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“The problem with the gene pool is that there is no lifequard.”

Steven Wright
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Aplicacao de Microssatélites na Crioconservagao da
Diversidade Genética do Cavalo Lusitano

Resumo

O género Equus teve origem na América do Norte e alguns exemplares migraram
para a Eurasia pelo Estreito de Bering, durante a ultima glaciacdo. No fim da glaciacao,
todos os cavalos do continente americano extinguiram-se, mas sobreviveram nas
estepes da Eurdsia, na Peninsula Ibérica e nas florestas da Europa Ocidental e Central.

O cavalo Lusitano teve a sua origem em cavalos selvagens e domesticados da
Peninsula Ibérica, ocorrendo uma mistura com outros animais trazidos por eventos
migratérios ocorridos no passado. Os cavalos deste gene pool contribuiram para o
desenvolvimento de outras racas modernas na Europa e foram mais tarde introduzidos
e dispersos pelo continente Americano, tornando-se fundadores de numerosas ragas
do novo mundo.

A raca Lusitana é uma raca equina autéctone portuguesa, com especial relevancia
econdmica no panorama nacional e internacional. Apesar de ndo ser uma raca
ameacada, alguns autores defendem que a informacdo genealdgica disponivel
(pedigrees) indica que uma utilizagdo excessiva de um reduzido numero de
reprodutores machos esta a diminuir a diversidade genética da raca, tendo como
consequéncia o aumento da consanguinidade e a diminuicdo do tamanho efetivo da
populagdo para cerca de metade dos valores recomendados pela FAO.

No entanto, a andlise da diversidade genética com base em 16 microssatélites
(Marcadores de DNA) a um grupo de 2699 machos da raga Lusitana, nascidos entre
1985 e 2010 e inscritos como reprodutores no Livro Genealdgico da raga, revelou um
elevado nivel de diversidade, idéntico ao encontrado na maioria das ragas equinas.

Dada a crescente relevancia da Crioconservagdo, como estratégia complementar
para a conservacao da diversidade genética in situ, e tendo em conta que nao existe
criopreservagao de odcitos, embrides ou sémen, do cavalo de raca Lusitana em Banco
de Genes, selecionaram-se 62 machos reprodutores (garanhdes) com interesse
genético para a criopreservacao de sémen, quer no sentido de preservar a diversidade
da raca quer no da salvaguardar em caso de calamidade.

Palavras-Chave:

Cavalo Lusitano, microssatélites, diversidade, crioconservacdao, banco de genes
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Cryoconservation of the Lusitano Horse Genetic
Diversity Based on Microsatellite

Summary

The genus Equus originated in North America and some exemplary migrated to Eurasia
through the Bering Strait during the last glaciation. By the end of the last glaciation, all
horses on the American continent became extinct but the genus survived in the steppes of
Eurasia, in the Iberian Peninsula and on the Central and West Europe forests.

The Lusitano horse breed has its origins in wild and domesticated horses of the Iberian
Peninsula, where a mixture with other animals brought by migratory events in the past
occurred. The horses of this gene pool contributed to the development of other modern
breeds in Europe and were later introduced and spread throughout the American
continent, becoming founders of numerous breeds of the New World.

The Lusitano horse breed, is a Portuguese native equine breed, with special economic
relevance in the national and international scene. Although not being an endangered
breed, some authors argue that the available genealogical information (pedigrees)
indicates that an excessive use of a limited number of stallions is decreasing the genetic
diversity of the breed, resulting in the increase of inbreeding and on the decrease of the
effective population size to about half of the values recommended by FAO.

However, the analysis of genetic diversity based on 16 microsatellites (DNA markers)
in a group of 2699 males of the Lusitano horse breed, born between 1985 and 2010 and
registered as Stallions in the Studbook, revealed a high level of diversity similar to that
found in the majority of equine breeds.

Given the growing relevance of Cryopreservation as a complementary strategy for the
conservation of genetic diversity in situ and, taking into consideration the inexistence of
criopreservation for oocytes, embryos and semen, in a Gene Bank, for the Lusitano horse
breed, 62 breeding males (stallions) with genetic interest for semen cryopreservation were
selected in order either to preserve the diversity of the breed or as safeguard in case of
calamity.

Keywords:
Lusitano Horse, microsatellite, diversity, cryopreservation, gene bank
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1. Introdugao

1 Introducgao

1.1 O Cavalo

A espécie Equus caballus, vulgarmente designada por cavalo, pertence a ordem
Perissodactyla cujos animais se caracterizam por terem um ndmero impar de dedos (um ou
trés) (Hickman et al. 2001). Os perissodactilos sdo mamiferos placentarios, ungulados, de
médio e grande porte, que apresentam um esqueleto pds-cranial adaptado para a marcha
(Oom 1992). Segundo Gonzaga (2004), é no Eocénio que surge o primeiro representante da
familia Perissodactyla, o Hyracotherium. A esta ordem pertencem, também, as familias
Tapiridae, Rhinoceratidae e a Equidae. O género Equus pertence a familia Equidae e é
composto por nove espécies incluindo os cavalos, os burros e as zebras. Segundo Bailey &
Binns (1998) a evolucdo do género Equus, € um exemplo de evolucdo associado a uma rapida
mudanca de caridtipo, onde as espécies sao diferenciadas pelo nimero de cromossomas,
variando entre 32 da zebra Hartmann (Equus zebra hartmannae) até 66 do cavalo de
Przewalski (Equus przewalskii) (Tabela 1). As Unicas espécies sujeitas ao processo de
domesticacdo foram o burro (Equus asinus) e o cavalo (Equus caballus) (Clutton-Brock 1987 in
Oom 1992).

Tabela 1 - Espécies existentes do género Equus (Adaptada de Bailey & Binns 1998).

Género/ espécie Nome Comum N2 de Cromossomas
Equus przewalskii Cavalo de Przewalskii 66
Equus caballus Cavalo doméstico 64
Equus asinus Burro/Asno 62
Equus hemionus onager Onagro da Pérsia 56
Equus hemionus kulan Kulan 54/55
Equus kiang Asno selvagem Asidtico 51/52
Equus grevyi Zebra de Grevy 46
Equus burchelli Zebra comum 44
Equus zebra hartmannae Zebra de Hartmann 32

Os cavalos sdo animais sociais ndo territoriais. A unidade social e de reproducdo é a
manada, que consiste numa associacdo estdvel de éguas, a sua descendéncia e um ou mais
garanhOes ndo parentes que defendem o grupo de fémeas, e as suas oportunidades
reprodutivas, de outros garanhdes (Linklater 2000 in Heitor 2007).
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1.1.1 Origem do Cavalo na Peninsula Ibérica

Segundo Mills & Nankervis (1999), o género Equus teve origem na América do Norte e
alguns exemplares migraram para a Eurasia pelo Estreito de Bering, durante a glaciacao, no
fim do Pliocénico. No final da ultima glaciacdo, ha 10.000 anos, todos os equinos na América
extinguiram-se, possivelmente, por causas climdticas e pela caga intensiva realizada pelos
humanos. No entanto, a evolucdo dos equinos continuou no Velho Mundo, onde o
desenvolvimento de extensas florestas criou dareas isoladas de pastagens, isolando as
populagdes em termos reprodutivos (Oom 1992; Mills & Nankervis 1999).

Apds a era glacial, os cavalos sobreviveram nas estepes da Eurasia, na Peninsula Ibérica e,
talvez, em menor numero nas florestas da Europa Ocidental e Central (Oom 1992; Uerpmann
1995; Lopes 2011). Os cavalos viveram, assim, na Ibéria desde os tempos pré-histéricos mais
distantes e nao deixaram de existir, mesmo durante o Mesolitico quando, aparentemente, se
extinguiram a norte dos Pirenéus (Eisely 1943; Gonzaga 2004; Lira et al. 2010). Os cavalos
Ibéricos foram posteriormente selecionados para atividades de guerra, por muitas tribos
indigenas que viviam na Peninsula (Oom 1992).

A tatica de cavalaria tipica da Ibéria universalmente conhecida como Gineta, tipo de
combate que dependia das caracteristicas dos cavalos, teve o controlo quase total do
processo de selecdo, sendo responsavel pelo cavalo |bérico, tal como o conhecemos
atualmente (Andrade 1954 in Oom 1992).

Segundo Oom (1992), os cavalos da Peninsula Ibérica foram classificados em dois grupos
étnicos diferentes: Os péneis “Celtas” e os cavalos “Ibéricos”. O primeiro grupo é constituido
por cavalos do tipo pénei, com pequena estatura, com perfil recto ou céncavo, de regides
frias, humidas e montanhosas, distribuidas ao longo da regido da Cantabria, nas regides do
Norte Atlantico da Peninsula Ibérica e que evoluiram na sequéncia dos avangos e recuos dos
Glaciares, durante o Paleolitico. Os representantes vivos deste grupo estdo subdivididos em
racas, ou populagbes, como o Garrano, em Portugal e o Asturcon e Pottoka, em Espanha. O
segundo grupo é constituido por cavalos maiores, de perfil convexo, de planicies secas e
quentes do Sul da Peninsula Ibérica, que escaparam aos efeitos da ultima glaciacdo. O cavalo
tipico do sul da Peninsula, ao contrario do primeiro, sofreu uma forte intervencdo humana,
no sentido de uma constante adaptacdao as necessidades das sucessivas guerras que
assolaram a regido, cruzando-se muito frequentemente com cavalos das tropas invasoras.
Este grupo inclui duas linhas de pura raca Espanhola (Andaluzes e Cartujanos) e os
Marismefos, em Espanha e os Lusitanos e os Sorraia, em Portugal. Os cavalos deste gene pool
contribuiram para o desenvolvimento de outras racas modernas na Europa e foram mais
tarde introduzidos e dispersos pelo continente Americano, tornando-se fundadores de
numerosas racas do novo mundo (Luis et al. 2006).
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1.1.2 Domestica¢ao do Cavalo

E do consenso geral, que a domesticac3do constitui um processo cultural e bioldgico pois
inicia-se pela integracao dos animais na estrutura social das comunidades humanas e termina
no isolamento total das novas popula¢Ges relativamente as formas selvagens. Para a maioria
dos animais domésticos, tais como o carneiro, a cabra, o porco, o cdo e, em particular, o gado
bovino, ocorreram reduc¢des bem visiveis no tamanho do esqueleto e na regido craniana
imediatamente apds a domesticagdo (Clutton-Brock 1992). O mesmo nao se verificou com o
cavalo, dificultando a distin¢do, através de vestigios fdsseis, entre as formas selvagens e as
domeésticas que Ihe sucederam. Estes apresentam-se, geralmente, mal conservados dada a
acentuada porosidade de grande parte dos ossos destes animais, aliada a fragmentagao
apresentada pelos respetivos esqueletos, na sua maioria constituindo “restos” de uma fonte
de alimentacdo humana (Andénimo 1989b; Andnimo 1989c; Attenborough 1988; Clutton-
Brock 1987; Hemmer 1990 in Oom 1992). Assim, a origem e evoluc¢do do cavalo doméstico, E.
caballus, sdo questdes que, ainda, suscitam duvidas. Os indicios existentes elegem o Tarpan,
Equus ferus, como o mais provavel ancestral selvagem e apontam para que o processo de
domesticagdo se tenha iniciado ha 6000 anos, a partir de animais que se dispersavam pelas
agrestes regides de estepes da Eurdsia, com a Peninsula Ibérica a constituir um segundo
centro de domesticagdo (Oom 1992; Sponenberg 2000; Vila et al. 2001; Lopes et al. 2005, Lira
etal. 2010).

Segundo Jansen et al. (2002), existem duas hipdteses para a domesticagdo do cavalo, a
hipotese de origem restrita e a de origem multipla. A restrita, propde que a domestica¢do do
cavalo resulte de cruzamentos seletivos de um nuimero de fundadores capturados de uma
Unica populacdo selvagem e subsequentemente distribuidos por outras regides A miltipla,
assenta no pressuposto que foram capturados varios cavalos de diferentes populacdes
selvagens existentes na Eurasia e que teriam sido independentemente domesticados, durante
um longo periodo de tempo, sendo que estudos baseados em DNA mitocondrial apontam
para que a hipdtese de origem multipla seja a mais provavel. O Cavalo foi a ultima espécie a
ser domesticada e a menos afetada pela sele¢do artificial (Clutton-Brock 1999). Os humanos
apenas exploraram e desenvolveram o potencial natural do cavalo como meio de transporte
gue é baseado na velocidade e forga, caracteristicas que foram moldadas, naturalmente, pela
evolugdo (Levine 2002).

As populagdes de E. caballus que vivem, atualmente, em liberdade tiveram origem em
cavalos domésticos que foram libertados na natureza ou individuos que escaparam da
condicdo doméstica (Mills & Nankervis 1999). Estes individuos sdo designados pelo termo
feral, termo que designa uma populagao auto-sustentavel (Clutton-Brock 1999).
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1.1.3 Conceito de Raga

O termo raca tem sido usado nas mais diversas situagdes, na maioria das vezes carecendo
de qualquer valor bioldgico para além de exprimir variabilidade entre populag¢des, cujas
diferengas nao atingirdo, em média, o nivel proposto para uma diferenciacdo subespecifica
(Mayr & Ashlock 1991). A base para a formacdo de uma raca é a mesma para todos os
individuos de reproducdo sexuada, ou seja, reside no facto de ndo haver dois individuos, nem
duas populagdes locais, que sejam idénticos. Uma raga forma-se a partir de um grupo
reduzido de individuos (efeito fundador) ao qual se impde um isolamento reprodutor
(Clutton-Brock 1992 in Oom 1992). Constitui um conceito genético que abrange populagdes
de individuos semelhantes por uma ascendéncia comum. Estes individuos partilham uma ou
mais caracteristicas, tanto a nivel morfolégico como carioldgico, e/ou nas frequéncias
relativas de genes de diferentes loci. Estas caracteristicas étnicas individualizam-na de outras
racas da mesma espécie, mas nao inviabilizam o seu cruzamento (Sinnot et al. 1977 in Oom
1992).

Uma raca apresenta todas as caracteristicas gerais da espécie a que pertence, mas
individualiza-se das restantes por determinadas particularidades préprias e hereditarias,
fixadas ou varidveis (dentro de determinados limites) e que deverdao constar na sua
caracterizagdo (padrdo da raca) (Oom 1992). Os individuos de determinada raca sdo
identificdveis pelo fendtipo que os caracteriza ou pela genealogia (pedigree) (Hill 1971 in
Oom 1992). Constituem, no fundo, uma populacdo fechada (ou semi-fechada), com um fundo
genético proprio (Lima-Pereira 1978 in Oom 1992).

No entanto, falar de raca pura carece de significado bioldgico uma vez que a variabilidade
é inerente a toda a populagdo natural, ou seja, todas as populagdes revelam ser polimdrficas
para muitos loci (French et al. 1967; Lasker & Tyzzer 1982; Mayer 1974 in Oom 1992).
Teoricamente, uma racga teria de ser uma populacdo mendeliana infinitamente numerosa,
onde ndo ocorresse qualquer forma de selecdo, fechada sobre si e em que os acasalamentos
se processassem ao acaso (Ollivier 1982 in Oom 1992). Como é sabido, os principios desta
definicdo ndo sdo propriamente respeitados em Melhoramento Animal, dando lugar a um
conceito zootécnico de raga.

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), as racas tém sido criadas para
satisfazer a alimentacdo humana e as necessidades agricolas de acordo com diferengas
geograficas e culturais. Assim, no conceito zootécnico, define-se raga como uma populacdo
de gado doméstico com um fenétipo definido que permite a sua distincdo de outras da
mesma espécie, ou qualquer grupo de animais, em que a separa¢do geografica e/ou cultural
leve a aceitacdo da sua identidade separadamente (Scherf 2000). Atualmente, existem cerca
de 500 racas de cavalos (Petersen et al. 2013). Estas ragas sdo grupos de cavalos com
caracteristicas distintas, transmitidas de forma consistente a descendéncia tais como a
conformacgdo, a cor e/ou desempenho fisico (Van de Goor et al. 2011).



1. Introdugao

1.2 Araca Lusitana

Em 1891, foi implementado um sistema de registos de todos os equinos de Portugal, mas
a maioria foi destruida em 1910 aquando da implementacdo da Republica (Lopes 2011).
Assim, os primeiros registos para o cavalo Lusitano surgem em 1967 (Costa Ferreira & Oom
1989) com a implementacdo de um Stubook oficial. Neste estava inscrita uma populagdo
fundadora constituida por 189 garanhdes e 672 éguas, de diferentes origens (Lopes 2011).
Estas 672 éguas eram descendentes de 192 linhas matriarcais, das quais existem apenas 145
(Lopes et al. 2005). Até a constituicdo do livro Genealdgico, o Lusitano e a Pura Raga
Espanhola eram designados como Andaluzes, Ibéricos ou cavalos Peninsulares (APSL 2010).

A intencdo deste Studbook era recuperar a rac¢a origindria do sul da Peninsula na sua
muito particular vocac¢do de cavalo de sela pois, Portugal, ao manter de forma continuada e
ininterrupta a pratica de combate com os touros, conservou um nucleo da sua criagao cavalar
especialmente vocacionada para este fim. Estes animais sdo tidos pelos mais préximos do
antigo cavalo Ibérico, posto que a sua utilizacdo no combate com os touros, pratica exaltada
da vocacdo do antigo “Ginete Hispanico”, é por si s6 avessa e expurgante de cruzamentos
com outras racgas (Costa Ferreira & Oom 1989). No entanto, o Studbook, atendendo a que os
cavalos lusitanos e espanhdis tém a mesma origem e caracteristicas, aceitou os cavalos
espanhois que estivessem inscritos no Registro Matricula de Caballos y Yeguas de Pura Raza
Espafiola, apesar destas duas popula¢des ibéricas terem sido selecionadas com diferentes
objetivos ao longo do tempo, i.e., a Pura Raca Espanhola, selecionada, maioritariamente, pela
beleza, conformacdo e andamentos, e a Lusitana, por aspetos funcionais (Bowling e Ruvinsky
2000), como ja referido anteriormente.

O Studbook esteve aberto até 1989, sendo permitido o registo da descendéncia de
animais nao registados, desde que correspondessem ao padrao da raca e tendo em conta a
sua genealogia. Depois de 1989, foi fechado, passando a permitir apenas o registo de
descendentes de reprodutores ja registados.

Atualmente, a raca Lusitana é, para além do Garrano, do Sorraia e, mais recentemente,
do Pdnei da Terceira (Lopes et al. 2015), economicamente, a raga equina autdctone
portuguesa mais importante.

Vicente et al. (2009) refere que existem cerca de 5000 éguas reprodutoras registadas no
Livro Genealdgico, em que metade se encontra em Portugal e que a popularidade da raca
tem aumentado, mas no seu todo os censos continuam a ser modestos. Também, segundo
Vicente (2015), a analise de informacdo genealdgica (pedigrees) mostra um aumento da
consanguinidade na raga Lusitana nos ultimos 20 anos, sendo que todos os poldros nascidos
em 2008, mostram um coeficiente de consanguinidade de 11.6 % devido, em parte, ao livro
genealdgico ter fechado. Ainda, segundo Vicente (2015) o tamanho efetivo da populagdo
estimado a partir da taxa de consanguinidade per ano e pelo intervalo de geragdes (11 anos
para machos e 10 anos para fémeas) é de 28 j.e., metade do valor recomendado pela FAO.
Este valor de consanguinidade contrasta com os 9,03 % estimados por Costa Ferreira & Oom,
num estudo realizado em 1989.
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1.3 Testes de Paternidade

Desde 1992, que o regulamento da raca obriga a realizacao de testes de paternidade para
confirmacdo das genealogias declaradas dos animais a inscrever no Studbook da raga. Assim,
entre 1992 e 1997, os testes de paternidade foram realizados por técnicas baseadas em
grupos sanguineos e polimorfismos proteicos.

Com a tecnologia do DNA a evoluir de uma forma prodigiosa, a maioria dos laboratérios
comecou a implementar técnicas de biologia molecular, adicionando marcadores de DNA,
como os microssatélites, aos testes de rotina, incrementado a probabilidade de exclusdo (PE)
de falsos progenitores.

E neste contexto que surge, em 1997, o Laboratério de Genética Molecular de Alter, do
Ministério da Agricultura, com o objetivo de realizar testes de paternidade a partir da
aplicacdo de microssatélites. Quais os microssatélites e quantos se devem utilizar em testes
de paternidade, depende das caracteristicas de cada locus e da raca a estudar (Double et al.
1997).

Os testes de paternidade realizam-se através da comparacdo do gendtipo do
descendente, com os gendtipos dos seus presumiveis progenitores. Assim, para um
determinado locus, os dois alelos presentes no descendente tém de advir um do pai e o outro
da made, uma vez que os microssatélites sdo codominantes e seguem as leis da
hereditariedade. Se um dos alelos, ou ambos, ndo estiverem presentes nos seus presumiveis
progenitores, estamos perante um caso de exclusdo de paternidade, vulgo incompativel.

Este rigor cientifico contribui como crivo a entrada de animais no Livro Genealdgico que
ndo sdo da ragca e proporciona o apuramento da fidedignidade das genealogias dos que
entram.

1.4 Gestao e Conservacao da Biodiversidade dos Recursos
Genéticos Animais

1.4.1 Diversidade Genética

A diversidade dos seres vivos ndo parece assentar apenas no numero de genes presentes
em cada espécie, ou no aparecimento de novos genes com o emergir de novas espécies. Em
particular, o aumento da complexidade de uns seres vivos em relagdo a outros terd muito a
ver com a selecdao de formas mais sofisticadas de regulacdo da expressao génica e com a
duplicacdo de genes ja existentes. Os fatores que mais contribuem para a diversidade de uma
espécie sdo as mutagdes, a recombinacdo genética e a imigracao (Regateiro 2003).

Ao longo do genoma, ha regides com maior ou menor variabilidade, havendo genes, em
que se observa uma maior variabilidade entre individuos. Os principais contributos para a
diversidade genética sdo o crossing-over, a segregacao independente, o polialelismo e os
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polimorfismos de DNA (Regateiro 2003). Apds ocorrer a replicagdo (na meiose), os
cromossomas homdlogos de cada par juntam-se e ocorre o crossing-over, com troca de
material entre si. Contudo, os locais em que ocorre o crossing-over nao sdo constantes, pelo
gue um mesmo par de cromossomas pode originar cromossomas com informacdo diferente
da célula que lhe deu origem, em células diferentes. Durante a formac¢ao do fuso acromatico,
na metafase da meiose, os dois cromossomas de cada par de cromossomas homaélogos ligam-
se a fibras do fuso: um a fibras de um dos pdlos da célula e o outro, a fibras do outro pdlo da
célula, sem qualquer seletividade. Trata-se de uma distribuicdo ao acaso que esta na base da
segregacao independente que fundamenta a 22 lei de Mendel e permite que haja
recombinacdo do complemento cromossémico das células filhas, por mistura de
cromossomas de origem paterna e materna. A diversidade resultante do crossing-over e da
segregacao independente, junta-se a do polialelismo. Para cada locus, ha dois alelos, i.e., duas
formas alternativas de um gene. No entanto, numa populagdo, podem existir multiplos alelos
em “competicdo” para um mesmo locus. As leis de Mendel permitem multiplas combinac¢des
de pares de alelos (gendtipos) para um determinado /ocus, em individuos diferentes, de
acordo com a férmula x= [n(n+1)]/2, em que x é o nimero de gendtipos e n representa o
numero de alelos alternativos para o locus em causa. Os dois alelos presentes nuns locus
podem encontrar-se em homozigotia ou em heterozigotia (Regateiro 2003).

Quando as formas alternativas de um gene ou de uma sequéncia intergénica, tém uma
frequéncia igual ou superior a 1% numa populagdo sdo designadas de polimorfismos de DNA.
Os polimorfismos sdo considerados variagdes normais numa populagdo, pelo que nenhuma
das formas afeta significativamente o seu portador. No que respeita aos genes, um terco
apresenta sequéncias polimdrficas. Os polimorfismos de DNA s3o herdados de uma forma
mendeliana e fonte de uma grande diversidade interindividual. As mutacdes que ocorrem em
DNA intergénico (ndo codificante), por ndo estarem habitualmente associadas a pressao de
selec¢do, estdo na base de um maior polimorfismo observado nestas regides do genoma
(Regateiro 2003).

Assim, a variabilidade genética mede as variagdes de nucledtidos nos alelos de um
mesmo gene, numa dada populacdo (Primack 2006). A capacidade de uma populacdo para se
adaptar a alteragdes no meio depende da variabilidade genética (Frankham et al. 2002).
Individuos com determinados alelos, ou combinag¢des de alelos, podem ter precisamente as
caracteristicas necessarias para sobreviverem e se reproduzirem sob novas condi¢des (Wayne
& Morin 2004 in Primack 2006), pois essas variacoes podem ser determinantes na codificacdo
de proteinas especificas, que podem conduzir a diferengas bioquimicas, morfolégicas ou,
mesmo, etoldgicas, e influenciar os individuos em termos reprodutivos e de sobrevivéncia.
Geralmente, quanto maior é a popula¢dao, maior a sua variabilidade genética, quanto menor a
populacdo, menor é a sua variabilidade genética. A perda de variabilidade genética é
considerada como o principal fator de ameaca a sobrevivéncia das pequenas populacdes
(Hedrick & Miller 1992; Frankham1995; Rochambeau et al. 2000). No entanto, e
principalmente em populagdes que sofreram selecdo artificial, pode existir um numero
elevado de individuos, mas baixa variabilidade. Em conservagao genética, o principal objetivo
€ a preservacao da variabilidade dentro das populacdes assente na hipdtese da correlagao
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entre a variacdo genética e a viabilidade da populacdo (Hall & Bradley 1995; Cafon et al.
2000).

A diversidade genética dos recursos animais domésticos é necessdria para manter a
producdo em diferentes ambientes, para permitir um melhoramento genético sustentavel e
facilitar a rdpida adaptacao as mudancas de paradigmas da sele¢do das racgas, que levam por
vezes a perda de alelos Unicos ou de combinacgGes alélicas (Toro et al. 1999). Permite, ainda, a
raca, ou populacdo, responder a selecdo, por aumento da produtividade e a adaptar-se a
mudancgas ambientais, incluindo ndo sé a condi¢des associadas ao clima mas, também, as
relacionadas com os mercados, com a gestdo agricola e com os desafios das doencgas
(Boettcher et al. 2010). A forma mais correta de medir a diversidade é através da
heterozigosidade e da diversidade génica (Nei & Li 1979). A heterozigotia observada (Ho)
consiste no numero de individuos heterozigbticos para determinado locus, enquanto a
esperada (He) consiste no numero de individuos heterozigdticos que se obteriam numa
situacdo em que os acasalamentos ocorressem ao acaso (Frankham et al. 2002). As ragas
autoctones, além de serem relevantes a nivel cultural, sdo um importante reservatério de
variabilidade genética, devendo por isso ser conservadas (Cafion & Dunner 1995). A raca
Lusitana tem uma gestdo baseada na utilizacdo seletiva de reprodutores, o que poderd estar
a comprometer a sua variabilidade genética. Esta perda de variabilidade constitui uma
preocupacdo em Biologia da Conservagao.

1.4.2 Conservacao da Diversidade dos Recursos Genéticos Animais

A Conservacgdo dos recursos genéticos animais (RGAn) é relevante para a preservacao da
biodiversidade, para além de permitir a fixacdo das popula¢des em areas rurais, promovendo
a agricultura sustentavel e o desenvolvimento rural integrado. Outras razdes para a sua
preservacdo prendem-se, ainda, com a seguranca genética para as espécies e para a
agricultura, fatores histéricos e culturais e preocupac¢des relacionadas com a extingcdo de
variantes que possam ter valor cientifico e comercial (Sponenberg 2000).

Na maioria das espécies animais domésticas, o aumento global da producdo esta
associado a uma perda de diversidade genética e a consanguinidade estd associada ao
aumento da frequéncia de doencas hereditdrias, malformacgdes ou disfungdes, sendo assim
fundamental a manutencao da diversidade genética, como ferramenta da producao animal
(Woelders et al. 2004).

Na Europa, varias organizacGes governamentais, ndo-governamentais e privadas, tentam
preservar a diversidade genética das espécies pecuarias in situ. Muitos paises assinaram a
Convencdo para a Diversidade Bioldgica no Rio de Janeiro, em 1992 (CBD 1992) e, desde
entdo, tém desenvolvido politicas no sentido da conservagdo e do uso sustentavel dos
recursos genéticos animais e vegetais (Woelders et al 2006). Mais recentemente, em
Setembro de 2007, com a Declarag¢do de Interlaken, adotou-se um Plano Global para os RGAn,
com estratégias para prevenir a erosdo genética e promover a sua sustentabilidade (FAO
2007).
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Portugal, possui uma considerdvel riqueza de Recursos Genéticos Animais, traduzida no
numero de racas autdctones atualmente reconhecidas. Contudo, muitas destas racas
encontram-se em risco de extincdo, o que confere uma responsabilidade acrescida em
assegurar a sua conservacao a longo prazo. Neste sentido, importa promover a preservagao
das ragas autdctones pelos criadores, bem como o desenvolvimento de programas de
conservacdo de germoplasma que permitam a salvaguarda do patrimdénio genético ameacado
(INIAV 2013). Assim, a gestdao de RGAn requer um conhecimento profundo das caracteristicas
das racas, incluindo dados sobre o tamanho das populagdes, estrutura, distribuicao
geografica, ambiente de producdo e diversidade genética intra e inter ragas (Groeneveld et al
2010a in Vicente 2015). Requer, ainda, métodos de selecdo e estratégias de acasalamento, no
sentido de optimizar a resposta genética a longo prazo, mesmo podendo pér em causa
eventuais ganhos a curto prazo (Boettcher et al. 2010). A FAO recomenda uma descricdo
molecular comparativa, com recurso a marcadores moleculares, no sentido de investigar a
diversidade genética, de diferentes ragas e, consequentemente aplicar as melhores a¢des de
conservacdo possiveis. A caracterizacao genética é o primeiro passo na conservac¢ao de uma
raca e pode ter implicagdes em estratégias de conservacdo e gestdo futuras (Solis et al. 2005).

Como noutros taxa, os equinos sofrem de uma erosdo genética e a sua conservagdo
torna-se complicada pela extingdo das populagdes selvagens.

1.4.3 Definir Prioridades em Conservagao

A Conservagdo envolve custos. Para as ragas que sdao economicamente sustentaveis, os
custos tornam-se imperceptiveis, para as que nao sdo, tornam-se necessarios subsidios, ou
incentivos, para se tornar viavel a sua conservagao. Sabendo que existem mais de 7500 racgas
de animais domésticos, a conservacdo de todas tornar-se-ia insustentdvel, sobretudo quando
os fundos disponiveis sdo limitados. Nos paises industrializados, onde se localizam grande
parte dos recursos genéticos animais e as grandes multinacionais detém o controlo da
producdo animal, com fins estritamente lucrativos, maximiza-se a produgdo para uma
resposta genética no imediato, ndo se considerando a conservagcado genética a longo prazo.
No entanto, a conservacdo de todas as racas pode ndo ser necessaria, ou cientificamente
justificavel, dependendo do objectivo dos programas de conservagdo. Assim, assumindo que
nem todos os RGAn podem ser conservados, torna-se necessario estabelecer prioridades
(Boettcher et al. 2010).

Varios fatores podem contribuir para definir prioridades na conservacdo. Geralmente, o
primeiro objetivo é preservar o maximo de diversidade genética possivel. Para os recursos
genéticos animais, este objetivo, geralmente, refere-se a conservar a maior diversidade intra-
especifica possivel. No entanto, é importante conservar intra e inter-ragas. Para avaliar a
diversidade genética da raca, pode-se utilizar a informacao da genealogia, ou o conhecimento
da histéria da raca, o que nem sempre é possivel, particularmente, nos paises em vias de
desenvolvimento. Alternativamente, pode-se utilizar a informacdo obtida por genética
molecular, em particular, a obtida a partir de microssatélites (Boettcher et al. 2010). No
entanto, outras varidveis podem ser tidas em conta como a demografia da populacdo. As

9



Aplicagdo de Microssatélites na Crioconservagdo da Diversidade Genética do Cavalo Lusitano

racas que tém, geralmente, um reduzido efetivo e um elevado risco de extin¢do, tém
prioridade em programas de conservacdo, mas quando o efetivo é muito reduzido e o risco
de extincdo muito elevado, pode ndo se justificar a sua conservacao, pois a probabilidade de
extincdo é demasiado elevada em relagdo ao custo-beneficio despendido na sua conservagao
(Ruane 2000).

1.4.4 Estratégias de conservagao: métodos in situ e ex situ

Existem diferentes opc¢des para conservar a diversidade genética. Geralmente, a
conservacgao in situ é a preferida como mecanismo de conservagao de ragas ou de espécies
em perigo (Boettcher et al. 2010). Uma raca tem de evoluir e adaptar-se as mudancgas
ambientais e o esforgo para criar determinados produtos, ou fungdes, devem ser promovidos
(Hiemstra et al. 2006). A Conservacdao de uma raca sem um plano de desenvolvimento de
futuro, ndo é uma estratégia desejavel. Contudo, em complemento a conservacao in situ,
existem métodos, ou técnicas, que mantém os animais vivos fora da sua producao (figura 1),
ou ambiente natural, como é o caso da conservagdo ex situ (in vivo) ou através da
criopreservacdo de germoplasma (in vitro) (Bozkurt 2011).

No entanto, a conservagdo in situ deve ser complementada com agdes de conservagdo ex
situ, como a preservacdo de animais fora do seu local de origem, ou através da
criopreservacdo de Gametas em Bancos de Germoplasma (FAO 2007). De facto, o Cavalo
Lusitano encontra-se conservado ex situ, uma vez que existe em diferentes partes do mundo,
no entanto ndo existe criopreservacdo de sémen e ovécitos no Banco Portugués de
Germoplasma Animal (BPGA), nem desta raca nem de outras racas de equinos. O BGPA, no
caso da raca Lusitana, s6 tem criopreservado réplicas de DNA (Vicente 2015).

144.1 Conservacgao in situ

A conservacao in situ, pressupde a manutenc¢do dos animais a preservar no seu local de
origem, desenvolvendo planos de conservacdo e mantendo-os como um grupo dindmico. E o
método mais adequado para as espécies, ou racas, em perigo. As diferentes espécies de
plantas cultivadas, peixes de viveiro e gado, sdo denominados, por conven¢do, de recursos
genéticos in situ, quando se localizam em quintas nos arredores de onde sdo naturais (FAO
2007). Assim, a conservagdo in situ destes recursos, significa uma producdo ativa de
popula¢des de animais para alimentacdo e produgdo agricola, onde a diversidade é utilizada
no curto prazo e mantida a longo prazo. Este método de conservacdo pressupde o
desenvolvimento de programas de melhoramento e gestdo da diversidade genética dentro
das populagdes, onde se inclui a gestdo dos ecossistemas para a produgdo sustentavel de
alimentos e agricultura (FAO 2007).

1.4.4.2 Conservagao ex situ (in vivo e in vitro)

A conservacgao ex situ pressupde a preservacdo de material vivo (in vivo) com interesse
cultural, histérico ou ecoldgico fora do seu lugar de origem, como acontece, por exemplo, na
preservacdo de animais selvagens ou domésticos em Jardins Zoolégicos ou parques
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ecolégicos. No contexto dos recursos genéticos animais, significa conservar fora do habitat e
dos sistemas de producao que desenvolvem o recurso, ou seja, € o armazenamento de
germoplasma em forma de animais vivos (FAO 2007). No entanto, tal como a conservacgdo in
situ, é aceite que o melhoramento e a sele¢do natural fora do ambiente original, possa alterar
as frequéncias génicas no gene pool da populacdo. A questdo-chave para esta estratégia, é
saber se haverd, ou nado, financiamento a longo-prazo para manter o compromisso de manter
geracdes de animais, com as normas exigidas, para a conservacao ser bem-sucedida (FAO
2007).

A conservacdo ex situ engloba, ainda, a Crioconservacdo (criopreservacdo) de material
bioldgico em banco de genes (in vitro). A Criopreservacdo permite o armazenamento,
praticamente, ilimitado, de material biolégico, sem sofrer deterioracdo, numa escala de
tempo de varios milhares de anos (Mazur 1985). Assim, varios paises desenvolveram métodos
de crioconservar em banco de genes racas raras e as mais utilizadas comercialmente
(Woelders et al 2006). A crioconservacdao de material genético permite a sua introducao a
posteriori, com o propésito de incrementar a diversidade nas populagdes.

Conservation
in vivo in vifro
live animals cryo-conserved materials
L semen
= pocyles
L , =  embryos
n sifu 'y it .
. g . . N ex t_u = somatic cells
in the natural habitat and in an artificial environment (zoo,
production environment research institute, etc.)

Figura 1 - Esquema resumo da Conservag¢do dos Recursos Genéticos Animais (Adaptada de Simianer H. 2006).

Em muitos paises, a conservagao ex situ representa uma componente importante nas
estratégias de conservagdo. Algumas focam-se, principalmente, na preservacdo de
germoplasma de ragas raras mas, em geral, ha o consenso de que as colec¢des ex situ devem
ser realizadas para todas as racas, com o propodsito de capturar o maximo de diversidade
alélica e génicas possiveis, em programas de conservagao (Hiemstra et al. 2006).

A conservagao in situ, ou a utilizacdo dos recursos genéticos animais, ndo estao,
necessariamente, dependentes de abordagens de alta tecnologia, no entanto a eficacia das
estratégias da conservacdo ex situ, certamente beneficiardo destes avangos quer na
criopreservagcao quer na reproducdo. Uma vez que a conservagao ex situ, em geral, tem um
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custo mais elevado, estd aberto o debate sobre as prioridades, as diferentes metodologias, a
futura utilizacdo e os beneficios da criopreservacdo e de tecnologias da reproducdo (Hiemstra
et al. 2006).

1.5 Banco de Genes

Os bancos de genes tém como principal fun¢do a conservacao dos recursos genéticos no
curto, médio ou longo termo. O material genético criopreservado, pode ser utilizado para
introduzir diversidade genética nas popula¢des in vivo e para reduzir os niveis de
consanguinidade em eventos relacionados, por exemplo, com o efeito gargalo ou para
redirecionar estratégias de selecdo a nivel da produgdo animal (FAO 2010).

Em Portugal, em 2010, foi criado o Banco Portugués de Germoplasma Animal (BPGA),
que tem como objetivo principal assegurar a recolha e manutencdo de germoplasma,
nomeadamente sémen, embrides, células somaticas e DNA, de todas as ragas nacionais de
animais domésticos, de forma a garantir a sua conservagao a longo prazo, de acordo com as
recomendacBes das organizagGes internacionais competentes, assegurar a sua
disponibilidade para utilizacdo nos programas de selecdo e conservac¢do in situ de ragas
autéctones e promover o intercdmbio de informacdo e troca de material genético, com
bancos congéneres estrangeiros (Horta et a/ 2012; INIAV 2013). Este confere, ao material
genético recolhido, o indispensavel enquadramento, respeitando as recomendacdes
internacionais, garantindo a salvaguarda a longo prazo do patriménio genético das racgas
autdctones portuguesas.

Um repositorio de germoplasma pode servir diferentes propdsitos (Woelders et al.
2004). Um dos objectivos destes repositdrios de germoplasma é proporcionar a possibilidade
de recrear ragas, ou linhagens, em caso de perda como, por exemplo, em consequéncia de
uma calamidade (Woelders et al. 2004; Hiemstra et al. 2006; FAO 2010). Se uma raga se
extinguisse, seria possivel recred-la a partir de amostras adequadas de germoplasma
criopreservado, realizando sucessivos retrocruzamentos (Woelders et al. 2004; FAO 2007). O
armazenamento de germoplasma com este propdsito seria realizado a longo-termo, sem a
necessidade de uma atualizagdo constante da cole¢cdo (Woelders et al. 2006; FAO 2007).

Uma segunda forma de utilizar os recursos de um banco de genes, é dar suporte a
conservacdo in situ. Em pequenas populacdes, podem ser utilizados sémen congelado e
embrides, para minimizar a consanguinidade e a deriva genética. A combinacdo de animais
vivos com germoplasma criopreservado, pode ser uma poderosa ferramenta na conservacgao
de pequenas populacdes (Woelders et al. 2006; FAO 2007).

Adicionalmente, os recursos de um banco de genes podem ser utilizados como back-up
em caso de ocorréncia de problemas genéticos, como a perda de diversidade alélica,
consanguinidade, ocorréncia de combinacdes de genes deletérios (ERFP 2003). Este
fendmeno n3o acontece apenas em populagdes pequenas, ou ragas raras, mas, também, em
grandes ragas comerciais em que, por exemplo, um pequeno numero de reprodutores
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masculinos seja responsavel por uma elevada descendéncia. Nestes casos, o gene pool da
populacdo é muito reduzido. Assim, pode ser utilizado sémen com diferentes gendtipos, para
refrescar a raca (Woelders et al. 2006; FAO 2007).

Uma quarta utilizacdo para os recursos genéticos criopreservados, é a possibilidade de
permitirem o desenvolvimento de novas linhagens, ou ragas, para modificar, ou reorientar
rapidamente, a evolucdo, ou selecdao, da populacdo. Assim, a criopreservacdo de genétipos
extremos (raros) ou originais (de fundadores) pode servir para modificar ou reorientar a
evolugdo, ou selecdo, de uma dada populagao (Verrier et al. 2003; ERFP 2003; Woelders et
al.2006; FAO 2007).

Como quinta, e ultima utilizacdo, os recursos de um banco de genes podem ser utilizados
para fins de investigacao (ERFP 2003).

1.6 Analise da Diversidade Genética com Base em Marcadores
Moleculares: Microssatélites

1.6.1 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares sdo marcadores do genoma, com sequéncias de DNA
identificdveis, localizados em zonas especificas e seguem as leis da hereditariedade.
Contrastam com os marcadores morfolédgicos, baseados em caracteres visiveis e com os
marcadores bioquimicos, baseados em proteinas (Ruane & Sonnino 2007).

Quando o objetivo é a conservagao de espécies, ou ragas, torna-se necessario determinar
e quantificar a variacdo existente inter e intra individuos de uma populacdo (Aranguren-
Méndez et al. 2004). Assim, a aplicacdo de marcadores moleculares neutros é extremamente
util para a analise genética de populagdes, comparagdao dos niveis de variagdao entre
populagdes, avaliacdo geral da variacdo genética e para determinar o nivel de subestrutura,
incluindo a quantidade de migracdo e as relagGes genéticas entre subpopula¢des (Dovc et al.
2004). No entanto, a utilidade dos marcadores ultrapassa as experiéncias de mapeamento, ou
de fingerprinting, em genética de popula¢des onde, por vezes, as frequéncias alélicas, mais
qgue os individuos, servem de objeto de estudo. Assim, as variacdes das frequéncias alélicas
em espécies domésticas podem interessar aos criadores pois € “matéria-prima” onde pode
atuar a selecdo. Os marcadores de DNA, distribuidos aleatoriamente pelo genoma, podem ser
representativos de loci que codificam caracteres fenotipicos que estdo sob selecdo (Labate
2000).

1.6.2 Microssatélites

Os microssatélites sdo marcadores moleculares com unidades de repeticdo entre 1 a 5
pares de bases (Schlotterer & Pemberton 1994), também, denominados de STR (Short
Tandem Repeats) que se repetem em tandem, e de forma aleatéria, no genoma (figura 2).
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S3o considerados ferramentas Uteis para estudos genéticos, pois apresentam um elevado
grau de polimorfismo, tém hereditariedade mendeliana e sdo codominantes (permitindo a
diferenciacdo entre homozigotas e heterozigotas). Estes marcadores encontram-se,
geralmente, em regibes nado codificadores do genoma (regides intronicas) apesar de
existirem, também, em regides codificadoras (regides exdnicas) e nos telémeros, estando a
sua presenca, nesta regido, associada a doengas (Armour et al. 1994). Desconhece-se o
significado funcional destas sequéncias, apesar da hipdtese mais consensual ser o
emparelhamento e a condensac¢dao do DNA nos cromossomas (Vanhala et al. 1998).

Apds a sua descoberta em 1985, por Jeffreys et al. os microssatélites comegaram a ser
utilizados para identificacdo genética, testes de paternidade, estimar a diversidade
populacional, medir a diferenciacdo de populagbes, definir relacdes genéticas e estimar a
variabilidade genética populacional.

Frimer 1

Cacey

|“?| i+ GATATCTGGTA

GTGGACTATAGACCAT —ACACACACACATCAC AT U TGTGATGLGTOTAC

Microsatélite

CACCI'GATATETGGTA—TGTGTGTGTGTGTGTE—CGAEAETAEE!AGATG

GCTGTGATGG ¢y ).
Primer 2

Figura 2 - Exemplo de um microssatélite com repetigdo de um par de bases de AC (n).

Os microssatélites sdo extremamente sensiveis ao efeito gargalo e sao, frequentemente,
utilizados para estimar a consanguinidade (Barker et al. 1997; Estoup et al. 1998). Assume-se
que sdo neutrais as forgas da seleccdo, presumindo-se que a diversidade genética encontrada
resulta da consequéncia da deriva genética e de mutagdes. Assim, sdo a ferramenta mais
utilizada para avaliar a diversidade genética dos recursos genéticos animais e os mais
utilizados para estudos de genética de populagdes sendo, particularmente, adequados a
projetos na drea da Conservacao, pois permitem obter informacdo para estabelecer
prioridades na preservacao de ragas domésticas (Barker 1999) e na conservagao de animais
selvagens (Cafion et al. 2000). Estes marcadores facultam, ainda, uma visdo da histéria
genética das racas e informacao quer da distingao inter-racas quer da diversidade genética
intra-raca (Boettcher et al. 2010).

Apesar das vantagens da utilizacdo dos microssatélites, enquanto marcadores
moleculares, existem fatores a considerar e que podem diminuir o seu poder ou
sensibilidade, tais como as mutagdes, os alelos nulos e a homoplasia.

1.6.2.1 Mutagoes

As mutacgdes sdo alteragbes do genoma de uma célula, em relagdo a uma sequéncia de
DNA de referéncia, transmissivel as células filhas. Podem ser desde simples substituicdes de
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um nucleétido, a dele¢des ou inser¢des, de um ou mais, nucleétidos. Uma mutacdo que
ocorra nos gametas é hereditdria, uma mutacdo que ocorra nas células somaticas ndo é
hereditaria. A taxa de mutacdo define o nimero de mutacGes/gene/geracdo (sendo a geracdo
a unidade de tempo). No que respeita aos efeitos das mutacdes, estas podem ser deletérias,
neutras ou benéficas. Nas mutacdes deletérias, os efeitos em termos individuais e de
descendéncia, tém a ver com a penetrancia e com a expressividade. As mutacdes deletérias
estdo sujeitas a pressdo da selecdo, sendo eliminadas da espécie as que criam desvantagem
bioldgica. Nas mutagdes neutras, o portador ndo é afetado e nas mutagdes benéficas, ha
vantagem para o seu portador em termos de capacidade reprodutiva ou por melhor
adaptacdo ao meio. Assim, os alelos que concedam vantagem tendem a ser mais frequentes
nas populagdes em que este efeito se observa. As mutagdes neutras e as mutagdes benéficas
incluem-se entre os mecanismos responsaveis pela grande diversidade existente (Regateiro
2003).

A maioria das mutag¢Ges ndo altera o fendtipo pois ocorrem, geralmente, em regides
génicas ndo codificadoras. As regiGes génicas codificadoras (exGes) tém uma baixa taxa de
mutacdo que se reflete no elevado grau de conservagao que apresentam inter-espécies (Eisen
1999).

Nos microssatélites, ao contrario de outros marcadores, a maioria das mutacdes envolve
a insercdo ou delecdo de uma unidade de repeticao (Weber & Wong 1993; Amos et al. 1996)
e apresentam uma elevada taxa de mutacdo variando entre 10° e 107 per locus per gdmeta
per geracdo, sendo determinantes para o nivel de variabilidade das populacdes (Hancock
1999).

Estas mutagdes sdo causadas por mecanismos intramoleculares que provocam um
deslizamento das cadeias de DNA durante a replicacdo denominado de DNA slippage
(Goldstein & Schlotterer 1999). As unidades de repeti¢cdo nas duas cadeias de DNA, durante a
replicacdo, podem ligar-se fora do registo. A consequéncia deste annealing fora do registo,
seguido pela reparacdo do DNA, pode resultar na expansao ou na contracdo do microssatélite
(Schlotterer & Pemberton 1994). As variagées do tamanho das unidades de repeticdo, podem
ser detectadas através da amplificacdo por PCR (Polimerase Chain Reaction), seguido de
medicdo por electroforese do tamanho dos produtos amplificados (Weising et al. 1996).

1.6.2.2 Alelos Nulos

Denominam-se alelos nulos, os alelos que n3o sdao amplificados por PCR devido a uma
mutacdo no local de hibridacdo dos primers Assim, um dos alelos ndo amplifica dando origem
a uma homozigota “falsa” (Dawson et al. 1997). A sua existéncia é dificil de detetar quando a
sua frequéncia na populacao é baixa e ndo se dispde de informacdo genealdgica fidedigna.
Nos testes de paternidade, pode-se suspeitar da presenca de alelos nulos num marcador,
quando todos os outros marcadores apontam para um determinado progenitor e existe
homozigotia apenas no marcador da exclusdo. Um alelo nulo, pode induzir a interpretacdes
erradas e excluir, eventualmente, o verdadeiro progenitor, principalmente, quando se
desconhecem as frequéncias alélicas de uma populagdo. Uma das formas para se detetar a
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presenca de alelos nulos é através do calculo do deficit de heterozigotas para o HWE
(Neuman & Wetton 1996). No entanto, de uma forma pratica, podem-se sintetizar primers
alternativos para amplificar fora do ponto da mutagao e voltar a amplificar esse marcador
para corroborar, ou ndo, a homozigotia. Deve-se evitar a utilizacdo de marcadores com
elevada probabilidade de ocorréncia de alelos nulos, em determinadas popula¢des ou ragas,
pois podem gerar resultados falsos (Dawson et al. 1997).

1.6.2.3 Homoplasia

O conceito de homoplasia foi originalmente utilizado pelos evolucionistas para descrever
quando um caractere presente em duas espécies, ndo deriva do mesmo caractere de um
ancestral comum, mas, a sua semelhanca, dever-se a fatores de convergéncia, paralelismo ou
reversao. Sendo, portanto, considerado o oposto da homologia, pois esta é considerada um
sinal de evolucdo (Scotland 1992 in Estoup et al. 2002)

Para um marcador genético, a homoplasia ocorre quando diferentes cépias de um locus
sdo idénticas no estado, apesar de ndo serem idénticas por descendéncia (Estoup et al. 2002)
i.e. fragmentos de tamanho idéntico podem ndo ter origem na mesma sequéncia ancestral.
Os alelos podem ter o mesmo tamanho (bp) mas, intrinsecamente, existirem diferengas na
estrutura, presenca de inser¢des e/ou deleccdes, mudancgas de bases ou variagdes na regido
flanqueadora (Primmer & Ellergren 1998). A homoplasia ndo é detetada por amplificacdo por
PCR e por analise dos produtos amplificados. S6 pode ser detetada por sequenciacdo. Assim,
a homoplasia em testes de paternidade, pode induzir em erro, pois pode fazer supor uma
relacdo de parentesco que na realidade nao exista. Também, pode ser fonte de erro em
estudos de Genética de Populagbes, ou de Evolugdo, pois a taxa de mutagdo dos
microssatélites esta relacionada, de forma complexa, com o tamanho e composicdo do alelo.
Assim, a homoplasia pode reduzir o nimero observado de alelos per populacdo, a propor¢ao
de heterozigotas e a diversidade genética (Estoup et al. 1995; Garza & Freimer 1996; Jarne &
Lagoda 1996; Angers & Bernatchez 1997; Viard et al. 1998; Taylor et al. 1999; Angers et al.
2000).

1.6.2.4 Modelos Mutacionais

Existem diferentes modelos mutacionais para explicar a evolugdao dos microssatélites. O
Infinite Allele Model (1AM, Kimura & Crow 1964) supde que nao existe homoplasia e que cada
nova mutacdo conduz a um novo alelo distinto do que havia previamente na populacdo. O K-
allele Model (KAM, Crow & Kimura 1970) permite K possiveis estadios alélicos (K= <o) e
qualquer alelo tem uma probabilidade constante de mutacdo em relagdo a qualquer um de
outros alelos noutro estadios e a homoplasia do tamanho dos alelos é esperada, pois os
alelos sdo idénticos no estado e ndo no ancestral. O Stepwise Mutation Model (SMM, Kimura
& Ohta 1978) defende que cada mutacdo adiciona, ou retira, com igual probabilidade, uma
unidade de repeticdo, em que alelos com tamanhos muito diferentes estardo mais distantes
entre si do que alelos de tamanhos mais semelhantes. O Two Fase Model (TPM, Di Rienzo et
al. 1994) é o modelo mais recente e defende que cada mutacdo tem uma probabilidade p de
ser uma mutacado one-step e probabilidade 1-p de ser uma mutacao multi-step. Na realidade,
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¢ idéntico ao SMM, mas permite que possam ocorrer muta¢cdes de maior magnitude e prevé
a variacdo esperada do nimero de repeticdes de um microssatélite sob diferentes processos
de mutacdo e histérias demograficas. O Generalized Stepwise Model (GSM), corresponde a
uma versao simplificada do TPM, em que p = 0 (Estoup et al. 2002). Todos os modelos
preveem, a excec¢dao do IAM, que os alelos possam mutar em relacdo aos estadios alélicos
previamente existentes na populacdo e, portanto, gerar homoplasia de tamanhos (Estoup et
al. 2002). Alguns autores defendem que a maioria dos estudos indicam que o TPM e o GSM
sdao modelos mais realistas (Ellegren 2000a; Schl6tterer 2000 in Estoup et al. 2002). Outros
defendem o SMM (Amos et al. 1996).

No entanto, parece que dependendo do tamanho da unidade de repeticdo, os
microssatélites se adaptam mais a um modelo ou a outro. Os microssatélites com modelos de
repeticao de 3-5 bp parece que seguem o SMM, enquanto os de 1-2 bp seguem o IAM e o
TPM (Vanhala et al. 1998).

1.7 Seleg¢ao de Reprodutores para Banco de Genes

1.7.1 Material bioldgico a Crioconservar

Dada a relevancia da Crioconservagdo, como estratégia para a preservacdo da
diversidade genética e, tendo em conta, que no cavalo Lusitano ndo existe crioconservacao
de odcitos, embrides ou sémen, no Banco Portugués de Germoplasma Animal, nem de
qualquer outra raca de equinos (Vicente 2015), um dos objetivos deste trabalho foi identificar
a partir da andlise de microssatélites, reprodutores que tenham interesse genético para
futura criopreservacao em Banco de Genes. Assim, de um ponto de vista genético, coloca-se a
primeira questdo: O que deve ser crioconservado? Qual o tipo de material bioldgico a
criopreservar? E de que animais?

Simianer (2006) diz-nos que, a nivel mundial, o sémen e os embrides sdo a primeira
escolha do material biolégico a criopreservar. No entanto, Hall (1995) refere que a
criopreservacdo de sémen é a mais exequivel, para a maior parte das espécies domésticas e
qgue a utilizacdo de embrides é realizada apenas em bovinos e em pequenos ruminantes,
apesar de estar em vias de expansdo para outras espécies. A criopreservacdo de células
somaticas é vista como uma opcao simples e pouco dispendiosa e tornou-se popular com o
sucesso da clonagem da ovelha Dolly (Wilmut et al. 1997). No entanto, até agora, a
experiéncia pratica com esta técnica foi bastante limitada para a maioria das espécies.

Assim, a decisdo do tipo de material biolégico a crioconservar depende dos objetivos de
gestdo dos recursos genéticos. Estes, por sua vez, dependem do estado e/ou tamanho da
populacdo. Neste estudo, optou-se pelo estudo dos garanhdes uma vez que a conservacgao de
sémen é o mais exequivel e o mais praticado em crioconservacdo, a nivel mundial. Até
porque, a taxa reprodutiva dos machos é muito superior a das fémeas (Costa Ferreira & Oom
1989) tendo, naturalmente, uma maior influéncia na época reprodutiva. Em equinos, a idade
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ideal para a colheita e preservagdo de sémen, de forma a garantir a sua viabilidade, é entre os
cinco e os vinte anos, pois a partir desta idade a qualidade do sémen comega a diminuir,
devido ao aumento de incidéncias de anomalias morfoldgicas (Morel 1999). No entanto, e de
forma a garantir a conservacdo de todos os alelos, foram analisados animais dos cinco aos
trinta anos de idade, vivos a data do estudo. Relativamente, ao niumero de dadores de
sémen, é sabido que o numero de individuos utilizados afeta a quantidade de diversidade
genética armazenada em criobancos. Geralmente, as diretivas recomendam um minimo de
25 dadores (ERFP 2003).

1.7.2 Criobanco Nacional Francés: Um caso-estudo

Em Franga, em 1999, foi criado o Criobanco Nacional Francés, que criopreserva material
bioldgico de vdérias espécies domésticas, incluindo os equinos. O Ministério da Agricultura
Francés lidera o projeto, mas as organizag¢des privadas, como os Centros de Inseminagao
Artificial e as Associacdes de Criadores, foram envolvidas desde o inicio.

A maioria do material armazenado é sémen apesar de, também, considerarem o
armazenamento de embrides e células somaticas Até Outubro de 2002, o Criobanco Nacional
Francés, tinha 35 000 doses de sémen criopreservadas, para um total de 29 racas diferentes
de 5 espécies (ruminantes, equinos e porcos) (Verrier et al. 2003).

Aparentemente, a progressiva construcao deste banco, revelou problemas de ordem
pratica, como aspetos sanitdrios do material bioldgico, de propriedade do material
armazenado, de seguranca, atualizacdo e gestdo de informacgao (Danchin-Burge et al. 2002).

Uma das prioridades do Criobanco Francés, é ser uma ferramenta para a seguranca,
facilidade e eficiéncia na gestdo da conservacdo in situ dos recursos genéticos animais
(Danchin-Burge et al. 2002). A escolha do material a crioconservar é realizada de acordo com
o estado ameacado, ou ndo, da populacdo. Assim, Verrier et al. (2003) propdem uma
classificacdo para os trés tipos de materiais armazenados no Criobanco Francés e a sua
potencial utilizagao, no futuro:

1. Popula¢des ameagadas (Material de Tipo I)

Tendo em conta que em programas de conservacao de populagdes ameacgadas o principal
objetivo é evitar a extingdo das popula¢des, torna-se essencial permitir que as fémeas
acasalem com regularidade. Para isso, torna-se essencial, e facilita todo o processo, o acesso
a sémen criopreservado. Assim, a Inseminacao Artificial (IA), é a ferramenta de elei¢do para a
gestdo de racas ameacgadas. De acordo com estas considera¢des, o material de tipo |, devera
ser colhido entre as populagdes ameacadas, a fim de permitir uma restauracdo da raca em
caso de extincdo. Neste caso, a variabilidade genética a recolher, deve ser a mais variavel
possivel.

2. Populagbes ndo ameacgadas (Material de Tipo Il e lll)

As populacées ndo ameacadas podem ser submetidas a uma intensidade maior, ou
menor, de selecdo. O principal objetivo, nestas populagdes, é assegurar a possibilidade de
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evoluirem, no futuro, especialmente, se as mudancgas no contexto da producdao implicarem
mudancas na forma de sele¢do. Assim, os criobancos devem disponibilizar:

-Gendtipos originais e/ou extremos (Material de Tipo Il)

Os gendtipos originais, ou extremos, podem ser Uteis para modificar a evolugdo de uma
dada populacio e/ou refrescar a sua variabilidade genética. Podem, também, ter interesse
para fins de investigacdo. Estes gendtipos podem ser perdidos, por ndo corresponderem aos
objetivos de producdo. Assim, a conservacdao do material tipo Il, foca-se na conservacdo de
genotipos originais e/ou extremos, cujo interesse é avaliado de acordo com trés critérios
diferentes: (1) Estimated BreedingValue (EBV) para um ou mais caracteres registados (tipo
I1.1), (2) gendtipos especificos com alelos raros para determinados marcadores genéticos
(tipo 1.2) e (3) animais com o pedigree original da populacdo ou raga, i.e., 0os animais
fundadores da populagdo ou da raca (tipo 11.3).

-Animais representativos do atual estado da populacdo (Material de Tipo Ill)

Em populagdes com um ritmo genético acelerado, os animais mais atuais, podem ser
vistos no futuro como geneticamente originais ou, pelo menos, diferentes. Assim, os
criobancos permitem a criopreservagao destes animais, sendo possivel seguir a evolugao da
populacdo, estimando os eventuais ganhos genéticos. Se se considerar a hipdétese de reverter
determinados “ganhos” genéticos, o material mais antigo pode ser utilizado para reorientar a
selecdo. Para armazenar uma amostra representativa da variacdo genética da raca, a
amostragem deve ser aleatéria, também no que diz respeito as relagdes genéticas entre os
individuos. Na pratica, isto pode ser conseguido por selecdo de: i) informacGes de pedigree,
animais distantemente relacionados, por exemplo, sem avds comuns; ii) animais de
diferentes areas e rebanhos, considerando os fluxos genéticos (i.e. intercambio de animais)
entre rebanhos e dreas. O mais comum em crioconservacdo é o armazenamento de uma
amostra representativa da raca (ERFP 2003).

1.8 Objetivos

Dada a relevancia crescente da Crioconservag¢ao, como estratégia complementar para a
conservacdo da diversidade genética in situ e, tendo em conta, que ndo existe qualquer
criopreservacdo de odcitos, embrides ou sémen, da raca em Banco de Genes, 0s principais
objetivos deste trabalho s3o:

(1) Andlise da diversidade genética de uma populacdo de machos reprodutores
utilizando um painel de microssatélites recomendados pela Internacional Society
for Animal Genetics (ISAG);

(2) Definicdo e aplicacdo de critérios para selecio de gendtipos de machos
reprodutores com interesse genético para crioconservagdao de sémen em Banco

de Genes, no sentido quer de preservar a diversidade da raca quer no da
salvaguardar em caso de reducgdo drastica do seu efetivo.
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2 Material e Métodos

2.1 Analise da diversidade genética de machos da raga
Lusitana

2.1.1 Amostras

Neste estudo, das 41126 amostras de animais de raca Lusitana genotipadas no
Laboratério de Genética Molecular de Alter, entre Agosto de 1998 e Dezembro de 2012
foram considerados todos os machos, vivos (a data do estudo), inteiros (ndo castrados),
inscritos no Livro de Adultos (aprovados como reprodutores) e nascidos entre 1985 e
2010, perfazendo um total de 2699 animais. Estes animais foram genotipados em contexto
de rotina, na realizacdo de testes de paternidades. O laboratério, até 2001, utilizou seis
microssatélites (HMS3; HMS7; HTG4; HTG10; VHL20 e ASB2), por serem extremamente
polimérficos, nomeadamente, em ragcas com influéncia ibérica (Luis et al. 2002b). Em
2001, foram adicionados mais trés microssatélites (AHT4;, AHT5 e HMS6) de um painel
recomendado pela Internacional Society for Animal Genetics (ISAG), perfazendo um total
de nove marcadores que foram, sistematicamente, utilizados até 2009. De 2009 até a
presente data, tém sido utilizados mais oito marcadores, (UCDEQ425; HMS1; HMS2; HTG6;
HTG7; ASB17; ASB23 e LEX3), perfazendo um total de 17 marcadores, dos quais 12
pertencem ao painel recomendado pela ISAG (Tabela 2). Do painel de /oci analisados, foi
excluido o locus LEX 3, uma vez que este marcador é heterossdmico, ligado ao
cromossoma-X, o que significa que estda em homozigotia nos machos, causando desvios
significativos ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e elevadas diferengas entre os
valores da heterozigotia esperada e observada (Zabek & Fornal 2009).

2.1.2 Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de amostras de sangue total, colhidas em tubos
de 10 ml com anti-coagulante EDTA, utilizando o método salino (Montgomery & Sise
1990), ressuspendido em TE pH 8.0 e preservado a 49C. Foi quantificado por
espectofotometria e diluido para uma concentragéo final de 3 ng/ul.
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2.1.3 Amplificacdo e Genotipagem para 6 e 9 microssatélites

A amplificacdo por PCR foi realizada com uma solucao final de 10uL que continha 1plL
de DNA gendmico, 1,5 mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, primers fluorescentes e nao
fluorescentes com uma concentragdo que variou entre 0,5pM e 3pM, 0,5U de Tag DNA
polymerase e 1X Tampao de reacdo. A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em
termociclador MJ-Research PTC-100TM (MJ Research Inc., Watertown. MA, USA), sendo
iniciada com uma desnaturacdo de 95 °C (5’), seguido de 5 ciclos com desnaturagdo a 95 °C
(30”), hibridacdo a 58 °C (30”) e extens3o a 72 °C (30”) e 35 ciclos com desnaturacdo a 95
°C (30”), hibridac3o a 57 °C (30”) e extens3o a 71 °C (30”) a ultima extens3o foi prolongada
até aos 10’ a 72 °C. Os loci HMS7, HMS3, HTG4 e VHL20, foram amplificados em Tetraplex,
os loci ASB2, HMS6 e HTG10 em Triplex e os loci AHT4 e AHT5, em PCR individuais. Os
produtos de PCR foram separados em géis desnaturantes de poliacrilamida a 6%, com 0,25
mm de largura, utilizando os sequenciadores automaticos de fluorescéncia 4000 e 4200 LI-
COR (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, USA).

As imagens resultantes foram analisadas com o software RFLPscan v.3.1 (Scanalytics,
CPS Inc., USA). O tamanho dos fragmentos de DNA foi identificado com base no marcador
50-350 bp Licor (figura 3).

Figura 3 - Andlise de imagem com o software RFLPscan v.3.1 na identificagdo de fragmentos para o locus VHL20.
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2.1.4 Amplificacdo e Genotipagem para 17 microssatélites

A amplificacdo por PCR foi realizada com recurso a um kit comercial da Applied
Biosystems (Applera Europe, Germany) com 17 primers fluorescentes e ndo fluorescente
seguindo as instru¢des do fabricante. A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em
termociclador MJ-Research PTC-100TM (MJ Research Inc., Watertown. MA, USA), sendo
iniciada com uma desnaturacdo de 95°C (10’), seguido de 30 ciclos com desnaturac3o a
95°C (30”), hibridagdo a 60°C (30”) e extensdo a 72°C (30”) e a Ultima extens3o de 60’ a
72°C, com finalizag3o a 4°C. Os produtos amplificados foram separados em Sequenciador
Capilar ABI 3130, com capacidade de detecdo para 5 marcadores fluorescentes, 6-FAM,
VIC, NED e PET. Cada amostra foi corrida com o marcador LIZ 500 e com o filtro G5. Os
tamanhos dos fragmentos resultantes para os 17 microssatélites foram analisados pelo
software Genemapper 4.0 (figura 4).
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Figura 4 - Andlise de imagem com o software Genemapper 4.0 de um perfil de DNA para 17 loci.
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2.1.5 Analise Estatistica

A analise a diversidade genética de 2699 machos reprodutores, foi realizada
informaticamente com recurso ao programa CERVUS 3.0.7 (Marshall et al. 1998), para
determinagdo do numero de alelos e das suas frequéncias (Anexo 1) da heterozigotia
observada (Ho) e da heterozigotia esperada (He) (Nei 1978), do conteudo de informacédo
polimérfico (PIC) (Botstein et al., 1980) e da frequéncia estimada para a ocorréncia de
alelos nulos (Summers & Amos 1997). Foi, também, calculado com o programa Genepop
3.4 (Raymond & Rousset 1995) o desvio ao HWE com o teste exato de Fisher (Guo &
Thompson 1992). Este teste indica a probabilidade de erro ao rejeitar a hipdtese nula (Ho)
de que a populagdo se encontra em HWE (Raymond & Rousset 1995). O deficit de
Heterozigotia (Fs) per locus e o valor médio para todos os loci, foi estimado de acordo com
Weir & Cockerham (1984).

2.2 Selec¢ao de animais a criopreservar

2.2.1 Definicao de Critérios a aplicar a raca Lusitana

Considerando toda a informacdo sobre o estado atual do cavalo Lusitano, vao-se ter
em conta dois dos critérios referidos para criopreservacdo de sémen (ERFP 2003; Verrier
2003; Hall 2004; Woelders et al. 2006; Simianer 2006) de machos reprodutores da raca. No
gue concerne a quantidade de dadores, vao-se selecionar, aproximadamente, 30 dadores
de acordo com cada critério.

2211 Genotipos extremos (portadores de alelos muito raros)

Vamos selecionar animais com genétipos portadores de alelos muito raros, se
possivel, em homozigotia, para “garantir” a passagem desses alelos a descendéncia. A
criopreservacao de sémen destes animais podera permitir a reorientacdo da sele¢do da
populacdo (ERFP 2003; Verrier et al. 2003; Woelders et al. 2006) em termos de
variabilidade genética, ao possibilitar o “refrescamento” da raca com alelos cuja
frequéncia é muito baixa na populagao.

2.2.1.2 Genotipos representativos (portadores de alelos muito frequentes)

No que concerne aos genodtipos representativos da raga, vamos selecionar amostras
de animais com gendtipos portadores dos alelos mais frequentes na populagdo. A
criopreservacao de sémen de animais com estes genétipos, podera funcionar como uma
salvaguarda da variabilidade da raga, em caso de uma reducdo drastica do seu efetivo e/ou
se ocorrer problemas genéticos como (por exemplo) o aumento de frequéncia de genes
deletérios caso a populagdo sofra um acentuado efeito gargalo (ERFP 2003).
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2.2.2 Amostras

Da populacao de 2699 machos reprodutores, nascidos entre 1985 e 2010, retiraram-se
os gendtipos que ndo estdo totalmente tipificados para os 16 loci obtendo-se um grupo de
623 animais. No entanto, como ficaram excluidos alguns genétipos portadores de alelos
raros, por terem valor zero para alguns loci, reintegraram-se esses animais, ficando um
grupo final de 644 animais (Anexo ).

2.2.3 Analise de dados

Desenvolveu-se um algoritmo de quantificacdo do numero total de alelos (NTA), do
numero de alelos muito raros (AMR), do numero de alelos raros (AR), do nimero de alelos
muito frequentes (AMF) e, por exclusdo de partes, do nimero de alelos frequentes (AF), a
partir dos diferentes valores de frequéncias alélicas, inferidas do output do programa
CERVUS 3.0.7 (Marshall et al. 1998).

Este algoritmo é executado sobre a tabela n225 do Anexo Il, segundo os critérios
definidos nas tabelas n25 e n26. O output do algoritmo permite a ordenag¢ao das amostras
numa folha de EXCEL.

Trata-se de um algoritmo que se podera executar diretamente em compilador de
Visual Foxpro da Microsoft ou ser adaptado a qualquer outra ferramenta de gestao de
base de dados relacional.

O algoritmo integralmente reproduzido no Anexo lll, tem como input 2 tabelas: a
tabela de critérios de sele¢do (alelosteste.dbf), que é constituida pelos dados descritos nas
tabelas n25 e n2% e a tabela universo/alvo da selecdo/ordenacdo (machos.dbf), que é
constituida pela tabela n225 do Anexo Il, que contem a lista de 644 amostras de machos
reprodutores alvo de selecdo para crioconservacdo. Esta ultima tabela de input
(machos.dbf), possui também os campos onde o algoritmo regista a contagem para cada
amostra/gendtipo de acordo com os alelos presentes. Estas 2 tabelas estdo disponiveis
para envio em formato digital (sofia.abreu-ferreira@geneweb.pt).
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3 Resultados

3.1 Analise da diversidade genética de machos reprodutores
da raga Lusitana

Para o total dos 2699 machos reprodutores da raca Lusitana foram obtidos 131 alelos
para o painel de 16 loci analisados, com um nuimero médio de alelos (MNA) de 8,19 per
locus. O nimero de alelos per locus variou entre 3 (HTG7) e 13 (ASB17), a heterozigotia
observada variou entre 0,191 (HTG7) e 0,819 (VHL20) e a heterozigotia esperada entre
0,207 (HTG7) e 0,828 (ASB17) (Tabela 3). Estes valores indicam que para o conjunto de
animais analisados, o locus menos polimérfico é o HTG7 e o mais polimérfico é o ASB17. A
heterozigotia observada foi menor do que esperada para todos os loci, a exce¢do do
UCDEQ425, com valores médios de respetivamente, 0,678 e 0,700.

Todos os loci s3ao muito informativos, com um PIC superior a 0,5, a exce¢ao do HTGY.
Os valores variaram entre 0,194 (HTG7) e 0,809 (ASB17).

De acordo com o teste de HWE per locus com P <0,05, apenas 4 loci (HTG4, VHL20,
HTG6 e HMS1) dos 16 analisados estdo em HWE (Tabela 4). Todos os loci apresentam
deficit em heterozigotas, a excecdo do locus UCDEQ425, o que corrobora os valores
obtidos para a heterozigotia observada. Para o total dos /oci encontrou-se um deficit
significativo de heterozigotas (Fis W&C = 0,034), como confirmado pelo teste de )(2, 0 que
nos indica que a populagdo ndo se encontra em equilibrio.

Dos 131 alelos identificados, 31 sdao muito raros, com uma frequéncia na populacao
menor que 1%, 44 sdo raros, com uma frequéncia na populagdo entre 1 e 10% (Tabela 5),
17 sdo frequentes, com uma frequéncia na populagdo entre 10 e 15% e 39 sdo muito
frequentes, com uma frequéncia acima dos 15% (Tabela 6). Em todos os loci foram
identificados alelos muito raros a exce¢ao dos loci HTG7 e HMS2. Os loci com mais alelos
raros sdo 0 ASB2 e o ASB17 com os valores de respetivamente, 5 e 4.
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Tabela 2 - Painel de microssatélites analisados com respetiva localizagdo cromossémica, referéncia e sequéncia
dos primers (forward e reverse).

Localiza¢do no

Sequéncias dos primers

Microssatélite Referéncia
cromossoma (forward e reverse)
Binns et al. F: AACCGCCTGAGCAAGGAAGT
AHT4 24q14 (1995) R: CCCAGAGAGTTTACCCT
AHTS 3 Binns et al. F: ACGGACACATCCCTGCCTGC
(1995) R: GCAGGCTAAGGAGGCTCAGC
Breen et al. F: CCACTAAGTGTCGTTTCAGAAGG
ASB2 15921.3-g23
g g (1997) R: CACAACTGAGTTCTCTGATAGG
Breen et al. F: ACCATTCAGGATCTCCACCG
ASB17 2p14-p1> (1997) R: GAGGGCGGTACCTTTGTACC
Irvin et al. F: GAGGGCAGCAGGTTGGGAAGG
ASB23 3q22.1-q22.3 (1998) R: ACATCCTGGTCAAATCACAGTCC
Eggleston-
F: AGCTGCCTCGTTAATTCA
ucbQ425 28918 Stott et al. R: CTCATGTCCGCTTGTCTC
(1997)
HMS1 15 Guérin et al. F: CATCACTCTTCATGTCTGCTTGG
(1994) R: GACATAAATGCTTATCCTATGGC
HMS2 10 Guérin et al. F:CTTGCAGTCGAATGTGTATTAAATG
(1994) R: ACGGTGGCAACTGCCAAGGAAG
HMS3 9 Guérin et al. F: CCATCCTCACTTTTTCACTTTGTT
(1994) R: CCAACTCTTTGTCACATAACAAGA
HMS6 4 Guérin et al. F: GAAGCTGCCAGTATTCAACCATTG
(1994) R: CTCCATCTTGTGAAGTGTAACTCA
HMS7 1425 Guérinetal. | F: TGTTGTTGAAACATACCTTGACTGT
a (1994) R: CAGGAAACTCATGTTGATACCATC
HTG4 9 Ellegrenetal. | F: CTATCTCAGTCTTGATTGCAGGAC
(1992) R: CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC
Ellegren et al. | F: GTTCACTGAATGTCAAATTCTGCT
HTGE 1526-q27 (1992) R: CCTGCTTGGAGGCTGTGATAAGAT
HTG7 4 Marklund et | F: CCTGAAGCAGAACATCCCTCCTTG
al. (1994) R: ATAAAGTGTCTGGGCAGAGCTGCT
HTG10 21 Marklund et | F: TTTTTATTCTGATCTGTCACATTT
al. (1994) R: CAATTCCCGCCCCACCCCCGGCA
LEX3 X Coogle et al. F: ACATCTAACCAGTGCTGAGACT
q (1996) R: GAAGGAAAAAAAGGAGGAAGAC
VHL20 30 van Haeringen | F: CAAGTCCTCTTACTTGAAGACTAG

et al. (1994)

R: AACTCAGGGAGAATCTTCCTCAG
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Tabela 3 - Variabilidade genética da popula¢do analisada para 16 loci. N 2 de alelos per locus (n); nimero de
individuos analisados (N); Heterozigotia observada (Hg); Heterozigotia esperada (Hg); Conteldo de informagdo
polimérfica (PIC).

Locus n N f;agm?rt'gsd(i;) Ho He PIC
HMS3 8 | 2689 146-168 0793 | 0.824 | 0.803
HMS7 8 | 2688 173-187 0.657 | 0.697 | 0.644
HTG4 7 | 2697 129-141 0642 | 0.648 | 0.592
HTG10 10 | 2689 91-111 0691 | 0722 | 0.695
VHL20 10 | 2692 89-107 0819 | 0.827 | 0.803
ASB2 12 | 2675 222254 0.774 | 0.788 | 0.762
AHT4 9 | 2157 146-162 0758 | 0.789 | 0.762
AHTS 8 | 2100 128-146 0759 | 0.792 | 0.759
HMS6 7 | 2168 159-169 0.597 | 0.606 | 0.570
HTG6 6 993 82-100 0.656 | 0.682 | 0.625
HTG7 3 893 120-128 0.191 | 0207 | 0.194
HMS2 6 844 218-238 0743 | 0768 | 0.731
ASB17 13 | 761 97-123 0774 | 0.828 | 0.809
HMS1 7 847 176-192 0551 | 0571 | 0.499
UCDEQ425 | 9 713 224-244 0.658 | 0.656 | 0.594
ASB23 8 900 184-212 0781 | 0.797 | 0.765
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Tabela 4 - Valores obtidos para 16 loci para o teste do Equilibrio Hardy-Weinberg (Genepop 3.4) com P <0.05 .
Probabilidade (P); Deficit de Heterozigotia (F;s).

Locus P Fis
HMS3 0,0005 0,0356
HMS7 0,0000 0,0382
HTG4 0,2324 0,0369
HTG10 0,0031 0,0561
VHL20 0,3516 0,0402
ASB2 0,0433 -0,0121
AHT4 0,0014 0,0636
AHT5 0,0004 0,0347
HMS6 0,0119 0,0353
HTG6 0,1658 0,0401
HTG7 0,0236 0,0629
HMS2 0,0375 0,0256
ASB17 0,0000 0,0636
HMS1 0,0555 0,0240
UCDEQ425 0,0137 -0,0208
ASB23 0,0398 0,0084
Multilocus 0,0612 0,0340
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Tabela 5 - Alelos muito raros e raros per locus presentes na populagdo em analise.

Locus Alelos Muito Raros Alelos Raros
HMS3 146 158
HMS7 185, 187 173,175,179
HTG4 137,141 131,135, 139
HTG10 111 91,95,101,105,107
VHL20 91,93 95,103,105
ASB2 222,224, 238, 242, 250 236,254
AHT4 158,162 154,156,160
AHT5 128,146 138,142
HMS6 163,169 159,161
HTG6 86 94,100
HTG7 - 120,126
HMS2 - 220,228
ASB17 103,107, 117, 123 97,99, 105, 115, 119
HMS1 176,186 180, 182, 192
UCDEQ425 224,242,244 226, 230, 232, 236
ASB23 184,210 188, 212
TOTAL 31 alelos 44 alelos
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Tabela 6 - Alelos muito frequentes per locus presentes na populagdo em analise.

Locus Alelos Muito Frequentes
HMS3 150, 160
HMS7 177,181, 183
HTG4 129, 133
HTG10 103
VHL20 97,99,101
ASB2 246, 248,252
AHT4 146,150
AHT5 132, 134, 136, 140
HMS6 165, 167
HTG6 88,98
HTG7 128
HMS2 224,226,238
ASB17 101,113,121
HMS1 178,184
UCDEQ425 238, 240
ASB23 190,192,194,208
TOTAL 39 alelos
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3.2 Selec¢ao de animais a criopreservar

Apds a aplicagdo do algoritmo foram obtidos, relativamente a presenca de alelos
muito raros, um animal com quatro alelos, dois animais com trés alelos, 21 animais com
dois alelos e 100 animais com um alelo (Anexo Il). Dos 21 animais com dois alelos, existem
dois animais (amostras 449 e 450) com os mesmos alelos para os loci HMS7 e HTG 4. Os
restantes 520, ndo apresentam alelos muito raros. Apds a ordenagao das 644 amostras por
numero decrescente de presenca de alelos muito raros, selecionaram-se as amostras que
registam maior presenca destes alelos. Posteriormente, adicionaram-se 9 amostras com
alelos muito raros, das 99 com um unico alelo muito raro, que ndo estavam representados
nas amostras anteriores, até perfazer os 31 alelos muito raros detetados na populagdo
analisada. Por fim, adicionaram-se mais duas, as Unicas amostras que tém alelos muito
raros em homozigotia, uma com dois alelos 158 do locus AHT4 e a outra com dois alelos
176 do locus HMS1 (Tabela 7).

Relativamente, a presenca de alelos muito frequentes, o maior nimero de alelos
detetados per animal foi de 26 alelos, num Unico animal e o minimo de dois alelos,
também, num Unico animal. Apds a ordenacdo das 644 amostras por nimero decrescente
de presenca de alelos muito frequentes, selecionaram-se as primeiras trinta amostras
(Tabela 8).
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Tabela 7 - Grupo de 32 amostras de animais portadores de genétipos com alelos muito raros (AMR) numa

populagdo de 644 machos reprodutores (*-Alelo presente em homozigotia).

Ne | Ne
Amost| de Locus Alelo Locus Alelo Locus Alelo Locus Alelo
ra |AMR
430 | 4 ASB2 a 242 AHT4_b 158 HMS1_a 176 | UCDEQ425 _a | 224
447 | 3 HMS3_b 146 HMS7 b 187 HTG4 b 137
587 | 3 ASB2 a 224 HMS1 a 176 | UCDEQ425 b | 242
33 2 | UCDEQ425 b | 244 ASB23 a 184
130 | 2 AHT4_b 162 | UCDEQ425_b | 244
139 | 2 ASB2 _a 224 | UCDEQ425 a | 224
168 | 2 ASB2 a 242 | UCDEQ425_a | 224
255 | 2 | UCDEQ425_b | 244 ASB23 a 184
297 | 2 ASB2 _a 242 AHT4_b 162
298 | 2 HTG6_a 86 ASB17 b 117
324 | 2 ASB17 b 107 HMS1_a 176
346 | 2 HMS7_b 185 | UCDEQ425_b | 242
439 | 2 HMS7 b 187 AHT4_b 162
448 | 2 HMS3_b 146 HMS7_b 187
449 | 2 HMS7 b 187 HTG4 b 137
450 | 2 HMS7 b 187 HTG4 b 137
467 | 2 HTG4 b 137 | ASB23 a | 184
522 | 2 HMS6_a 163 | UCDEQ425_a | 224
598 | 2 HMS6 b 163 | ASB17 b 117
601 | 2 ASB2 _a 238 ASB17 a 103
639 | 2 AHT5_b 146 ASB17 b 117
136 | 1 HTG10 b 111
290 | 1 VHL20 a 93
323 | 1 VHL20 a 91
237 | 1 ASB2 b 250
105 | 1 HMS6 b 169
511 1 HTG4 b 141
69 1 ASB17 b 123
376 | 1 HMS1_b 186
624 | 1 ASB23 a 210
111 | 1 AHT4_a/b | 158*
510 | 1 HMS1 a/b | 176*
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Tabela 8 - Grupo de 30 amostras de animais portadores de genétipos com alelos muito frequentes (AMF) numa populagcdo de 644 machos reprodutores.

ASB23mf_b

ASB23mf a

UCDEQ425mf b

UCDEQ425mf_a

HMSImf b

HMSImf a

ASB17mf_b

ASB17mf a

HMS2mf_b

HMS2mf a

HTG7mf_b

HTG7mf a

HTG6mf b

HTG6Mf a

HMS6mf b

HMS6mf a

AHT5mf_b

AHT5Smf a

AHT4mf_b

AHTAmf a

ASB2mf_b

ASB2mf a

0 |252|150| 0 [134|140/165|167| O |98|128|128|226(238|113| 0 [178|184|238|240| 0 |208

0 |252|146(146|132|136/165|167| 0 |98|128/128|224(226|101(113|178|178|238|240| 0 |208

VHL20mf b

0 |252|252(146|146|134| 0 |165|167|88|98| 0 |128|224(226(121|121|178|184|238|240/194|208

VHL20mf a

HTG10mf b

0 |99 |101| 0 |252|146(150(134|134| O |167|88|98(128|128|226|238|121(121|178|184|238|240|190/208

HTG10mf a

HTGAmf b

HTG4mf a

HMS7mf_b

HMS7mf_a

HMS3mf_b

HMS3mf a

0 (160/181(183|129|133|103|103| 97 |99 | 0 |252| O (150(132|140/165|167| O {98|128|128|224|238/101(121|178|184(238|240|190|194

0 | 0 |177(183|129|129| O |103|101|101| O |252|146(146|136|140/165|167|88|98|128|128|224|226/101(113|178|184(238|240|194| O

0 |150|177(183|129|133| 0 |103|101| O

0 |160/177(183|129|133|103|103|{99 | O

0 |150|177(183|129| O (103| O | O |97 | O |252|146| O |136|140/167|167|88| 0 |128/128|224|226/101|113|178|184(238|240|190|194

0 [150/181(183|133|133|103|103| 99 |101| 0 |252| O |150(132|136/165|165|88|98|128/128|224|224|101(121|178|184(238|240| 0 |208

0 |150/177(183|133|133| 0 |103| O

0 |150|177(183|129|133|103|103| 99 |101| 0 |252|146| O |140|140/167(167|98| O | O |128|224|226|101(101|184|184|238|240|194,208
0 |150|177(183|129|133| O [103{99 |99 | 0 | O |146(150(132|140/165|167|88|88|128/128| 0 | 0 |101|121|178|184(238|240| 0 |194

0 | 0 |181(183|129|133| O [103{ 97|99 | O | O |146(150({132| O |165|167|88|98|128/128| 0 |226| O (101|184 O |238|240|190/208

0 | 0 |177|183|133|133| O

0 [160|181(183|129|133|103|103| 97 |101| 0 |252|146| O |134|140/165|167|88|88|128|128|226|226/113|113|178| O (238|238|190/194

Ne Alelos Muito
Frequentes(AMF)

26

23 |160(150|183|183|133| 0 | 0 [103{99| 0 (252|252|150| O [132|134|165|167|88|98(128|128|224|226|101(121|178|178| 0 |240({194|208

23
23

23 [160{150| 0 |177{129| O | O |103|97 |99 | 0 |252|146(150(136|140/167|167|88|98|128/128| 0 (224/101({121|184|184(240| 0 |190/194

23

23
23

22
22
22

22 |160(160|177|181| 0 |133|103|103|99 |101| 0 |252|146|150(134|140, O |167| O [88|128/128| 0 (238 0 [113|178|184(238|240| 0 |194

22
22
22

N2 Amostra

358

110
260
379
505
528

559
595
83

84
155
228
248
252
272
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ASB23mf b

0

ASB23mf a

UCDEQ425mf b

UCDEQ425mf a

HMSImf b

HMSImf a

ASB17mf_b

ASB17mf a

HMS2mf_b

HMS2mf a

HTG7mf_b

HTG7mf a

HTG6mf b

HTG6Mf a

HMS6mf b

HMS6mf a

0 |167) 0 |98| 0 [128|226|238| 0 |121]|178|184|238|240/190(208

AHT5mf_b

AHT5Smf a

AHT4mf_b

AHT4mf a

ASB2mf_b

ASB2mf a

0 | O |146| O |134|140/165|167|88|98|128|128|226(226|101(121|184| O |238|240|194/208

0 | O |146| 0 |132|140/167|167|88|88|128|128|224|238|101| 0 [178|184|238|240|194,208

0 |252|146(150(134|136/167(167| O |98|128|128|224|226|101| 0 [178|178|238|240|190/208

VHL20mf_b

VHL20mf a

HTG10mf b

0| 0|99 0| O |146| O |134|140/165|167|88|98(128|128|224|238|101(121|178|184|240|240|194/|208

0 |97 |101| 0 |252|146| O [134/140, O |167| O [98|128|128|224|224/101(113|178|184(238|240|190|190

0 {9799 | 0 |252|146| O [134|136|165|167| O [98|128/128| 0 |226/101(113|178|184| 0 |240|190|194

HTG10mf a

HTGAmf b

HTG4Amf a

HMS7mf_b

HMS7mf_a

HMS3mf_b

HMS3mf a

0 [160/181(183|133| O | O [103|99 |101| O |252|146| O |132|136/167(167|88|98| 0 |128| 0 |226|101(113|178|184(238|238| 0 |208

0 |150|177(177{129|133|103| 0 |99 | O

0 [150|181(183|129|133| 0 [103|97 |101(252|252|146| 0 |132|140| O |167|88|88| 0 |128|224|226| 0 |113|178|184(238|240| O

0 [160|183(183|129|133| 0 [103|99 |101| O |252|146| 0 |132|140/165|167|88|98|128|128|224|226| 0 (113|184 O (238|238|190/190
0 |160| O (177]129|133| 0 [103{99 |99 | 0 |252|146| 0 [132| O |165|167|88|98|128/128|226|238|101(101|184|184(238|240|194,208

0 | 0 |177(183|129|133| O

0 | 0 |177|183|129|133|103| 0 |97 |101| O |252|146(146|134|136| O [167|88|98|128/128| 0 |224/101|121|184|184(238|240|194|194

0 | 0 |177(183|129|133| O |103|101|101| O |252|146(146|132| O

0 | 0 |177(177|129|129|103| O |97 |101(252|252|150| O [134|140/167|167| O |88|128/128|226|238|101(121|178|184| O |240|194/208
0 |150|177(177{129|133|103| 0 |99 |99 | 0 |252|146(150(134| O |167|167|88|88|128/128|224|238/101|101|178|184(240|240|190|194

0 |160/177(177{129| 0 | O

0 160|177 0 {129/ O | O |103|97| O

N¢ Alelos Muito
Frequentes(AMF)

22
22
22
22
22

22 |160(160/181|183|133|133|103| 0 |99 |101| 0 |252|146|146|132|140/167|167|88 |88|128/128|238|238|101({113|178|184(238|240| 0 |194

22
22

21 [160{150|183(183|129|129| 0 |103|97 | O

21 [160{150| O (177| O |133| O

21

21

21

21

21

N2 Amostra

276
303
370
387
488

501
568
637

7
56
68
73

102

104
117
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4 Discussao e Conclusao

A unidade biolégica para a conservacdo em animais domésticos é a raca e obter
informacgao para marcadores moleculares permite avaliar a sua diversidade genética para
a analisar numa perspetiva conservacionista (Solis et al. 2005).

Neste estudo, realizou-se a andlise genética através de marcadores moleculares, mais
especificamente microssatélites, a um grupo de machos reprodutores, garanhdes, da raca
Lusitana, que constitui a raca autéctone portuguesa com maior relevancia econdmica, em
Portugal. A vantagem de se utilizar um painel de marcadores recomendados pela
Internacional Society for Animal Genetics (ISAG), é a de permitir comparar os dados
obtidos, neste estudo, com outros realizados quer para a ra¢a Lusitana quer para outras
racas. No entanto, os valores de variabilidade encontrados, de acordo com Solis (2005),
devem ser sempre analisados com precaucado, pois estes microssatélites sdo selecionados
de acordo com o seu elevado polimorfismo.

O facto da amostra utilizada ser apenas constituida por individuos do sexo masculino,
ndo é limitativo, pois os microssatélites estudados estdo no genoma autossémico.

A andlise genética da populacdo de machos reprodutores revelou uma heterozigotia
média esperada (He) de 70,01% para os loci analisados e uma heterozigotia média
observada (Ho) de 67,78%. O valor de Ho encontrado esta acima do valor médio de 65%
estimado em Solis et al. (2005) para as racas Americanas e Europeias, apesar do valor
apresentado se referir somente a diversidade genética de machos da raca Lusitana e ndo a
diversidade da raca Lusitana, como um todo. O valor de Ho encontrado para a populagado
de machos analisados é, curiosamente, muito semelhante ao encontrado em estudos
anteriores da raca Lusitana (e.g. Luis et al. 2007b; Vicente 2015) que revelaram uma
diversidade genética elevada, similar a observada na maioria das outras ragas equinas.

Observou-se, também, um défice de heterozigotas de 3,4% para a maioria dos loci,
valor que se encontra dentro dos valores médios (1-4%) registados para outras racgas
equinas (Cafion et al. 2000).

Assim, como ja verificado em estudos anteriores, a andlise de uma populagdo de
machos, vem mostrar que a raga Lusitana ndo parece apresentar um perigo imediato no
seu estado de conservacao, apesar da utilizacdo de um reduzido nimero de reprodutores
machos. Pese embora, a pressdo de selecdo nos machos seja muito maior, devido as
diferentes taxas reprodutivas nos dois sexos e as fémeas ndo possuirem, regra geral, outra
utilizacdo para além da reproducdo (Costa Ferreira & Oom 1989), este resultado vai ao
encontro do que é referido por Bailey & Binns (1998): a diversidade genética tem sido
mantida na maioria das racas devido ao elevado numero de éguas utilizadas como
fundadoras.
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No entanto, detetou-se um desvio significativo relativamente ao equilibrio de HWE
para a maioria dos microssatélites analisados, o que podera dever-se a um efeito de sub-
estruturacdo populacional, resultante do facto de terem sido analisadas amostras
pertencentes a machos provenientes, muito provavelmente, de diferentes popula¢des que
estardo sujeitas a diferentes estratégias de selecao.

Neste estudo, a possibilidade de ocorréncia de alelos nulos, que ndao tenham
amplificado no PCR e que tenham sido analisados como “falsos” homozigotos, é muito
baixa pois todos os animais foram submetidos a testes de paternidade, onde as falsas
homozigotias sdo detetadas e corrigidas.

Tendo em conta, que a caracteriza¢cdo genética de uma populacdo pode ser realizada
por analise demografica, resultando da informacdao genealdgica ou por marcadores
genéticos de uma amostra representativa da populagdo (Toro et al. 2011), constata-se que
na raga Lusitana, parece existir uma baixa correla¢do entre estes dois indicadores (Vicente
2015). Vicente (2015) pondera que uma das razdes para a baixa correlacdo entre estes
dois indicadores, em termos de diversidade genética, seja o numero modesto de
marcadores moleculares analisados no estudo que realizou, entre seis a nove
microssatélites, apesar de realcar a grandeza da amostra (superior a 19000 animais)
genotipados, também, no LGM de Alter, entre 1998 e 2007. No entanto, no presente
estudo, a analise genética da populacdo de machos reprodutores nascidos entre 1985 e
2010, recorrendo a 16 microssatélites, indica também uma elevada diversidade genética.
A baixa correlacdo em termos de diversidade genética através da analise demografica e de
marcadores moleculares deve-se, provavelmente, a estes marcadores serem muito
polimdrficos e neutros as pressdes de selecdo, apesar de sensiveis ao efeito gargalo
(Estoup et al. 1998). Ndo obstante, a combinacdo da analise de dados genealdgicos e de
marcadores moleculares, para inferir a estrutura e a diversidade genética de uma
populacdo, pode ser uma estratégia util no sentido de promover a gestdo e conservacao
dos recursos genéticos animais (Luis et al. 2007b; Vicente 2015) e seria importante que
fossem realizados mais estudos neste sentido.

Como um dos principais objetivos dos Bancos de Genes é o de conservar o maximo de
variabilidade alélica e génica possivel (ERFP 2003), criopreservar material genético
pertencente a animais portadores de alelos muito raros, detetados em zonas nao
codificantes, cumpre o paradigma de conservar o maximo da variabilidade existente numa
determinada raca. E sabido, que a selecdo natural tende a eliminar determinados alelos
por estarem, muitas vezes, associados a uma reduzida viabilidade ou fertilidade do seu
portador, dentro das condicdes de subsisténcia da populagdo, tornando-se esses alelos
cada vez mais raros. No entanto, em condicdes de selecao artificial, o fundo genético é
alterado de acordo com a resposta fenotipica pretendida, podendo conduzir a perdas
alélicas que numa populagdo natural poderiam ser importantes. Assim, sabendo que,
apesar da diversidade genética na raca Lusitana nao ser reduzida, se utiliza um pequeno
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numero de garanhdes, a preservacdo de sémen de animais portadores de alelos muito
raros, podera salvaguardar a sua irremediavel perda da populagao.

Neste estudo, a distincdo entre as classes de frequéncias dos alelos definidos como
muito raros, raros, frequentes e muito frequentes, foi arbitraria, pelo que o algoritmo
desenvolvido que permitiu a selecdo de reprodutores com alelos muito raros e muito
frequentes foi feito com base nesta arbitrariedade. Este trabalho pretende, apenas, lancar
a discussdo sobre a pertinéncia de se selecionarem individuos de acordo com a presenca
de alelos muito raros e/ou muito frequentes para Banco de Genes. Se, eventualmente,
houver necessidade, no futuro, de modificar as decisées na definicdo do que é muito raro,
raro, frequente ou muito frequente, bastard aferir o algoritmo. No entanto, a ferramenta
estd criada ficando disponivel para este efeito.

Dos 32 animais portadores de alelos muito raros selecionados, 30 sdo portadores
desses alelos em heterozigotia, o que estd de acordo com o esperado uma vez que
segundo Frankham et al. (2002), geralmente, quando um alelo é raro encontra-se em
heterozigotia, quando é frequente, em homozigotia. Assim, caso se pretenda “refrescar” a
raca através da introducdo destes alelos muito raros, dever-se-do inseminar éguas que,
também, sejam portadoras desses mesmos alelos de forma a promover a sua transmissao
a descendéncia. Destes 32 animais, dois tém os mesmos alelos para os mesmos loci HMS7
e HTG4, no entanto como tém alelos distintos para outros loci, optou-se por selecionar
ambos.

Relativamente, ao primeiro animal selecionado com quatro alelos muito raros,
importara referir que, curiosamente, também, é portador de mais quatro alelos raros, o
qgue Ilhe concede um estatuto de raridade, conferindo-lhe um elevado interesse genético.

A crioconservacao de 30 animais selecionados de acordo com a presenca de alelos
muito frequentes, poderd contribuir para se iniciar um procedimento que acautele a
salvaguarda da variabilidade da raca, caso se verifigue uma reducdo drdastica do seu
efetivo e/ou se ocorrerem problemas genéticos como, por exemplo, o aumento da
frequéncia de genes deletérios na populagdo (ERFP 2003).

Atualmente, o Banco Portugués de Germoplasma Animal, no que concerne a equinos,
apenas armazena réplicas de DNA (Vicente 2015). Embora o DNA possa ser utilizado para
transferéncia de genes, este processo requer técnicas muito complicadas e dispendiosas.
Assim, o DNA nao é util para ajudar a restaurar determinadas racas. O armazenamento de
DNA tem interesse para fins de investigacdo, para dar suporte a decisdes no ambito da
conservagdo, para identificar a estrutura genética intra e inter populacional e para
caracterizar e identificar os efeitos de determinados genes (ERFP 2003). Assim, torna-se
essencial, no caso da raga Lusitana, complementar o trabalho que ja esta feito, em termos
de preservagdo do DNA, com a crioconservagdo de odcitos, sémen e/ou embries de
equinos. De salientar que, qualquer que seja o material a crioconservar, este processo
devera ser sempre realizado em duplicado e em locais distintos de forma a reduzir riscos
de perda em caso de catastrofe (ERFP 2003).
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De referir, ainda, que a selecdo de animais foi baseada, exclusivamente, nos
genotipos, ndo tendo em conta as possiveis relacdes de parentesco. Assim, com a
informacao genealdgica disponivel, devem-se excluir os gendtipos de animais co-
ancestrais. A mesma informacdo poderd ser utilizada para selecionar animais de linhas
fundadoras, i.e. gendtipos originais para criopreservacao, principalmente os que menos
tém contribuido para o gene pool da populagao.

De uma forma geral, a crioconservacdao encontra-se subvalorizada devendo ser dada
uma maior énfase a esta forma de conservacao, até porque os avancgos tecnoldgicos, quer
na forma de criopreservar, quer na reproducdao assistida, assim o permitem, sendo
possivel dar um forte contributo em programas de conservac¢do (ERFP 2003).
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6 Consideragoes Finais

Seria importante que, no futuro, se realizassem estudos de uma forma mais
sistemdtica no sentido de monitorizar a variabilidade genética das novas gera¢des do
Cavalo Lusitano.

Seria pertinente instituir procedimentos de rotina para criopreservar gametas de
reprodutores com elevado interesse genético, avaliado quer por andlise de marcadores
moleculares associados a loci neutros, quer por marcadores moleculares associados a loci
codificantes, responsaveis por caracteres com interesse no ambito da gestdo e
conservagdo da raga.
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7 Anexos

Anexo | - Frequéncias Alélicas

Tabela 9 - Frequéncia alélica locus HMS3.

Locus
(N=2689)

HMS3
HMS3
HMS3
HMS3
HMS3
HMS3
HMS3
HMS3

Alelos

146
150
158
160
162
164
166
168

Frequéncia

0,001
0,171
0,084
0,301
0,114
0,108
0,110
0,110

Allele Frequency for hms3_a
0,400 -
& 0,300 -
b=
2 0,200
@
= 0,100 -

mLUS
0,000

Tabela 10 - Frequéncia alélica locus HMS7.

Locus
(N=2688)
HMS7
HMS7
HMS7
HMS7
HMS7
HMS7
HMS7
HMS7

Alelos

173
175
177
179
181
183
185
187

Frequéncia

0,020
0,020
0,329
0,064
0,157
0,407
0,001
0,001

Figura 5 - Frequéncia alélica locus HMS3.

Allele Frequency for hms7 a

0,600
0,400
0,200
0,000

Frequency

48

Figura 6 - Frequéncia alélica locus HMS7.
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Tabela 11 - Frequéncia alélica locus HTG4.

Locus
(N=2697)
HTG4
HTG4
HTG4
HTG4
HTG4
HTG4
HTG4

Alelos

129
131
133
135
137
139
141

Frequéncia

0,303
0,076
0,495
0,095
0,004
0,026
0,002

Tabela 12 - Frequéncia alélica locus HTG10.

Locus
(N=2689)
HTG10
HTG10
HTG10
HTG10
HTG10
HTG10
HTG10
HTG10
HTG10
HTG10

Alelos

91
95
97
99
101
103
105
107
109
111

Frequéncia

0,047
0,073
0,121
0,100
0,011
0,472
0,011
0,011
0,150
0,003

Allele Frequency for htgd a

arC],vE-[]'[]' 2
c 0,400 -
3
gri],2[]'[]' .
> 0,000 - - mLUS
129|131/133 135‘137‘139‘141
htgd a
Locus
Figura 7 - Frequéncia alélica locus HTGA4.
Allele Frequency for htgl0_a
0,500 -
> 0,400 -
§ 0,300 -
g 0,200 -
& 0,100 I
0,000 - mLUS
=S WM~ | |uw |~
e P
e e B B |
htgl0_a
Locus

Figura 8 - Frequéncia alélica locus HTG10.
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Tabela 13 - Frequéncia alélica locus VHL20.

Locus
(N=2692)
VHL20
VHL20
VHL20
VHL20
VHL20
VHL20
VHL20
VHL20
VHL20
VHL20

Alelos

89
91
93
95
97
99
101
103
105
107

Frequéncia

0,137
0,001
0,003
0,018
0,190
0,212
0,225
0,031
0,043
0,139

Allele Frequency for vhi20 a

Tabela 14 - Frequéncia alélica locus ASB2.

Locus
(N=2675)
ASB2
ASB2
ASB2
ASB2
ASB2
ASB2
ASB2
ASB2
ASB2
ASB2
ASB2
ASB2

Alelos

222
224
236
238
240
242
244
246
248
250
252
254

Frequéncia

0,000
0,003
0,044
0,005
0,114
0,005
0,121
0,163
0,155
0,000
0,362
0,027

0,250 -+
> 0,200 -
§ 0,150 -
50,100 .
w 0,050 -
A MM~ | N W~
D h G OO | OO OO
- = | = | =
vhl20_a
Locus
Figura 9 - Frequéncia alélica locus VHL20.
Allele Frequency for asb2_a
0,400 -
& 0,300 -
o
3_0,200 =
@
& 0,100 -
i mLuS
0,000

27 23 240 204 248 25

ash2_a

Locus
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Figura 10 - Frequéncia alélica locus ASB2.
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Tabela 15 - Frequéncia alélica locus AHT4.

Locus
N=2157)
AHT4
AHT4
AHT4
AHT4
AHT4
AHT4
AHT4
AHT4
AHT4

Alelos

146
148
150
152
154
156
158
160
162

Frequéncia

0,344
0,142
0,220
0,111
0,033
0,057
0,004
0,085
0,004

Tabela 16 - Frequéncia alélica locus AHT5.

Locus
(N=2100)
AHTS
AHT5
AHT5
AHTS
AHT5
AHT5
AHTS
AHT5

Alelos

128
132
134
136
138
140
142
146

Frequéncia

0,001
0,200
0,266
0,184
0,063
0,240
0,043
0,002

-

Frequenc

0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Allele Frequency for ahtd_a

Locus

mLUs

Figura 11 - Frequéncia alélica locus AHT4.

y

Freguenc

0,300
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000

(=
rJ
un
]

Allele Frequency for aht5_a

128/132/134/13€/138|140/142|146

zht5_a
Locus

mLUS

Figura 12 - Frequéncia alélica locus AHT5.
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Tabela 17 - Frequéncia alélica locus HMS6.

Locus
(N=2168)
HMS6
HMS6
HMS6
HMS6
HMS6
HMS6
HMS6

Alelos

157
159
161
163
165
167
169

Frequéncia

0,095
0,091
0,048
0,002
0,177
0,586
0,001

Tabela 18 - Frequéncia alélica locus HTG®6.

Locus
(N=993)
HTG6
HTG6
HTG6
HTG6
HTG6
HTG6

Alelos

82
86
88
94
98

100

Frequéncia

0,253
0,001
0,440
0,029
0,244
0,033

Allele Frequency for hms6_a

52

0,800 -
& 0,600 -
<
g_ 0,400 -
v
o 0,200 -
mLUS
0,000 -
157|159 161‘ 163 ‘165 167‘ 169
hms6_a
Locus
Figura 13 - Frequéncia alélica locus HMS6.
Allele Frequency for htgb_a

0,500
> 0,400 -
(=]
§ 0,300 -
g 3,200 -
L. -

3,100 mLUS

0,000

82 | 86 | 88 | 94 | 98 | 100

htg6_a

Locus

Figura 14 - Frequéncia alélica locus HTG6.
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Tabela 19 - Frequéncia alélica locus HTG7.

Locus
(N=893)
HTG7
HTG7
HTG7

Alelos

120
126
128

Frequéncia

0,088
0,026
0,886

Tabela 20 - Frequéncia alélica locus HMS2.

Locus
(N=844)
HMS2
HMS2
HMS2
HMS2
HMS2
HMS2

Alelos

218
220
224
226
228
238

Frequéncia

0,184
0,040
0,329
0,252
0,043
0,152

Allele Frequency for htg7_a

1,000 -
= 0,800 -
[%)
§ 0,600 -
E{ 0,400
% 0,200 -
' mLUS
0,000 —
120 ‘ 126 | 128
htg7_a
Locus
Figura 15 - Frequéncia alélica locus HTG7.
Allele Frequency for hms2_a

0,£00 -
& 0,300 -
g
2 0,200 -
a
& 0,100 -

mLUS
0,000 -

2]8 220 224 226 228 238

hms2_a
Locus

Figura 16 - Frequéncia alélica locus HMS2.
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Tabela 21 -Frequéncia alélica locus ASB17.

Locus Alelos Frequéncia

(N=761) Allele Frequency for ash17_a
ASB17 97 0,080 0,400 -
ASB17 99 0,043 ‘E 0,300
U
ASB17 101 0,306 S 0,200
b
ASB17 103 0,009 = 0,100
mLUS
ASB17 105 0,041 0,000
ASB17 107 0,007
ASB17 111 0,126 ash17 a
ASB17 113 0,156 Locus
ASB17 115 0,037
ASB17 117 0,007 Figura 17 -Frequéncia alélica locus ASB17.
ASB17 119 0,026
ASB17 121 0,163
ASB17 123 0,001
Tabela 22 - Frequéncia alélica locus HMS1.
Locus Alelos Frequéncia
(N=847) Allele Frequency for hmsl_a
HMS1 176 0,006 0,600 -
0,500 -
-3 r
HMS1 178 0,326 § 0,400 -
HMS1 180 0,023 2 0,300 -
@ 0,200
L
HMS1 182 0,012 g!:}gg ] N BLUS
HMS1 184 0,563 ! _ _
1/6|1/8 | 180|182 | 184 | 186 | 192
HMS1 186 0,002
hmsl_a
HMS1 192 0,067 Locus

Figura 18 - Frequéncia alélica locus HMS1.
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Tabela 23 - Frequéncia alélica locus UCDEQ425.

Locus Alelos Frequéncia
= ele Frequency for ca a
(N=713) Allele Frequency for cad25_
UCDEQ425 224 0,009 0,500 -
UCDEQ425 226 0,043 > 0,400 -
§ 0,300 -
UCDEQ425 230 0,011 = 0,200 -
£
UCDEQ425 232 0,081 w0, -
Q 0,100 mLUS
0,000 n
UCDEQ425 236 0,028
224(226(230232(236/23€(240/242244
UCDEQ425 238 0,435
cad2s a
UCDEQ425 240 0,381 Locus
UCDEQ425 242 0,009
UCDEQ425 244 0,002 Figura 19 - Frequéncia alélica locus UCDEQ425 (CA425).
Tabela 24 - Frequéncia alélica locus ASB23.
Locus Alelos Frequéncia
(N=900) Allele Frequency for asb23_a
ASB23 184 0,003 0,250 -
ASB23 188 0,094 z 0,200 -
§ 0,150 -
ASB23 190 0,237 S 0,100 -
ASB23 192 0,218 = 0,
0,050 mLUS
ASB23 194 0,232 0,000
184|188/19C (192|194 208 210|212
ASB23 208 0,191
ash23_a
ASB23 210 0,002 Locus
ASB23 212 0,024

Figura 20 - Frequéncia alélica locus ASB23.
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Anexo Il - Lista de gendtipos de 644 amostras de machos reprodutores alvo de selecao para
crioconservagao

Tabela 25 - - Lista de gendtipos das amostras dos 644 machos reprodutores alvo de selegao para crioconservagao.

o M m el

dHE EE FHEHEEREHEREERBEEEEEHEBREBEEEEEEEE:
3 | g 2o o |§gao’ o AN |R R INMNIMNNN NN O Q|| NN SHES mm NN
o o 85 o 3c oW W ININITIT ISl QS Tl O NIV N N R w | W
2 8B (523228 8l |0y |lslelc|22 7|0 |ejvlalocle|loc|lilela|ola ol 'Ll e RIR ]S |

= = B 2z = Q o |9 |© Q | SI8le|l=

o S (= (= (SIS
@ 2 g g I I
Q | o
1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 LUS 32 16 2 14 0 166 162 177 183 133 133 95 109 99 105 248 248 146 148 132 140 165 167 82 82 128 128 218 226 111 111 184 184 238 238 190 192
2 LUS 32 13 3 16 0 168 160 181 183 133 135 99 109 99 99 246 248 146 152 132 140 167 167 82 88 128 128 218 224 111 111 178 182 226 238 194 208
3 LUS 32 10 3 19 0 166 162 177 183 129 135 103 109 99 107 246 252 146 148 132 134 165 167 88 88 128 128 224 228 111 121 184 184 232 240 194 208
4 LUS 32 9 7 16 0 166 162 181 181 133 133 95 103 95 105 248 248 150 154 132 138 165 165 82 98 120 128 224 226 113 121 182 184 238 240 194 194
5 LUS 32 12 3 17 0 166 162 183 183 133 133 99 103 99 101 246 252 146 146 132 138 167 167 82 88 128 128 226 228 99 121 178 178 238 240 190 192
6 LUS 32 14 1 17 0 162 160 181 181 129 133 103 109 99 107 246 248 150 150 136 140 165 167 82 82 128 128 224 224 111 119 184 184 240 240 190 208
7 LUS 32 9 2 21 0 160 150 183 183 129 129 95 103 97 103 244 246 146 152 132 140 167 167 88 88 128 128 224 238 101 111 178 184 238 240 194 208
8 LUS 32 10 4 18 0 160 150 177 183 129 129 103 103 99 107 248 252 148 160 136 140 159 167 82 98 128 128 224 238 111 119 184 184 226 238 190 192
9 LUS 32 13 1 17 1 164 162 177 183 133 135 103 103 89 97 248 252 148 152 128 140 167 167 88 88 128 128 224 226 101 121 178 178 240 240 190 190
10 LUS 32 16 1 15 0 162 160 181 183 131 133 97 109 99 101 246 246 148 148 132 140 167 167 82 82 128 128 224 224 101 101 184 184 238 238 190 192
11 LUS 32 10 3 19 0 160 150 177 177 133 133 97 107 97 99 236 246 148 150 132 136 167 167 82 88 128 128 226 226 97 121 178 184 238 240 208 208
12 LUS 32 12 7 13 0 166 166 173 175 129 129 103 109 97 105 244 248 152 160 132 140 157 167 88 98 128 128 218 226 119 121 184 192 238 238 188 192
13 LUS 32 13 5 14 0 166 162 175 183 131 133 97 105 105 107 252 252 148 152 134 140 165 165 82 88 128 128 224 238 101 101 184 184 232 240 194 194
14 LUS 32 12 3 17 0 166 160 183 183 133 133 97 103 99 105 248 252 148 150 140 142 157 167 82 82 128 128 224 226 97 101 178 184 240 240 190 192
15 LUS 32 12 2 18 0 166 160 181 183 133 133 103 109 97 101 252 252 146 148 132 132 167 167 82 88 128 128 218 226 99 101 184 192 238 238 190 192
16 LUS 32 10 5 17 0 160 160 183 183 133 133 95 103 101 101 240 252 148 154 134 140 167 167 98 98 120 128 224 226 113 113 178 184 232 232 192 208
17 LUS 32 10 2 20 O 160 160 183 183 133 133 95 103 89 101 240 252 146 148 132 140 159 167 98 98 128 128 226 238 101 113 178 184 238 238 190 190
18 LUS 32 10 5 17 0 168 164 177 177 133 135 97 103 101 107 248 252 154 160 134 136 161 165 82 88 128 128 226 226 101 113 184 192 238 238 190 208
19 LUS 32 9 3 20 0 164 160 183 183 129 133 97 103 101 101 246 252 150 156 132 134 161 165 82 98 120 128 226 238 113 113 178 178 238 238 190 194
20 LUS 32 10 3 19 0 166 166 177 183 129 133 95 109 107 107 244 252 146 150 134 140 161 165 88 98 128 128 224 224 101 115 178 184 238 238 190 190
21 LUS 32 10 4 18 0 166 158 179 183 129 133 99 109 97 107 244 248 146 146 132 134 161 167 88 88 128 128 224 224 113 115 178 184 238 240 190 194
22 LUS 32 9 4 19 0 162 158 183 183 129 133 103 103 97 103 236 248 150 152 134 134 167 167 88 98 128 128 224 224 101 105 178 184 238 240 190 194
23 LUS 32 9 5 17 1 168 166 177 183 129 135 91 103 101 101 252 252 148 150 134 136 167 167 88 88 120 128 224 238 97 103 184 184 232 240 192 208
24 LUS 32 11 4 17 0 160 158 183 183 133 133 99 99 99 107 244 252 146 150 136 138 157 167 82 98 120 128 224 224 99 101 178 178 240 240 190 194
25 LUS 32 8 6 18 0 164 158 177 183 135 135 103 103 99 101 244 252 146 150 134 134 167 167 82 98 128 128 228 228 101 113 178 184 236 240 194 194
26 LUS 32 11 4 17 0 162 160 177 181 131 133 95 109 107 107 236 248 150 152 136 140 167 167 82 98 128 128 218 224 119 121 184 184 238 240 194 208
27 LUS 32 8 4 20 0 160 160 177 177 129 133 103 107 101 105 248 252 146 146 132 132 159 167 82 98 126 128 226 226 121 121 178 184 238 240 190 194
28 LUS 32 10 2 20 O 162 160 177 183 129 133 103 109 97 99 246 252 146 148 132 140 165 167 82 82 128 128 218 218 111 119 178 184 232 240 190 208
29 LUS 32 9 3 20 0 168 160 177 181 129 133 103 105 99 107 244 252 150 150 134 134 167 167 82 88 120 128 226 238 111 121 184 192 238 240 190 192
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30 LUS 32 14 3 15 0 162 160 181 181 131 133 97 103 107 107 240 244 146 156 134 136 161 165 82 88 128 128 238 238 101 111 184 184 238 238 190 190
31 LUS 32 14 2 16 0 160 160 177 181 129 133 97 109 89 99 252 252 148 148 134 140 157 167 82 82 126 128 218 238 105 111 184 184 240 240 194 208
32 LUS 32 9 3 20 0 166 160 181 183 129 133 97 109 97 97 252 252 146 148 132 140 159 167 88 98 128 128 224 226 113 113 184 192 232 238 192 194
33 LUS 32 8 6 16 2 166 166 177 183 129 133 91 103 89 99 240 240 152 160 138 140 165 167 88 100 120 128 218 224 101 115 184 184 240 244 184 208
34 LUS 32 11 4 17 0 168 160 179 183 129 133 99 99 101 107 252 252 150 154 134 134 157 157 88 94 128 128 224 226 101 115 178 178 238 240 192 208
35 LUS 32 11 1 20 0 162 160 183 183 133 133 97 103 107 107 246 252 148 150 136 138 165 167 82 88 128 128 226 238 101 101 178 184 238 240 190 194
3 LUS 32 14 3 14 1 166 150 173 177 133 133 99 109 105 107 242 246 148 160 132 132 157 167 82 98 128 128 226 226 113 121 184 184 238 238 190 194
37 LUS 32 9 9 14 0 166 162 177 177 131 135 99 103 97 101 246 246 146 152 132 136 167 167 88 88 126 128 220 226 97 119 180 184 226 240 188 194
38 LUS 32 10 4 18 0 160 160 177 181 131 135 109 109 89 101 244 252 146 146 132 134 167 167 82 88 128 128 218 224 99 113 180 184 238 240 190 194
39 LUS 32 7 4 20 1 162 146 177 183 129 133 103 109 89 101 252 252 146 160 136 142 157 167 82 88 128 128 224 226 99 119 178 184 238 240 190 194
40 LUS 32 8 10 14 0 168 162 173 183 131 135 103 109 97 105 246 248 160 160 134 136 167 167 88 98 120 128 224 228 97 121 184 184 232 240 194 194
41 LUS 32 11 4 16 1 168 158 177 183 133 133 103 111 97 97 240 252 146 150 140 142 157 165 88 88 128 128 220 224 121 121 178 192 240 240 192 192
42 1US 32 11 3 18 0 162 160 177 177 129 133 99 103 89 95 244 252 152 152 132 142 167 167 88 98 128 128 218 224 97 101 184 184 238 240 190 194
43 LUS 32 12 2 18 0 164 160 177 183 133 133 97 109 99 101 252 252 148 152 132 136 167 167 88 98 128 128 218 224 97 113 184 184 238 240 192 212
44 1lUS 32 7 5 20 0 164 162 183 183 129 133 97 103 99 101 236 252 146 150 134 136 159 165 82 88 128 128 224 238 105 115 178 184 236 238 190 192
45 LUS 32 8 5 19 0 160 158 177 183 129 135 103 103 99 101 248 252 150 156 134 134 167 167 88 88 128 128 238 238 113 115 178 192 238 240 194 194
46 LUS 32 11 3 18 0 162 150 177 183 129 129 97 103 101 107 252 252 146 150 136 136 159 167 82 88 128 128 224 224 101 115 184 184 226 238 190 192
47 LUS 32 11 6 15 0 168 158 183 183 133 133 97 101 97 97 248 252 156 160 132 140 161 167 82 88 128 128 218 226 97 113 178 184 238 238 192 194
48 LUS 32 9 3 20 0 166 160 179 183 133 133 103 103 97 101 244 252 150 154 134 134 167 167 88 88 128 128 224 226 101 121 184 184 238 240 188 208
49 LUS 32 9 5 17 1 166 160 173 177 131 133 103 103 97 101 244 252 146 146 134 134 161 165 82 82 128 128 224 226 113 119 184 184 240 242 188 190
50 LUS 32 8 5 19 0 160 160 179 183 129 133 103 103 101 107 246 252 150 152 134 138 161 167 82 88 128 128 226 238 99 113 178 178 230 238 190 208
51 LUS 32 8 4 20 0 160 150 177 177 129 139 103 103 99 101 244 252 146 152 132 140 161 167 82 98 128 128 226 228 113 113 178 184 238 238 188 194
52 LUS 32 8 7 17 0 164 160 173 179 131 133 103 103 95 101 244 246 146 150 138 140 167 167 88 98 128 128 238 238 101 113 178 184 230 236 192 194
53 LUS 32 11 1 20 0 162 160 177 181 133 133 99 103 97 101 252 252 148 152 132 134 167 167 82 88 128 128 224 238 111 113 178 184 226 240 190 192
54 LUS 32 10 6 16 0 162 160 177 179 129 139 95 99 97 97 252 252 148 148 132 138 161 167 88 98 128 128 218 224 101 111 184 184 232 238 190 208
55 LUS 32 14 4 14 0 166 164 175 179 129 133 95 109 97 97 248 252 146 154 132 132 167 167 82 98 128 128 218 224 111 111 184 184 238 238 190 194
56 LUS 32 8 3 21 0 160 150 175 177 131 133 99 109 97 101 248 252 146 152 134 140 161 167 82 98 128 128 224 224 101 113 178 184 238 240 190 190
57 LUS 32 7 7 18 0 164 162 175 177 133 133 99 103 89 101 252 252 146 160 134 140 157 165 88 98 120 128 220 224 99 99 178 184 232 240 190 194
58 LUS 32 5 9 18 0 158 150 173 183 129 133 99 103 99 99 248 252 146 160 134 138 167 167 88 98 120 120 218 224 99 121 178 182 232 240 190 208
59 LUS 32 6 8 18 0 158 150 175 183 129 133 103 103 89 99 252 252 146 152 134 138 157 167 82 88 120 128 220 224 99 121 178 184 232 240 188 208
60 LUS 32 10 6 16 0 162 162 177 183 135 135 99 103 89 107 252 252 146 146 140 142 165 167 82 88 120 128 218 226 113 119 184 184 232 240 194 208
61 LUS 32 10 5 17 0 166 166 177 177 129 133 99 109 101 105 244 252 146 154 134 142 167 167 88 88 128 128 226 238 113 121 178 178 232 238 188 194
62 LUS 32 13 3 16 0 166 162 181 183 133 135 99 103 101 101 248 248 148 148 134 142 165 167 82 98 128 128 224 224 97 101 184 184 238 238 194 208
63 LUS 32 11 2 18 1 160 160 177 179 129 133 95 103 89 101 246 252 148 162 132 134 167 167 88 88 128 128 238 238 111 113 178 178 238 238 194 208
64 LUS 32 9 4 19 0 160 158 179 183 129 139 95 99 97 97 246 252 148 150 132 140 167 167 88 88 128 128 218 238 101 111 178 184 238 240 194 208
65 LUS 32 10 5 17 0 164 150 177 181 131 133 103 103 97 97 236 246 148 152 132 134 167 167 82 88 126 128 224 228 111 115 184 184 238 240 190 194
66 LUS 32 14 3 15 0 168 158 177 177 133 133 95 109 99 101 240 246 146 152 132 140 165 165 82 88 128 128 218 226 111 111 178 184 232 238 192 208
67 LUS 32 12 5 15 0 168 162 177 177 129 133 91 103 89 89 240 252 146 160 142 142 157 167 98 98 128 128 224 226 101 101 184 184 240 240 208 212
68 LUS 32 7 4 21 0 168 162 177 183 129 133 97 103 101 101 244 252 146 146 132 138 159 167 82 98 120 128 226 238 99 121 178 184 238 240 190 208
69 LUS 32 9 4 18 1 166 150 177 181 129 133 103 109 99 107 246 252 148 160 134 140 167 167 82 88 120 128 218 228 121 123 184 184 232 238 190 194
70 LUS 32 10 4 18 0 164 150 177 177 133 133 103 109 101 103 252 252 150 160 134 134 167 167 88 88 128 128 226 228 113 121 184 184 232 240 194 208
71 LUS 32 12 3 17 0 150 150 177 183 133 133 103 103 101 107 246 252 146 160 134 140 167 167 88 88 128 128 218 228 121 121 184 184 232 240 208 208
72 LUS 32 10 6 16 0 166 162 177 183 129 129 99 109 97 107 252 252 160 160 134 140 161 167 88 100 128 128 228 238 121 121 184 184 232 240 190 194
73 LUS 32 9 2 21 0 168 166 177 177 129 129 103 109 97 101 252 252 150 160 134 140 167 167 82 88 128 128 226 238 101 121 178 184 232 240 194 208
74 LUS 32 11 1 20 0 160 150 177 183 129 133 103 103 101 107 240 252 146 146 134 134 167 167 88 100 128 128 224 226 101 121 184 184 238 238 192 192
75 LUS 32 11 5 16 0 166 166 177 183 129 129 91 109 95 101 240 246 148 160 134 140 157 167 88 88 128 128 226 228 101 121 184 184 232 240 190 194
76 LUS 18 7 2 8 1 160 150 177 177 129 141 91 109 89 107 236 246 146 146 134 140 167 167 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
77 LUS 16 4 1 10 1 160 150 177 183 133 141 95 103 89 101 240 252 146 146 O 0 167 167 O O 0O O O O O 0O O O O 0O 0 ©
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78 LUS 32 13 0 19 0 166 150 177 181 129 133 103 109 99 107 252 252 146 146 134 134 167 167 88 88 128 128 224 226 121 121 184 184 238 238 192 208
79 LUS 32 13 4 15 0 150 150 183 183 133 133 109 109 101 107 252 252 146 156 132 134 167 167 88 88 128 128 220 228 121 121 184 184 232 238 192 194
80 LUS 32 9 6 17 0 166 150 175 177 129 129 97 109 101 107 248 252 146 156 134 136 165 167 88 98 120 128 220 228 121 121 184 184 226 238 208 208
8 LUS 32 9 4 19 0 162 160 177 183 133 133 103 103 89 107 248 252 156 160 132 136 159 167 88 98 120 128 224 238 121 121 184 184 238 240 208 208
82 LUS 32 9 4 19 0 166 160 181 183 129 133 103 109 99 101 246 252 146 150 134 134 159 167 88 88 128 128 220 228 121 121 184 184 232 238 192 208
83 LUS 32 8 2 22 0 162 150 177 183 133 133 99 103 89 107 252 252 146 146 134 138 165 167 88 98 120 128 224 226 121 121 178 184 238 240 194 208
8 LUS 32 8 2 22 0 164 150 177 183 129 133 103 103 99 101 240 252 146 148 140 140 167 167 98 100 120 128 224 226 101 101 184 184 238 240 194 208
85 LUS 32 13 3 16 0 166 160 181 183 129 133 103 103 97 99 240 246 148 156 134 134 157 159 82 88 120 128 224 224 101 101 184 184 238 238 192 194
8 LUS 32 8 4 19 1 160 160 181 183 133 139 99 103 99 101 248 252 148 148 142 142 165 167 82 98 120 128 218 238 101 113 184 184 240 242 190 208
87 LUS 32 11 3 18 0 160 160 181 183 133 139 99 101 97 101 246 248 146 150 134 142 157 165 82 98 128 128 218 224 101 113 184 184 238 238 192 208
8 LUS 32 11 1 19 1 166 150 181 181 129 133 99 103 99 101 246 248 148 150 134 134 157 165 82 98 120 128 218 224 101 113 184 184 238 242 194 208
89 LUS 32 12 2 18 0 160 158 177 177 129 131 97 99 99 99 240 244 146 152 132 134 167 167 82 98 128 128 226 238 101 111 178 184 238 240 192 194
90 LUS 32 8 5 19 0 162 158 177 183 129 133 99 103 89 99 248 252 146 146 138 140 165 167 82 98 120 120 218 224 99 121 178 184 240 240 190 208
91 LUS 32 10 3 19 0 168 160 177 181 129 133 99 103 101 101 240 252 148 150 132 140 167 167 82 88 120 128 218 224 99 105 184 184 240 240 194 208
92 LUS 22 6 3 12 1 168 160 177 183 133 141 95 103 89 107 236 252 146 156 134 140 167 167 8 88 0 O O O O 0 184 18 O 0 0 O
93 LUS 32 10 5 17 0 168 150 183 183 129 135 95 103 107 107 236 252 146 150 134 136 167 167 88 98 126 128 218 226 111 115 178 178 240 240 192 194
94 LUS 32 7 5 20 0 160 150 177 183 129 129 99 103 95 107 248 252 150 156 132 140 167 167 88 98 128 128 224 238 113 119 184 192 226 240 192 208
95 LUS 32 11 6 15 0 162 160 175 183 129 135 103 103 107 107 246 252 150 156 132 132 165 167 82 88 128 128 220 226 111 119 184 184 226 240 194 194
96 LUS 32 10 4 18 0 160 160 177 177 133 133 103 105 89 89 246 252 146 160 132 140 165 167 88 98 128 128 218 226 101 101 178 184 226 232 194 194
97 LUS 32 8 7 17 0 162 150 177 183 133 133 103 103 99 107 244 252 156 160 132 142 159 167 88 88 128 128 228 238 97 113 178 184 232 238 194 194
98 LUS 32 8 5 19 0 168 158 177 183 129 133 103 105 99 101 244 244 160 160 132 134 165 167 88 88 128 128 226 238 101 101 184 184 232 240 192 194
99 LUS 32 7 6 19 0 160 158 177 183 133 133 103 103 99 99 244 252 146 160 134 136 159 167 88 88 128 128 220 228 121 121 178 184 226 240 190 194
100 LUS 32 11 2 19 0 160 150 177 177 133 133 97 97 97 99 248 252 148 150 132 134 165 167 88 88 128 128 226 226 101 101 192 192 238 238 190 194
101 LUS 32 13 2 17 0 164 150 177 183 133 135 91 109 89 97 244 252 146 150 140 140 157 167 88 88 128 128 218 238 101 101 178 178 240 240 192 194
102 LUS 32 9 1 21 1 164 150 177 177 129 133 103 109 99 99 238 252 146 150 134 138 167 167 88 88 128 128 224 238 101 101 178 184 240 240 190 194
103 LUS 32 10 2 20 0 168 150 177 183 129 133 103 103 97 101 240 248 150 152 136 142 165 167 88 88 128 128 218 224 111 113 178 192 238 240 192 194
104 LUS 32 9 2 21 0 162 160 177 177 129 131 97 109 97 99 246 252 146 148 134 136 165 167 82 98 128 128 218 226 101 113 178 184 232 240 190 194
105 LUS 32 10 3 18 1 168 162 181 183 133 133 97 103 105 107 244 252 146 148 132 140 167 169 88 98 120 128 218 226 99 101 184 184 238 240 190 192
106 LUS 32 14 1 17 0 162 158 177 183 129 129 103 103 107 107 240 248 146 146 132 136 167 167 98 98 128 128 218 224 101 111 184 184 238 240 190 208
107 LUS 32 12 4 16 0 166 158 181 183 133 133 109 109 97 107 240 246 146 156 134 134 167 167 82 88 128 128 226 226 113 121 178 184 232 238 183 194
108 LUS 32 12 5 15 0 162 160 177 177 129 131 99 109 89 99 252 254 150 152 134 134 167 167 82 98 128 128 220 238 121 121 184 184 226 240 183 208
109 LUS 32 9 6 17 0 160 150 173 183 129 133 99 109 89 101 240 252 146 146 134 140 159 161 98 98 128 128 226 226 101 115 178 184 226 232 190 192
110 LUS 32 6 3 23 0 160 150 183 183 133 135 99 103 99 107 252 252 150 156 132 134 165 167 88 98 128 128 224 226 101 121 178 178 232 240 194 208
111 LUS 32 13 4 14 1 164 162 177 177 129 133 99 109 95 99 252 252 158 158 138 142 157 167 98 98 128 128 218 224 121 121 184 184 230 240 190 208
112 LUS 32 12 5 15 0 168 162 177 177 129 129 99 103 89 89 248 252 150 152 132 142 159 167 82 88 128 128 224 228 101 113 184 192 238 238 183 208
113 LUS 32 10 5 16 1 166 164 177 183 129 129 97 103 89 107 238 252 146 146 134 140 167 167 88 88 120 128 220 224 97 115 178 184 230 238 192 194
114 LUS 32 10 3 19 0 162 158 177 183 129 133 99 109 89 107 252 254 146 152 134 140 159 165 88 88 128 128 224 238 121 121 178 184 240 240 190 208
115 LUS 32 9 5 18 0 158 158 183 183 133 133 99 103 99 107 252 254 146 150 140 140 157 159 88 88 128 128 238 238 101 121 178 184 226 240 194 208
116 LUS 32 9 4 19 0 160 150 181 183 133 135 103 109 97 107 244 248 146 152 132 136 167 167 82 88 128 128 224 238 97 101 184 184 226 238 183 190
117 LUS 32 6 4 21 1 166 160 177 179 129 139 99 103 97 105 248 252 146 150 134 136 167 167 94 98 128 128 224 226 101 107 178 178 238 240 190 208
118 LUS 32 12 3 17 0 166 160 183 183 133 135 99 103 99 99 244 248 148 152 132 140 167 167 82 88 128 128 218 224 97 101 178 184 238 240 183 190
119 LUS 32 12 4 16 0 150 150 177 183 133 133 103 103 89 99 240 252 152 160 136 136 167 167 98 98 128 128 224 226 111 115 184 184 232 240 188 208
120 LUS 32 12 5 15 0 160 150 183 183 133 135 103 103 99 107 248 248 146 148 134 134 159 167 82 98 126 128 224 224 97 111 184 184 238 240 188 192
121 LUS 32 11 3 18 0 164 160 177 183 129 135 103 109 95 97 236 248 146 146 134 140 167 167 82 88 128 128 238 238 111 111 178 184 238 240 190 192
122 LUS 32 13 3 16 0 164 160 177 181 135 135 103 109 97 107 244 248 148 150 132 134 159 165 82 88 128 128 218 224 111 111 184 184 238 240 190 192
123 LUS 32 11 2 19 0 160 160 181 183 135 139 99 109 97 97 244 248 146 150 134 140 167 167 82 88 128 128 224 226 101 111 178 184 238 238 190 208
124 LUS 32 10 6 16 0 166 160 183 183 129 139 95 103 89 97 244 246 154 154 134 138 167 167 88 88 128 128 218 226 97 101 178 184 238 240 192 208
|125 LUS 32 11 4 17 0 160 160 183 183 133 139 95 103 97 101 244 246 146 154 134 138 167 167 88 88 128 128 218 218 111 113 178 184 238 240 194 194
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126 LUS 32 9 6 17 0 164 160 177 179 133 139 103 103 89 101 240 246 146 152 132 138 167 167 88 94 128 128 224 238 99 113 178 178 236 238 194 208
127 LUS 32 12 3 17 0 166 160 183 183 129 139 103 103 101 101 240 246 146 146 132 140 161 167 94 98 128 128 218 224 111 113 178 184 238 240 192 192
128 LUS 32 16 1 15 0 162 150 177 177 129 129 99 107 107 107 246 252 146 146 140 140 165 165 88 88 128 128 224 226 111 113 184 184 240 240 192 194
129 LUS 32 9 8 15 0 168 166 179 181 133 133 107 109 97 105 246 252 146 160 140 142 159 161 98 98 128 128 224 238 101 113 184 184 236 240 192 208
130 LUS 32 14 4 12 2 168 160 183 183 133 135 99 105 107 107 240 246 150 162 140 142 167 167 88 88 128 128 238 238 97 111 178 178 240 244 194 194
131 LUS 32 10 7 15 0 164 158 179 183 133 135 97 103 101 101 240 248 146 156 132 132 159 167 82 82 128 128 226 238 97 97 178 184 238 238 194 208
132 LUS 32 12 4 16 0 164 162 173 183 133 135 97 103 97 105 246 252 148 150 140 140 161 167 82 98 128 128 224 238 111 113 184 184 238 240 192 192
133 LUS 32 9 6 17 0 162 162 183 183 131 131 103 103 97 97 248 252 148 150 132 140 159 161 88 98 128 128 224 228 97 113 178 184 238 240 192 194
134 LUS 32 10 4 18 0 160 158 177 183 133 133 103 109 97 101 248 248 146 150 132 132 167 167 88 88 128 128 224 228 97 121 178 178 232 238 192 194
135 LUS 32 12 4 16 0 162 162 183 183 131 133 91 97 97 105 246 252 146 148 132 140 167 167 82 82 128 128 224 228 101 113 178 178 238 240 192 194
136 LUS 32 7 8 16 1 166 158 179 183 133 135 109 111 97 101 248 248 150 160 132 134 167 167 82 88 126 128 226 228 97 113 178 184 232 238 192 194
137 LUS 32 12 5 15 0 160 160 183 183 133 133 103 103 97 97 244 244 150 152 134 134 161 165 98 98 128 128 218 226 97 113 178 184 230 240 188 188
138 LUS 32 7 9 15 1 162 160 177 177 133 139 103 109 95 101 240 252 146 154 136 138 167 167 94 100 128 128 228 238 105 113 178 184 224 236 192 208
139 LUS 32 7 7 16 2 166 160 183 183 129 133 103 103 97 101 224 246 146 156 132 134 159 167 88 88 128 128 218 228 97 105 184 192 224 240 188 194
140 LUS 32 10 2 19 1 166 160 177 183 133 133 95 109 99 101 244 246 146 150 134 134 165 167 82 98 128 128 218 238 101 119 184 184 224 240 190 194
141 LUS 32 6 5 21 0 164 150 177 183 133 133 95 103 97 101 240 246 146 150 132 134 165 167 88 94 128 128 224 224 113 119 178 192 238 240 188 194
142 LUS 32 6 4 20 2 164 160 177 183 129 131 103 103 95 101 224 252 146 150 134 140 165 165 82 98 120 128 224 228 113 113 178 184 224 238 190 190
143 LUS 32 11 2 19 0 160 160 173 183 133 133 103 103 101 101 244 248 148 150 132 134 167 167 88 98 128 128 218 224 101 113 184 184 238 240 188 208
144 LUS 32 11 5 16 0 164 160 179 183 133 133 103 103 97 101 240 248 152 152 134 138 167 167 94 98 128 128 238 238 97 113 178 184 236 238 194 194
145 LUS 32 9 3 20 0 160 160 177 183 135 139 103 103 97 101 246 252 146 152 132 134 167 167 82 88 128 128 224 228 113 113 178 178 238 240 194 208
146 LUS 32 11 2 18 1 164 160 177 177 133 133 103 103 97 101 224 240 150 152 134 138 167 167 94 98 128 128 224 226 113 113 178 184 238 238 192 208
147 LUS 32 8 5 19 0 166 164 183 183 129 133 99 103 101 107 252 252 150 154 132 134 161 167 88 98 120 128 224 228 101 121 184 184 230 238 190 192
148 LUS 32 9 7 16 0 160 150 177 179 133 139 103 103 89 95 240 246 152 152 132 140 161 167 88 88 128 128 224 226 113 113 178 180 232 238 188 208
149 LUS 32 12 2 17 1 164 164 177 183 129 131 103 103 89 97 246 252 148 148 132 134 165 165 82 88 128 128 218 226 113 115 178 184 238 242 190 192
150 LUS 32 12 4 16 0 164 160 183 183 133 133 103 109 97 107 244 252 148 150 132 134 161 165 82 98 120 120 228 238 101 101 178 184 238 238 192 192
151 LUS 32 13 5 14 0 164 164 177 183 133 133 103 103 89 107 246 248 152 156 132 138 161 167 82 88 128 128 238 238 97 113 178 184 236 238 192 208
152 LUS 32 10 5 17 0 164 160 179 183 133 133 103 103 89 97 246 248 150 152 132 134 167 167 88 98 128 128 238 238 97 99 178 184 232 238 188 194
153 LUS 18 6 3 8 1 160 150 183 183 129 129 103 103 95 107 222 244 148 150 132 140 159 161 O O O O O O O O O O 0O O O O
154 LUS 32 9 5 17 1 168 150 177 177 129 129 91 95 89 101 236 238 146 146 138 140 165 167 88 98 120 128 218 224 101 111 184 184 240 240 190 194
155 LUS 32 9 1 22 0 166 150 177 183 129 133 91 103 99 99 240 244 146 150 132 140 165 167 88 88 128 128 218 218 101 121 178 184 238 240 192 194
156 LUS 32 12 4 16 0 162 162 175 181 131 133 103 109 99 107 246 248 148 150 132 136 167 167 82 100 128 128 218 238 97 101 178 184 238 240 190 192
157 LUS 32 7 4 20 1 168 158 179 183 129 133 103 109 101 101 240 252 146 150 132 134 161 167 88 98 120 128 226 226 101 107 184 184 238 238 190 194
158 LUS 32 7 6 19 0 168 150 177 183 131 133 103 107 101 101 244 252 146 148 132 136 161 167 82 88 120 128 224 226 99 121 184 184 232 238 192 194
159 LUS 32 10 2 20 0 168 164 177 177 129 133 99 103 97 101 252 252 146 146 132 136 167 167 82 88 128 128 224 226 97 97 178 184 240 240 190 194
160 LUS 32 8 4 20 0 160 150 181 183 133 135 97 99 97 107 236 252 148 152 132 140 167 167 82 88 128 128 224 226 97 121 178 184 236 240 190 194
161 LUS 32 12 3 17 0 166 160 177 181 131 133 109 109 101 105 252 252 148 148 132 134 167 167 82 88 128 128 218 224 97 111 178 184 238 240 192 194
162 LUS 32 11 2 19 0 168 168 183 183 129 129 97 109 97 99 248 252 146 146 132 140 167 167 88 98 120 128 226 226 99 121 184 184 238 240 194 208
163 LUS 32 12 6 14 0 166 162 179 183 133 133 103 103 89 89 244 252 148 150 134 142 159 167 98 98 128 128 224 226 97 121 178 180 230 240 192 192
164 LUS 32 10 5 17 0 168 166 177 183 129 133 91 95 89 89 240 254 146 150 134 136 167 167 98 100 120 128 218 224 113 121 184 184 240 240 192 208
165 LUS 32 9 3 19 1 160 158 181 183 133 133 95 103 89 97 248 252 148 156 134 136 163 167 88 98 128 128 226 238 101 121 184 184 238 238 192 192
166 LUS 32 10 5 17 0 168 162 177 183 129 129 103 109 95 107 244 254 146 156 134 140 165 165 82 88 128 128 224 226 115 121 178 184 226 240 208 208
167 LUS 32 8 6 17 1 158 150 175 183 133 133 103 109 89 101 238 252 146 160 134 138 165 167 88 88 128 128 218 238 101 121 184 184 232 240 188 192
168 LUS 32 3 9 18 2 160 150 173 177 133 135 103 109 95 99 242 252 146 150 136 142 167 167 88 100 128 128 228 228 105 113 178 184 224 240 188 208
169 LUS 32 10 4 18 0 164 162 177 183 129 133 97 103 101 101 252 252 150 150 138 140 159 159 88 88 128 128 220 238 101 101 184 184 238 240 194 208
170 LUS 32 9 7 16 0 160 160 177 177 131 133 95 109 89 99 252 254 148 152 132 136 157 167 88 88 128 128 224 228 97 113 178 184 238 240 188 212
171 LUS 32 8 3 21 0 166 158 177 177 129 133 103 109 89 101 252 252 150 152 134 142 165 167 88 98 128 128 224 226 101 121 178 184 232 238 190 192
172 LUS 32 9 6 17 0 162 158 177 183 133 133 97 103 89 99 240 252 150 160 134 140 159 167 82 88 128 128 218 224 101 111 178 184 236 240 188 188
[173 LUS 32 11 3 18 0 160 160 177 183 133 133 103 109 89 101 248 252 152 160 132 136 167 167 82 88 128 128 218 224 97 101 184 184 238 240 208 212
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174 LUS 32 8 3 21 0 160 158 177 181 129 133 97 103 97 101 246 248 146 152 136 140 165 167 88 88 120 128 224 224 111 113 178 192 238 240 190 190
175 LUS 32 10 6 16 0 162 160 177 177 129 131 95 109 101 107 252 252 152 160 136 136 167 167 88 98 128 128 218 224 97 101 178 184 232 238 190 212
176 LUS 32 13 1 18 0 168 162 177 177 129 133 97 99 97 107 252 252 146 152 132 140 167 167 82 98 128 128 224 224 113 121 184 184 238 240 188 190
177 LUS 32 10 2 20 O 168 158 183 183 129 133 103 109 97 97 240 248 146 150 134 140 167 167 88 88 128 128 224 226 113 121 178 184 238 240 183 192
178 LUS 32 9 4 19 0 162 162 177 181 133 133 99 103 99 101 246 252 146 146 136 136 167 167 82 88 120 128 224 238 99 101 184 192 232 240 190 208
179 LUS 32 13 4 15 0 160 160 175 183 133 133 99 103 99 107 244 248 148 152 134 138 161 167 82 98 128 128 218 226 99 101 178 184 238 238 190 192
180 LUS 32 10 3 19 0 168 160 177 183 129 133 95 103 89 101 252 252 146 152 134 134 167 167 88 94 128 128 218 218 113 121 178 184 230 238 208 208
181 LUS 32 13 4 15 0 168 166 177 183 129 129 95 109 105 107 246 252 146 146 140 140 167 167 88 98 128 128 218 224 97 101 184 184 240 240 188 194
182 LUS 32 11 3 18 0 160 150 183 183 129 135 103 109 97 107 252 252 146 152 140 142 167 167 82 88 126 128 224 224 101 111 178 184 240 240 190 190
183 LUS 32 9 3 20 0 168 160 177 183 129 133 103 103 89 97 246 252 146 148 140 140 165 165 82 88 120 128 224 226 111 121 178 192 238 240 190 212
184 LUS 32 11 3 18 0 160 158 177 183 129 131 97 103 97 99 240 252 146 148 132 134 167 167 82 88 128 128 226 226 111 111 178 192 238 238 190 192
185 LUS 32 11 1 20 0 160 150 177 183 129 133 91 109 97 99 240 252 148 152 134 140 157 167 82 88 128 128 224 224 111 121 178 178 238 240 190 190
186 LUS 32 13 3 16 0 166 150 183 183 131 133 109 109 97 107 246 248 146 150 132 136 157 167 82 82 128 128 224 238 105 105 184 184 238 238 190 194
187 LUS 32 11 3 18 0 160 150 179 183 133 135 103 103 89 97 246 252 146 154 140 140 157 167 82 88 128 128 218 224 101 111 178 178 238 238 190 208
188 LUS 32 13 1 18 0 166 160 183 183 129 133 103 103 99 99 246 252 146 146 140 142 165 167 82 82 128 128 218 218 111 111 178 184 238 240 190 208
189 LUS 32 10 4 18 0 164 150 177 177 129 129 103 103 99 99 236 240 146 146 136 140 157 167 88 100 120 128 218 224 101 121 184 192 240 240 190 194
190 LUS 32 12 3 17 0 160 160 183 183 129 133 101 103 97 107 246 246 146 150 132 136 165 167 82 82 126 128 218 220 101 111 178 178 240 240 190 192
191 LUS 32 10 2 20 0 160 150 181 183 129 135 103 103 101 101 252 252 146 148 134 136 167 167 82 88 128 128 226 226 101 111 178 184 236 238 192 208
192 LUS 32 11 3 18 0 160 158 177 181 129 133 103 109 97 99 248 252 148 150 140 140 159 167 82 98 128 128 224 224 97 111 184 184 238 238 190 192
193 LUS 32 11 0 21 0 160 160 181 183 129 129 103 109 99 101 246 252 146 148 132 140 165 167 82 88 128 128 224 226 111 111 178 184 238 238 190 192
194 LUS 32 13 2 17 0 166 160 181 183 133 133 103 109 99 107 246 246 146 148 132 140 157 167 82 82 128 128 224 238 97 105 184 184 238 238 190 194
195 LUS 32 10 4 18 0 160 160 177 181 133 133 103 103 99 101 248 252 148 150 132 134 157 159 82 98 128 128 220 226 97 115 184 184 238 238 190 194
196 LUS 32 13 0 19 0 162 160 177 177 129 129 97 103 97 99 246 246 146 148 132 140 167 167 82 98 128 128 218 224 101 111 178 184 238 240 190 190
197 LUS 32 8 3 21 0 160 160 177 183 129 133 103 103 97 103 236 240 146 146 132 134 165 167 88 100 128 128 224 238 111 111 184 184 238 240 190 208
198 LUS 32 11 3 18 0 162 160 181 183 133 133 109 109 97 101 236 246 146 148 132 132 157 165 82 98 126 128 218 224 97 111 178 184 238 240 194 208
199 LUS 32 11 0 21 0 160 150 177 183 129 133 97 109 97 99 246 248 146 148 132 140 165 165 82 98 128 128 224 226 111 121 178 184 240 240 190 190
200 LUS 32 9 2 21 0 160 150 177 183 129 133 103 109 97 103 240 244 146 146 132 132 167 167 88 100 128 128 238 238 101 111 178 184 238 240 190 208
201 LUS 32 15 1 16 0 160 160 183 183 129 129 103 109 97 97 244 246 146 150 132 132 159 167 82 88 128 128 238 238 111 111 184 184 238 238 190 194
202 LUS 32 9 5 18 0 166 160 181 183 131 135 103 103 97 97 246 248 146 154 134 140 165 167 82 88 128 128 218 224 97 113 178 184 232 240 192 194
203 LUS 32 13 1 18 0 166 160 177 177 129 129 103 103 99 107 252 252 148 150 132 134 167 167 88 88 128 128 226 226 101 111 178 192 238 240 190 192
204 LUS 32 10 5 17 0 150 150 177 177 129 133 91 97 99 99 246 252 146 152 136 140 167 167 98 100 120 120 218 224 101 121 184 184 240 240 194 212
205 LUS 32 13 1 18 0 168 162 177 183 133 133 109 109 97 99 236 252 146 146 140 140 165 167 82 82 128 128 218 218 101 111 178 184 238 240 190 208
206 LUS 32 10 2 20 0 168 150 177 177 129 129 97 103 99 107 246 248 146 148 132 140 167 167 88 98 120 128 224 238 97 111 178 184 238 240 190 208
207 LUS 32 7 9 15 1 166 162 177 177 129 133 91 91 97 107 236 254 150 160 134 134 167 167 88 98 120 128 218 238 99 103 178 184 236 238 188 208
208 LUS 32 12 0 20 0 164 160 183 183 129 133 103 103 101 107 244 252 146 152 132 132 167 167 88 98 128 128 218 218 113 121 178 184 238 238 194 208
209 LUS 32 12 4 16 0 168 160 183 183 129 139 103 109 101 101 240 240 146 146 134 136 167 167 94 100 128 128 218 224 101 111 178 192 238 240 192 194
210 LUS 32 10 4 18 0 168 150 177 177 129 133 95 109 99 99 240 244 146 150 134 138 157 167 88 100 128 128 226 226 113 121 178 178 226 240 194 208
211 LUS 32 7 4 21 0 164 150 177 181 133 135 91 97 89 99 248 254 146 150 134 136 165 167 88 98 128 128 218 224 101 101 178 184 236 240 194 208
212 LUS 32 11 2 18 1 166 164 177 177 133 139 97 103 97 99 246 248 146 152 136 140 167 167 88 98 120 128 218 226 117 121 184 184 238 240 194 194
213 LUS 32 11 4 17 0 168 168 177 183 129 133 97 109 89 103 252 254 146 150 136 136 167 167 88 88 120 128 226 238 101 111 184 184 236 238 194 194
214 LUS 32 10 5 17 0 158 150 177 179 133 135 97 97 99 107 246 248 150 160 136 136 167 167 88 88 128 128 220 224 101 101 178 184 238 240 190 194
215 LUS 32 11 5 16 0 168 160 181 183 133 133 95 101 101 101 248 252 148 148 132 136 167 167 82 88 128 128 224 224 97 105 180 184 238 240 190 192
216 LUS 32 10 2 20 0 160 158 181 183 133 133 103 103 97 101 248 252 146 146 134 136 167 167 82 88 128 128 226 238 97 113 184 184 238 238 194 194
217 LUS 32 14 0 18 0 160 160 181 183 133 133 97 103 97 99 246 248 146 148 136 136 167 167 82 88 128 128 224 226 101 101 178 178 238 238 190 192
218 LUS 32 10 4 18 0 160 150 181 183 133 133 103 103 101 101 246 248 146 146 136 140 167 167 82 88 128 128 224 224 97 97 184 192 238 240 188 190
219 LUS 32 14 1 17 0 160 160 181 183 133 133 97 103 99 107 248 252 148 148 132 136 167 167 82 88 128 128 218 226 105 111 178 184 238 238 192 194
220 LUS 32 12 3 17 0 160 160 181 183 133 135 103 103 97 105 246 248 148 150 132 140 157 165 82 82 128 128 218 224 101 105 184 184 238 238 190 194
|221 LUS 32 13 3 16 0 166 166 181 183 129 133 103 103 97 105 246 248 148 148 136 140 157 167 82 82 128 128 218 226 97 115 178 184 238 238 190 194
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222 LUS 32 12 1 19 0 160 160 181 183 133 133 103 103 99 101 248 252 148 150 134 136 167 167 82 88 128 128 224 224 101 105 184 184 238 238 194 194
223 LUS 32 16 2 14 0 160 160 181 181 133 133 97 109 99 99 248 252 148 156 136 136 167 167 82 88 128 128 218 226 101 105 178 184 238 238 192 192
224 LUS 32 11 1 20 0 168 150 177 181 133 133 97 103 99 99 248 248 146 148 134 140 165 167 98 98 128 128 224 226 101 101 180 184 238 240 192 194
225 LUS 32 10 4 18 0 160 158 177 181 133 133 95 109 101 101 252 252 146 146 134 136 167 167 82 88 128 128 218 226 97 113 184 192 238 238 190 194
226 LUS 32 10 2 20 0 160 160 181 183 133 133 103 109 101 101 248 252 146 150 132 134 167 167 82 88 128 128 224 226 101 105 184 192 238 238 190 192
227 LUS 32 12 1 19 0 166 158 177 183 129 133 97 109 97 99 248 252 148 150 132 134 167 167 82 82 128 128 224 226 101 113 178 184 238 238 192 192
228 LUS 32 8 2 22 0 160 160 177 181 131 133 103 103 99 101 248 252 146 150 134 140 159 167 82 88 128 128 218 238 111 113 178 184 238 240 192 194
229 LUS 32 12 2 18 0 166 160 181 181 133 133 95 97 97 105 246 252 146 146 132 136 165 167 82 82 128 128 224 224 101 113 178 178 238 240 190 192
230 LUS 32 12 3 17 0 168 166 181 183 133 133 95 103 99 105 240 252 146 148 132 132 165 167 82 94 128 128 224 224 101 113 178 178 238 238 192 194
231 LUS 32 11 1 20 0 166 160 183 183 133 133 97 103 97 97 246 252 148 150 134 140 157 167 82 88 128 128 224 226 101 105 178 184 238 240 192 194
232 LUS 32 12 2 18 0 160 160 177 181 133 133 103 103 101 101 248 252 146 146 132 136 167 167 82 88 128 128 226 226 101 105 178 192 238 238 190 190
233 LUS 32 15 2 15 0 166 166 181 183 129 133 95 97 99 105 248 248 148 150 134 140 157 167 82 82 128 128 218 226 101 101 184 184 238 238 192 194
234 LUS 32 13 3 16 0 160 160 181 181 133 133 95 97 99 99 248 252 148 156 136 136 167 167 82 88 128 128 224 226 101 105 178 184 238 240 192 192
235 LUS 32 11 3 18 0 160 158 177 181 129 133 95 109 99 99 246 252 146 150 132 140 157 167 82 82 128 128 224 224 101 113 178 182 238 238 192 192
236 LUS 32 10 5 17 0 166 150 177 181 133 133 95 95 101 105 252 252 148 148 132 140 165 167 82 98 128 128 218 224 97 121 182 184 238 238 192 194
237 LUS 16 3 1 11 1 160 158 177 183 133 133 103 109 97 101 248 250 146 150 0 0 165 167 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
238 LUS 32 13 3 15 1 160 150 183 183 131 133 103 103 97 99 246 246 148 162 140 140 157 167 82 82 128 128 218 224 101 101 184 184 230 238 190 212
239 LUS 32 10 1 21 0 166 160 177 181 133 133 103 103 97 107 246 252 146 148 134 136 167 167 82 98 128 128 224 226 113 121 184 184 232 238 194 208
240 LUS 32 7 4 21 0 162 158 177 183 129 133 103 109 97 101 248 252 146 146 132 140 157 167 88 88 128 128 224 228 101 121 178 184 232 232 190 194
241 LUS 32 10 1 20 1 162 160 181 183 133 133 97 103 97 101 252 252 150 152 128 140 161 167 98 98 128 128 224 238 101 111 184 184 238 240 190 192
242 LUS 32 6 5 21 0 166 160 177 181 129 135 91 109 97 99 252 254 146 150 134 140 167 167 88 98 128 128 226 226 101 121 184 192 240 240 188 194
243 LUS 32 13 4 15 0 168 162 183 183 129 135 97 99 101 103 246 248 146 150 140 140 159 167 88 98 128 128 218 238 121 121 178 192 238 238 208 208
244 LUS 32 16 0 16 0 164 162 183 183 129 129 103 103 99 107 246 246 148 150 132 132 167 167 82 88 128 128 218 224 111 113 178 184 240 240 190 194
245 LUS 32 10 1 21 0 164 150 181 183 129 133 103 103 97 103 244 244 150 152 134 136 167 167 88 98 128 128 226 238 101 101 178 184 238 240 192 192
246 LUS 32 9 5 18 0 164 160 181 183 129 133 97 103 99 99 236 254 150 150 134 134 161 167 98 98 128 128 218 226 97 101 184 192 238 238 190 208
247 LUS 32 12 4 16 0 164 158 183 183 129 135 105 109 99 99 244 244 150 150 136 140 167 167 88 88 128 128 224 238 101 101 178 178 226 240 194 208
248 LUS 32 6 4 22 0 164 162 181 183 129 133 97 103 97 99 236 240 146 150 132 138 165 167 88 98 128 128 218 226 97 101 184 192 238 240 190 208
249 LUS 32 10 6 16 0 164 162 179 183 131 135 103 103 89 99 246 248 150 150 132 136 161 167 88 98 128 128 226 228 101 121 184 184 238 240 188 192
250 LUS 32 10 3 19 0 160 150 183 183 129 129 97 109 89 97 244 252 150 150 134 134 161 167 88 98 128 128 224 226 97 101 184 192 238 240 192 208
251 LUS 32 10 4 18 0 160 160 183 183 133 133 103 109 89 97 236 252 146 150 138 140 167 167 82 98 128 128 226 226 99 121 178 184 238 238 188 194
252 LUS 32 8 2 22 0 164 164 177 183 133 133 91 109 99 101 248 252 146 150 134 134 159 167 88 98 128 128 226 238 121 121 178 184 238 240 190 208
253 LUS 32 11 3 18 0 150 150 181 183 129 133 95 99 99 107 244 246 150 150 134 142 161 167 98 98 128 128 226 238 101 113 184 184 238 240 192 192
254 LUS 32 9 4 19 0 164 160 181 183 133 135 103 109 97 97 244 252 150 152 136 138 167 167 88 98 126 128 218 238 121 121 178 192 240 240 190 208
255 LUS 32 10 3 17 2 162 160 177 183 131 133 95 101 99 101 240 252 146 146 134 136 167 167 82 88 128 128 224 224 101 101 184 184 238 244 184 192
256 LUS 32 9 5 18 0 160 160 181 183 133 133 97 99 89 101 236 240 146 152 132 140 159 167 82 98 120 128 226 226 113 121 180 184 238 240 188 194
257 LUS 32 7 7 18 0 164 162 177 183 131 133 103 103 97 97 244 252 150 156 134 142 161 167 82 98 120 128 224 238 113 121 184 184 238 240 188 188
258 LUS 32 12 5 15 0 168 162 177 177 129 133 95 97 89 107 246 252 146 160 140 140 159 167 82 98 128 128 224 226 101 121 184 184 240 240 188 188
259 LUS 32 15 2 15 0 168 164 177 183 129 135 103 103 89 107 244 248 146 148 136 140 157 167 98 98 128 128 224 224 101 111 184 184 240 240 190 212
260 LUS 32 8 1 23 0 168 164 177 183 129 129 97 103 101 101 246 252 146 146 136 140 165 167 88 98 128 128 224 226 101 113 178 184 238 240 194 212
261 LUS 32 13 3 16 0 168 166 177 177 129 129 97 103 89 101 248 252 148 152 136 140 167 167 88 98 120 128 224 224 101 111 178 184 240 240 188 188
262 LUS 32 11 2 19 0 164 162 177 183 129 133 103 103 97 101 246 252 150 150 136 140 167 167 88 88 128 128 218 224 101 101 178 178 238 240 188 212
263 LUS 32 12 5 15 0 168 150 175 177 131 133 97 103 107 107 244 252 150 152 136 136 159 165 82 98 128 128 218 224 101 111 178 184 240 240 188 188
264 LUS 32 15 0o 17 0 160 150 177 181 129 133 99 109 99 107 248 248 148 150 140 140 167 167 98 98 128 128 224 224 111 111 184 184 238 240 190 190
265 LUS 32 11 2 19 0 160 160 177 181 131 133 103 109 97 99 252 252 148 148 132 134 167 167 98 98 128 128 218 224 111 113 178 184 232 238 190 190
266 LUS 32 8 4 19 1 160 150 177 183 131 133 99 103 97 99 244 246 146 152 132 134 167 167 82 98 126 128 224 224 101 111 176 184 226 240 188 190
267 LUS 32 9 4 18 1 158 150 183 183 133 139 99 103 97 99 248 252 150 152 134 138 157 167 94 98 128 128 224 224 103 121 184 184 240 240 190 208
268 LUS 32 11 6 15 0 160 160 177 181 133 133 103 103 97 99 252 252 148 160 132 132 157 159 98 98 128 128 220 224 97 97 184 184 238 238 188 194
|269 LUS 32 11 1 20 0 160 150 177 183 129 133 99 109 97 107 246 252 148 150 134 140 167 167 82 88 128 128 218 224 97 121 184 184 238 240 192 194
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270 LUS 32 10 5 17 0 168 162 177 183 129 133 95 97 89 105 240 246 146 150 134 140 165 167 88 88 120 128 218 224 121 121 184 184 236 240 194 212
271 LUS 32 10 2 19 1 164 160 183 183 129 131 103 103 97 107 240 246 146 150 132 140 159 167 88 88 128 128 226 238 111 113 178 178 240 242 190 194
272 LUS 32 9 1 22 0 164 160 181 183 129 133 103 103 97 101 246 252 146 152 134 140 165 167 88 88 128 128 226 226 113 113 178 192 238 238 190 194
273 LUS 32 10 4 18 0 166 158 181 183 129 135 97 103 97 101 240 252 146 148 134 140 167 167 82 94 128 128 224 226 97 101 178 178 238 238 208 208
274 LUS 32 12 2 18 0 166 166 181 183 129 135 97 103 89 97 248 252 146 148 134 140 167 167 82 98 128 128 224 226 97 101 184 184 238 238 192 208
275 LUS 32 12 2 18 0 160 160 181 183 133 133 103 103 99 101 252 252 148 156 136 136 167 167 88 94 128 128 218 224 101 113 178 178 238 238 190 192
276 LUS 32 7 3 22 0 168 160 181 183 133 139 95 103 99 101 246 252 146 148 132 136 167 167 88 98 120 128 218 226 101 113 178 184 238 238 192 208
277 LUS 32 14 0 18 0 168 160 181 181 133 133 97 109 97 97 246 252 146 148 132 136 167 167 82 98 128 128 224 226 101 101 178 184 238 238 192 194
278 LUS 32 13 1 18 0 166 160 181 183 133 133 103 103 97 97 252 252 146 146 134 134 167 167 94 98 128 128 224 224 101 113 184 184 238 238 192 194
279 LUS 32 11 3 18 0 166 158 181 183 129 135 97 103 101 101 240 252 146 146 132 140 165 167 82 94 128 128 226 226 101 113 178 178 238 238 208 208
280 LUS 32 8 8 16 0 166 160 181 183 135 139 97 103 101 101 252 252 146 160 134 140 167 167 94 94 120 128 226 226 97 113 178 178 238 238 188 208
281 LUS 32 10 2 20 0 166 160 179 183 129 133 97 103 99 101 246 252 146 146 134 136 165 167 82 94 128 128 226 226 101 113 178 178 238 238 192 208
282 LUS 32 12 1 19 0 164 160 181 183 133 133 103 103 97 101 246 252 148 156 132 134 167 167 82 88 128 128 218 226 101 113 178 178 238 238 192 208
283 LUS 32 9 4 19 0 160 160 179 183 133 139 97 103 97 101 240 252 146 148 132 134 167 167 94 94 128 128 226 226 101 113 178 184 238 238 208 208
284 LUS 32 11 2 19 0 160 160 177 183 131 133 97 103 99 101 246 252 148 154 132 136 167 167 82 98 128 128 224 224 101 101 178 184 238 238 192 208
285 LUS 32 9 3 20 0 166 160 179 183 133 139 103 103 97 101 248 252 146 148 132 136 167 167 88 94 128 128 224 226 101 113 178 178 238 238 192 208
286 LUS 32 9 4 19 0 164 160 179 183 133 139 103 103 97 101 252 252 154 156 132 134 157 167 88 88 128 128 218 224 101 101 178 184 238 240 192 208
287 LUS 32 11 2 19 0 166 160 183 183 133 133 103 103 89 97 252 252 146 154 134 140 157 167 88 88 128 128 224 224 101 115 178 184 238 240 208 208
288 LUS 32 13 2 17 0 160 160 181 183 133 133 103 103 97 99 246 252 148 152 136 136 167 167 88 94 128 128 218 224 97 101 178 178 238 238 190 192
289 LUS 32 8 8 16 0 168 164 177 183 129 133 97 103 89 107 246 252 150 152 132 134 159 167 88 100 120 128 218 228 99 113 184 192 232 238 188 194
290 LUS 32 8 3 20 1 160 150 183 183 129 133 91 103 93 99 244 248 148 150 134 134 159 165 88 88 128 128 218 224 101 121 178 184 236 238 190 194
291 LUS 32 10 3 19 0 164 160 181 183 133 133 103 103 99 99 236 248 150 156 134 136 165 167 82 88 128 128 224 224 101 101 178 178 232 238 194 208
292 LUS 32 6 5 21 0 160 158 179 181 131 133 99 109 97 101 252 252 146 146 132 134 159 165 88 88 128 128 224 226 101 121 178 184 238 240 188 208
293 LUS 32 15 2 15 0 164 164 177 183 129 133 103 103 101 101 248 248 146 154 134 134 167 167 82 88 128 128 218 218 113 113 184 192 238 238 192 208
294 LUS 32 9 5 18 0 166 164 177 183 129 133 103 103 101 107 248 252 154 156 134 134 161 167 82 88 128 128 224 226 113 113 178 192 236 238 194 208
295 LUS 32 12 3 17 0 164 164 183 183 129 133 103 103 97 101 240 252 146 154 134 136 165 167 82 94 128 128 218 218 113 113 184 192 238 238 194 194
296 LUS 32 11 1 20 0 160 150 181 183 129 133 103 103 101 107 252 252 148 152 136 136 167 167 94 98 128 128 224 226 111 113 178 184 238 238 194 194
297 LUS 32 10 4 16 2 162 150 175 181 133 133 103 103 97 97 242 252 152 162 134 134 157 167 82 88 128 128 220 238 97 121 184 184 226 238 190 194
298 LUS 32 8 6 16 2 160 160 181 183 133 133 95 97 99 107 252 252 156 160 134 142 157 167 86 98 120 128 224 228 111 117 184 184 238 240 190 208
299 LUS 32 10 3 19 0 168 150 177 177 129 133 95 103 99 99 240 248 146 146 136 140 157 167 98 98 120 120 226 238 101 101 184 184 238 240 190 194
300 LUS 32 12 2 18 0 166 164 177 183 133 135 103 103 97 101 244 246 150 152 134 140 167 167 88 88 128 128 226 226 101 101 178 184 232 240 194 194
301 LUS 32 10 6 16 0 168 160 179 181 133 133 101 103 101 105 240 246 146 146 132 138 157 167 82 82 128 128 220 224 97 113 178 184 238 238 190 194
302 LUS 32 11 2 19 0 160 158 177 181 133 133 101 109 101 101 246 246 148 150 132 134 157 167 82 88 128 128 224 224 101 113 178 184 238 240 190 190
303 LUS 32 8 2 22 0 168 150 177 177 129 133 103 109 99 107 240 246 146 160 134 140 165 167 88 98 128 128 226 226 101 121 184 192 238 240 194 208
304 LUS 32 9 6 17 0 168 150 175 183 129 129 103 103 89 103 248 252 146 152 134 140 159 167 88 98 128 128 218 220 113 119 184 192 238 238 190 194
305 LUS 32 8 7 17 0 164 160 183 183 131 133 99 103 97 101 248 252 156 160 136 140 159 167 82 82 126 128 224 238 97 113 184 184 238 240 188 192
306 LUS 32 8 4 20 0 160 158 177 183 129 133 99 109 99 101 248 252 146 152 134 138 165 167 82 98 120 128 218 224 99 111 178 178 238 240 190 194
307 LUS 32 11 1 19 1 166 150 183 183 129 133 97 103 89 99 238 252 146 148 134 140 167 167 82 88 128 128 226 226 101 105 184 184 238 240 192 194
308 LUS 32 7 6 19 0 158 150 177 177 129 133 91 97 97 107 236 252 146 146 134 140 161 167 98 98 128 128 224 226 113 115 178 184 226 238 190 190
309 LUS 32 12 4 16 0 160 160 183 183 133 133 95 97 99 101 246 252 146 150 134 134 167 167 88 88 128 128 224 226 97 105 184 184 230 238 192 192
310 LUS 32 9 8 15 0 168 166 175 177 133 135 103 103 97 97 252 252 160 160 134 142 157 167 88 88 128 128 218 220 113 121 184 192 226 240 190 208
311 LUS 32 10 4 18 0 160 158 183 183 129 133 97 103 99 105 240 246 146 148 140 142 165 167 82 88 128 128 218 218 97 111 178 184 238 240 190 208
312 LUS 32 10 4 18 0 166 160 173 183 133 133 95 109 101 105 246 252 146 150 134 134 165 167 82 88 128 128 226 238 97 121 178 178 238 238 194 194
313 LUS 32 11 7 14 0 150 150 177 177 133 133 91 91 89 105 240 246 146 146 140 140 165 167 88 100 120 120 218 226 101 121 184 192 240 240 194 194
314 LUS 32 14 4 14 0 150 150 177 177 133 133 91 91 89 89 246 252 146 146 140 140 167 167 88 88 120 128 218 218 101 101 178 192 240 240 194 208
315 LUS 32 10 1 21 0 168 160 177 181 129 133 103 103 99 101 248 252 148 152 132 136 159 165 82 98 128 128 224 226 101 113 184 184 238 238 190 192
316 LUS 32 8 4 20 0 162 150 177 179 129 133 99 99 97 99 236 246 146 160 132 134 165 167 88 88 126 128 226 226 101 111 178 184 240 240 190 208
317 LUS 32 10 6 16 0 150 150 177 183 129 131 107 109 97 107 236 246 150 160 134 140 157 165 88 88 128 128 224 224 101 111 184 184 226 240 188 190
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318 LUS 32 9 6 17 0 162 150 177 183 129 133 99 103 97 107 244 252 146 160 140 142 165 167 88 98 126 128 224 224 111 111 184 184 226 236 188 192
319 LUS 32 5 8 18 1 160 150 175 177 129 135 99 103 97 105 236 242 146 160 134 134 167 167 88 98 126 128 220 226 111 115 178 184 238 240 190 192
320 LUS 18 7 5 5 1 166 150 179 187 133 135 107 109 97 99 244 246 152 160 136 142 157 157 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
321 LUS 18 4 6 7 1 150 150 183 187 129 131 91 107 89 107 236 244 150 160 134 136 159 165 0O O O O 0O O O O O O O O 0 ©
322 LUS 32 11 7 14 0 164 158 177 179 133 133 99 103 95 99 248 252 146 160 132 140 161 165 82 98 128 128 226 226 97 111 184 184 232 240 192 192
323 LUS 32 8 8 15 1 158 150 177 183 129 131 95 109 91 107 244 246 146 150 138 142 157 161 88 98 126 128 238 238 105 113 184 184 238 240 208 208
324 LUS 32 9 4 17 2 160 160 181 183 133 133 101 103 99 99 246 246 146 146 132 142 167 167 82 88 120 128 220 224 101 107 176 184 238 240 190 190
325 LUS 32 13 3 16 0 168 168 177 183 129 133 95 103 103 107 244 244 152 152 140 140 165 167 88 88 120 128 218 224 101 101 178 178 240 240 190 208
326 LUS 32 12 3 17 0 150 150 177 179 129 135 103 103 103 107 244 252 146 150 134 134 157 167 88 88 128 128 224 224 101 101 178 178 240 240 190 208
327 LUS 32 10 3 19 0 164 150 181 183 129 129 95 103 107 107 236 252 146 152 134 140 165 167 88 88 128 128 218 224 101 115 178 178 240 240 194 208
328 LUS 32 11 5 16 0 160 158 183 183 133 133 95 97 101 107 246 254 150 150 140 140 157 165 82 88 128 128 224 238 105 115 184 184 238 240 190 194
329 LUS 32 8 5 19 0 150 150 179 183 129 135 103 109 99 107 236 240 150 150 134 140 159 167 88 98 126 128 218 226 101 101 178 184 238 240 192 208
330 LUS 32 12 4 16 0 168 160 179 183 129 133 109 109 107 107 236 254 150 150 140 140 167 167 88 88 128 128 226 238 101 115 184 184 238 240 190 190
331 LUS 32 9 3 20 0 162 158 177 183 133 133 97 103 99 101 252 254 150 150 138 140 165 165 82 88 128 128 238 238 101 101 178 184 238 240 190 208
332 LUS 32 10 7 15 0 168 164 177 183 129 135 97 103 89 89 248 252 150 152 132 134 159 167 88 88 120 128 218 228 115 121 178 192 240 240 188 208
333 LUS 32 7 7 18 0 168 164 183 183 129 135 103 103 89 99 236 248 146 150 132 134 159 159 88 98 120 128 218 224 101 121 178 184 236 238 188 190
334 LUS 32 8 3 21 0 164 150 183 183 129 133 95 107 99 107 236 252 146 150 134 136 167 167 88 88 128 128 224 238 101 101 178 178 238 240 190 208
335 LUS 32 8 6 18 0 162 158 183 183 129 133 99 103 89 107 244 254 150 156 134 136 159 167 88 88 128 128 224 226 101 119 178 184 238 240 188 190
336 LUS 32 11 5 16 0 166 158 177 179 131 135 103 103 99 101 246 248 146 148 132 134 159 165 82 82 128 128 224 226 111 121 178 184 238 238 190 192
337 LUS 32 10 4 18 0 160 160 179 179 133 135 103 103 97 99 246 248 146 150 134 136 157 165 82 82 128 128 224 224 99 101 178 184 238 240 190 192
338 LUS 32 9 8 14 1 158 150 179 183 129 135 95 99 89 97 248 252 146 146 134 138 159 165 82 98 120 128 224 224 99 117 184 184 240 240 192 208
339 LUS 32 8 5 19 0 162 150 177 181 133 133 103 103 89 101 244 248 146 160 136 138 159 165 98 98 120 128 224 238 105 121 178 184 240 240 190 208
340 LUS 32 10 4 17 1 164 150 179 185 129 133 95 99 97 101 246 248 146 150 136 136 167 167 98 98 120 128 218 220 111 113 178 184 240 240 190 194
341 LUS 32 10 3 19 0 168 164 177 181 129 135 103 103 89 99 244 248 150 160 134 134 165 165 88 98 120 128 224 224 101 121 178 184 240 240 190 208
342 LUS 32 11 7 14 0 160 158 177 181 133 133 95 103 101 107 252 252 146 146 132 138 159 165 82 82 128 128 220 226 105 111 184 184 240 240 188 192
343 LUS 32 12 6 14 0 160 158 173 179 133 133 99 103 97 97 236 248 146 146 140 140 159 161 82 88 128 128 224 224 101 101 178 184 240 240 192 208
344 LUS 32 8 4 20 0 166 150 179 181 133 135 103 103 97 101 244 246 146 150 134 136 159 165 82 98 128 128 224 238 115 121 184 184 240 240 190 208
345 LUS 32 8 8 15 1 166 158 173 179 133 135 103 109 97 97 244 248 146 150 134 140 159 167 82 82 126 128 220 224 99 121 178 184 238 242 190 192
346 LUS 32 4 8 18 2 158 150 181 185 133 135 95 103 95 101 246 248 150 150 136 140 167 167 88 98 120 126 220 224 105 113 178 184 240 242 190 194
347 LUS 32 14 5 13 0 162 160 181 183 133 133 97 103 89 107 246 252 148 156 132 142 157 165 82 98 128 128 218 224 111 111 180 182 232 238 194 194
348 LUS 32 12 2 18 0 166 162 183 183 129 133 97 105 99 101 240 252 150 150 134 140 165 165 82 88 128 128 226 238 101 101 184 184 226 240 190 192
349 LUS 32 12 2 18 0 164 162 183 183 133 133 103 103 99 107 246 252 148 148 132 140 159 167 82 98 128 128 238 238 105 121 178 184 238 240 190 194
350 LUS 32 11 5 16 0 160 160 179 183 129 133 99 109 101 103 244 254 146 150 134 136 157 161 88 88 128 128 224 238 101 111 178 178 226 238 192 192
351 LUS 32 16 4 12 0 168 160 183 183 129 129 91 95 89 107 244 252 152 156 132 140 157 157 82 98 128 128 218 224 111 111 178 182 238 238 194 194
352 LUS 32 7 7 18 0 166 160 179 183 133 135 103 107 99 101 236 252 146 146 132 142 157 165 88 94 128 128 218 226 97 101 178 178 238 240 194 194
353 LUS 32 11 3 18 0 166 164 183 183 129 133 103 103 89 101 252 254 146 150 134 134 157 165 88 94 128 128 224 238 101 115 184 184 238 238 194 194
354 LUS 32 8 5 19 0 162 160 181 183 133 135 107 109 101 101 252 252 148 160 134 140 159 167 82 88 128 128 220 226 101 113 184 184 238 240 190 194
355 LUS 32 9 5 17 1 162 158 177 177 133 133 97 103 91 105 252 254 148 152 134 140 159 167 88 88 128 128 224 224 105 121 178 184 238 240 190 194
356 LUS 32 11 0 21 0 162 160 177 177 133 133 99 103 89 101 252 252 146 148 136 140 157 165 88 98 128 128 224 226 111 121 184 184 238 240 190 194
357 LUS 32 12 1 19 0 162 160 177 181 133 133 97 99 101 101 248 252 146 148 136 142 167 167 82 98 128 128 224 238 101 101 184 184 238 240 190 208
358 LUS 32 6 0 26 0 162 160 181 183 129 133 103 103 97 99 246 252 148 150 132 140 165 167 82 98 128 128 224 238 101 121 178 184 238 240 190 194
359 LUS 32 9 4 19 0 150 150 177 177 129 133 91 103 89 99 236 246 146 152 136 136 167 167 98 100 120 128 224 226 101 121 184 184 240 240 194 208
360 LUS 32 14 2 16 0 168 168 177 177 129 133 97 103 89 89 248 248 146 152 136 140 167 167 98 98 128 128 224 226 101 121 184 184 240 240 188 212
31 LUS 32 8 3 20 1 168 150 177 177 133 133 91 103 99 99 252 252 146 152 136 140 165 167 88 98 120 128 218 226 117 121 184 192 240 240 190 208
362 LUS 32 12 0 19 1 166 150 177 177 133 133 97 103 89 97 240 248 146 152 136 140 167 167 88 88 128 128 218 224 117 121 178 184 238 240 190 194
363 LUS 32 6 6 20 0 164 160 179 183 129 133 103 109 97 107 244 252 146 156 134 140 159 167 88 88 128 128 224 226 97 115 178 184 238 240 188 190
364 LUS 32 10 4 18 0 160 160 177 183 133 133 99 109 97 99 252 252 146 146 132 132 161 167 82 88 128 128 224 226 111 115 184 192 238 240 188 190
|365 LUS 32 7 8 17 0 168 160 175 183 133 135 103 103 89 97 252 252 146 160 132 132 161 167 88 98 128 128 224 226 97 99 178 192 226 238 192 208
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366 LUS 32 11 5 16 0 160 160 175 183 133 133 103 103 89 101 246 252 148 152 134 136 161 167 82 98 128 128 224 224 115 119 178 180 238 240 190 192
37 LUS 32 10 5 17 0 162 150 183 183 133 135 95 99 99 107 246 246 150 152 134 142 159 167 88 98 128 128 224 226 101 113 184 184 226 240 192 194
368 LUS 32 9 4 19 0 166 158 183 183 129 133 95 99 99 99 248 252 146 148 132 136 159 165 88 98 128 128 218 226 99 113 178 184 238 240 192 208
369 LUS 32 8 4 20 0 166 158 177 183 129 133 95 99 101 105 246 252 146 150 132 140 165 167 88 88 128 128 226 228 101 113 178 184 238 238 192 192
370 LUS 32 4 5 22 1 166 150 181 183 129 133 95 103 97 101 252 252 146 152 132 140 159 167 88 88 120 128 224 226 107 113 178 184 238 240 188 188
371 LUS 32 11 3 17 1 166 160 183 183 133 133 99 103 89 101 244 246 146 156 132 132 165 167 82 88 128 128 226 228 97 103 184 184 238 240 194 208
372 LUS 32 13 4 15 0 166 164 183 183 129 135 99 99 101 101 252 252 146 156 134 140 167 167 82 88 128 128 226 228 101 101 184 184 236 238 192 208
373 LUS 32 11 3 18 0 160 150 177 183 133 133 99 103 89 99 252 252 150 152 132 136 165 167 82 88 128 128 218 228 97 99 184 184 240 240 192 208
374 LUS 32 10 4 18 0 164 162 177 183 133 133 97 99 89 105 236 252 150 152 132 138 165 167 82 88 128 128 224 228 101 113 184 184 238 240 194 208
375 LUS 32 10 4 17 1 164 158 177 183 133 135 95 99 101 101 246 252 146 146 132 140 165 167 88 88 128 128 226 228 101 107 184 184 238 240 192 192
376 LUS 32 10 11 10 1 164 160 175 179 131 135 95 99 101 105 248 252 150 154 134 140 157 165 82 82 128 128 218 228 99 113 180 186 236 238 192 192
377 LUS 32 9 5 18 0 168 158 177 183 129 133 95 99 99 99 248 252 148 148 132 136 165 167 82 98 128 128 224 226 105 113 178 184 238 238 188 188
378 LUS 32 15 1 16 0 168 160 181 183 133 133 97 103 99 107 236 246 148 150 136 136 167 167 82 88 128 128 218 226 101 101 178 178 238 240 192 192
379 LUS 32 7 2 23 0 162 150 177 183 129 133 97 103 101 107 236 252 150 152 134 140 165 167 82 98 128 128 226 238 113 115 178 184 238 240 192 208
380 LUS 32 7 8 16 1 166 162 177 183 129 131 95 103 99 101 252 252 148 152 136 142 161 167 88 88 120 128 224 226 97 115 178 184 224 240 188 192
381 LUS 32 10 4 18 0 160 160 177 183 133 133 95 103 99 101 240 246 150 156 132 132 167 167 82 82 128 128 218 226 105 121 178 184 238 240 188 208
382 LUS 32 13 4 15 0 168 166 177 181 129 129 97 99 89 101 248 252 146 160 140 140 167 167 98 98 128 128 218 238 97 111 178 184 232 238 188 190
383 LUS 32 10 5 17 0 162 160 177 179 129 139 97 103 89 101 240 252 146 156 132 136 167 167 88 100 128 128 218 226 101 121 184 184 240 240 188 192
384 LUS 32 11 5 16 0 162 150 177 177 129 133 97 99 89 99 240 246 146 152 136 140 165 167 88 100 120 128 226 226 121 121 184 192 240 240 188 188
385 LUS 32 10 3 19 0 162 160 177 183 129 133 91 103 89 99 246 248 146 150 140 140 157 165 88 88 128 128 218 224 97 111 184 192 238 240 190 194
386 LUS 32 15 7 10 0 166 160 181 181 133 135 95 95 105 107 248 248 148 154 132 132 165 165 82 82 128 128 224 226 97 111 182 184 238 238 192 192
387 LUS 32 6 4 22 0 162 160 183 183 129 133 95 103 99 101 248 252 146 160 132 140 165 167 88 98 128 128 224 226 97 113 184 192 238 238 190 190
388 LUS 32 10 6 16 0 162 160 181 181 129 133 95 109 101 105 248 248 146 154 132 132 165 167 82 82 126 128 226 226 111 113 178 182 238 240 188 194
389 LUS 32 8 7 17 0 160 158 177 183 131 133 95 103 99 101 240 252 150 156 136 136 157 167 88 88 128 128 218 220 101 101 184 192 232 238 192 194
390 LUS 32 11 5 16 0 166 160 177 183 129 129 99 103 97 101 246 252 156 160 132 132 167 167 88 88 128 128 226 228 121 121 184 192 226 238 192 192
391 LUS 32 10 4 18 0 168 166 177 183 129 133 97 99 89 101 240 252 146 156 134 140 165 167 88 100 128 128 226 226 101 119 184 184 238 240 192 212
392 LUS 32 13 5 14 0 166 162 177 183 129 133 99 109 89 95 246 248 148 156 132 140 167 167 88 88 128 128 226 228 121 121 184 184 226 240 188 194
393 LUS 32 7 5 20 0 166 160 181 183 129 133 95 103 95 99 240 246 146 160 132 132 167 167 88 98 120 128 224 226 121 121 178 184 232 238 192 194
394 LUS 32 12 5 15 0 166 158 181 183 133 133 95 97 101 105 248 252 152 154 140 140 157 167 82 88 128 128 226 226 101 113 182 184 238 238 190 192
395 LUS 32 10 6 16 0 166 166 177 181 129 133 103 103 97 105 246 252 148 160 132 140 157 167 82 88 128 128 218 224 97 119 178 182 232 238 192 208
396 LUS 32 9 10 13 0 160 158 175 177 131 133 95 95 105 105 248 252 154 154 134 140 157 165 82 82 128 128 218 238 97 113 184 184 238 240 192 192
397 LUS 32 10 7 15 0 160 160 177 177 133 135 95 97 99 105 252 252 154 154 132 134 165 165 82 98 128 128 218 238 97 101 182 184 238 238 192 194
398 LUS 32 11 2 19 0 168 150 177 177 133 133 97 103 89 101 248 252 146 148 134 136 157 165 88 88 128 128 224 226 101 115 178 192 238 240 194 194
399 LUS 32 8 5 19 0 166 160 177 181 133 135 97 103 89 99 236 248 146 150 136 138 157 167 82 98 128 128 224 228 101 101 178 184 238 240 190 212
400 LUS 32 6 5 21 0 166 162 177 183 133 135 103 107 89 101 236 252 146 146 132 134 157 167 94 98 120 128 224 226 101 101 178 184 238 240 190 208
401 LUS 32 11 2 19 0 160 160 177 183 133 133 97 103 89 99 244 252 146 148 132 134 167 167 88 98 128 128 218 228 101 113 184 192 238 238 190 190
402 LUS 32 9 2 21 0 160 158 183 183 131 133 97 103 97 101 240 252 146 150 132 134 165 167 98 98 128 128 224 226 101 113 184 184 238 238 192 192
403 LUS 32 7 4 20 1 168 158 177 183 131 133 103 109 89 101 248 252 150 150 132 134 167 167 86 88 128 128 220 226 101 105 178 184 238 240 190 194
404 LUS 32 12 1 19 0 168 168 177 177 133 133 103 103 89 101 248 254 146 150 132 134 167 167 82 88 128 128 224 226 101 113 178 184 238 238 190 192
405 LUS 32 12 3 17 0 150 150 183 183 129 131 103 109 97 107 248 252 146 146 134 142 157 167 82 82 128 128 224 238 105 121 178 184 238 238 192 194
406 LUS 32 7 9 16 0 158 150 175 177 131 133 99 103 89 99 252 254 150 152 138 140 167 167 88 88 128 128 220 224 99 101 178 178 232 238 188 190
407 LUS 32 9 4 19 0 164 150 183 183 133 133 103 103 95 95 244 252 148 148 132 134 167 167 88 88 120 128 224 226 101 113 178 184 232 240 190 194
408 LUS 32 10 3 19 0 166 150 177 183 131 133 97 103 95 101 240 252 146 148 132 134 167 167 88 98 128 128 218 218 101 111 184 192 238 240 190 190
409 LUS 32 8 9 15 0 162 150 177 183 131 135 103 103 107 107 240 252 160 160 134 138 159 167 98 98 128 128 224 226 99 119 184 192 238 240 190 190
410 LUS 32 12 7 13 0 168 162 173 183 129 131 97 103 103 107 252 252 146 152 140 142 167 167 88 88 128 128 218 218 99 113 184 192 238 240 188 192
411 LUS 32 8 7 17 0 158 150 177 179 133 133 103 109 95 101 244 252 146 146 134 140 167 167 88 98 128 128 218 218 99 115 178 184 236 240 188 190
412 LUS 32 8 4 20 0 150 150 177 181 133 133 97 103 99 101 244 252 146 152 138 140 165 167 88 98 120 128 218 224 99 105 178 178 240 240 190 208
|413 LUS 32 7 8 17 0 162 150 175 177 129 131 103 103 97 99 246 252 160 160 134 134 157 167 88 98 128 128 220 224 113 119 180 184 232 240 190 192
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414 LUS 32 8 6 18 0 160 158 177 181 131 135 103 103 89 97 252 252 146 160 134 142 157 167 88 98 128 128 218 224 101 121 184 184 240 240 188 190
415 LUS 32 7 5 20 0 160 150 177 183 133 133 99 103 97 103 248 252 146 152 134 140 167 167 88 98 128 128 218 220 99 113 178 184 232 240 188 190
416 LUS 32 6 13 12 1 160 150 175 177 135 135 99 103 97 97 246 252 156 160 134 142 167 167 82 98 128 128 220 220 103 119 180 184 230 232 188 194
417 LUS 32 8 6 17 1 166 150 183 183 129 131 103 103 97 107 242 252 146 152 134 142 167 167 88 98 128 128 220 226 121 121 180 184 232 240 190 212
418 LUS 32 7 12 12 1 162 162 175 177 131 133 103 103 89 97 242 244 160 160 132 134 157 167 88 100 128 128 220 226 99 99 180 184 226 232 188 190
419 LUS 32 10 7 15 0 166 162 177 181 131 135 99 103 97 107 252 252 152 160 140 142 167 167 88 88 128 128 224 226 99 121 184 184 232 240 208 212
420 LUS 32 7 7 18 0 160 150 175 177 131 133 103 109 89 101 252 252 146 160 134 138 167 167 88 98 128 128 218 228 113 121 184 184 232 238 188 208
421 LUS 32 10 5 16 1 166 162 177 183 129 129 103 103 99 107 242 252 146 160 134 134 157 167 88 88 128 128 226 228 119 121 180 184 232 240 190 190
422 LUS 32 6 7 19 0 150 150 175 183 129 133 99 103 97 101 246 252 156 160 132 134 159 167 88 88 128 128 220 226 119 121 178 184 226 240 190 192
423 LUS 32 11 6 14 1 160 158 175 177 129 133 99 103 107 107 244 252 146 152 134 134 159 167 98 98 128 128 220 220 103 115 184 184 240 240 194 194
424 LUS 32 10 6 15 1 160 150 173 173 133 133 99 99 101 107 240 252 146 156 134 142 157 157 88 98 128 128 226 228 103 121 184 184 232 238 190 192
425 LUS 32 9 6 17 0 162 160 175 183 131 133 99 103 97 107 252 252 146 146 134 138 167 167 88 98 128 128 220 224 115 121 184 184 226 240 194 194
426 LUS 32 9 4 18 1 150 150 183 183 133 135 99 103 97 97 240 242 156 160 134 138 167 167 88 88 128 128 224 226 101 113 178 184 238 238 190 194
427 LUS 32 10 7 14 1 162 146 181 183 131 135 99 103 97 97 240 244 156 160 134 138 157 167 98 98 128 128 224 226 119 121 184 184 232 240 190 192
428 LUS 32 8 6 18 0 158 150 181 183 131 133 99 103 89 97 244 252 146 152 142 142 167 167 98 98 128 128 224 226 101 121 184 184 226 240 190 212
429 LUS 32 8 8 15 1 160 150 175 183 133 135 99 103 95 97 242 244 146 152 134 142 167 167 98 98 128 128 220 224 99 121 184 184 232 240 192 212
430 LUS 32 8 8 12 4 160 150 177 177 131 135 99 103 97 107 242 246 152 158 132 134 157 159 82 88 126 128 220 220 119 119 176 184 224 240 190 192
431 LUS 32 13 0 19 0 168 164 177 183 129 133 103 103 97 107 244 246 146 150 134 136 157 157 82 98 128 128 224 238 101 111 178 178 238 240 192 208
432 LUS 32 8 8 16 0 166 150 175 175 129 131 103 105 107 107 252 252 148 152 134 140 159 165 88 88 126 128 218 238 97 101 178 184 232 240 190 194
433 LUS 32 10 5 17 0 162 160 175 181 129 133 103 103 99 107 240 252 152 156 134 140 167 167 82 88 126 128 238 238 105 111 180 184 238 240 192 194
434 LUS 32 10 2 20 0 160 160 177 181 133 133 103 103 97 107 248 252 146 156 134 140 167 167 82 88 128 128 238 238 101 105 184 184 238 240 190 194
435 LUS 32 12 7 13 0 160 158 183 183 129 129 103 103 101 103 248 252 152 160 134 134 167 167 88 88 128 128 218 238 121 121 184 192 226 232 188 192
436 LUS 32 10 5 17 0 168 160 177 183 129 131 103 103 101 103 252 252 146 146 134 140 159 167 82 88 128 128 218 220 101 113 184 184 240 240 188 192
437 LUS 32 7 6 18 1 164 160 177 183 131 133 103 103 97 101 240 252 148 156 134 140 161 167 82 88 128 128 226 238 97 97 178 184 224 232 190 192
438 LUS 32 8 4 19 1 160 160 177 177 131 133 103 109 97 99 240 252 150 152 134 136 161 167 88 98 128 128 218 226 97 97 178 184 224 238 190 190
439 LUS 18 4 4 8 2 150 150 173 187 131 133 105 107 107 107 244 252 146 162 132 140 165 167 O O O O 0O O O O 0O O O O O ©
440 LUS 32 10 6 16 0 162 160 179 183 129 131 97 107 99 101 244 246 146 154 132 134 165 167 82 88 128 128 218 224 101 101 184 184 236 238 188 192
441 LUS 32 8 3 21 0 164 160 179 183 131 133 103 109 101 101 252 252 146 148 132 134 167 167 88 98 128 128 224 224 99 101 178 184 238 240 190 208
442 LUS 32 9 3 20 0 160 158 177 183 133 133 97 103 97 101 244 246 150 154 132 134 165 167 82 88 128 128 224 224 97 101 178 184 238 238 208 208
443 LUS 32 11 3 18 0 160 160 177 181 131 135 103 109 89 99 248 252 146 148 132 134 161 167 82 88 128 128 218 226 113 121 184 184 238 238 190 190
444 LUS 32 6 9 17 0 160 158 179 179 133 139 103 103 99 101 252 252 152 154 132 140 161 161 88 98 128 128 218 226 101 115 178 184 238 238 188 194
445 LUS 32 11 2 19 0 168 160 181 181 129 133 109 109 89 97 248 248 148 148 134 140 167 167 88 98 128 128 224 226 99 113 178 184 232 238 190 208
446 LUS 32 12 4 16 0 168 162 177 183 129 133 95 97 89 99 246 252 150 160 136 142 165 167 88 88 128 128 224 224 111 111 178 178 232 238 192 194
447 LUS 12 2 3 4 3 158 146 183 187 129 137 103 107 97 107 244 246 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
448 LUS 12 3 3 4 2 150 146 183 187 129 135 91 107 101 107 244 246 O O O O O O O O O O O O O O 0O 0O O O 0 ©
449 LUS 12 2 2 6 2 160 158 177 187 133 137 103 109 89 97 244 252 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
450 LUS 18 4 3 9 2 160 158 183 187 129 137 103 109 97 97 246 252 152 160 136 140 157 165 O O O O 0O O O O O O O O O ©
451 LUS 32 11 5 16 0 168 164 177 183 129 133 109 109 97 101 240 240 146 146 136 138 167 167 82 100 126 128 220 224 101 121 184 192 240 240 190 192
452 LUS 32 12 5 15 0 168 158 183 183 133 133 95 95 101 105 246 248 148 150 134 136 167 167 82 88 128 128 218 224 101 105 184 184 238 240 190 190
453 LUS 32 10 8 13 1 168 162 175 177 129 129 97 103 105 107 238 252 152 152 142 142 159 167 82 100 128 128 220 224 113 121 184 184 232 240 194 208
454 LUS 32 7 6 19 0 168 160 177 177 129 129 103 103 99 105 240 244 150 156 134 136 165 167 88 98 120 128 220 224 99 101 184 184 232 240 190 194
455 LUS 32 7 8 17 0 168 164 175 177 129 133 103 103 105 107 252 252 150 152 134 142 159 167 88 98 120 128 218 220 113 121 180 184 232 240 190 194
456 LUS 32 10 4 18 0 166 160 183 183 129 133 107 109 103 107 248 252 150 150 136 142 165 167 82 88 120 128 224 226 111 121 184 184 240 240 194 208
457 LUS 32 12 3 17 0 168 166 179 181 129 133 103 103 97 107 244 246 150 152 138 140 157 165 88 88 128 128 224 226 101 101 178 178 232 240 190 208
458 LUS 32 13 5 14 0 166 164 183 183 131 133 103 103 105 107 246 248 146 160 132 136 167 167 82 82 120 128 218 226 101 121 178 178 238 238 188 190
459 LUS 32 11 4 17 0 168 162 177 183 131 133 103 103 89 99 240 246 148 152 136 140 157 165 88 100 128 128 218 238 97 101 178 184 238 240 190 212
460 LUS 32 12 3 17 0 160 150 181 183 133 133 101 103 97 107 246 252 146 146 136 138 157 159 82 88 128 128 224 224 111 111 184 184 238 238 190 194
|461 LUS 32 12 4 16 0 166 160 181 181 131 135 97 103 89 101 252 252 146 148 138 140 167 167 82 98 128 128 218 226 101 101 184 184 232 238 194 208
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462 LUS 32 14 1 17 0 166 162 181 183 129 129 97 97 89 99 252 252 146 146 132 134 167 167 82 98 128 128 224 224 97 111 178 184 238 238 190 208
463 LUS 17 4 2 10 1 166 150 179 183 133 141 103 109 89 97 246 252 0 146 134 136 161 167 O O O O 0O O O O O O O O 0 ©
464 LUS 32 10 4 18 0 168 150 181 183 131 133 103 109 97 97 246 252 146 156 136 136 167 167 82 98 128 128 220 226 101 101 184 184 232 238 190 208
465 LUS 32 9 4 19 0 164 164 177 183 129 133 95 103 97 99 240 252 150 150 134 134 159 167 88 98 128 128 218 228 111 113 178 184 232 238 190 192
466 LUS 32 12 2 18 0 168 160 181 181 133 133 103 109 97 101 252 252 146 148 140 140 165 167 88 98 128 128 224 224 99 111 184 192 238 238 192 208
467 LUS 32 4 10 16 2 164 158 183 183 135 137 95 103 95 99 240 244 146 150 132 140 161 167 88 98 128 128 220 224 97 99 178 184 232 240 184 194
468 LUS 32 10 2 20 0 168 160 177 181 129 139 97 103 89 101 248 252 146 148 134 140 165 167 98 98 128 128 218 226 101 113 184 184 238 240 188 192
469 LUS 32 5 9 18 0 168 162 183 183 129 131 103 103 89 97 236 252 146 160 132 138 159 167 88 98 120 128 224 238 101 119 178 184 236 238 188 190
470 LUS 32 15 2 15 0 168 150 183 183 131 133 97 103 99 103 246 246 150 150 136 136 157 165 82 98 128 128 218 224 101 101 178 178 238 238 192 194
471 LUS 32 12 4 16 0 162 158 177 183 129 133 91 97 89 89 240 248 150 150 134 140 167 167 88 98 120 128 218 224 101 111 178 178 240 240 188 194
472 LUS 32 8 5 19 0 164 160 181 183 129 133 109 109 99 101 252 252 146 156 132 134 167 167 88 94 128 128 238 238 97 105 178 178 238 240 188 208
473 LUS 32 8 3 21 0 164 160 181 183 133 133 103 109 99 101 252 252 154 160 134 134 167 167 88 94 128 128 226 238 101 113 178 178 238 240 194 208
474 LUS 32 9 3 20 0 168 166 181 183 129 133 103 103 97 97 236 252 146 146 134 140 167 167 82 98 120 128 220 224 113 121 184 184 238 238 194 208
475 LUS 32 13 5 14 0 164 162 183 183 129 133 91 109 89 107 248 252 150 156 134 138 167 167 88 98 128 128 218 238 101 101 178 192 240 240 188 192
476 LUS 32 9 2 20 1 160 150 183 183 133 133 95 111 99 101 248 252 146 150 140 142 167 167 88 88 128 128 218 224 101 113 178 184 238 238 192 208
477 LUS 32 9 4 19 0 162 160 177 183 131 133 103 103 99 99 246 252 152 156 134 136 159 165 88 98 128 128 224 238 97 113 184 184 238 238 190 192
478 LUS 32 4 7 21 0 168 168 177 183 133 139 91 103 97 99 246 252 146 150 140 142 159 167 88 100 120 128 218 238 101 113 178 192 238 240 190 208
479 LUS 32 12 5 15 0 166 164 177 177 129 129 99 103 97 101 244 252 156 160 134 134 159 167 82 88 128 128 220 226 121 121 184 184 238 238 188 208
480 LUS 32 6 8 17 1 158 150 173 177 129 133 103 103 97 97 242 252 152 156 134 138 159 167 88 88 128 128 218 226 97 99 180 184 238 240 190 194
481 LUS 32 12 3 17 0 168 160 177 177 129 133 97 103 99 107 236 246 150 150 134 134 167 167 88 88 128 128 218 218 101 121 178 182 232 238 190 194
482 LUS 32 11 3 18 0 168 150 183 183 129 133 97 99 103 105 244 252 150 150 136 136 157 165 88 88 126 128 224 226 101 121 184 184 238 240 190 190
483 LUS 32 9 3 20 0 160 160 177 183 133 135 99 103 107 107 236 246 146 152 134 136 157 167 82 88 128 128 224 238 101 115 178 184 238 240 190 194
484 LUS 32 7 7 17 1 168 158 177 179 133 137 97 103 99 99 236 246 146 152 138 140 167 167 82 88 120 128 224 238 101 121 180 184 238 240 190 192
485 LUS 32 13 3 16 0 168 160 177 183 129 133 99 103 103 107 236 240 150 150 136 142 165 167 82 98 128 128 218 224 111 111 178 178 240 240 190 190
486 LUS 22 7 2 12 1 0 0 177 183 129 129 99 103 0 0 236 252 150 150 136 136 157 159 88 98 128 128 238 238 0 0 0 0 0 0 194 210
487 LUS 32 9 4 18 1 150 150 183 183 129 133 103 109 105 107 244 244 150 152 136 140 165 167 88 98 120 128 226 226 101 119 178 192 240 242 190 190
488 LUS 32 7 3 22 0 168 160 173 177 129 133 99 103 99 99 248 252 146 160 132 142 165 167 88 98 128 128 226 238 101 101 184 184 238 240 194 208
489 LUS 32 8 3 21 0 160 160 173 183 131 133 103 103 97 101 246 252 146 146 134 138 157 167 88 98 128 128 224 226 101 101 178 184 238 240 208 208
490 LUS 32 8 4 20 0 160 160 179 183 133 135 99 103 101 101 246 248 152 160 136 142 165 167 98 98 128 128 224 238 101 121 178 184 238 240 194 208
491 LUS 32 15 2 15 0 160 160 183 183 133 133 97 97 103 107 246 252 150 150 136 136 157 165 82 82 128 128 218 224 99 101 178 184 238 240 192 194
492 LUS 32 12 4 16 0 168 160 177 183 131 133 97 109 97 97 236 248 146 146 134 136 167 167 88 88 128 128 220 226 105 111 184 184 238 240 192 194
493 LUS 32 8 5 19 0 162 160 181 183 129 131 99 109 97 99 248 252 146 154 134 134 165 167 88 88 128 128 226 226 97 121 178 192 232 238 190 194
494 LUS 32 13 3 16 0 162 150 183 183 133 135 97 109 97 103 246 246 150 150 132 136 157 159 82 82 128 128 224 238 101 113 178 178 238 240 190 190
495 LUS 32 4 6 21 1 160 158 177 183 129 131 91 103 89 99 236 252 146 150 136 136 165 167 88 98 128 128 218 224 119 121 178 184 226 242 190 194
49 LUS 32 13 3 16 0 162 158 183 183 129 139 103 103 89 97 246 248 148 148 132 134 157 167 82 98 120 128 218 226 113 113 178 184 238 238 190 194
497 LUS 32 13 2 17 0 168 166 177 183 129 133 103 103 89 101 246 248 146 146 134 140 167 167 82 98 126 126 226 226 101 101 178 178 238 240 192 194
498 LUS 32 11 1 20 0 166 164 183 183 129 129 99 103 97 101 252 252 146 148 136 140 165 167 82 88 128 128 226 226 115 121 178 184 238 238 194 208
499 LUS 32 10 6 16 0 160 158 173 177 131 139 103 103 97 99 240 246 148 150 132 132 157 157 88 98 120 120 224 224 101 111 184 184 238 240 190 208
500 LUS 32 11 0 21 0 160 150 177 183 133 133 99 109 99 101 246 252 146 148 132 140 165 167 82 88 128 128 218 238 121 121 184 184 238 238 190 208
501 LUS 32 9 1 22 0 160 160 181 183 133 133 103 107 99 101 248 252 146 146 132 140 167 167 88 88 128 128 238 238 101 113 178 184 238 240 192 194
502 LUS 32 10 7 15 0 160 150 173 173 131 131 103 103 99 101 240 246 148 150 132 132 157 167 98 100 120 120 224 226 111 113 184 184 238 238 192 208
503 LUS 32 11 1 20 0 160 160 177 181 129 129 97 103 101 101 248 252 146 146 132 134 167 167 82 88 128 128 224 226 101 113 182 184 238 238 192 208
504 LUS 32 11 6 15 0 166 166 177 179 129 129 95 97 101 101 248 252 146 160 132 134 167 167 82 82 128 128 224 226 101 119 178 192 232 238 208 208
505 LUS 32 6 2 23 1 160 150 173 177 129 131 99 103 97 99 248 252 146 150 136 140 167 167 88 98 128 128 218 224 101 121 184 184 240 242 190 194
506 LUS 24 8 0 15 1 0 0 181 183 129 133 103 109 89 101 246 252 146 150 134 134 165 167 82 98 128 128 238 238 0 0 0 0 0 0 192 210
507 LUS 32 7 7 17 1 168 158 177 179 129 137 97 107 99 107 236 240 146 150 136 136 157 167 88 88 128 128 226 238 101 105 178 184 236 238 190 208
508 LUS 32 11 0 21 0 162 160 177 183 133 133 103 103 99 107 244 252 146 152 132 134 157 167 98 98 128 128 218 224 113 121 184 184 238 240 194 208
[509 LUS 32 11 1 20 O 164 164 183 183 129 129 103 103 97 101 244 252 146 146 132 140 161 167 88 88 128 128 218 224 121 121 178 184 238 240 194 208
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510 LUS 32 11 4 16 1 162 150 177 183 129 129 91 97 97 101 248 252 146 160 132 136 167 167 82 82 126 128 218 226 111 119 176 176 238 240 192 208
511 LUS 12 7 1 3 1 164 158 183 183 129 141 109 109 97 107 240 244 O O O O O O O O O O O O O O 0O 0O O O O0 ©
512 LUS 32 9 4 19 0 164 150 177 181 129 133 97 103 89 101 240 248 146 156 132 136 165 167 82 100 120 128 224 226 121 121 184 184 238 240 188 192
513 LUS 32 11 2 19 0 162 150 181 183 129 133 99 99 89 99 252 252 146 152 134 140 157 165 82 98 128 128 218 224 97 121 184 184 238 240 194 212
514 LUS 32 11 2 19 0 168 150 177 183 133 133 97 109 89 97 240 252 146 146 134 140 165 167 88 100 128 128 226 228 121 121 184 184 238 240 194 194
515 LUS 32 9 8 14 1 166 150 177 177 135 135 91 99 99 101 244 254 146 146 140 140 161 167 88 98 120 128 226 226 101 103 184 184 232 240 188 192
516 LUS 32 12 5 14 1 164 150 177 183 133 133 95 103 89 101 240 246 152 160 132 132 167 167 82 94 128 128 226 238 99 113 178 178 236 242 192 208
517 LUS 32 6 7 19 0 168 150 177 183 129 135 91 103 89 95 240 254 146 146 132 140 157 165 98 100 128 128 226 238 101 113 178 184 236 240 188 208
518 LUS 32 9 5 18 0 160 160 177 183 133 135 91 91 97 99 252 252 148 150 134 134 167 167 88 98 128 128 226 226 121 121 178 192 240 240 188 190
519 LUS 32 9 7 16 0 166 162 173 183 129 131 97 103 89 105 240 248 146 146 134 136 159 167 88 88 120 128 224 238 97 105 178 184 238 240 194 194
520 LUS 32 8 6 18 0 164 150 179 183 129 133 103 109 95 97 246 252 150 156 134 134 161 167 88 88 128 128 224 228 113 121 178 184 230 240 192 192
521 LUS 32 10 7 15 0 168 160 183 183 135 135 95 109 99 103 246 248 146 150 132 134 159 159 82 98 128 128 224 238 101 111 184 184 226 238 190 192
522 LUS 32 8 3 19 2 162 150 179 181 129 129 99 103 101 103 244 252 150 160 136 140 163 167 82 88 128 128 218 238 101 113 178 184 224 240 190 192
523 LUS 32 8 7 17 0 164 160 177 183 129 133 97 103 99 101 244 254 150 150 134 134 159 161 98 100 128 128 220 226 99 101 184 184 232 238 192 208
524 LUS 32 11 2 19 0 162 160 177 183 133 133 97 103 101 107 248 252 148 150 132 140 167 167 88 88 128 128 224 238 111 113 178 184 236 238 192 212
525 LUS 32 4 9 18 1 164 160 177 183 129 133 103 109 99 105 236 244 146 150 136 146 159 161 88 98 120 128 224 226 101 111 178 192 226 232 188 208
526 LUS 32 9 4 19 0 150 150 175 177 129 133 103 103 99 101 244 244 146 146 140 140 159 165 88 98 120 128 224 224 111 113 178 184 240 240 188 194
527 LUS 32 7 10 15 0 160 158 177 183 129 135 109 109 103 107 236 254 146 160 132 140 157 167 98 98 120 128 224 224 105 113 178 184 240 240 188 188
528 LUS 32 7 1 23 1 164 160 177 183 129 133 103 103 99 107 224 252 146 146 132 136 165 167 94 98 128 128 224 226 101 113 178 178 238 240 192 208
529 LUS 32 12 2 18 0 168 150 177 177 129 129 103 103 97 99 236 240 146 146 132 132 165 167 98 98 128 128 218 224 101 113 184 184 226 240 192 208
530 LUS 32 12 2 18 0 166 150 177 183 129 129 99 103 99 99 244 246 146 146 136 140 159 167 82 88 120 128 226 226 113 113 178 184 238 238 208 208
531 LUS 32 8 4 20 0 160 158 181 183 133 133 99 103 97 99 252 252 146 160 134 136 159 167 82 98 128 128 218 238 101 115 184 184 238 240 192 194
532 LUS 32 8 6 18 0 160 158 179 183 131 133 99 99 99 107 246 252 146 150 136 140 159 159 82 88 128 128 218 238 101 115 178 184 238 238 190 194
533 LUS 24 11 3 9 1 168 164 183 183 135 141 109 109 89 99 246 252 150 150 132 140 157 159 82 98 120 128 0 0 101 100 0O O O O O ©
534 LUS 32 11 5 16 0 168 150 183 183 129 135 99 109 99 99 236 244 150 160 136 136 167 167 88 98 128 128 226 238 101 115 178 178 226 238 192 208
535 LUS 32 12 7 13 0 168 168 177 179 129 135 97 107 89 107 246 246 150 150 136 138 167 167 98 100 128 128 218 220 101 113 184 184 238 240 188 208
536 LUS 32 12 5 15 0 150 150 183 183 129 135 109 109 89 99 236 244 150 156 134 140 167 167 88 98 128 128 224 224 111 115 178 192 240 240 208 208
537 LUS 32 11 2 19 0 166 164 177 181 133 133 95 103 99 101 248 252 146 154 140 140 157 167 82 82 128 128 218 226 113 121 178 184 238 240 192 208
538 LUS 32 8 3 20 1 158 150 177 183 129 133 97 103 101 107 248 252 150 160 134 146 159 167 82 88 128 128 226 226 113 121 184 184 238 240 192 194
539 LUS 32 6 6 20 0 162 150 177 183 133 133 103 103 95 101 244 248 146 156 134 136 165 167 88 98 120 128 224 228 105 121 178 184 226 240 192 208
540 LUS 32 13 4 15 0 166 150 183 183 133 133 103 103 101 105 248 252 148 156 132 134 167 167 82 98 128 128 218 224 97 121 184 184 232 238 192 192
541 LUS 32 11 4 17 0 164 162 177 181 129 129 103 109 89 99 252 254 150 156 134 136 167 167 82 88 128 128 218 224 97 101 178 184 238 238 192 212
542 LUS 32 12 1 19 0 162 160 177 181 133 139 103 103 97 101 240 252 146 150 140 140 165 165 82 88 128 128 224 224 111 111 178 178 238 240 192 208
543 LUS 32 13 3 16 0 162 150 183 183 129 133 91 95 89 99 252 252 146 146 132 140 157 167 82 82 128 128 224 224 111 113 178 178 232 238 190 190
544 LUS 32 13 4 15 0 168 150 183 183 135 139 103 103 101 101 244 244 152 152 134 134 157 167 88 98 126 128 218 218 101 115 178 184 238 240 190 192
545 LUS 32 9 4 18 1 168 164 183 183 133 135 95 103 99 107 248 252 146 150 134 140 159 167 88 98 128 128 218 238 103 113 184 184 226 240 190 192
546 LUS 32 12 3 17 0 168 150 183 183 133 133 103 109 89 107 236 252 150 150 134 134 159 167 88 98 128 128 218 238 101 113 184 184 226 240 194 194
547 LUS 32 10 5 17 0 160 158 177 177 131 133 109 109 101 107 248 252 146 156 132 132 167 167 88 88 128 128 226 226 97 113 178 184 238 240 188 194
548 LUS 32 12 2 18 0 162 150 183 183 133 133 103 103 89 97 246 252 150 152 132 142 165 167 82 88 128 128 218 238 99 101 184 184 238 238 190 208
549 LUS 32 9 4 19 0 168 160 177 181 129 133 103 109 89 99 252 252 150 156 134 142 159 167 88 88 128 128 218 220 101 121 184 184 238 238 194 208
550 LUS 32 15 2 14 1 166 162 177 183 129 129 95 111 99 99 240 248 148 148 136 140 167 167 82 82 128 128 224 226 105 111 178 184 238 238 190 192
551 LUS 32 6 6 20 0 162 160 183 183 129 135 101 103 95 97 246 252 148 160 134 136 159 167 88 98 128 128 224 226 101 113 184 192 240 240 190 194
552 LUS 32 9 5 18 0 168 162 181 183 129 133 99 103 95 99 246 252 148 148 140 142 159 165 88 98 128 128 224 238 101 111 184 192 232 240 192 208
553 LUS 32 11 3 18 0 168 160 183 183 129 135 103 109 99 107 246 252 150 150 134 140 165 167 82 88 126 128 224 224 111 115 184 184 240 240 194 208
554 LUS 32 10 2 20 0 168 150 181 183 129 133 103 109 99 101 240 246 146 148 136 140 165 167 82 100 128 128 218 224 111 111 184 192 238 240 190 194
555 LUS 32 10 3 19 0 160 150 183 183 129 135 101 109 97 99 246 246 148 150 132 136 165 167 82 82 128 128 224 226 101 115 184 184 240 240 194 208
556 LUS 32 9 6 17 0 168 168 177 183 135 139 103 109 101 107 240 252 146 150 134 142 165 167 88 100 128 128 218 224 111 115 178 192 238 240 194 194
|557 LUS 32 9 2 21 0 150 150 177 183 129 133 99 103 97 101 252 252 146 160 134 136 167 167 88 88 128 128 226 226 101 121 184 184 232 238 194 194
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558 LUS 32 12 2 18 0 160 160 181 183 131 133 103 103 97 107 252 252 146 152 136 136 157 167 82 88 128 128 224 224 97 121 184 184 238 238 194 208
559 LUS 32 6 3 23 0 158 150 177 183 129 139 103 109 89 97 240 252 146 148 136 140 167 167 88 94 128 128 224 226 101 113 178 184 238 240 190 194
560 LUS 32 12 4 16 0 168 160 183 183 133 135 97 103 97 101 244 248 152 152 134 134 167 167 88 98 126 128 224 226 101 101 180 192 238 238 194 194
561 LUS 32 12 5 15 0 168 160 177 177 133 133 103 103 97 107 252 252 148 152 140 142 159 161 88 88 128 128 218 224 99 113 184 184 238 240 188 190
562 LUS 32 7 5 20 0 166 160 179 179 133 135 103 103 101 101 246 252 146 150 132 138 167 167 88 98 128 128 226 238 99 113 178 184 238 238 190 194
563 LUS 32 9 7 16 0 160 158 183 183 133 133 95 103 89 105 244 254 146 146 134 134 167 167 88 100 126 128 224 238 101 111 178 184 240 240 188 208
564 LUS 32 9 5 18 0 168 160 181 181 129 133 95 95 101 101 246 252 152 160 132 136 165 167 82 88 128 128 226 226 97 121 178 184 232 238 190 192
565 LUS 32 10 5 17 0 166 160 179 181 133 135 97 105 89 99 240 252 150 156 136 140 167 167 82 100 128 128 224 238 101 101 178 184 238 240 192 192
566 LUS 32 9 5 18 0 162 160 177 183 129 129 109 109 97 99 246 252 146 146 132 140 159 165 82 88 128 128 224 228 99 111 178 192 238 240 188 208
567 LUS 18 5 3 9 1 158 150 177 183 133 141 91 91 89 99 252 252 150 152 140 140 167 167 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
568 LUS 32 10 0 22 0 168 162 177 183 129 133 97 109 89 99 240 244 146 152 134 140 165 167 88 98 128 128 224 238 101 121 178 184 240 240 194 208
569 LUS 32 7 8 16 1 160 160 177 183 133 139 101 109 95 101 252 252 146 160 138 142 167 167 82 100 128 128 226 228 101 113 184 184 224 240 194 208
570 LUS 32 9 3 20 0 162 158 181 183 133 133 95 97 97 101 252 252 146 148 132 136 161 167 82 88 128 128 224 238 101 113 178 184 240 240 190 190
571 LUS 32 7 4 20 1 162 150 183 183 129 133 91 97 99 101 238 252 146 150 136 138 157 167 82 88 128 128 224 226 97 101 184 184 226 240 190 194
572 LUS 32 7 5 20 0 166 160 177 181 129 139 97 109 99 101 240 248 150 156 136 138 167 167 88 98 128 128 224 238 97 113 180 184 238 240 194 208
573 LUS 32 7 4 21 0 168 160 181 183 131 133 103 103 99 101 248 252 150 156 136 142 167 167 98 98 120 128 224 224 101 113 178 178 238 240 194 208
574 LUS 32 8 6 18 0 160 150 177 177 133 135 103 103 101 107 240 246 160 160 134 134 165 167 88 98 128 128 224 226 101 113 192 192 226 240 192 208
575 LUS 32 11 3 17 1 150 150 177 177 133 133 91 99 99 99 246 246 152 152 132 140 161 167 82 98 120 128 224 238 101 111 176 184 238 240 190 208
576 LUS 32 8 3 21 0 162 160 173 181 133 133 97 103 99 101 244 248 150 152 132 140 165 167 88 88 128 128 224 238 101 113 178 184 226 240 188 190
577 LUS 32 9 2 21 0 166 160 181 183 133 133 95 103 101 105 240 248 148 150 132 140 165 165 82 88 128 128 224 226 101 113 184 184 238 240 190 194
578 LUS 32 12 2 18 0 168 166 177 183 129 131 97 103 89 105 240 246 146 152 140 140 167 167 88 98 128 128 226 238 121 121 178 184 238 240 194 194
579 LUS 32 13 3 16 0 168 162 177 183 129 129 91 109 89 99 240 246 146 146 132 138 157 165 82 100 128 128 224 226 101 111 178 184 238 240 192 208
580 LUS 32 12 5 15 0 168 166 177 183 129 133 97 99 89 101 244 248 146 152 140 140 159 167 98 98 128 128 226 238 101 101 184 192 232 240 188 212
581 LUS 32 12 4 16 0 166 158 183 183 129 129 103 103 97 101 240 244 146 150 132 136 161 161 94 98 128 128 224 226 101 111 178 178 240 240 192 192
582 LUS 32 8 3 21 0 166 150 177 183 129 133 97 103 89 101 240 240 146 146 134 140 165 167 94 100 128 128 220 226 101 121 178 184 238 240 194 194
583 LUS 32 10 2 19 1 168 162 183 183 129 133 99 103 89 97 224 252 146 156 132 134 165 167 82 88 128 128 218 226 101 101 184 184 238 240 208 212
584 LUS 32 12 1 19 0 162 160 181 183 133 133 103 109 99 107 248 252 148 150 136 140 157 167 88 88 128 128 218 226 101 113 178 178 236 238 192 194
585 LUS 32 11 1 19 1 168 160 177 181 133 133 97 103 101 101 240 252 150 152 132 134 165 167 82 82 128 128 224 238 107 111 178 184 232 240 190 192
586 LUS 32 12 2 17 1 168 162 177 177 129 129 91 103 97 101 236 248 146 146 132 140 165 167 82 98 128 128 218 218 101 111 176 184 240 240 194 208
587 LUS 32 9 3 17 3 162 158 183 183 129 133 103 103 89 97 224 240 146 150 132 140 159 167 82 88 128 128 218 224 111 113 176 184 240 242 188 208
588 LUS 32 13 0 19 0 162 150 177 177 129 129 97 103 101 107 246 248 146 150 136 140 157 167 82 88 128 128 218 224 111 113 178 184 238 240 194 194
589 LUS 32 11 6 15 0 164 162 177 181 129 131 99 107 95 99 244 244 150 150 136 142 167 167 98 98 120 128 218 238 111 121 178 180 238 240 194 194
590 LUS 32 11 2 19 0 168 160 183 183 133 133 95 97 99 101 252 252 148 150 136 140 167 167 82 88 128 128 224 226 101 101 184 184 238 240 188 190
591 LUS 32 12 4 16 0 158 150 183 183 133 133 97 97 89 101 240 248 146 146 132 134 167 167 88 100 120 128 218 226 113 121 178 184 238 238 188 192
592 LUS 32 11 3 17 1 164 164 177 183 129 129 103 103 95 97 244 252 146 152 140 142 165 167 82 82 128 128 224 226 111 113 178 178 224 240 190 212
593 LUS 32 12 3 17 0 168 162 181 183 129 133 99 109 89 95 244 246 148 152 132 140 165 167 88 88 128 128 224 226 121 121 178 184 226 240 188 194
594 LUS 12 7 2 2 1 164 158 177 177 135 141 103 103 89 89 240 244 O O O O O O O O O O O O O O 0O 0O O O 0 ©
595 LUS 32 9 0 23 0 168 150 181 183 133 133 103 103 99 101 248 252 148 150 132 136 165 165 88 98 128 128 224 224 101 121 178 184 238 240 192 208
596 LUS 32 14 2 16 0 166 164 183 183 129 129 103 103 101 101 246 246 146 150 134 134 157 167 82 88 128 128 226 228 101 121 184 184 232 240 192 208
597 LUS 32 9 3 20 0 160 160 179 181 129 135 109 109 99 101 236 246 148 150 134 140 165 167 82 98 128 128 218 224 101 113 178 184 238 238 194 208
598 LUS 32 8 8 14 2 160 158 183 183 131 133 95 95 97 105 236 244 150 156 134 140 157 163 88 88 128 128 218 226 101 117 180 184 238 238 190 192
599 LUS 32 10 6 16 0 168 158 181 183 133 135 103 109 101 107 248 252 146 160 132 132 157 167 82 88 128 128 218 224 99 105 184 184 232 238 190 194
600 LUS 32 8 7 17 0 158 158 181 183 133 135 95 95 97 97 244 252 148 156 132 134 157 167 88 98 128 128 224 224 101 105 184 184 238 238 190 194
601 LUS 32 9 3 18 2 168 166 177 183 129 133 95 99 89 97 238 248 146 152 138 140 165 167 88 98 120 128 218 224 103 111 178 184 240 240 190 208
602 LUS 32 7 6 19 0 168 150 177 181 129 129 91 91 101 103 236 252 146 146 134 140 167 167 88 98 120 120 218 224 101 101 178 184 240 240 190 194
603 LUS 32 7 4 21 0 166 160 177 183 129 135 91 103 97 99 244 254 146 148 134 136 167 167 98 98 128 128 218 226 101 121 178 184 238 240 188 190
604 LUS 32 11 2 19 0 160 150 177 177 129 129 97 109 89 101 248 252 146 152 134 140 159 165 82 98 120 128 224 224 111 121 178 184 238 240 190 190
|605 LUS 32 10 2 19 1 168 160 177 181 133 135 109 109 101 101 252 252 148 160 134 134 157 167 82 88 128 128 224 226 101 113 176 184 238 240 190 194
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606 LUS 32 9 7 16 0 166 162 177 177 129 135 91 99 99 101 252 254 146 146 140 140 159 159 88 88 128 128 226 226 101 121 184 192 232 240 190 208
607 LUS 32 11 3 18 0 164 150 177 181 129 129 97 103 99 99 246 252 150 150 138 138 167 167 88 98 128 128 218 218 97 101 178 184 238 240 192 208
608 LUS 32 9 5 18 0 160 160 177 183 129 133 95 99 97 99 246 252 148 148 132 136 167 167 88 100 120 128 224 224 105 113 184 184 238 240 188 192
609 LUS 32 10 3 19 0 168 162 177 183 129 129 103 109 89 97 248 252 146 156 132 134 165 167 88 88 128 128 218 224 101 101 184 192 238 240 188 208
610 LUS 32 4 8 19 1 160 150 179 183 129 133 103 105 97 105 236 252 146 160 134 140 159 167 88 98 128 128 218 224 103 115 184 184 226 240 190 190
611 LUS 32 13 6 13 0 162 162 177 181 131 133 99 109 97 97 240 246 146 160 132 138 159 159 82 98 128 128 218 238 111 119 184 184 238 240 190 190
612 LUS 32 10 6 16 0 158 158 177 177 133 135 97 103 89 101 248 252 150 160 134 136 167 167 88 88 128 128 224 224 111 115 178 184 240 240 188 190
613 LUS 32 12 3 17 0 168 168 183 183 133 133 103 103 101 105 248 248 146 146 136 142 165 167 82 100 128 128 224 238 101 111 184 184 238 240 190 194
614 LUS 32 10 3 19 0 168 160 177 183 129 129 91 97 89 107 240 252 146 150 140 140 167 167 88 100 128 128 226 238 101 121 178 184 240 240 194 212
615 LUS 32 12 3 17 0 164 160 177 177 133 135 99 103 89 89 246 252 148 152 132 140 157 167 98 100 128 128 224 226 101 105 184 184 240 240 190 194
616 LUS 32 8 5 19 0 162 150 177 183 129 133 91 95 101 107 240 248 148 150 138 140 167 167 88 100 128 128 224 226 101 113 178 192 238 240 192 194
617 LUS 32 9 2 21 0 150 150 177 181 133 133 97 103 99 99 240 252 150 152 134 138 167 167 88 98 120 128 218 224 101 121 184 184 238 240 190 208
618 LUS 32 7 8 17 0 160 160 177 183 129 135 99 105 95 99 244 248 156 156 134 134 165 167 88 88 128 128 220 226 113 121 184 192 226 240 190 194
619 LUS 32 16 2 14 0 164 162 177 177 129 133 91 97 89 107 246 252 146 152 140 140 157 167 82 82 128 128 224 226 101 105 184 184 240 240 190 192
620 LUS 32 12 5 15 0 160 160 183 183 133 133 103 103 89 97 244 252 150 160 134 134 167 167 98 98 128 128 218 218 99 113 182 184 232 240 188 190
621 LUS 32 10 1 21 0 162 160 181 183 133 133 103 103 101 107 248 252 146 146 134 136 167 167 88 94 128 128 226 238 101 101 178 184 238 238 190 194
622 LUS 32 11 2 18 1 150 150 181 183 133 133 101 109 89 97 240 246 146 146 140 140 157 165 88 98 128 128 218 224 101 117 178 184 232 240 194 208
623 LUS 32 12 2 18 0 168 158 181 183 129 135 97 103 97 99 246 248 148 150 132 140 157 167 88 88 128 128 218 226 101 111 184 184 238 240 192 208
624 LUS 30 8 4 17 1 162 150 177 183 133 133 99 103 97 101 240 246 148 150 140 142 165 167 88 88 128 128 0 0 101 113 178 184 226 232 210 212
625 LUS 32 9 3 19 1 164 160 177 177 129 133 95 103 101 107 224 252 152 154 134 140 167 167 94 98 128 128 224 226 101 113 178 184 238 238 192 192
626 LUS 32 12 3 17 0 168 164 183 183 129 129 95 103 89 101 236 248 146 150 134 142 157 167 88 88 128 128 218 224 101 113 184 184 238 240 192 194
627 LUS 32 10 6 16 0 164 150 183 183 133 135 99 103 97 99 240 240 152 152 138 140 167 167 94 98 128 128 226 238 97 97 178 178 232 238 190 194
628 LUS 32 9 6 17 0 160 150 179 183 129 133 103 103 89 101 240 252 146 146 134 138 167 167 88 88 128 128 218 224 99 113 178 178 226 236 208 212
629 LUS 32 9 2 21 0 168 160 177 177 133 133 99 103 89 97 246 252 146 152 132 140 165 167 88 98 120 128 224 224 113 121 184 192 238 240 190 190
630 LUS 32 13 1 18 0 164 160 183 183 129 131 103 109 89 101 244 246 146 152 134 140 167 167 88 98 128 128 218 224 101 113 184 184 240 240 190 192
631 LUS 32 10 6 16 0 162 162 177 177 131 131 99 109 99 101 248 254 150 156 132 134 167 167 98 98 128 128 224 238 113 121 184 184 226 238 188 190
632 LUS 32 8 5 19 0 160 160 177 183 133 139 103 103 97 107 252 252 150 156 134 140 167 167 88 94 128 128 238 238 97 105 178 184 240 240 190 208
633 LUS 32 14 2 16 0 168 160 183 183 129 133 103 109 101 105 240 248 148 148 134 140 165 167 82 82 128 128 218 218 105 121 184 184 238 240 190 192
634 LUS 32 7 7 18 0 166 164 177 183 129 131 103 105 89 99 244 252 146 156 134 136 157 161 98 98 128 128 224 238 101 121 180 184 230 232 190 208
635 LUS 32 13 1 18 0 164 160 183 183 129 129 103 103 97 107 244 248 146 150 132 132 167 167 82 88 128 128 218 224 115 121 178 184 238 240 192 208
636 LUS 32 7 4 21 0 162 160 177 183 129 133 103 103 89 99 244 252 148 152 140 142 165 167 88 98 120 120 238 238 101 113 178 192 238 240 190 208
637 LUS 32 9 1 22 0 164 162 177 183 129 133 103 109 97 101 246 252 146 146 134 136 161 167 88 98 128 128 218 224 101 121 184 184 238 240 194 194
638 LUS 32 7 4 21 0 164 160 177 183 129 133 103 103 97 101 244 254 146 150 138 142 157 159 98 98 128 128 226 238 101 121 178 184 238 240 190 190
639 LUS 32 13 2 15 2 160 158 183 183 133 133 97 103 97 107 248 248 148 150 136 146 167 167 82 82 128 128 226 228 101 117 178 184 238 238 190 192
640 LUS 32 13 5 14 0 160 160 179 181 133 133 103 103 101 101 248 252 148 150 132 134 167 167 82 82 128 128 218 218 101 105 192 192 236 240 208 208
641 LUS 32 11 8 13 0 166 158 183 183 131 133 99 101 89 101 252 252 154 156 134 140 157 159 82 88 128 128 218 224 97 101 184 184 232 238 192 208
642 LUS 32 11 3 18 0 166 150 177 183 133 133 99 103 101 107 248 252 150 154 134 136 167 167 82 88 128 128 224 224 101 105 184 184 238 240 188 192
643 LUS 18 5 1 11 1 166 150 177 183 129 141 95 109 101 107 252 252 146 150 134 140 167 167 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
|644 LUS 32 11 3 18 0 168 150 173 177 129 129 103 103 89 89 244 252 148 150 134 136 167 167 88 98 120 128 224 226 101 121 184 184 240 240 188 192
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Anexo lll -Algoritmo de quantificagdo de amostras por tipo de
alelos

*

Prog : tesel.prg
Quantifica nimero ocorréncias dos tipos de classes de alelos,
existentes para cada genétipo, conforme critério definido nas
tabelas n25 e n2%6 (alelosteste.dbf).

Parametros: nenhum

*
*
*
*
*
*
*
* Input: Tabela de amostras/gendtipos (machos.dbf)

* Tabela de critérios de classificagdo de alelos por locus (alelosteste.dbf)
*

* Retorno : Tabela n225 de gendtipos (machos.dbf) com informacgdo atualizada
em cada gendtipo sobre:

nar = n2 de alelos raros

namr = n2 de alelos muito raros

namf = n2 de alelos muito frequentes

naf = n2 de alelos frequentes

natotal = n2 total de alelos por genétipo

*

*

* X X ¥ *

&& Abre as 2 tabelas necessdrias a este processo.
USE machos.dbf IN 0 EXCLUSIVE
USE alelosteste.dbf IN 0 EXCLUSIVE

SET DELETED ON
WAIT WINDOW " A contar as amostras com: "+CHR(13);

+""+CHR(13);

+" ALELOS MUITO RAROS(AMR)"+CHR(13);

+""+CHR(13);

+" ALELOS RAROS(AR)"+CHR(13);

+""+CHR(13);

+" ALELOS FREQUENTES(AF)"+CHR(13);

+""+CHR(13);

+" ALELOS MUITO FREQUENTES(AMF)." NOWAIT NOCLEAR
SET SAFETY OFF
&& Inicializa varidveis
namr=0
nar=0
namf=0
nacontados=0
natotal=0
naf=0
amrl=
amr2=
amr3=
amré4=
mrl=0
mr2=0
mr3=0
mr4=0
SELECT machos
REPLACE ALL machos.namr WITH O
REPLACE ALL machos.nar WITH 0
REPLACE ALL machos.namf WITH 0
REPLACE ALL machos.natotal WITH 0
REPLACE ALL machos.naf WITH 0
SELECT alelosteste
GO top
DO WHILE !EOF()

11=ALLTRIM(alelosteste.locus)
11a="machos."+ALLTRIM(I1)+"_a"
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11b="machos."+ALLTRIM(I1)+"_b"

I1lmra="machos."+ALLTRIM(I1)+"mr_a"
11mrb="machos."+ALLTRIM(I1)+"mr_b"
I1mfa="machos."+ALLTRIM(I1)+"mf_a"
I1mfb="machos."+ALLTRIM(I1)+"mf_b"

SELECT machos
GO TOP
DO WHILE !EOF()
IF ( &l1a>0.and.(;
&lla=alelosteste.amrl;
.or.&lla=alelosteste.amr2;
.or.&l1a=alelosteste.amr3;
.or.&lla=alelosteste.amr4;
.or.&|1la=alelosteste.amr5)) THEN
REPLACE machos.namr WITH namr+1
IF machos.namr=1 THEN
replace machos.amrl WITH ALLTRIM(I1)+"_a"
replace machos.mrl WITH &l1a
ELSE
IF machos.namr=2 THEN
replace machos.amr2 WITH ALLTRIM(I1)+"_a"
replace machos.mr2 WITH &l1a
ELSE
IF machos.namr=3 THEN
replace machos.amr3 WITH ALLTRIM(I1)+"_a"
replace machos.mr3 WITH &I1a
ELSE
IF machos.namr=4 THEN
replace machos.amr4 WITH ALLTRIM(I1)+"_a"
replace machos.mr4 WITH &I1a
ENDIF
ENDIF
ENDIF
ENDIF
REPLACE &I1mra WITH &I1a
ENDIF
IF ( &I1b>0.and.(;
&l1b=alelosteste.amrl;
.or.&l1b=alelosteste.amr2;
.or.&l1b=alelosteste.amr3;
.or.&l1b=alelosteste.amr4;
.or.&l1b=alelosteste.amr5)) THEN
IF &l1b!=&I1a THEN
REPLACE machos.namr WITH namr+1
ENDIF
IF machos.namr=1.and.&I1b!=&I1a THEN
replace machos.amrl WITH ALLTRIM(I1)+"_b"
replace machos.mrl WITH &I1b
ELSE
IF machos.namr=2.or.&|1b=&I1a THEN
replace machos.amr2 WITH ALLTRIM(I1)+"_b"
replace machos.mr2 WITH &l1b
ELSE
IF machos.namr=3 THEN
replace machos.amr3 WITH ALLTRIM(I1)+"_b"
replace machos.mr3 WITH &I1b
ELSE
IF machos.namr=4 THEN
replace machos.amr4 WITH ALLTRIM(I1)+"_b"
replace machos.mr4 WITH &l1b
ENDIF
ENDIF
ENDIF
ENDIF
REPLACE &I1mrb WITH &I1b
ENDIF
IF ( &l1a>0.and.(;

&lla=alelosteste.arl;
.or.&l1a=alelosteste.ar2;
.or.&l1a=alelosteste.ar3;
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.or.&l1a=alelosteste.ar4;
.or.&|la=alelosteste.ar5)) THEN
REPLACE machos.nar WITH nar+1

ENDIF .
IF ( &I1b>0.and.(;
&l1b=alelosteste.arl;
.or.&l1b=alelosteste.ar2;
.or.&l1b=alelosteste.ar3;
.or.&l1b=alelosteste.ar4;
.or.&l1b=alelosteste.ar5))THEN
REPLACE machos.nar WITH nar+1
ENDIF
IF ( &l1a>0.and.(;
&lla=alelosteste.amf1;
.or.&l1a=alelosteste.amf2;
.or.&l1a=alelosteste.amf3;
.or.&lla=alelosteste.amf4;
.or.&|la=alelosteste.amf5)) THEN
REPLACE machos.namf WITH namf+1
REPLACE &l1mfa WITH &l1a
ENDIF .
IF ( &I1b>0.and.(;
&l1b=alelosteste.amfl;
.or.&l1b=alelosteste.amf2;
.or.&l1b=alelosteste.amf3;
.or.&l1b=alelosteste.amf4;
.or.&l1b=alelosteste.amf5))THEN
IF &l1b!=&I1a THEN
REPLACE machos.namf WITH namf+1
ENDIF
REPLACE &I1mfb WITH &I1b
ENDIF

IF &l1b>0 THEN
REPLACE machos.natotal WITH machos.natotal+1
ENDIF
IF &l1a>0 THEN
REPLACE machos.natotal WITH machos.natotal+1
ENDIF
REPLACE machos.naf WITH machos.natotal-(machos.nar+machos.namr+machos.namf)
SKIP
ENDDO
SELECT alelosteste
SKIP
ENDDO
WAIT WINDOW "FIM" NOWAIT NOCLEAR
SELECT machos
BROWSE
RETURN .T.

*
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