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RESUMO

O rio Paraguagu, é o Unico exclusivamente baiano, muito importante
economicamente por abastecer a metrépole com pescado, e por dar subsidio as
muitas familias ribeirinhas, que dependem da pesca como meio de sobrevivéncia.
Varias espécies possuem grande interesse comercial na regido, dentre elas
Kalyptodoras bahiensis, um bagre da familia Doradidae pertencente a ordem
Siluriforme conhecido popularmente como “peracuca”. Sua morfologia é peculiar
podendo alcancar no maximo 80 cm de comprimento. A espécie € endémica da
bacia do Paraguacu, descrita principalmente no baixo curso do rio. Encontra-se
atualmente, ameacada de extincdo, em decorréncia das muitas constru¢des de
barramentos na regiao, além da pesca predatéria. Fazendo-se necessarios estudos
no sentido de evitar o desaparecimento desta espécie e a reducdo da sua
variabilidade genética. Este trabalho tem como propoésito criar um banco de DNA
preservado ‘in vitro” e caracterizar através de marcadores genético-moleculares e
citogenéticos a espécie Kalyptodoras bahiensis. Com essas informagdes sera
possivel proceder o monitoramento genético dos estoques naturais que se
encontram sob pressao de exploracdo comercial. Os resultados desta pesquisa
revelaram que a espécie ainda pode ser encontrada nas por¢cées do médio e baixo
Paraguagu, que apresentou um numero cariotipico igual a 58 cromossomos sendo
38 metacéntricos, 8 submetacéntrico, 8 subtelocéntricos e 4 acrocéntricos além do
par sexual, mostrando também que a mesma apresentou pouca variagdo em seus
padrbes genéticos intra-especificos estudados.

Palavra chave: ENDEMICA, EXTINGAO, NEOTROPICAL
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ABSTRACT

The Paraguacu river is the only exclusively from Bahia. It's economically very
important for supplying with fish the metropolis and give subsidy for many families
that depend on fishing as living. Several species have great commercial interest in
the region, one of them is Kalyptodoras bahiensis, a catfish from Doradidae family
and Siluriforme order, known as "peracuca." I'ts morphology is peculiar and it may
reach up to 80 cm long. This species is endemic of the Paraguacu watershed, mostly
in the lower course of the Paraguacu river. It's currently listed as an endangered
species due of overfishing and constructions of dams in the region. This work aims to
create a DNA database maintained "in vitro" and to recognize cytogenetic and
molecular patterns of Kalyptodoras bahiensis species, enabling genetic monitoring of
wild stocks that are under pressure from environmental exploration. This research
revealed that it’s still possible to find the peracuca in the middle and lower portions of
Paraguacu River, which presents a karyotypic number equal to 58 chromosomes,
among which 38 metacentric, 8 submetacentric, 8 subtelocentric and 4 acrocentric In
addition the pair of sex chromosome, showing that this species presented little
variation in their intra-specific genetic patterns.

Keyword: ENDEMICA, EXTINCAO, NEOTROPICAL.
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1. INTRODUCAO

A regidao Neotropical possui uma ictiofauna dulcicola considerada uma das
mais ricas e diversificadas do planeta, possuindo duas ordens de peixes bastante
representativas em numero de espécies, os Characiformes e os Siluriformes
(MEDRADO, 2009). Os peixes representam um dos grupos mais diversificado e
interessante para estudos de variabilidade genética e de evolugdo entre os
vertebrados (NELSON, 1984). A grande diversidade de espécies para este grupo é
explicada por ser um grupo de animais primitivos altamente heterogéneos,
submetidos a processos evolutivos em diferentes direcoes (CASTRO, 2009). Essa
grande diversidade de peixes, esta atrelada ao fato desta regido possuir ricas redes
hidrograficas, com biomas altamente diversificados.

A rede hidrografica brasileira é bastante complexa, diversificada e possuidora
de grandes riquezas, constituida por um conjunto de bacias e regides hidrograficas
com caracteristicas de ecossistemas bastante diferenciados, o que propicia o
desenvolvimento de multiplas espécies vivas da flora e da fauna aquatica. Esse
conjunto de ecossistemas aquaticos comporta, parte da rica biodiversidade brasileira
(ANA, 2009-2010). Nesta rede hidrografica encontram-se inseridos diversos rios
como o rio Paraguacu que esta totalmente localizado no territério do Nordeste
baiano, e em uma bacia neotropical, a Bacia do Paraguacu. Sendo este muito
importante para a regido, pois abastece com o pescado, boa parte da metrépole e
regiao metropolitana. Este rio é possuidor de uma ictiofauna muito extensa e
diversificada que, juntamente com o turismo local proporciona avangos econémicos
para os ribeirinhos. Apresenta também grande importancia ecoldgica, por possuir
espécies endémicas, como Kalyptodoras bahiensis, popularmente conhecida como
peracuca.

O endemismo ictiologico do nordeste brasileiro foi reconhecido por Vari
(1988), que definiu uma regiao denominada “Northeastern”, e por Menezes, (1996),
que incluiu os rios do nordeste como parte de “Northeastern Small Drainages”.
Entretanto, determinar diversidade, endemismo e padrbes de distribuicdo com base
em critérios objetivos, € uma tarefa comprometida pela auséncia de informacdes. A
fauna atual encontra-se extremamente reduzida em relacdo a que existia no

passado, devido aos processos histéricos, as alteracbes climaticas, e aos fatores



antrépicos, que possivelmente alteraram sua composi¢cdo original, com extin¢cdes
locais ou generalizadas (VARI, 1988).

Segundo S& et al., (2003) a ictiofauna vem passando por um processo rapido
de extingcao por causa da devastacao de ambientes aquaticos, em especial, corregos
e riachos das cabeceiras de rios maiores. A extincdo de espécies de peixes
endémicas, que sofrem grande pressdo de pesca, esta aumentando na mesma
proporcao da destruicdo dos ecossistemas aquaticos.

Para Agostinho (2005), as causas para a perda direta da biodiversidade em
ecossistemas aquaticos continentais brasileiros tém por fatores: poluicéo,
eutrofizacdo, assoreamento, construcao de barragens e controle de cheias, pesca e
introducao de espécies.

Diante da problematica do desaparecimento de espécies, muitos estudos
estdo sendo desenvolvidos com o proposito de conhecer e desenvolver projetos de
conservacao e manejo nas regides consideradas de riscos. Estudos genéticos com a
utilizagdo de marcadores moleculares e ferramentas citogenéticas sao considerados
instrumentos importantes para a realizacdo desses trabalhos, pois auxiliam em
projetos de conservagao do patriménio genéticos destes individuos.

O Estudo em genética de peixes é considerada uma area em ampla
expansao no Brasil. A consideravel diversidade de espécies que existe, aliada aos
avangos recentes nas pesquisas gendmicas, tem permitido que modelos de
estudo utilizando os peixes venham sendo cada vez mais frequientes (MARTINS,
2009).

A aplicacdo da genética em estudos de pesquisa basica, no que se refere a
este grupo de vertebrados, ocorre mediante uma soma significativa de trabalhos
que comecam a aparecer envolvendo analise aplicada na area da biologia da
conservacdo. Os estudos em peixes tem se delineado através da utilizacdo de
mapeamento de ligacdo, mapeamento fisico cromossémico, mapas de restricao

enzimatica e mapas de sequienciamento completo de genomas (MARTINS, 2009).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Area de Estudo.

A Bacia do Paraguacu & conhecida por ser uma das mais estratégicas do
Estado da Bahia estando localizada na regido central do Estado, entre as
coordenadas 12°40’ e 13°40’'S e 41°15’ e 41°40’0. Esta bacia é considerada de
grande importdncia para o sistema fluvial, estando seu territorio inteiramente
localizado na Bahia, onde drena cerca de 56.000km2. Seu comprimento é de
aproximadamente 360km e largura média em torno de 200km possuindo uma forma
retangular alongada, com escoamento no sentido geral oeste/leste(SENTGES et al,
2009-2011).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2010), a maioria do territério encontra-se situada na regido da Chapada Diamantina.
A Bacia atualmente abrange partes de cinco municipios, alguns deles considerados
de importancia histérica, como Mucugé e Andarai, criados no periodo aureo da

exploragdo de diamante.

41 -40 -39

Bahsa

50 100 150 km

Figura 1. Mapa do Rio Paraguagu localizado no Estado na Bahia. Fonte: Santos et
al, (2009).



O rio Paraguagu é o principal rio da Bacia. Sendo este o maior rio
exclusivamente baiano. Possuidor de nascentes diamentiferas, com margens férteis,
apropiado para a pesca além de ser navegavel no seu baixo curso. Esta localizado
na regido centro-leste do estado da Bahia, fazendo limite a leste com a bacia do
Reconcavo Norte e com a Bahia de Todos os Santos. Possui sua nascente nas
proximidades da localidade de Farinha molhada no municipio Barra da Estiva, e
toma a direcao norte, atravessando os municipios de Ibicoara, Mucugé e Andarai;
nesse trecho, recebe os rios Riachao (lbicoara), Rio Preto (Mucugé) e Bahiano
(Andarai). No seu alto curso estdo compreendidos 22 municipios distribuidos em
uma &rea de 12.860 Km? dos quais 9,8% é ocupado pelo Parque Nacional da
Chapada Diamantina (SOUZA, 2011). A vegetacdo ao longo do Rio Paraguacu
apresenta cenario bastante diversificado que é predominante em grande parte da
regiao central (IBGE, 2010).

Segundo Palma (2003), na Bacia do Paraguacu foi construido barragens
utilizadas para abastecimento de agua, a Unica fonte de agua para muitas regides
atingidas pelas grandes estiagens. Dentre as barragens construidas, destaca-se a
barragem Pedra do Cavalo, com capacidade de acumulacdo de 4.100 milhdes de
metros cubicos de agua, que abastece parte da regido metropolitana de Salvador.
No entanto estas constru¢des aliadas a diversos fatores vem provocando muitos
problemas de ordem ambiental que ocasionam o desaparecimento de muitas
espécies de fauna e da flora local.

Segundo o IBGE, (2010) os recursos naturais da regido da Bacia do Alto
Paraguacu, nos ultimos anos tém passado por uma indiscriminada exploracédo, em
geral sem conhecimento prévio das suas potencialidades, o que tem provocado
grandes prejuizos ao meio ambiente. E preciso que se conhecam as potencialidades
e limitacbes dessa area, permitindo que se estabelecam perspectivas de utilizacao,

planos de manejo, conservacao dos recursos e restricdes ao uso dos recursos.



2.2. Ordem Siluriforme

Segundo Reis et al,(2003) a regidao Neotropical possui uma ictiofauna
grandiosa e extremamente variada, possuindo aproximadamente 6.025 espécies,
distribuidas em 71 familias. Destas, 1.150 espécies ainda nao foram descritas
taxonomicamente.

De acordo com Reis, (2003) a ordem Siluriforme é considerada o segundo
maior grupo na regido Neotropical, com grande diversidade de formas e grande
distribuicdo. Os peixes dessa ordem sdo caracterizados por nao possuirem
escamas, cobertos por pele nua ou placas 6sseas; apresentam barbilhées ao redor
da boca, as nadadeiras sdo geralmente providas de espinhos com serras nas
margens. Muitas espécies apresentam corpo achatado, dorso-ventralmente,
adaptado a vida no fundo. Grande parte das espécies possui habitos noturnos ou
crepusculares.

Os Siluriformes frequentemente possuem um aculeo forte e pungente a frente
do primeiro raio das nadadeiras dorsais e peitorais, capazes de infringir graves
ferimentos e em algumas espécies, injetar um veneno produzido por células
glandulares localizadas no tecido epidérmico que cobre estes aculeos (ORTI, 2008).
O corpo desprovido de escamas pode ser revestido por uma pele espessa,
popularmente conhecida como couro, podendo também possuir o corpo coberto total
ou parcialmente com placas ésseas; geralmente possuem trés pares de barbilhdes,
que possivelmente sdo usados para localizar alimentos no fundo e orientar sua
natacdo (ALEXANDER, 1965; PAXTON E ESCHMEYER, 1998, apud ORTIZ, 2008).

Os peixes da ordem Siluriforme, conhecidos como bagres, sao muito
importantes tanto para a pesca comercial como de subsisténcia, e vem sendo assim
explorados ha varias décadas (FERREIRA, 2007). Apesar da importancia cientifica e
econbmica dos Siluriformes, o grupo apresenta diversos problemas sistematicos e
taxonémicos. O estudo de Pinna (1998) sobre a sistematica de representantes de
todos os principais grupos dessa ordem indicou, com base em dados morfolégicos,
que algumas familias formam agrupamentos polifiléticos enquanto varios grupos
tradicionais tiveram seu monofilétismo confirmado. Segundo Sullivan et al, (2006),

em um recente estudo dessa mesma ordem, com base em dados moleculares,



recuperam alguns dos grupos de Pinna (1998), indicando novos grupos e

apresentando uma nova proposta de relacionamento entre estes.

2.3 Familia Doradidae e Espécie Kalyptodoras bahiensis

Os membros da familia Doradidae sdo facilmente reconhecidos pela placa
nucal que precede a nadadeira dorsal e pelas ossificacbes bem desenvolvidas na
linha lateral que formam um apéndice espinhoso. Tipicamente, também possuem
barbelas (exceto a nasal), um nadadeira adiposa, e 4-6 raios na nadadeira dorsal
com um espinho no raio anterior. Estes peixes sdo algumas vezes chamados de
"gatos-peixes-falantes" por causa de sua habilidade em produzir som movendo suas
nadadeiras peitorais ou vibracbes com sua bexiga natatéria. Para a familia, somente
duas espécies de doradidae foram descritas nas bacias do costa leste brasileira:
Wertheimera maculata no rio Jequitinhonha e rio Pardo, e Kalyptodoras bahiensis do
rio Paraguacu (ALVES et al, 2008).

Os peixes da familia Doradidae pertencem a ordem siluriforme e correspondem
a uma familia de bagres de agua doce, endémica da América do Sul, e podem ser
separados em dois grupos, segundo a presenca de barbilhdo maxilar simples ou
ramificado. Estes animais sdo reconhecidos como um grupo monofilético, cujas
relacdes intra-genéricas sao pouco definidas (ORTIZ, 2008).

Os peixes Doradidaes possuem um complexo produtor de som, caracteristica
compartilhada com algumas outras familias de Siluriformes mesmo guardando com
estas diferentes niveis de relagdes de parentesco. As analises das relacbes de
parentesco entre as diferentes familias de Siluriformes, com entre os diferentes
géneros e espécies de uma mesma familia, em geral tem por base caracteristicas
osteoldgicas e de partes moles, além de dados moleculares (Ortiz, 2008).

Os peixes da familia Doradidae sédo onivoros, sua boca encontra-se localizada
inferiormente e ndo possuem dentes, seu focinho é alongado e tem a funcao de
capturar os alimentos: larvas de insetos e outros invertebrados, inclusive camardes e
moluscos, que vivem em meio aos detritos do fundo de rios e lagos. As espécies
desta familia podem ser encontradas em varios habitats, incluindo matas inundadas,
lagos de varzea e canais quando os cardumes sobem os rios (Ribeiro, M et al 2008-
2009).



A espécie Kalyptodoras bahiensis é um bagre Doradideo, conhecido
popularmente como “peracuca”, sua morfologia € peculiar, possuindo uma fileira de
placas oOsseas laterais ao longo do corpo com 4-6 raios macios e 3 pares de
barbilhnées, podendo alcancar no maximo 80 cm de comprimento descrito
principalmente, para o baixo curso do rio Paraguagu, e encontra-se atualmente
relacionado como espécie ameacada de extincdo de acordo com a instrugcédo
normativa de n° 5 do IBAMA, de 21 de maio de 2004. N4o se sabe muito sobre esta
espécie, ela foi descrita primeiramente a partir de exemplares coletados durante a
pré-construcdo da barragem de Pedra do Cavalo no baixo curso do rio Paraguagu e
desde entdo nao tem sido mais registrada a jusante da barragem e suas populagdes

vém apresentando uma diminuicdo de seus estoques.
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Figura 2 : Kalyptodoras bahiensis

De acordo com Livro Vermelho, (2008, MMA e Fundacao Biodiversitas)
Kalyptodoras bahiensis € uma espécie relativamente rara, que sO6 pode ser
encontrada no rio Paraguacu, na represa Pedra do Cavalo, esta espécie deve estar
extinta, pois € comum nos membros de médio porte da familia Doradidae a
preferéncia por ambientes correntosos. Por esse motivo, o represamento de alguns
trechos do rio pode causar sua extingdo. O trecho médio do rio Paraguacgu
apresenta-se relativamente bem preservado. A poluicdo das aguas e a destruicao da
vegetacao ciliar podem ter efeitos negativos na populagdo desta espécie. Outra



preocupacao é a introducao do tucunaré (Cichla sp.), e da tilapia (Oreochromis
niloticus), espécies aléctones atualmente disseminadas na bacia do rio Paraguagu

que competem por espaco e alimento com as espécies locais.

A posicao taxonbmica dessa espécie é a seguinte:

Classe Actinopterygii
Ordem Siluriforme
Subordem Siluroidei
Familia Doradidade
Género Kalyptodoras
Espécie Kalyptodoras bahiensis

Figura 3: Kalyptodoras bahiensis
Fonte: Baena, 2010

2.4 Estudos Genéticos

Segundo Martins et al,, (2002) até a década de 1970 o DNA era uma
molécula de dificil analise bioquimica. No entanto sabe-se atualmente gracas a
evolucao das tecnologias de manipulacdo do DNA, que ela é uma das moléculas
mais faceis de ser estudadas. Regides especificas do genoma podem ser, com
facilidades isoladas, propagadas em numero inimaginavel de vezes, além disso, sua
sequéncia nucleotidica pode ser conhecida em questao de horas. Isso gracas ao
desenvolvimento de duas tecnologias em particular, a restricio enzimatica e a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do Inglés Polymerase Chain Reaction) que
possibilitou avancgos significativos na manipulagdo do material genético. Estas

técnicas estao sendo amplamente usadas em organismos aquaticos.



A extensa diversidade dos recursos genéticos aquaticos que pode ser
entendida pelo conjunto da diversidade de espécies e pela propria diversidade
genética inter e intra-especificas sao componentes importantes da biodiversidade
como um todo (HILSDORF et al, 2006). No entanto apesar desta grande
diversidade e de sua importancia, de acordo com Brasil (2004), a hidrografia
brasileira que é detentora da mais rica ictiofauna da regido Neotropical, relaciona
135 espécies de peixes de agua doce em estado de vulnerabilidade ou em risco de
extincao relacionado na “Lista das Espécies Ameacgadas” produzida pelo Ministério
do Meio Ambiente.

Com o choque de maiores densidades humanas, industrializacdo, mudancas
e interferéncia nos habitats de agua doce e outras atividades provocadas pelo
homem, vem colocando em risco a estabilidade dos ambientes naturais em todo o
mundo(GARCIA et al., 2005).

Diante dessa grande problematica que veem ocorrendo com a ictiofauna
neotropical, diversos estudos genéticos estdo sendo desenvolvidos no sentido de
conhecer o potencial, genético destas espécies. Segundo Benites, (2008) o
alargamento de pesquisas sob a Optica biologica, ecologica e da variabilidade
genética das populagbes sdo de grande importdncia por poder proporcionar a
sustentabilidade destas espécies e dos ecossistemas estudados.

De acordo com Torres et al., (2004), métodos realizados em pesquisas
genéticas de populagbes e de sistematica molecular, tem concebido valiosas
contribuicbes ao entendimento da fauna de peixes que auxiliam de forma muito
eficaz na resolucdo de problemas de ordem ecolégica ligadas a preservacao de

ambientes naturais.

2.5. Analise Citogenética e Genética Molecular

2.5.1. Analise Citogenética

Segundo Tedesco (2006), o reconhecimento do caribtipo € o processo pelo
qual os cromossomos, em uma célula preparada adequadamente, sao identificados
e alocados para uma determinada classe, a qual presumivelmente pertence. Para a

analise dos cariétipos € necessario que as células estejam em metafase onde os
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cromossomos encontram-se condensados, para isso utiliza-se tecidos que se
encontram em constante divisdo celular.

A citogenética de peixes apresenta duas fases distintas, sendo a primeira
quando as preparagdes cromossémicas sao realizadas por secgdes de tecidos e a
segunda quando as preparacdes passam a ser feitas a partir de células isoladas,
através de suspensbes celulares (GALETTI-JUNIOR et al , 1981). Os peixes
constituem um dos grupos de animais de maior variacao cariotipica, com referéncia
de 2n = 16 até 2n = 250 cromossomos. Na ictiofauna Neotropical, a maior
concentragdo de informagbes cromossémicas encontra-se nos Characiformes e
Siluriformes, (LACERDA, 2005). Ja de acordo com Garcia:

Os peixes neotropicais de agua doce apresentam grande diversidade
cariotipica. Até o presente momento, 0 menor nimero dipldide relatado corresponde
a 2n=20 cromossomos para Peterolebias longipinnis, e 0 maior a 2n=134
cromossomos para Corydoras aeneus (Garcia et al 2005.;p 1)

Segundo Lacerda, (2005) atualmente pode-se observar um aumento nas
analises cromossOmicas em populagcdes de peixes, tendo se tornado cada vez mais
frequentes relatos de trabalhos em areas geograficas relativamente amplas. Estes
estudos ultrapassam um estagio de simples identificagdo do numero e da morfologia
dos cromossomos abrangendo uma abordagem populacional, onde sao analisados
diferentes tipos de polimorfismos e modos de diversificacdo cromossémica. A
variabilidade cariotipica verificada nesses estudos evidéncia a necessidade de uma
analise sistematica dos grupos naturais, levando em conta sua distribuicao
geografica e utilizando-se ao maximo as facilidades das técnicas ja desenvolvidas.

O avangco das técnicas € proporcional a qualidade das preparagoes
cromossémicas que permitiram um aumento sensivel do numero de espécies
estudadas e a descricdo das suas caracteristicas cromossémicas(FELDBERG,
PORTO & BERTOLLO, 1992).

Segundo Vieira et al, (2010) a citogenética de peixes, possui grande
importancia para estudos, com a taxonomia. A citotaxonomia tem constituido um dos
objetivos da citogenética para elucidacao a real histéria evolutiva dos organismos.
Nas ultimas décadas a citogenética teve um impulso significativo no seu espectro de
atuacao mostrando-se uma ciéncia dinamica que se adapta as necessidades e as
novas tecnologias, mantendo-se sempre como uma area em destague na genética.

Em especial para o grupo dos peixes a citogenética, tem solucionado diversos
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problemas ja levantados, e se propde a solucionar outros que surgem a todo o
momento, ha muito ainda a ser investigado no campo dos cromossomos.

Devido ao grande numero de espécies e por apresentarem caracteristicas
biolégicas peculiares, além de ocuparem uma posicao central na evolugdo dos
vertebrados, os peixes constituem um dos melhores grupos para estudos genéticos,
citogenéticos e evolutivos (TOLEDO-FILHO, 1978). Até o final dos anos 70, pouco
se conhecia sobre as caracteristicas citogenéticas da ictiofauna neotropical. Os
estudos citogenéticos nesse grupo de peixes incluem dados como: informacdes
sobre o padréao de distribuicdo da heterocromatina constitutiva, nimero e localizacéao
das regides organizadoras de nucléolo (RONs), bem como, identificacdo de
cromossomos sexuais diferenciados e presenca de cromossomos supernumerarios,
do tipo cromossomos B.

No decorrer de seu curso o rio Paraguacu apresenta uma ictiofauna
diversificada e pouco descrita na literatura, além das muitas espécies ameacadas de
extincdo. Os estudos da genética de populagdes de peixes tém contribuido de forma
relevante para o esclarecimento dos questionamentos relacionadas as estruturas
das populagdes selvagens ou cultivadas, de diversas espécies, desde sua origem a
caracteristicas peculiares, tais como sucesso reprodutivo, taxas de divergéncia
genéticas entre populagdes, migracdo, tamanho da populagdo, selecao natural.
(BORBA et al., 2009).

Desde o inicio da decada de 1990, programas de conservacdo de recursos
pesqueiros, tem utilizado como ferramenta marcadores citogenéticos na deteccao de
bancos selvagem, considerando-se a importancia ecologica do grupo, suas
caracteristicas biolégicas, a grande diversidade da ictiofauna neotropical e a
importancia da pesca em diversas regides do mundo, (TOLEDO-FILHO et al., 1992).

2.5.2. Analise Genético Molecular

Andlises moleculares estdo sendo usadas com sucesso no intuito de
caracterizar a ictiofauna neotropical. Trata-se de um importante instrumento que
oferece informacgdes Uteis para o direcionamento de programas de melhoramento e
manejo de bancos genéticos e conseqlente formacdo de bancos de DNA

preservado das espécies.
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Desde a década de 60 marcadores morfoldgicos e protéicos estdo sendo
utilizados em pesquisas para analisar a variabilidade populacional em peixes
(HILSDORF, 2002). Com o desenvolvimento das técnicas da biologia molecular,
diversos marcadores vém sendo localizados em regides do genoma nuclear e
mitocondrial (HILSDORF, 2002).

Segundo Hilsdorf (2002) os marcadores moleculares tornaram-se muito
importantes no estudo e avaliacdo genética de populagbes de peixes selvagens,
podendo ser usados para: estabelecimento da filogenia da espécie e da populacao;
determinacao da estrutura populacional de uma espécie; identificacao de linhagens;
Variacdo genética em populacdes selvagens e cultivadas; determinacédo do impacto
genético da introdugao de peixes cultivados em populacdes naturais, entre outras.

Diversas técnicas sao hoje utilizadas na identificacado de marcadores de DNA,
entre elas pode-se citar: ISSR ou SPAR-PCR (Single Primer Amplification Reaction-
Polymerase Chain Reaction), RFLP (Restriction Fragment Lentgh Polymorphism),
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragments Lenght
Polymorphism) e VNTRs (Variable Number Tandem Repeat Loci) (HILSDORF 2002).

Técnicas moleculares proporcionam a criacdo e caracterizagdo de bancos
genéticos selvagens (in situ), bancos genéticos preservados (in vitro), e bancos
genéticos cultivados (ex situ). Sendo que para o presente trabalho sera dado
enfoque aos bancos selvagens e preservado. Os dados genéticos vém dando
consideravel enfoque a ictiofauna neotropical, diante de sua grande diversidade,
onde tem sido objeto de varias publicagbes nos ultimos tempos (ver por ex.
Calgagnotto et al; 2001; Fernandes - Matioli e Almeida Toledo, 2001; Moysés et al.,
2005); Fonteles-Santos et al., 2005 Farias e Hrbek, 2008; Alves-Costa et al.,2008;
Sofia, et al.,2008; Orti, et al.,2008; Barbosa, et al.,2008) principalmente diante do
acentuado declinio de populacdo de peixes neotropicais em diferentes sistemas
hidrograficos brasileiros (GODOY, 1975; AZEVEDO 1972; BRAGA, 1982;
MENDONCA & MELO, 1994), desta forma a conservacao se faz urgente.

3. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento deste trabalho justifica-se por envolver uma regiao de
grande importancia econdmica e ecolégica. Sera usado como objeto de pesquisa
uma espécie endémica do rio Paraguagu que encontra-se ameacada de extingcao.
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Com os resultados esperados, diversas, outras agdes poderdo ser desenvolvidas
para que os estoques naturais desta espécie possam ser conservados nos poucos
locais onde se encontram.

Além do que ja foi exposto, este projeto possui um carater pioneiro para a
espécie Kalyptodoras bahiensis. Com os dados obtidos sera possivel conhecer a
distribuicdo geografica da espécie na regido do Paraguacu, como também inferir
acerca da variabilidade genética intra e interpopulacional, podendo posteriormente
estabelecer estudos de conservacdo e administracdo dos estoques pesqueiros

locais.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Caracterizacao de Kalyptodoras bahiensis popularmente conhecida como

peracuca, através de técnicas citogenéticas e genético-moleculares.

4.2 Objetivos Especificos

v Formacdo um banco genético, em forma de DNA preservado, de
Kalyptodoras bahiensis;

v’ Caracterizagao Kalyptodoras bahiensis através de marcadores moleculares;

v Caracterizacdo Kalyptodoras bahiensis, utilizando as técnicas citogenéticas
convencionais;

v' Conhecer a distribuicdo geografica de Kalyptodoras bahiensis;

v" Fornecer dados para estudos de conservacao e administracao dos estoques
pesqueiros locais;
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

5.1.1 Espécie Analisada

Foram coletados e analisados exemplares fémeas e machos de Kalyptodoras
bahiensis pertencente a familia Doradidade.

5.1.2 Locais de Coleta

Os exemplares de Kalyptodoras bahiensis foram coletados na porcdo do
médio e baixo Paraguacu pertencente a Bacia do Paraguacu(Figura 4).

42 41 40 33

Figura 4: Mapa indicando os principais pontos de coleta. 1:Fazenda Deus Andou, 2:
Rafael Jambeiro, 3:Bandeira de Melo, 4:Fazenda Palmas,5: Fazenda Touros.
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(a) Ponto 2 - Rafael Jambeiro (b) Ponto 3 de coleta Bandeira
de Melo

Figura 5. Imagens dos pontos de Coleta. (a) Ponto de coleta Bandeira de Melo e (b)
Rafael Jambeiro.

Foram coletados 121 exemplares de Kalyptodoras bahiensis em 5 estacdes de
amostragem. As amostragens foram realizadas durante o periodo de margo de 2008
a novembro de 2011. Apds as coletas, o material para as analises citogenéticas e
moleculares foi trazido para o Laborato6rio de Ictiogenética da Universidade Federal
do Recbncavo da Bahia (UFRB). Em cada ponto de coleta foi feito o
georreferenciamento atraves de GPS modelo GARMIM e Trex Legend.

5.2 Métodos

5.2.1 Citogenética

5.2.1.1 Obtengao dos cromossomos mitoticos

Para as analises citogenéticas foram coletados exemplares em 10 expedicoes,
sendo todas nas por¢cdes do médio e baixo Paraguacu.

O protocolo para obtencdo de placas metafasicas foi realizado através da
técnica descrita por Almeida-Toledo et al., (1993). Para a obtencdo das células
mitéticas foi retirado uma porcdo de rim, érgdo com funcdo hematopoiética

apresentando células em constante divisao.
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Para obtencdo de um maior numero de figuras mitéticas nas preparacées, foi

utilizada uma técnica que consiste em injetar previamente nos animais, uma solugéao

de fermento bioldgico. Essa técnica foi descrita inicialmente por Cole & Leavens

(1971) para anfibios e répteis, foi utilizada por Lee & Elder (1980) para pequenos

mamiferos e por Oliveira et al., (1988) para peixes. O procedimento utilizado foi o

seguinte:

1.

Preparar uma solugao de fermento biolégico (Fleischmann) na seguinte
proporcdo: 0,5 g de fermento, 0,5 g de acucar e 7 ml de agua destilada.
Incubar a solucao em banho-maria a 37°C por cerca de 20 minutos.
Injetar a solugdo dorso-lateralmente no peixe na proporcao de 1 ml para cada
100 g de peso do animal.

Deixar o animal em aquario bem aerado por 48 horas.

As preparagdes citolégicas para estudo de cromossomos metafasicos

somaticos foram realizadas a partir de células de rim posterior e anterior, obtidos in

vitro. A técnica utilizada para obtencao de figuras mitéticas foi descrita por Foresti et

al, (1993) consiste em:

1.

Injetar intraperitonialmente, fermento bioldgico. Deixa-lo nadando livremente

em aquario com aeragao;

2. Sacrificar o animal, retirando rins (porgao cefalica e posterior);

3. Colocar os tecidos retirados em placa de petri contendo cerca de 6 ml de

solucédo Hank’s;
Dissociar o material procurando obter uma suspensao de células; para tal,
primeiro dissociar o material com pincas de ponta fina e depois

homogeneizar com auxilio de uma pipeta Pasteur ou seringa de vidro;

5. Pingar 2 gotas de colchicina 0,02% com pipeta de Pauster;

6. Ressuspender 10 vezes bem devagar;

8
9

.Retirar a suspensdo da placa de petri e coloca-la em tubo de centrifuga.
Deixar o tubo no interior de uma estufa a 37°C por cerca de 15 minutos;
.Retirar e por 10 minutos na centrifuga a 1.200 rpm;

.Retirar o sobrenadante;

10 .P6r 6ml de kcl, ou complementar até chegar a 6ml;

11 .Ressuspender 30 vezes;

12 .Por na estufa 27 minutos a 37°C;
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13 .Quando faltar 5 minutos, preparar o fixador e coloca-lo no gelo;

14 .Retirar da estufa e colocar 10 gotas de fixador gelado recém preparado;
(metanol e acido acético na proporcao de 3:1, respectivamente;

15 .Ressuspender 30 vez bem faquinho;

16 .Deixar repousar por 5 minutos a temperatura ambiente;

17 .Adicionar 6 ml de fixador gelado e ressuspender a solugdo 50 vezes. Levar a
centrifuga (1200 £+ 100 rpm) por 10 minutos;

18 .Retirar 0 sobrenadante e ressuspender o precipitado em 6 ml de fixador
gelado. Centrifugar por 10 minutos a 1200 rpm;

19 .Retirar o sobrenadante e por 6 ml de fixador, ressuspender por 100 vezes
bem forte e por 6 minutos na centrifuga a mesma velocidade;

20 .Repetir o item 8 por 2 vezes;

Preparar laminas e pingar 2 gotas de material sobre cada uma. As laminas
devem estar sobre suporte no interior de um banho-maria a 60°C;
Para uma melhor caracterizacdo e visualizacdo dos cromossomos sera

utilizada a técnica basica de coloragao por Giemsa.

5.2.1.2 Analise Cariotipica

As preparacdes cromossémicas foram analisadas com o auxilio de um
microscépio de Luz. As melhores metafases foram separadas para registro
fotografico utilizando o microscopio 6ptico (aumento de 1000x) , foram fotografadas
fotomicroscopio com camara Sansung SDC-415.

A principio as fotos foram ampliadas com papel fotografico. Em seguida,
foram escaneadas com Scaner/Impressora HP Deskjet e resolucdo de 600 pixeis.
Os cromossomos foram recortados sendo feito o pareamento dos possiveis
homologos. A classificacdo cromossémica foi feita com o auxilio de um paquimetro
determinando o comprimento dos bragos dos cromossomos (bragos maiores e
bragcos menores) e o comprimento total do cromossomo. Estes foram identificados
de acordo com a relacédo de bracos (RB=comprimento do braco maior/comprimento
do braco menor). O numero fundamental (NF) foi determinado de acordo com o

namero de bragos cromossémicos, considerando-se 0s metacéntricos,



18

submetacéntrico e subtelocéntrico como tendo dois bragos. Aqueles cromossomos
com somente um braco foram classificados como (Levan et al, 1964)

5.2.1.3 Montagem do Cariétipo

Para a montagem do cariétipo os cromossomos foram organizados em
ordem crescente de tamanho, de acordo com as medidas efetuadas e os ajustes
visuais (Levan et al, 1964)

5.3 Molecular

Para as analises moleculares o material coletado foi levado para laboratério
de Ictiogenética da UFRB) onde se procedeu a organizacdo das amostras € o
inicio das extracdes do DNA total, sendo que de cada ponto de coleta, foi
preservado um espécime inteiro para posterior identificagao.

De todos os individuos amostrados foram retirados uma porcdo de
aproximadamente 1cm? da nadadeira caudal. Esse material foi identificado, rotulado,
e estocado em alcool etilico comum (92,8°), na proporcao de 1:3, em temperatura
ambiente (banco de tecido), e acondicionado em tubos tipo Eppendorf. O DNA
total de todos os exemplares amostrados foi extraido de acordo com o protocolo
fenol: cloroférmio descrito por Sambrook e colaboradores (1989).

Apobs a extracao foi colocado 100 pl de tampao TE (tris-EDTA) e deixado no
banho-maria a 37°C, durante 48 horas, para diluir o DNA. No dia seguinte todas
as amostras foram rotuladas e estocadas no freezer a —20°C, para a sua
conservacao e composicao do banco genético “in vitro”. Antes da estocagem em
freezer as amostras foram levadas ao espectrofotbmetro modelo Bioespecto
SP22 para medir a concentragao e o grau de pureza obtidos na extragao.

A concentracdo e a qualidade do DNA isolado foram também avaliadas em
gel de agarose 1,0%. Os padroes de amplificacdo de fragmentos de DNA
flanqueados por sequéncias repetitivas foram obtidos através do emprego da técnica
de SPAR-PCR (Single Primer Amplification Reaction-Polymerase Chain Reaction),
proposta por Gupta et al. (1994). Nessa técnica o DNA foi submetido a PCR,

empregando-se primers tetranucleotidicos de sequéncia repetitiva simples, o qual foi
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selecionado a partir de testes preliminares com um total de oito primers diferentes:
(TAGQG)4, (GGAC)4, (GACA)4, (GGAT)4, (AAGC)4, (CACT)4, (GGGT)4, € (AACC)4. O
DNA molde (5-10 ng) foi amplificado em um volume final de 30 pL contendo 10mM
Tris-HCI, pH 8,4, 0,5 % nonidet P-40, 50 mM KCI, 5,0 mM MgCl,, 100 uM de cada
dNTP, 5 pmol de primers e 1,25 unidade de Tag DNA polimerase (Life
Technologies).

O processo de amplificacao ocorreu em 33 ciclos. Em cada ciclo, inicialmente
o DNA foi desnaturado em elevada temperatura, em seguida a temperatura foi
baixada para permitir o anelamento do primer em regides homoélogas encontradas
no genoma. Logo em seguida deu-se uma elevacao da temperatura para permitir a
atuacao da Taq polimerase e a sintese de polinucleotideo complementar a uma das
fitas da regido intermediaria entre dois sitios de anelamento do primer localizados
em fitas opostas. Apds a etapa de polimerizacdo, o ciclo seguinte foi iniciado e
novamente os componentes foram misturados.

A amplificagcdo foi realizada em termociclador Eppendorf® Mastercycler
Gradient. Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,4% e
corados com brometo de etidio (5 mg/L). A visualizacao dos padrdes foi feita sob luz
ultravioleta e os géis fotografados em sistema de fotodocumentagéao de gel.

6. RESULTADO E DISCUSSAO

6.1 Resultados Citogenéticos

Os resultados obtidos por meio das preparacgdes citogenéticas revelaram que a
Kalyptodoras bahiensis possui 2n= 58 cromossomos e formula cromossémica
38M+8SM+8ST+4A, tanto para exemplares machos como para os exemplares
fémeas.

Estes resultados corroboram com aqueles ja descritos na literatura, onde o
menor numero dipléide encontrado é 2n=42, e o maior numero diploide é 2n=62 para
o género Siluriforme (GARCIA et al, 2005). E é reafirmado com os dados visto na
literatura para a familia Doradidae onde observa-se a manutengdo do numero

dipléide de 2n=58 nas espécies estudadas sendo que o seu caridtipo €
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principalmente constituido por elementos de dois bracos. De todas as espécies da
familia Doradidae ja estudada apenas uma, a Trachydoras sp. apresenta 2n=56 uma
situacao unica dentro do grupo (FENOCCHIO et al 1993 apud GARCIA, 2005).

Na andlise das laminas foi observado que as preparacdes citogenéticas
ocorreram com sucesso devido a grande quantidade de metafases encontradas.
Analisando a morfologia dos cromossomos mitoticos, foi visualizado que estes
encontravam-se bastante condensados, e que 0s cromossomos poderiam ser
classificados em metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico,
resultado, que concorda com outros ja publicados para espécies do grupo (CAMILO,
2004) & (RIBEIRO, 2007).

Os dados obtidos com estas andlises mostraram que do ponto de vista
evolutivo dentro da familia Doradidae, ndo é perceptivel grandes variacées. No
entanto, quando se compara estes resultados com aqueles ja descritos para todo o
grupo Siluriforme nota-se uma maior distingdo com relacdo ao numero de

cromossomos e a formula cromossdmica relacionado a sua evolugéo (ENDO, 2006).

Figura 6. Cromossomos metafasicos de Kalyptodoras bahiensis submetidos a

coloragao convensional com Giemsa.
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Figura 07: Caribtipo de Kalyptodoras bahiensis submetidos a coloragdao convencional
com Giemsa evidenciando os 28 pares de cromossomos autossdmicos
(metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntrico e acrocéntrico) e o par 29 de

Cromossomos sexuais.

6.2 Genética Molecular

De todo o material analisado foi obtido boas concentracdes de DNA em quase
todas as amostras extraidas, variando entre C= 30 ng/ul e C= 75 ng/ul. Pbde-se
observar também que na maioria das extracées se conseguiu um grau de pureza
excelente variando entre P = 1,7 e P = 1, 8, sendo que o DNA considerado puro e de
qualidade deve variar entre 1,7 a 2,0. Isto possibilitou um melhor aproveitamento das
amostras.

Foi observado que a espécie Kalyptodoras bahiensis, foi encontrada, em
nossas amostragens, na porcao do médio e baixo Paraguacu (Rafael Jambeiro,
Fazenda Palmas, Bandeira de Melo, Fazenda Touros e Fazenda Deus Andou),
indicando que essas areas devem ser alvo de medidas de conservagdo € manejo
para a preservacao da espécie. Foi constatado que nas proximidades do municipio

de Cabaceiras do Paraguagu (baixo Paraguacu), local influenciado pelo lago
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formado pelo represamento das aguas do rio Paraguacu, a espécie em estudo néo
foi encontrada. Esses dados concordam com os achados por Santos (2005), que
relata que a espécie em questdo foi muito capturada no passado, a jusante da
barragem Pedra do Cavalo e hoje ndo tem sido mais registrada nesse local. O
mesmo autor refere que suas populagcdes vem apresentando sinais de declinio em
seus estoques nos outros locais de captura.

A partir do banco genético constituido, foi realizado um trabalho de
caracterizagdo genética por meio de marcadores moleculares do tipo microssatélites
utilizando a técnica de SPAR-PCR. Dos oito primers testados dois (TAGG e AAGC)
amplificaram e se mostraram informativos para a espécie estudada (Figura 8 e 9).

As amplificacdes refletiram diretamente a distribuicdo de sequéncias
repetitivas simples no genoma dos espécimes analisados. Foram obtidos perfis
eletroforéticos da espécie nos 5 locais amostrados, 0s quais apresentaram baixa
variagcdo nos exemplares analisados. Dessa forma, tornaram-se disponiveis dois
marcadores diagnosticos padrao, ou seja, espécie-especificos, que caracterizaram
Kalyptodoras bahiensis.

Os primers testados produziram diferentes padroées de SPAR onde um total
de dois locus foi observado para ambos os marcadores. A variacdo de tamanho dos
produtos amplificados ficou entre 492 a 738 e pb para o primer AAGC e 492 e 984
pb para o primer TAGG.

Neste trabalho os marcadores utilizados nao apresentaram diferencas
marcantes entre as populacdes analisadas e praticamente ndo discriminaram
variagdes entre o genoma de individuos de uma mesma populagcédo. Os fragmentos
obtidos nos individuos avaliados mostraram alto grau de monomorfismo entre os
espécimes. As figuras 8 e 9 apresentam os produtos de amplificagdo gerados pelos
primers AAGC e TAGG, respectivamente. Observa-se que o primer AACG (Figura 8)
apresentou um padrdo de bandas com um primeiro locus com algum grau de
polimorfismo no exemplar amostrado na Fazenda Deus Andou e um segundo com
alto grau de monomorfismo em todas as amostras. Para o primer TAGG (Figura 9) o
primeiro locus apresentou-se bastante monomérfico e o segundo mostrou algum

grau de polimorfimo nas amostras coletadas na Fazenda Touros.



23

(A) (B)
Lader 1 3 4 3 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Fig 8. Produtos de amplificacdo gerados pelo primer (AAGC), na espécie
Kalyptodoras bahiensis. (A) Marcador de peso molecular, 123 DNA ladder
(GibcoBRL) e (B) K. bahiensis (pistas 1 a 19). Sendo pista 1 a 4 amostras da
Fazenda Touros, de 5 a 8 amostras da Fazenda Palmas, 9 a 12 amostras de
Bandeira de Melo, 13 a 15 amostras de Rafael Jambeiro e 16 a 19 amostras da

Fazenda Deus Andou.

(A)
Lader 1 g 4 S 11 12 13 14 15 16

Fig 9. Produtos de amplificacdo gerados pelo primer (TAGG), na espécie
Kalyptodoras bahiensis. (A) Marcador de peso molecular, 123 DNA ladder
(GibcoBRL) e (B) K. bahiensis (pistas 1 a 19). Sendo pista 1 a 4 amostras da
Fazenda Touros, de 5 a 8 amostras da Fazenda Palmas, 9 a 12 amostras de
Bandeira de Melo, 13 a 15 amostras de Rafael Jambeiro e 16 a 19 amostras da

Fazenda Deus Andou.
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Os dois primers analisados produziram pouca diferenca nos padrées de
fragmentos de SPAR, com nimero de bandas nitidas e reproduziveis geradas. Entre
as populacdes foi possivel verificar a pequena variacao dos produtos amplificados.
Ao analisar os perfis eletroforéticos dos diferentes individuos através da separacao
dos fragmentos de DNA, p6de-se observar a existéncia de poucas bandas espécie-
especificas, ou seja, poucos fragmentos estdo presentes em individuos de uma
populacdo e ausentes em outra, resultado que corrobora como o0s achados de
(BIGNOTTO et al., 2002)

Marcadores moleculares, baseados na sequéncias de microssatélites, tém
possibilitado grande deteccdo de polimorfismo interpopulacional em comparacao
com marcadores morfolégicos ou baseados na analise de proteinas. Neste trabalho,
os fragmentos amplificados com os primers analisados constituiram marcadores
estaveis apresentado pouca variacdo intraespecifica e interpopulacional entre os
individuos avaliados.

Para os espécimes coletados na Fazenda Deus Andou e Fazenda Touros foi
observado certo grau de polimorfismo apontando que os referidos locais necessitam
de um olhar mais criterioso. Com isso pode-se inferir que esses locais devem ser
alvo de programas que propdem o0 manejo visando contribuir para a protecao,
conservacao e uso do potencial genético (variabilidade genética) das populacdes
selvagens de espécies nativas.

7.CONSIDERACOES FINAIS

No processo de extragcdo de DNA para que se obtenha um banco de material
genético preservado de qualidade é necessario a obtencao de boas concentracdes e
otimos graus de pureza do DNA, para que se possa posteriormente realizar outras
investigacbes genéticas e de conservagao.

O banco de biomateriais obtido em forma de DNA preservado “in vitro” podera
ser usado com eficiéncia em estudos genéticos utilizando marcadores moleculares a
qualquer tempo;

Ao longo da evolucao dos Siluriformes em particular aqueles representantes da
familia Doradidae, ndo foi possivel perceber nenhuma mudanca significativa no

padrao cariotipico evidenciado através da manutencdo do numero e da féormula
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cromossémica que se mantiveram sem grandes alteragdes quando comparados com
outros representantes da familia Doradidae.

As informacdes citogenéticas e os dados moleculares obtidas irdo permitir a
delimitacdo de regides que necessitam de preservacdo do potencial genético das
espécies, além de fornecer subsidio para guiar futuros programas de cultivo,
repovoamento e conservagao desta espécie.

O material produzido nesse projeto servira de base, para um instrumento
importante na definicdo de uma politica de monitoramento e conservagao, do
patrimbénio genético de Kalyptodoras bahiensis como também dos ecossistemas
aquaticos continentais, visando a preservacdo da biodiversidade e o uso

responsavel dos recursos genéticos de peixes neotropicais.
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coleta

N° Ponto Localidade Animal Latitude Longitudes

1 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03“ 40° 28’ 59,14”
2 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03“ 40° 28’ 59,14”
3 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14
4 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03“ 40° 28’ 59,14”
5 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14
6 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14
7 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
8 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
9 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
10 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
11 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
12 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
13 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
14 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
15 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
16 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
17 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
18 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
19 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
20 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
21 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
22 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
23 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
24 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03“ 40° 28’ 59,14”
25 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
26 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
27 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
28 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
29 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
30 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”




31 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98
32 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98
33 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98
34 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
35 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
36 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
37 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
38 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
39 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
40 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
41 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
42 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
43 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
44 3 Igrejinha vivo -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
45 4 Rafael Jambeiro | vivo -12° 32’ 13,33” 39° 48 13,72”
46 4 Rafael Jambeiro | vivo -12° 32’ 13,33” 39° 48 13,72”
47 4 Rafael Jambeiro | vivo -12° 32’ 13,33” 39° 48 13,72”
48 4 Rafael Jambeiro | vivo -12° 32’ 13,33” 39° 48 13,72”
49 4 Rafael Jambeiro | vivo -12° 32’ 13,33” 39° 48 13,72”
50 4 Rafael Jambeiro | morto -12° 32’ 13,33” 39° 48 13,72”
51 3 Igrejinha morto -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98
52 3 Igrejinha morto -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98
53 3 Igrejinha morto -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98
54 3 Igrejinha morto -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98
55 3 Igrejinha morto -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
56 3 Igrejinha morto -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
57 3 Igrejinha morto -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
58 3 Igrejinha morto -13° 01’ 28,10” 40° 40’ 52,98”
59 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14
60 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14
61 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03“ 40° 28’ 59,14”
62 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03“ 40° 28’ 59,14”
63 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14
64 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03“ 40° 28’ 59,14”
65 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14
66 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
67 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
68 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
69 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
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70 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
71 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
72 4 Rafael Jambeiro | vivo -12° 32’ 13,33” 39° 48 13,72”
73 4 Rafael Jambeiro | vivo -12° 32’ 13,33” 39° 48 13,72”
74 4 Rafael Jambeiro | vivo -12° 32 13,33” 39° 48 13,72”
75 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
76 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
77 2 Bandeira de Melo | vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
78 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
79 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
80 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
81 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
82 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
83 2 Bandeira de Melo |vivo -13° 02’ 08,63” 40° 48’ 39,02”
84 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
85 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
86 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
87 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
88 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
89 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
90 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
91 1 Fazenda Palmas |vivo 12° 56’ 42,03" 40° 28’ 59,14”
92 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
93 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
94 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
95 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
96 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
97 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
98 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
99 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
100 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
101 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
102 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
103 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
104 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
105 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
106 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
107 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
108 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
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109 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
110 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
111 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
112 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
113 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
114 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
115 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
116 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
117 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
118 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
119 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
120 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
121 5 Fazenda Touros | morto -12°41' 24,30" -40°07' 01,10"
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