase sempre dissociado do processo de
desenvolvimento varietal. Uma vez obtida a informacdo sobre QTLs, o
pesquisador, em geral, reinicia 0 processo de cruzamento para potencial
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utilizacdo de selecdo assistida para a caracteristica. O ideal, naturalmente,
seria 0 emprego da informacdo na mesma populacdo desenvolvida para
mapeamento.

Uma espécie silvestre ao ser diretamente analisada para uma
caracteristica de interesse econdémico tera desempenho muito inferior as
linhagens melhoradas. Por causa disto, € comum a suposi¢cdo de que o
acesso silvestre analisado ndo possui alelos positivos que incrementem a
caracteristica quantitativa estudada. Entretanto, ao contrario, ha muito que
fendtipos transgressivos, isto é, que suplantam os desempenhos de um ou de
ambos 0s genitores, em populacdes derivadas de cruzamentos entre
linhagens-elite e acessos silvestres, vém sendo detectados (Wehrhahn &
Allard, 1965). Deve ser notado que a avaliacdo do efeito de alelos para uma
caracteristica quantitativa é de dificil realizag@o pratica no germoplasma
silvestre que o contém. Ao avaliar uma caracteristica quantitativa em uma
espécie silvestre, os dados ficam prejudicados pelo fato de caracteristicas
relacionadas ao processo de domesticacdo (ex., arquitetura da planta,
deiscéncia dos frutos, etc.) estarem ainda operando. Mesmo quando o estudo
€ realizado diretamente em uma populagéo segregante (ex., populagéo F2 ou
familias F3) as mesmas caracteristicas relacionadas com o processo de
domesticacdo prejudicam a analise. E necessario que as caracteristicas de
interesse sejam analisadas em etapas avancadas em programa de
introgresséo ja estabilizadas no background genético recorrente.

No método de melhoramento denominado retrocruzamento avangado
de QTLs (AB-QTL) (Tanksley & Nelson, 1996), utiliza-se a mesma populacao
empregada para desenvolver 0 mapa genético de uma espécie para
selecionar alelos positivos, monitorados pela informacé&o de polimorfismo de
DNA, os quais foram introgredidos de uma espécie silvestre ou variedade
tradicional para uma linhagem-elite do programa de melhoramento. AB-QTL
baseia-se em modificagcées de outro método chamado IBL (inbred backcross
line) desenvolvido h& mais de 40 anos (Wehrhahn & Allard, 1965), mas com a
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grande vantagem de incorporar informacéo de mapa no processo de selecao
(Tanksley & Nelson, 1996). No método IBL, uma linhagem-elite é cruzada com
uma linhagem doadora de uma caracteristica quantitativa e retrocruzada
algumas vezes para a linhagem-elite recorrente, obtendo progénie de
retrocruzamento avancado. Em seguida, centenas de linhagens puras,
derivadas do retrocruzamento avancado, sédo obtidas por SSD (single seed
descent). Na pratica, observa-se que o método tem potencial para separar as
linhagens puras em classes discretas, principalmente, se a caracteristica for
controlada por poucos QTLs, permitindo inferéncias sobre o nimero e o efeito
de QTLs (Wehrahahn & Allard, 1965). IBL, portanto, é baseado em selecdo
fenotipica de linhagens puras obtidas ao acaso ou, ainda, do cruzamento
entre linhagens selecionadas que apresentam fendtipo superior ao da
linhagem recorrente (Wehrahahn & Allard, 1965).

Ja a analise AB-QTL baseia-se na informacgéo de mapa e na magnitude
do efeito de alelos provenientes da linhagem doadora para selecionar
linhagens superiores a linhagem recorrente (Tanksley & Nelson, 1996). A
selegéo, portanto, é baseada na localizagdo e no efeito de QTLs identificados
na geracao de mapeamento cujos alelos séo provenientes do doador (Figura
2). Os produtos obtidos de um programa AB-QTL sédo linhagens quase-
isogénicas a linhagem recorrente, com a vantagem de se ter identificado e
mapeado a regido do genoma introgredida do acesso doador.

Retrocruzamento avancado de QTLs (AB-QTL) baseia-se em duas ou
trés geracdes de retrocruzamento a partir do cruzamento de uma linhagem-
elite com acesso silvestre. No processo, um mapa genético para
caracteristicas quantitativas de interesse é gerado, e as linhagens séo
avancadas com base em selecdo de marcadores associados ao controle
genético da caracteristica quantitativa sob estudo (Figura 2). O método tem
sido aplicado com sucesso em diferentes espécies (Tabela 2), permitindo nao
s6 a compreensdo da base genética de caracteristicas quantitativas de
interesse econémico, como também o desenvolvimento de linhagens para
programas de melhoramento genético.
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Figura 2. Esquema geral do método de retrocruzamento avancado de QTLs (AB-
QTL), utilizado no desenvolvimento de linhagens de O. sativa com introgressao de
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A abordagem AB-QTL possibilita:

(@) A utilizacdo em maior escala de recursos genéticos (especialmente
espécies silvestres) do banco de germoplasma também na introgressao de
genes associados ao controle genético de caracteristicas quantitativas.

(b) A avaliacéo do efeito desses genes no background genético da linhagem-
elite recorrente.

(c) A identificagcdo dos segmentos gendmicos introgredidos do genitor
doador ao longo dos cromossomos.

(d) A utilizacdo de gendtipos gréficos para selecionar linhagens com diferentes
composicdes de segmentos introgredidos.

(e) A selecao de linhagens quase-isogénicas com introgressdes que afetam
caracteristicas quantitativas e a sua utilizagdo em rotina no programa de
melhoramento.

(f) A selec@o negativa de plantas ainda em RC1 ou RC2 para caracteristicas
deletérias advindas do doador silvestre (ex., deiscéncia, arquitetura da
planta) sem prejuizo de outros QTLs de interesse (independentes). QTLs
deletérios por certo complicariam a analise fenotipica nas geracdes
avancadas de retrocruzamento.

(g) A obtencéo de linhagens quase-isogénicas a linhagem recorrente em
apenas uma geracdo apés a deteccdo de QTL com alelos desejaveis
advindos do doador, o que pode acelerar significativamente o programa
de melhoramento.

Uma importante conseqiiéncia de um programa de AB-QTL € a
possibilidade de combinar linhagens com diferentes segmentos gendmicos
introgredidos de varios doadores de uma caracteristica quantitativa para a
mesma linhagem recorrente. Para tanto, a informa¢éo de mapa do segmento
introgredido em cada linhagem serviria de base para selecdo de
recombinantes de QTLs nao alélicos.
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Tabela 2. O método AB-QTL vem sendo aplicado em diferentes espécies para o
mapeamento de locos associados ao controle de caracteristicas quantitativas e
desenvolvimento de linhagens quase-isogénicas a linhagem-elite recorrente.

Cruzamento Geragéo Ndmero de Referéncia

AB-QTL avaliada caracteristica

avaliada

Tomate (L. esculentum x L. BC2F1 and BC3 21 Tanksley et al., 1996
pimpinellifolium)
Tomate (L. esculentum x L. BC2, BC3e BC4 35 Fulton et al., 1997 a,b
peruvianum)
Tomate (L. esculentum x L. BC3 19 Bernacchi et al.,
hirsutum) 1998a
Tomate (avaliagédo de varias 7 Bernacchi et al.,
linhagens quase-isogénicas 1998b
de L. esculentum x
L. hirsutum
e pimpinellifolium)
Arroz (O. sativa x BC2 testcross 12 Xiao et al., 1998
O. rufipogon)
Tomate (L. esculentum x L. BC3 30 Fulton et al., 2000
parviflorum)
Arroz (O. sativa x BC2F2 8 Moncada et al., 2001
O. rufipogon)
Arroz (O. sativa x O. BC2F2 11 Brondani et al., 2002
glumaepatula)
Tomate (avaliagéo de varias 16 Fulton et al., 2002

linhagens quase-isogénicas
de L. esculentum x hirsutum,
peruvianum, pimpinellifolium
e parviflorum)

Milho (intra-especifico) BC2 testcross 6 Ho et al., 2002
Arroz (O. sativa x BC2F1 13 Thomason et al., 2003
O. rufipogon)

Cevada (Hordeum vulgare x BC2F2 13 Pillen et al., 2003
H. vulgare spp. Spontaneum)

Arroz (O. sativa x BC2F2 14 Septiningsih et al.,
O. rufipogon) 2003

Trigo (intra-especifico) BC2F3 5 Huang et al., 2003
Péssego (Prunus persica x BC2 24 Quilot et al., 2004
P davidiana

Tomate (L. esculentum x L. BC2F1 84 Frary et al., 2004
pennellii)

Algodao (Gossypium BC3F2 1 Chee et al., 2005

hirsutum x G. barbadense)

Cevada (Hordeum vulgare BC2 dihapléide 3 (resisténcia Von Korff et al., 2005
x H. vulgare spp. a doencgas)

Spontaneum)
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O método, por sua vez, ndo é indicado para a deteccao de QTLs
recessivos, provenientes do genoma doador, visto que é baseado em
retrocruzamento avancado. Assim, o gendtipo homozigoto para o alelo
doador ndo poderia ocorrer na populacdo de mapa (Tanksley & Nelson,
1996). Tampouco é adequado para a deteccédo de QTLs com efeito epistético
se a populacéo de retrocruzamento utilizada para mapeamento for avancada.
AB-QTL também n&o é indicado para espécies para as quais se tem
dificuldade de obtencdo de linhagens puras seja por depressdo por
endogamia, seja por que o ciclo da espécie € muito longo (ex. espécies
frutiferas e arboéreas). A obtencao de linhagens puras é importante para que
sejam possiveis comparacbes adequadas entre as linhagens quase-
isogénicas derivadas do método com a linhagem recorrente. E por ser
baseado em ciclos de retrocruzamento avancado, demandando a obtencéo
de algumas geracdes de recombinacdo e autofecundacdo, o método
torna-se muito extenso para aproveitamento em espécies de ciclo longo.

Simulagcdes do método AB-QTL indicam que, para detectar
eficientemente uma QTL associada a caracteristica quantitativa de interesse
proveniente de um doador, o pesquisador devera utilizar maior nimero de
individuos em geracBes de retrocruzamento recentes (como RC2) ou um
namero bem menor de individuos em geracdes de retrocruzamento mais
avancadas (ex. RC3). A medida que a geragéo de retrocruzamento se torna
mais avancada, no entanto, a capacidade de detec¢édo de QTLs é reduzida
(Tanksley & Nelson, 1996).

A transferéncia desses alelos para linhagem-elite e o seu
monitoramento no genoma por meio de marcadores moleculares tem
permitido ao melhorista obter informacgdes e desenhar novas estratégias de
melhoramento (Tabela 2). Dessa forma, utilizando o conceito de genétipo
gréfico, é possivel certificar que a contribuicdo positiva para uma
caracteristica quantitativa € advinda do alelo recebido do acesso silvestre e
ndo de novas combinacdes apistaticas de genes da linhagem-elite (Young &
Tanksley, 1989, Brondani et al., 2002).
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Emprego de analise de retrocruzamento avancado de
QTLs no Brasil

As espécies silvestres de arroz vém sendo utilizadas nos programas de
melhoramento genético tanto para a ampliagdo da base genética das
populacdes quanto para a transferéncia de caracteristicas especificas para as
variedades cultivadas. O uso desse germoplasma muitas vezes é dificultado
devido ao fato de os cruzamentos com o arroz cultivado produzirem hibridos
com Varios niveis de esterilidade, além de as progénies apresentarem uma
série de caracteristicas indesejaveis. Do ponto de vista taxonémico, o género
Oryza é dividido em quatro complexos: O. sativa, O. officinalis, O. ridleyi e O.
meyeriana (Buso et al., 2002). O complexo O. sativa consiste nas espécies com
0 genoma dipldide AA, incluindo as espécies cultivadas (Oryza sativa e O.
glaberrima) e seus parentes silvestres, como O. glumaepatula, encontrado no
Brasil (Buso et al., 2002). As espécies do complexo O. officinalis sdo dipldides
com genomas BB, CC, EE ou FF e tetrapl6ides com genomas BBCC ou
CCDD, incluindo trés espécies tetrapldides de genoma CCDD que ocorrem no
Brasil: O. latifolia, O. alta e O. grandiglumis, embora haja evidéncia de que se
trata da mesma espécie (Buso et al., 2002). Os complexos O. ridleyi e O.
meyeriana sdo ainda pouco estudados e, aparentemente, incluem as espécies
mais divergentes dos outros complexos. Das espécies silvestres de arroz que
ocorrem no Brasil, a Oryza glumaepatula por ser autdgama, diploide e possuir
genoma AA semelhante ao da espécie cultivada Oryza sativa é a que apresenta
maior potencial de uso no melhoramento genético (Buso et al., 1998, 2002;
Brondani et al., 2002). Um exemplo de aplicacdo do método AB-QTL é
descrito a seguir (Brondani, 2000; Brondani et al., 2002), focalizado na
introgressao de genes associados ao controle genético de produtividade de
O. glumaepatula para uma linhagem-elite de O. sativa. Para tanto, 0s seguintes
passos foram seguidos (Figura 2):

1. Selecédo de uma planta do acesso de Oryza glumaepatula RS-16 (Buso
et al., 1998) oriunda de uma populagdo coletada no Rio Solimdes,
Amazobnia a qual foi cruzada com a linhagem-elite BG 90-2 de O. sativa.
Essa € uma das mais produtivas linhagens de arroz irrigado do programa
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de melhoramento de arroz da Embrapa e foi por essa razéo selecionada.
Assim, a obtencdo de linhagens quase-isogénicas mais produtivas que
BG 90-2 por AB-QTL, por meio da selecdo de alelos advindos de
O. glumaepatula, poderia demonstrar a eficacia do método.

2. Obtencao de plantas hibridas F, de cruzamento interespecifico. A natureza
hibrida das plantas foi confirmada por marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA e SSR (Simple Sequence Repeats) (Cavalheiro et al., 1996).

3. Retrocruzamento de uma das plantas F, com BG 90-2.

4. Obtengdo de uma progénie de cerca de 300 plantas RC,F,. Desse total,
aproximadamente 100 individuos foram selecionados para a construcéo de
um mapa genético (Brondani et al., 2001). Um total de 256 plantas RC1F1
remanescentes, com caracteristicas fenotipicas favoraveis (arquitetura,
indeiscéncia, ciclo) foi retrocruzado novamente com BG 90-2, obtendo-se
a geracdo RCF, .

5. As plantas RC2F1 sofreram novamente selecdo negativa para
caracteristicas deletérias e 93 plantas foram autofecundadas para produzir
sementes RC,F,.

6. Noventa e seis familias RC,F,, os dois parentais (BG 90-2 e RS-16) e a
cultivar comercial BR-IRGA 409 (controle) foram avaliadas no campo em
ensaios multilocais replicados. As caracteristicas avaliadas foram: dias até
o florescimento; altura da planta; nimero de perfilhos; nimero de
paniculas; comprimento da panicula; espiguetas por panicula;
porcentagem de grdos cheios por panicula; peso de 100 gréos;
produtividade por planta; namero de grdos cheios por panicula;

produtividade de graos por panicula.

7. Adeteccao de QTLs de produtividade foi desenvolvida utilizando os dados
fenotipicos coletados de RC2F2 e as informacdes do mapa genético
(Brondani et al., 2002).

8. Com base no mapa genético, nas analises de QTLs e nos dados
fenotipicos, foram selecionadas familias RC,F, que foram colhidas em bulk
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(RC,F,) e avancadas para RCF, (Figura 2). As familias RCF, mais as
testemunhas (incluindo BG 90-2) foram avaliadas no campo.

9. Linhagens selecionadas em RC2F2 foram avaliadas ainda em RC2F4 e
RC2F7.

Os resultados da analise AB-QTL possibilitaram dissecar o controle
genético de produtividade de gréos no cruzamento O. sativa x O. glumaepatula
(Brondani, 2000; Brondani et al., 2002). O percentual de genoma de O.
glumaepatula (no estado heterozigoto) na geracdo RC2F1, por exemplo,
variou de 0,0% a 26,0%, com média de 6,3%, em contraste com um esperado
de 12,5%. Os dados permitiram identificar 22 linhagens RC2F2 que
apresentavam 0,0% do genoma de O. glumaepatula. Essas linhagens séo,
portanto, quase-isogénicas a BG 90-2. Nao foi possivel identificar segmentos
do genoma de O. glumaepatula nelas com a estringéncia permitida na analise
(um marcador a cada 10 cM em média nos 12 cromossomos de arroz).

Entre as 22 linhagens, oito quase-isogénicas a BG 90-2, denominadas
CNAI 9930, CNAIi 9931, CNAIi 9932, CNAIi 9933, CNAIi 9934, CNAIi 9935, CNAI
9936 e CNAI 9937 foram avaliadas nas geragfes RC2F2, RC2F4, RC2F7
(Tabela 3). Em RC2F7, foram também coletados dados de cultivo principal
(primeira colheita) e soca (colheita da rebrotacdo apos a primeira colheita) de
cada uma das linhagens quase-isogénicas, sem que houvesse necessidade de
novo preparo de solo e semeadura (Figura 3a). A possibilidade de fazer duas
colheitas do mesmo plantio, uma do cultivo principal e outra da soca,
representa uma mudanc¢a no modo de producdo de arroz, ja adotada em
outros paises como os Estados Unidos. As oito linhagens quase-isogénicas
ndo apresentaram segmentos cromossdmicos da espécie silvestre detectaveis
com o nivel de saturacéo do mapa de ligacéo utilizado no estudo (1 marcador
a cada 10 cM), mas se mostraram transgressivas para produtividade de graos
em relacdo a testemunha BG 90-2.

Os componentes de produtividade “numero de paniculas” (PNR) e
“perfilhamento” (TNR) tiveram familias transgressivas significativamente
superiores a BG 90-2. Na segregac¢do transgressiva, os recombinantes
apresentam fendtipo superior ao dos genitores. Invariavelmente, os alelos que
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contribuiram para um aumento de TNR e PNR eram provenientes de O.
glumaepatula. Perfilhamento e nimero de paniculas sdo caracteristicas que
alteram a arquitetura da planta. Se uma panicula € produzida para cada novo
perfilho, entdo a produtividade pode ser positivamente incrementada pela
acdo combinada dos genes que controlam TNR e PNR.

Uma das familias RC2F2 (CNAi 9920) apresentou aumento de 145,8% no
namero de paniculas por planta em relagdo a linhagem elite BG 90-2. CNAI
9920 possui 12,6% do genoma de O. glumaepatula e supera BG 90-2 em TNR
também. Por sua vez, o comprimento de panicula de CNAi 9920 foi o menor
entre todas as 96 familias testadas. E interessante observar que a caracteristica
PNR é negativamente correlacionada com comprimento de panicula
(Brondani et al.,, 2002). O loco marcador RM223 (cromossomo 8) esta
significativamente correlacionado com o controle de PNR.

Figura 3. Alteracdo de arquitetura de linhagem quase-isogénica derivada do
cruzamento entre O. sativa BG 90-2 e O. glumaepatula RS 16 através de AB-QTL. (a)
Linhagem com alto perfilhamento, conferindo a planta maior competitividade no
estande inicial, e a possibilidade de efetuar duas colheitas a partir de um mesmo
plantio (plantio principal + soca). (b) Linhagem quase-isogénica CNAi 9930, uma
das mais promissoras do programa AB-QTL, reunindo um bom numero de
caracteristicas interessantes para o programa de melhoramento genético.

A observacdo dos dados de produtividade nas geracBes RC2F2,
RC2F4 e RC2F7 e dos dados do cultivo principal e da soca, além dos dados
de qualidade de gréos (Tabela 3), permitiu concluir que as linhagens-elite de O.
sativa com introgressao de genes da espécie silvestre O. glumaepatula, CNAI
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9937, CNAIi 9935, CNAI 9931, CNAI 9936, CNAIi 9934, CNAI 9930, CNAIi 9933,
CNAI 9932 podem ser utilizadas imediatamente como genitores no programa
de melhoramento de arroz irrigado. Essas linhagens apresentam produtividade
tdo boa quanto uma das linhagens mais produtivas da Embrapa e superam a
Metica 1, uma variedade comercial de grande impacto na rizicultura nacional.
A linhagem CNAI 9930, especialmente, destacou-se das demais por reunir
maior namero de caracteristicas agrondmicas favoraveis, apresentando
caracteristicas adequadas para seu lancamento como cultivar comercial
(Figura 3b).

Conclusdo

O emprego de andlise de retrocruzamento avancado de QTLs (AB-QTL)
€ ainda incipiente, mesmo em espécies mais estudadas como o tomate e o
arroz. Os resultados obtidos até agora indicam, no entanto, que a estratégia €
uma promissora combinacdo da forca de um método de melhoramento
classico como o retrocruzamento com o monitoramento de polimorfismo
molecular por meio da analise de DNA. Esse método de melhoramento
singular permite que a mesma populag¢édo de mapa seja utilizada para fins de
selegéo, tendo como base o monitoramento de QTLs de interesse econdmico
advindos do doador (espécie silvestre) e introgredidos na linhagem elite
recorrente. Linhagens avancadas quase-isogénicas, apresentando alelos
favoraveis do doador silvestre em QTLs de produtividade, por exemplo, foram
desenvolvidas para diferentes espécies. Algumas dessas linhagens, como as
desenvolvidas para arroz no Brasil, participam de ensaios de competicdo
varietal com material avancado dos programas de melhoramento. Dada a
rapidez e a eficiéncia dos programas baseados em andlise de retrocruzamento
avancado de QTLs (cerca de dois anos para espécies anuais) e com a
capacidade de genotipagem em escala hoje existente nos laboratérios, a
experimentacdo desse método de melhoramento genético deve ser mais
difundida, visando ao maior ganho genético para caracteres quantitativos e,
ao mesmo tempo, a ampliacdo da base genética dos programas de
melhoramento.



Tabela 3. Produtividade média de linhagens quase-isogénicas a linhagem recorrente BG 90-2, derivadas de programa AB-QTL
baseado no cruzamento O. sativa BG 90-2 x O. glumaepatula IR-16. Dados de produtividade coletados nas geragdes RC2F2,
RC2F4 e RC2F7. Foram coletados ainda dados produtividade média de grdos em kg/ha da soma do cultivo principal (CP) mais
a soca e isoladamente (CP e SOCA), numero de perfilhos (PER), paniculas (PAN), e dados em porcentagem de rendimento de
gréos inteiros (INT) e total (TOT) do cultivo principal (CP) e da soca, teor de amilose (TA), temperatura de gelatinizacéo (TG),
centro branco (CB), classe dos gréos (CLA), coesividade (C) textura (TX), rendimento de panela (R) e tempo de cozimento (TC)
em minutos das linhagens avaliadas.

Nome da RC2F2 RC2F4 RC2F7 SOMA CP SOCA TNR PNR CP SOCA CP
linhagem (CP+SO0OCA)

INT TOT INT TOT TATG CBCLAC TXR% TC
BG 90-2 8118 a 9828 a 878l a 11854 a 8781 a 3073 a 408 406 58 73 54 72 LE LP D 25026
CNAI 9930 10413 a 9839 a 9083 a 12010 a 9083 a 2927 a 421 419 65 73 50 69 LE S M 25025
METICA1 - - 8802 a 9822b 8802 a 1021 ¢ 425 419 68 73 55 69 LF LP D 25025
CNAIi 9931 9967 a 9531 a 9292 a 12197 a 9292 a 2906 a 488 485 55 73 49 70 LE LPM 25021
CNAIi 9932 9940 a 9244 a 7667 b 10968 a 7667 b 3302 a 400 395 52 73 49 71 LE LP D 25023
CNAIi 9933 9823 a 8440 b 8271 a 11593 a 8271 a 3323 a 472 464 65 73 52 71 LE LPD 27525
CNAI 9934 9757 a 9672a 9135a 12052 a 9135 a 2917 a 430 420 42 73 51 70 LE LPM 23324
CNAiI 9935 9754 a 9643 a 9031a 12875a 9031 a 3844 a 515 511 68 74 46 71 LE LP D 25016
CNAIi 9936 9660 a 10177 a 8365 a 12281 a 8365 a 3917 a 463 456 57 73 49 70 LE P D 22515
CNAIi 9937 9084 a 10256 a 9063 a 12197 a 9063 a 3135 a 404 399 53 73 46 69 LE LP D 25023

>r>>>>>>>>>
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