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RESUMO

A piscicultura marinha sempre se apresentou extremamente promissora frente a
extensao do litoral do Brasil. Contudo, para que isso se torne uma realidade estudos
sistematicos das espécies alvo tem de ser otimizados. Dessa, forma o presente
trabalho contribuiu com informagdes tanto sobre 0s aspectos nutricionais bem como
aspectos genéticos do robalo-peva Centropomus parallelus no litoral do Estado do
Espirito Santo. Foram realizados cinco experimentos, na area de nutrigdo, em que
foram avaliados os seguintes parametros nutricionais: (a) o grau de crescimento
compensatorio; (b) aplicagdo de diferentes granulometrias do pellet para racédo
experimental; (c) comparacdes entre ragdes comerciais e a experimental e, por fim;
(d) o impacto do uso de Vitamina C e prebi6tico sob o desenvolvimento da espécie.
Os resultados obtidos comprovam a existéncia de crescimento compensatorio da
espécie em grau de compensagéo total e que a granulometria ideal do pellet da
racao foi de 4 mm (p<0,05.). A ragédo INVE NRD e a Ragédo Experimental foram
superiores para os indices de ganho de peso e taxa de crescimento especifico
(p<0,05). Entretanto, néo foi observado diferengas significativas (p<0,05) para uso
de aditivos na ragdo comercial. Para as analises genéticas, foram analisados 759pb
do gene citocromo b em 107 amostras de robalo peva em quatro estados da costa
da brasileira. Os resultados obtidos indicam que ndo ha grande estruturacao
genética entre populagdes estudadas (AMOVA 4,59;, p<0,00098), contudo foi
observado uma grande quantidade de haplétipos especificos em varias localidades
mas em baixa frequéncia. Os resultados obtidos irdo permitir uma otimizagao do
sistema de produgéo dos animais bem como sugerem que amostras introduzidas
de outros Estados néo irdo impactar os animais da costa do ES.

Palavras-chave: Piscicultura marinha, Espécie nativa, Conservagdo de recursos genéticos animais

e Marcadores moleculares.
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ABSTRACT

The Brazilian coast was always promising for aquaculture mainly because it's broad
extension however, there is a substantial need of biological information from the
target species. The aim of this study was increase the nutritional and genetic
knowledge from the Fat Snook (Centropomus parallelus) along the Espirito Santo
State coast (Southeast Brazil) by the execution of five experiments. Four
experiments were conducted in the nutrition field, where the following parameters
were evaluated: (a) the degree of compensatory growth observed in the specie; (b)
test to define optimal particle size pellet for an experimental diet; (c) growth
performance test between commercial and experimental diets; and (d) growth
performance test for a diet supplemented with Vitamin C and probiotic. The results
confirm the existence of full compensatory growth in the Fat Snook and the
observation that 4 mm particle size pellet performed better with the experimental
diet (p<0.05). The commercial INVE NRD and experimental diets showed the best
growth rate (p<0.05), nevertheless no significant differences (p < 0.05) were
observed for vitamin C and supplemented diets. For genetic study was analyzed
759 bp from mitochondrial cytochrome b gene in 107 samples originated from four
Brazilian States. The results indicate that there is low genetic structure among
populations studied (AMOVA 4. 59; p<0.00098), however it were observed a large
amount of rare haplotypes in several locations. The patterns observed in this study
will permit an optimization of the Fat Snook production system and suggest that
samples introduced from other states might not impact the animals of Espirito Santo
coast.

Key words; Aquaculture, native species, animal genetic resources conservation,
molecular markers.
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INTRODUGAO GERAL

A produgado mundial de pescado até o ano 2000, era proveniente em grande parte
da pesca exirativista, onde muitos barcos capturavam poucos peixes,
demonstrando uma producgao limitada do setor, perante uma crescente demanda
do mercado por organismos aquaticos (CREPALDI et al.,, 2007). Nesse cenario de
pouca oferta e muita procura, a aquicultura tornou-se uma excelente alternativa
para atender o mercado, avan¢gando com produgdo e chegando atualmente a
contribuir com 42% na produgdo mundial de pescado (FAO, 2010). Segundo a
mesma instituic@o, a expectativa é que a atividade se torne a principal fornecedora
de pescado até 2020.

O Brasil, contém a maior reserva de agua doce superficial do planeta (6.000 bilhdes
de m®; ANA, 2009), 8500 km de costa marinha, condigbes climéaticas favoraveis
(CAVALLI, et al, 2011) e uma rica diversidade de espécies nativas com potencial
para o cultivo. Segundo o boletim estatistico do ano de 2010 (BRASIL, 2011), o
Brasil € 0 17° colocado no ranking mundial de producdo aquicola, tendo a tilapia,
uma espécie exotica, como principal peixe cultivado. Em ambiente marinho, a

produgéo é considerada inexistente.

Algumas espécies nativas da costa brasileira se destacam pelo potencial o cultivo,
sendo elas: os robalos (Centropomus spp.); as garoupas (Epinephelus spp.); 0s
vermelhos (Lutjanus spp.) e o beijupira (Rachycentron canadum). Porém, para que
a atividade se consolide e possa atender as demandas, bem como para que o Brasil
caminhe de acordo com o panorama mundial da aquicultura, torna-se de
fundamental importancia o investimento em pesquisa e o desenvolvimento de

tecnologia de produgéo.

O robalo-peva (Centropomus parallelus) é uma das poucas espécies marinhas que

R Y T I T T T L Y T T v T - U Y S
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A espécie é considerada um dos recursos pesqueiros mais importantes, do ponto
de vista social, para as populagdes humanas tradicionais do litoral do Brasil. A
exploragdo desse recurso, inicialmente equilibbrada e sustentavel, exercida
principalmente como fonte de subsisténcia através da pesca, passou a ser cada
vez mais intensiva em decorréncia da demanda do mercado e da pesca recreativa
(TIBA, 2007).

O litoral do Estado do Espirito Santo possui ecossistemas aquaticos continentais,
onde o robalo habita suas aguas costeiras além de adentrar nos seus estuarios e
rio. Segundo o boletim estatistico da pesca do Espirito Santo (BRASIL, 2013), o
estado produziu em 2011, com pesca extrativista, 4500 Kg das espécies C.
parallelus e C. undecimalis. Diante do potencial hidrico e com o dominio técnico da
reproducgdo artificial, esse peixe passa a ser uma alternativa de renda, atendendo
assim, aos programas de piscicultura em aguas continentais, estuarinas e marinhas
(AOKI et al., 2002).

Motivada pelas aptidGes para a piscicultura marinha, foi criada a Rede Capixaba de
Pesquisa com robalo peva — RECAPER, uma organizagdo multinstitucional,
formada para estudar a viabilidade do cultivo sustentavel da espécie. A rede formou
importantes parcerias entre a empresas privada de piscicultura marinha, que
desenvolveu e adaptou tecnologia de producéo de larvas de robalo-peva em escala
comercial, uma fabrica de ragdo animal, produzindo ragdes especificas para a
espécie, com o Centro Universitario Norte do Espirito Santo — CEUNES/UFES, a
Associagao dos Pescadores de Sdo Mateus — APESAM e a Universidade de Vila
Velha— UVV. Desde 2010 a rede vem executando experimentos com C. parallelus,
sendo essa dissertagdo uma consequéncia dessa linha de pesquisa criada nos

ultimos anos.

Certos avancos ja foram alcancados com relacdo a producao da espécie. obtendo
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produtores utilizar para alimentagéo do robalo-peva, ragdes para peixes carnivoros
de agua doce (TSUZUKI & BERESTINAS, 2008).

Outro aspecto relevante para otimizagao da fase de terminagao e engorda, sao 0s
possiveis avangos gerados por programas de melhoramento genético. Segundo
RESENDE et al. (2008) o melhoramento de espécies nativas é a chave para o
desenvolvimento da aquicultura do Brasil, pois gera consideraveis incrementos na
taxa de crescimento, refletindo em redugdo no custo de producdo e alto
desempenho zootécnico.

Perante a preocupagéo com a conservagao e as lacunas existentes na piscicultura
do C. parallelus, o presente estudo avaliou a estrutura genética de diferentes
populagdes, formando uma base de dados para futuros programas de
melhoramento genético e verificou, através de experimentos, os efeitos de uma
racdo experimental no cultivo do C. parallelus.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Realizar estudos zootécnicos e genéticos do robalo-peva, Centropomus parallelus,
de forma a subsidiar as bases para futuros programas de conservagao, piscicultura
e melhoramento genético da espécie.

Objetivos especificos

Avialinr a Aiviareidadas AanA&dticra Aa cendAdrino M narallaliie nar maoin Aa marcadAarae Ao
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CAPITULO 1: Desenvolvimento de uma ragdo para robalo-peva (Centropomus
parallelus, Poey 1860)
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RESUMO

A piscicultura marinha sempre se apresentou extremamente promissora frente a
extensao do litoral do Brasil. Contudo, para que isso se torne uma realidade estudos
sistematicos das espécies alvo tem de ser otimizados. Dessa, forma o presente
trabalho contribuiu para adicionar conhecimentos sobre os aspectos nutricionais do
robalo-peva (C. parallelus). De forma especifica, foi formulado uma racao
experimental e por meio de cinco experimentos foram avaliados os seguintes
parametros: (a) grau de crescimento compensatorio; (b) comparagao entre racao
de peixes onivoros e a experimental; (c) aplicagcao de diferentes granulometrias do
pellet para ragédo experimental; (d) comparagdes entre ragcdes comerciais e a
experimental e, por fim; (d) o impacto do uso de Vitamina C sob o desenvolvimento
da espécie. Os experimentos foram conduzidos em sistema de recirculagéo e
tanques rede locados respectivamente no Centro Universitario Norte do Espirito
Santo — CEUNES/UFES e no estuario do rio Sdo Mateus, ES. Os resultados obtidos
comprovam a existéncia de crescimento compensatoério da espécie em grau de
compensagao total. A racdo experimental proporcionou melhores desenvolvimento
dos peixes quando camparados aos alimentados com a ragao para peixes onivoros.
Para granulometria de pellet, a que melhor proporcionou desenvolvimento dos
peixes foi a ragdo de 4 mm (P<0,05.). Dentre as diferentes ragdes avaliadas no
quarto experimento, a ragdo Importada e a Ragcdo Experimental, obtiveram
resultados estatisticos superiores para os indices de ganho de peso e taxa de
crescimento especifico. Avaliando o uso de vitamina C na ragdo experimental, os

resultados ndo mostraram diferenga estatistica entre os tratamentos.

Palavras-chave: Piscicultura marinha, peixes carnivoros, espécie nativa e sustentabilidade
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INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da tecnologia de produg¢do massiva de juvenis de robalo-
peva (Centropomus parallelus) em laboratérios, diversos locais no Brasil realizam
tentativas de engorda da espécie, embora de forma nédo quantificada e instavel
(CERQUEIRA, 2005). A falta de informagéao sobre as exigéncias nutricionais,
juntamente com a determinagéo do tipo de racdo e o adequado manejo alimentar
tornam-se os principais entraves para viabilidade do cultivo.

Os gastos com alimentagéo representam entre 60 e 80% do custo total da produgao
(KUBITZA, 1999). Segundo WEATHERLEY & GILL (1987) dietas balanceadas
influenciam o comportamento, a integridade estrutural, a saude, as fungdes
fisioldgicas e a reprodugéo. Para GODDARD (1996) e KUBTZA & LOVSHIN (1999),
além de dietas balanceadas, o conhecimento de estratégias alimentares 6timas é
essencial para maximizar uma produgao aquicola. No caso do robalo-peva, pouco
se sabe sobre sua alimentagéo.

Assim como os demais peixes carnivoros, o robalo-peva possui intestino curto e
menos eficiente, quando comparado aos peixes onivoros. No entanto para haver
crescimento dos tecidos, que geram os desejados indices produtivos, essa espécie,
assim como na natureza, deve consumir alimentos com elevados niveis de
proteina, para compensar sua ineficiéncia digestiva. TUCKER (2000) sugere que
para peixes marinhos, como é o caso da espécie, os niveis de proteina no alimento

estdo préximos a 50%.

Atualmente, nos modernos sistemas de aquacultura intensiva, os peixes sao
criados em altas densidades utilizando grandes quantidades de ragdo. Sob estas
condicbes certamente haverda alta concentragdo de amoénia, oriunda dos

excrementos ou da excrec¢do de nitrogénio, conjuntamente com a diminuicdo dos
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GONGCALVES (2009) sugere que o uso de dietas contendo aditivos pode ser uma
medida preventiva com o intuito de auxiliar na manutengéo do bem estar metabolico

e contribuindo, consequentemente, para a melhora do desempenho animal.

Além de determinar dietas balanceadas e adequadas, o conhecimento de
estratégias alimentares 6timas séo essenciais. Segundo CAMARGO et al. (2008),
em sistemas de cultivo o fornecimento diario de alimento pode ser desnecessario,
ja que os peixes passam naturalmente por periodos de jejum durante o ciclo de
vida. Tal fenbmeno natural & conhecido tecnicamente como “crescimento
compensatério” e seus efeitos na piscicultura sob a diminuigdo do custo de
produgéo, mao-de-obra e descarga de matéria organica na agua ja foram descritos
por ALl et al. (2003), RIBEIRO (2007), ORTIZ et al. (2008), SALOMAO et al. (2011),
SANTOS (2011) e JOBLING et al. (1994).

Considerando a engorda do robalo-peva um tema muito questionado e com poucos
estudos consistentes acerca do assunto, o presente trabalho analisou o
desenvolvimento do C. parallelus através de cinco experimentos.

MATERIAL E METODO

Foram realizados cinco experimentos para analisar o desenvolvimento do robalo
peva alimentados com uma ragéo experimental extrusada (tabela 1). Os dados de
exigéncias nutricionais para formulacdo da ragdo foram baseados nas seguintes
bibliografias: NUTRIENT REQUIREMENTS OF WARMWATER FISHE (1983);
CAVALHEIRO (2000); NUTRIENT REQUEREMENTS OF FISH (2003); SOUZA et
al. (2010). A quantidade de ragéo ofertada diariamente em todos os experimentos
foi baseada em 3% da biomassa do tanque (OLIVEIRA; 2013).
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soltura e ainda fechados, os sacos foram mantidos flutuando na superficie da agua
dos tanques por uma hora, para aclimatagéo da temperatura.
Tabela 1. Composigdo percentual de uma ragéo

experimental formulada para fase de engorda e
terminacdo do robalo-peva (Centropomus

parallelus).

Alimentos %
Farinha de peixe 55 FAPESA 53,86
Gordura de aves NT 4,63
Quirera de arroz NT brus 10
2010 - Premix peixe vaccinar 1,0
Vitamina C 35 PROT 0,02
Proteina de soja concentrada 24,35
Niveis de Garantia da racao

Gordura (Gord) 12,00%
Célcio (Ca) 4,80%
Amido (Amido) 10,46%
Potéssio (K) 0,82%
Ferro (Fe) 450,29 mg/kg
Zinco (Zn) 261,73 mg/kg
Vitamina A (VitA) 20,00 KUlI/kg
Vitamina C (VitC) 600,00 Ul’kg
Acido Pantoténico 37,50 mg/kg
Triptofano (Tript) 0,43%
Materia Seca (MS) 88,78%
Proteina (PB) 47, 77%
Fibra (FB) 1,37%
Fosforo (P) 2,56%
Ac. Linolénico w3 (W3) 10,94%
Sédio (Na) 0,41%
Cobre (Cu) 32,19 mg/kg
lodo (1) 1,25 mg/kg
Vitamina D (VitD) 5,00 KUI’kg
Tiamina (TiB1) 25,00 mg/kg
Fenilalanina-Tironin 3,28%
Valina (Valin) 2,27%
Proteina Animal 32,32%
Cinzas (Cinza) 17,92%
Energia Metabolizada 3,3580 Mcal/Kg
Ac. Linoleico wé (W6) 6,35%

Magnésio (Mg) 0,15%
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A salinidade, temperatura, pH, Oxigénio Dissolvido (OD) e aménia (N-NHs) foram
monitorados a cada 15 dias com um multiparametro YSI, modelo Professional Plus.
Os valores médios dos parametros de qualidade da agua analisados para os dois
sistemas de cultivo estéo presentes na Tabela 2.

Tabela 2: Parametros de qualidade da agua medidos nos dois
sistemas experimentais de cultivo do C. parallelus. Sdo Mates, ES.

Sistemas
Parametros T.R* REC.*
Temp. (C9) 26,7 (£2,40) 28,40 (+2,80)
pH 7,30 ( £0,50) 7,17 (£ 0,38)
OD (mg/litro) 5,06 (+ 0,91) 6,02 (+1,33)
N-NHs (mg/litro) 0,036 ( +0,005) 0,023 ( £0,002)
Salinidade (ppm) 57 (£1,12) 53(£0,5)

* Tanque rede (T.R.); Sistema de recirculagdo (REC.)

Os quatro primeiros experimentos, foram conduzidos em sistema fechado de
recirculagcdo continua de agua, instalado em uma estufa agricola da fazenda
experimental do Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES/UFES),
municipio de S&o Mateus, ES (18°42’ S 39°52’ O). Os peixes foram distribuidos em

tanques de 150 litros, sendo 30% da agua renovada semanalmente (Figura 1).

weow W
W vew w
e \g

Figura 1: Croqui do sistema fechado de recirculagéo continua de
agua utilizado nos experimentos com juvenis de Centropomus
parallelus no Centro Universitario Norte do Espirito Santo —
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para a filtragem quimica. Para o retorno da agua as unidades experimentais, trés
moto-bombas submersas com vazédo de 1950 L/h foram utilizadas. A sifonagem dos
tanques, para o recolhimento das fezes e restos de ragéo era realizada diariamente
com uma mangueira de trés metros de comprimento e 10 mm de diametro.

Experimento 1: Crescimento Compensatério em juvenis de C. parallelus

O protocolo escolhido para verificar o grau de crescimento compensatério em
juvenis de robalo-peva, foi o alternado entre periodos de restrigbes e
realimentagdes (ALl et al, 2003). O teste durou 30 dias, sendo os tratamentos
descritos abaixo aplicados na primeira quinzena. Posteriormente todos os peixes
foram alimentados diariamente por mais 15 dias. A ragéo experimental foi utilizada

em todas as etapas.

Periodo: 11 de novembro a 11 de dezembro de 2010

Média da biomassa inicial: 15 peixes/tanque (0,74 g/litro)

Média de peso e comprimento padrao dos peixes: 7,4 g (£ 2,4) e 7,1 cm (£ 0,7)
Frequéncia das pesagens e biometrias: 15 dias

Tratamentos:

1) Alimentagéao diaria (Controle);
2) Restricao 2:1 (2 dias em jejum: 1 dia de alimentagao);
3) Restricédo 4:1 (4 dias em jejum: 1 dia de alimentagao).

Experimento 2: Comparacdo entre a racdo experimental e racdo de tildpia

A ragao de tilapia extrusada e com granulometria do pellet de 2 mm. A composigao
basica, indicada pelo rétulo do produto, esta presente na tabela 3.
Neste experimento houve avaliagdo do indice hepatossomatico e
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Tratamentos:

1) Ragao experimental
2) Ragao onivoro

Experimento 3: Diferentes granulometrias da racido experimental

A determinacdo do tamanho ideial do pellet da ragdo esté préximo a 20% da
abertura da boca do peixe (MABILIA; 2005). Para medir essa abertura, antes do
inicio do experimento, foram amostrados aleatoriamente 10 peixes. Todos foram
anestesiados com eugenol, diluido em agua a concentracéo de 50 mg/litro (VIDAL
et al. 2006) e com auxilio de uma pinga cirdrgica, realizou-se a abertura da boca e
com um paquimetro (0,1 mm) mediu a distancia entre a ponta da pré-maxila
(superior) e a maxila inferior. A distancia média obtida foi de 16,3 mm, sendo o
tamanho ideal do pellet 3,26 mm. Nao havendo a possibilidade da fabricagdo deste
tamanho de racdo, devido a padronizagdo comercial do fabricante, optou-se pelos
testes das granulometrias de 2 e 4 mm.

Periodo 17 de margo a 16 de junho de 2011

Média da biomassa inicial: 10 peixes/tanque (0,7 g/litro)

Média de peso e comprimento padréao dos peixes: 10,4 g (+ 1,5) e 8,2 cm (+ 0,4)
Frequéncia das pesagens e biometrias: 30 dias

Tratamentos:
1) Racédo experimental 2 mm

2) Racao experimental 4 mm

Experimento 4: Comparacao da racao experimental com outras comerciais para
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Periodo: 24 de fevereiro a 27 de maio de 2012
Média da biomassa inicial: 10 peixes/tanque (0,12 g/litro)
Média de peso e comprimento padrdo dos peixes: 1,759 (+ 1,5) e 4,3 cm (£ 1,0)

Frequéncia das pesagens e biometrias: 20 dias

Tratamentos:

1) Racédo Experimental (controle)
2) Racao Nacional
3) Ragao Importada

Experimento 5: Uso de vitamina C na racdo experimental

Com apoio da Associagdo de Pescadores de Sao Mateus — APESAM, o quinto e
ultimo experimento foi executado em tanques-rede. 12 tanques de 6 m3 e malha de
15 mm, foram alocados na area de piscicultura da associagdo no rio Cricaré
(18°43'6.90"S 39°48'51.72"0). Os associados além de ceder o espago, forneceram

a mao-de-obra para alimenta¢do e manuten¢éo dos tanques (Figura 2).

Para evitar fuga de peixes, bols6es de polietileno de 6 m® com 6 mm de malha, foram
acoplados internamente aos tanques-rede e mantidos nos quatro primeiros meses

de cultivo.

Periodo: 30 de abril de 2012 a 04 de julho de 2013
Média da biomassa inicial: 205 peixes/tanque (0,11 g/litro)
Média de peso e comprimento padrao dos peixes: 3,05 g (+ 1,3) e 5,1 cm (+ 0,7)

Frequéncia das pesagens e biometrias: 180 dias

1\ Rardan Raca 1+ ANON mA kAa-1 Aa \V/itamina C (~Aantrala)
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Tabela 3. Valores nutricional das ragdes utilizadas nos experimentos conforme disponibilizado
pelos fabricantes.

Racéo (niveis de garantia por kg do produto)
EXPERIMENTAL NACIONAL IMPORTADA TILAPIA

Proteina bruta 47,7 % 45,0 % 57,0 % 36,0 %
Fibra Bruta 1,37 % 5,0 % 1,0 % 6,0 %
Extrato Etéreo 12,00 % 7,0% 14,5 % 8,0 %
Matéria Mineral 17,92 % 13,0 % 13,0 % 12,0 %
Umidade 11,20 % 12,0 % 7,0 % 12,0 %
Caélcio 4,80 % 2,5% 1,7 % 1,80 %
Foésforo 2,56 % 7,0 % 1,4 % 0,60 %

Figura 2: Tanques rede utilizados em testes de cultivo de C.
parallelus na area de piscicultura da Associagéo de Pescadores de
Sé&o Mateus — APESAM. Sao Mateus, ES.
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Para o procedimento de pesagem e biometria, 10% dos peixes foram amostrados
em cada unidade experimental e anestesiados individualmente (VIDAL et al. 2006),
pesados em balan¢ca com capacidade maxima de 100 g e com precisao de 0,1 g.
Para medida de comprimento utilizou um ictibmetro artesanal de precisao
milimétrica. Posteriormente os peixes foram direcionados para um reservatério de
15 litros contendo agua sem anestésico, onde retomaram os movimentos normais,

podendo entdo ser devolvido aos tanques (Figura 3).

Para pesagem do figado e da gordura visceral, foram abatidos trés peixes de cada
parcela no final do experimento 2. Com tesoura e pinga cirirgicas de ponta fina,
realizou-se um corte ventral, estendendo do anus até Istmo branquial, extraindo o
figado e a gordura visceral. Para pesagem foi necessario uma balanga analitica de

quatro casas decimais.

Figura 3: (a) Biometria e (b) pesagem do C. parallelus utilizando, respectivamente, um ictiometro
artesanal (precisdo milimétrica) e pesola com capacidade maxima de 100g (preciséo de 1g).

Os experimentos em sistema de recirculagéo foram conduzidos no Delineamento
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RESULTADOS

Experimento 1: Crescimento Compensatério em juvenis de C. parallelus

A avalicdo da existéncia e do grau de crescimento compensatério em juvenis de
robalo-peva, mostra que durante a etapa de privagdo alimentar, os peixes do
tratamento controle (alimentagéo diaria) atingiram os maiores indices de ganho de
peso e taxa de crescimento especifico, quando comparado aos demais tratamentos
pelo teste de TUKEY (P<0,05). Ndo houve diferenca estatistica entre os

tratamentos restricao 2:1 e restrigéo 4:1.

Com o retorno da alimentagéo diaria, os peixes dos tratamentos restricao 2:1 e
restricdo 4:1, atingiram maiores ganhos de peso e taxas de crescimento especifico
em relacdo ao tratamento controle. O tratamento restricdo 4:1 apresentou

resultados superiores aos demais tratamentos para os indices avaliados (tabela 4).

Tabela 4: Ganho de Peso (GP) e Taxa de Crescimento Especifico (TCE) de
juvenis de C. parallelus ao passarem por um periodo de 15 dias de restricao
alimentar seguidos de mais 15 dias com alimentacao didria.

GP (g) TCE (%cm/dia)
Tratamentos 1-15dias 16-30dias 1-15dias 16-30 dias
Controle 1,23 a 0,35¢ 0,97 a 0,09c¢c
Rest. 2:1 0,33 b 0,63b 0,29b 0,53b
Rest. 4:1 0,16 b 1,36 a 0,15b 1,10 a
CV% 20,80 12,40 24,93 10,30
DMS 0,35 0,25 0,34 0,17

Teste de Tukey (P<0,05) com as letras diferindo na vertical.

O desenvolvimento dos peixes que passaram pelas restricdes alimentares, apos as
duas etapas (30 dias), alcangaram o grau de compensacao total, pois atingiram os

mesmos ganhos de peso e taxas de crescimento especifico do tratamento controle,
Aan eorarm avalindne nalAa tocte Ao THIKEY (DenN NEN (Tahala BY



30

Tabela 5: Avaliagdo do grau de crescimento
compensatério medido através do Ganho de Peso
(GP) e Taxa de Crescimento Especifico (TCE) em
juvenis de C. parallelus apés 30 dias de
experimento.

30 Dias
Tratamentos GP (g9) TCE (%/dia)
Controle 1,16 a 0,90 a
Rest. 2:1 0,96 a 0,82 a
Rest. 4:1 1,53 a 1,25a
CV% 19,94 18,48
DMS 0,71 0,53
Teste de Tukey (P<0,05) com as letras diferindo na

vertical.

Os efeitos dos tratamentos ndo foram identificados na avaliagdo do fator de

condigdo k em nenhuma das etapas deste experimento.

Experimento 2: Comparacéo da racdo experimental com racéo de tilapia

Os dados apresentados na tabela 6, mostram que os peixes alimentados com a
racao experimental, ganhou 1,0 g de peso a mais que 0s peixes do tratamento
racao de tilapia. As andlises estatisticas, ndo identificaram diferenga entre os
tratamentos em nenhuma das etapas para as Taxas de Crescimento Especifico e
os indices Hepassomatico e Gordurovisceral.

Tabela 6. Ganho de peso (GP), Taxa de Crescimento Especifico
(TCE), indice hepatossomatico (IHS) e indice de gordura visceral (IGV)
de juvenis de C. parallelus alimentados com diferentes granulometrias
da ragao experimental.

Ragao GP (g) TCE (%/dia) IHS IGV
Tilapia 3,54 b 0,34 a 0,73a 0,68a
Experimental 454 a 0,39 a 0,87a 0,81a

* Médias ndo seguidas da mesma letra, na coluna, diferem pelo teste de
Tukev. a 5% de probabilidade de erro.
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racao experimental, obtiveram melhores resultados que os peixes do tratamento
racao de tilapia (tabela 7).

Tabela 7: Fator de condigdo K de juvenis de C.
parallelus  alimentados  com  diferentes
granulometrias de uma ragdo experimental
formulada para espécie.

Fator de condicéo k

Ragdes Inicial Final
Tilapia 1,90 a 1,90 b
Experimental 1,89 a 2,05a
CV% 0,05 1,04
DMS 1,04 0,06
Teste de Tukey (P<0,05) com as letras diferindo na
vertical.

Experimento 3: Diferentes granulometrias da racdo experimental

O tratamento Exp. 4 mm, proporcionou aos peixes maiores taxas de ganho de peso
e crescimento especifico, quando comparadas pelo teste de Tukey (P< 0,05) as
taxas do tratamento Exp. 2mm (tabela 8).

Tabela 8. Ganho de peso (GP), Taxa de Crescimento
Especifico (TCE) de juvenis de C. parallelus
alimentados com diferentes granulometrias da ragao
experimental.

Tratamentos GP (g) TCE (%/dia)
Exp. 2 mm 454 b 0,39 a

Exp. 4 mm 6.05a 0,49 a

* Médias ndo seguidas da mesma letra, na coluna,

diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
de erro.

Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos para o fator de condigao k.

Experimento 4: Comparacio entre a racdo experimental e comerciais.

N naivean abBmmantadas Anarm & Damnfasn Eunarimanitial A [Inarmarkacdda Awvmyso o s re rvs
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Tabela 9: Ganho de Peso (g) e Taxa de Crescimento Espécifico
(%cm/dia) em juvenis de C. parallelus alimentados com trés tipos

de ragéo para peixes carnivoros.

Racoes GP (g) TCE (%/dia)
R. Experimental (Controle) 3,21 a 1,17 b

R. Importada 4,38 a 1,41a

R. Nacional 1,22b 0,55¢
CV% 17,42 5,01
DMS 1,47 0,15

Teste de Tukey (P<0,05) com as letras diferindo na vertical.

Para o fator de condigéo k, nao foram observadas diferencas estatisticas entre os

tratamentos.

Experimento 5: Uso de aditivos na racdo experimental

O aumento das doses de Vitamina C na ragdo experimental, ndo originou

diferencas estatisticas entre os tratamentos para nenhum dos indices avaliados

(tabela 10).

Tabela 10: Uso de Vitamina C na ragdo experimental para ganho de peso
(GP), taxa de crescimento especifico (TCE - %cm/dia) e fator de condigdo k
em C. parallelus cultivados em sistema de tanques-rede no rio Cricaré, Sao

Mateus, ES.

Tratamentos GP (9) TCE K
Ragéo Exp. (controle) 57,63 a 0,80a 1,02a
Ragao Exp. + 1200 ppm de Vit. C 60,67 a 0,84a 1,14a
Ragéo Exp. + 2000 ppm de Vit. C 54,11 a 0,80a 1,03a
CV% 7,84 6,22 8,64
DMS 11,87 0,13 0,24

Teste de Tukey (P<0,05) com as letras diferindo na vertical.

DISCUSSAO
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Partindo dessa referéncia é que se optou em testar jejuns menos rigorosos,
alternando entre as alimentagdes periodos de até quatro dias em jejum. RIBEIRO
(2007) encontrou resultado semelhante mantendo a mesma espécie por até trés
semanas em jejum.

WEATHERLEY & GILL (1987) indicam que durante a privagdo alimentar, os
processos organicos essenciais sdo mantidos a custa das reservas energéticas
enddgenas, o que resulta em progressivo esgotamento e desgaste dos tecidos
corporais. Como pode ser observado no presente trabalho, os peixes submetidos
aos ciclos de restricao alimentar, apresentaram um déficit de peso e crescimento
quando comparados aos peixes do tratamento controle, apoés os 15 dias de

privagéo.

De acordo com SOUZA (2007), os peixes séao bem adaptados a sobreviverem por
periodos longos de privagao alimentar, apresentando habilidade de recuperar-se
por meio de alteragbes comportamentais, fisioldgicas e bioquimicas. Na tabela 3,
nota-se a coeréncia da citagdo anterior, em que os peixes do tratamento restricao
4:1, jejum mais rigoroso entre os avaliados, se recuperaram totalmente durante a

fase da realimentacéo e atingiram os melhores resultados que os demais.

O principio do ganho compensatério ainda é muito questionavel e algumas
hipéteses tentam explicar tal fendmeno. Segundo MOMMSEN & PLISETSKAYA
(1991), os peixes séo bioquimicos e hormonalmente preparados para compensar o
processo de utilizagdo de alimentos apos periodo de privagéo alimentar. RIBEIRO
(2007), estudando o crescimento compensatério de juvenis de robalo-peva, apos
passarem por até trés semanas de privacdo total alimento, obteve resultados
semelhantes aos apresentados neste estudo, comprovando a existéncia do

crescimento compensatério para espécie.
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podem gerar menor desperdicio de ragéo, proporcionando ao produtor maior

flexibilidade na alimentacdo, economizando ragdo e mao-de-obra.

ALl et al (2003) propdem diferentes graus de compensacdo para peixes
submetidos a privagao alimentar. Para este trabalho, os peixes que passaram pela
restricdo, atingiram o grau de compensagado total durante a realimentagéo,
chegando ao final do experimento com mesmo ganho de peso e crescimento dos

peixes alimentados continuamente.

O fator de condigcéo k é bastante utilizado no estudo da biologia de peixes, pois
fornece importantes informagbes sobre o estado fisiolégico desses animais,
supondo que individuos com maior massa em um dado comprimento estdo em
melhor condig¢éo (LIMA-JUNIOR et al., 2004). Como os tratamentos do Experimento
1 foram aplicados apenas nos 15 primeiros dias, acredita-se que o tempo néo foi
suficiente para gerar uma significativa alteragéo no fator ao ponto de diferencia-los

dentre os tratamentos.

No segundo experimento, a escolha da ragao de tildpia como tratamento controle,
levou em consideracao a existéncia na regiao norte do Espirito Santo, embora nao
quantificada e pouco estabelecidas, tentativas de produg¢ao do robalo-peva, sendo
normalmente a ragao de tilapia utilizada para a engorda, devido a facil aquisicdao no
mercado local e menor prego. Para comparar os efeitos dessa ragdo com a ragao
experimental em juvenis de robalo-peva, optou-se como tratamento controle a

racado para peixes onivoros (tilapia).

Espécies de habito alimentar carnivoro, como o robalo, exigem dietas de elevado
nivel proteico, devido a estrutura adaptativa do trato digestorio, caracterizada por
um intestino curto, enquanto peixes onivoros apresentam intestino mais longo,

permitindo que o alimento permanec¢a mais tempo em contato com as enzimas,
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Para saber os efeitos dessas dietas sob o figado dos peixes, calculou-se o indice
hepatossomatico. Segundo LAIDLEY et al. (1988), a diferenga desse indice pode
ser resultado de um maior acimulo de gordura no figado, fruto de distdrbio no
metabolismo, ou de um aumento da gliconeogénese, induzida por um possivel
estresse. Sugere-se para o presente estudo, que a manutengao da boa qualidade
do sistema de cultivo, possibilitou um estavel nivel de estresse e embora a ragao
para peixes onivoro, tenha proporcionado um menor desenvolvimento nos peixes,
ndo gerou significativos disturbios no metabolismo e por esse provavel motivo nao

houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Resultado similar ao indice hepatossomatico (HPS) foi encontrado para o indice
gordurovisceral (GVS). Segundo SOUZA (2003), a deposi¢ao de gordura visceral
pode ser usada pelo peixe em situagbes de restrigdo alimentar. Como no
experimento os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, entende-se que néo
houve a necessidade de gerar reservas e, por isso, nao houve diferenga estatistica
entre os tratamentos durante o periodo experimental.

Para os resultados do Experimento 3, TONINI et al. (2007) estudando o habito
alimentar natural do robalo-peva no sul da Bahia, descreve-o como predadores
visuais, tendo como caracteristica a otimizagdo dos gastos energéticos com a
busca do alimento, ROTTA (2003) sugere que um dos aspectos a serem levados
em consideragdo na alimentagao de peixes € o tamanho da boca. Se o criador ndo
souber as dimensdes da boca, pode fornecer o alimento em particulas muito
grandes podendo os peixes morrerem de subnutrigdo. Quando as particulas de
alimento sdo acentuadamente menores do que a boca, os peixes gastam mais
energia para ingerir a quantidade de alimento adequada para suprir suas
necessidades nutricionais. Particulas muito pequenas tendem a poluir mais
rapidamente a agua de cultivo, como também a perderem rapidamente suas
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O conhecimento de héabitos e preferéncias alimentares e sua relagdo com a
anatomia do sistema digestivo dos peixes sdo necessarios, pois permitem
desenvolver ragcées adequadas para melhor desenvolvimento, aliado a menores
custos de produgcao. Em geral a industria de alimentagdo animal brasileira, utiliza
dados referentes a nutricdo de espécies de clima temperado (NRC, 1993) para
formular ragbes para peixes carnivoros. Esta € uma pratica muito questionavel, uma
vez que as exigéncias nutricionais das diferentes espécies de peixes podem ser
influenciadas por varios fatores, tais como tamanho do peixe, temperatura da agua,
fungédo fisiolégica, qualidade da proteina, energia dietética n&o proteica
(carboidratos e lipidios), economicidade da formulagéo e a relagé@o energia:proteina
das ragoes (KUBITZA e CYRINO, 1999).

A ragao experimental, desempenhou nos peixes do quarto experimento, resultados
promissores para o cultivo da espécie. Mesmo possuindo um menor percentual de
proteina, os peixes alimentados com essa ragéo alcancaram o mesmos indices de
ganho de peso que os peixes do tratamento racdo Importada. ROBINSON & LI,
(1997) afirmam que dentre os macronutrientes a proteina é o item mais importante
e mais caro da racao, afetando principalmente a criagcdo de espécies carnivoras,
que requerem altos niveis de proteina animal na dieta, tornando a ragdo mais

onerosa.

Salienta-se, no entanto, que, apesar da importancia atribuida a concentracéo
proteica ideal, os peixes exigem uma dieta equilbrada em aminoacidos
indispensaveis (PEZZATO et al., 2004), que devem estar presentes em adequadas
proporcoes nas dietas, obtidos pela combinagéo de ingredientes ou suplementados
na forma sintética (STOREBAKKEN et al., 2000). Novos testes na formulacao da
racao experimental precisam ser realizados, uma vez que melhorias podem ser
notadas ao melhor conhecer a relagédo citada anteriormente.
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susceptibilidade as doencas em consequéncia da deterioragdo da qualidade da

agua e do aumento das condigdes de estresse.

Segundo ROTTA (2003), o acido ascorbico influencia diretamente o crescimento
dos peixes, pois em fungdo importante na formacao do colageno, que € o principal
componente do esqueleto. Entretanto, assim como os resultados apresentados
neste estudo, outros autores como o MELLO et al (1999) nado observaram
diferengas significativas no ganho de peso de alevinos de piaugu para
suplementacéo de vitamina C. Mesmo resultado foi relatado por Almeida (2003),
que nao observou diferengas (p>0,05) no desempenho de pacu alimentado com
esse tipo de aditivo. Como a ragéo experimental (base) continha em sua formulagao
uma pequena quantidade de vitamina C, 600 mg.kg™', acredita-se que essa
quantidade tenha gerado os mesmos efeitos sob os cardumes dos demais
tratamentos que continham maiores quantias desse aditivo, pois segundo SANTOS
& OBA (2009) estudando dietas para manejo dos peixes cultivados, as vitaminas
sdo compostos necessarios em quantidades pequenas para o crescimento,
reprodugao e saude normais dos peixes.

Os estudos com o uso de aditivos naturais como promotores de crescimento em
racoes para peixes e seus efeitos sobre o desempenho produtivo ainda séo muitos
contraditérios, sendo necessarios mais estudos para a melhor elucidacdo dos
efeitos e de sua eficacia na piscicultura.
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CONCLUSAO

Os primeiros testes da ragdo comprovaram a aceitagdo e o desenvolvimento do
robalo-peva em diferentes sistemas de cultivo. Os juvenis submetidos a técnica de
crescimento compensatério, atingiram o grau de compensacao total, podendo o
modelo adotado ser aplicado em sistemas de cultivo, proporcionando uma maior
flexibilidade no planejamento da alimentagéao que reflita em economia de ragéo e
mao de obra. A ragéo experimetal mostrou-se mais indicada para alimentagcéo da
espécie do que a racao de tilapia. O pellet, com a granulometria de 4 mm é o mais
apropriado para a alimentagéo da espécie com individuos com peso o médio de 10
g. A formulagéo experimental obteve resultados positivos quando comparada as
racOes comerciais para peixes carnivoros, porém nenhum efeito foi observado com
0 aumento das doses de vitamina C em sua composigado. No entanto novos testes
com a formulagdo devem ser realizados para otimizar a produgédo da espécie em

cativeiro.
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Capitulo 2: Diversidade genética do robalo-peva (Centropomus parallelus, Poey

1860): Desafios da piscicultura e conservagao da espécie.
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RESUMO

Dentre as espécies nativas da costa brasileira com aptidéo para piscicultura, o
robalo-peva (Centropomus parallelus) é uma das espécies marinhas que ja se
detém informagdes sobre sua tecnologia produtiva. Embora em ambiente natural o
robalo peva alcance tamanhos promissores de 75 cm e pesd aproximado de 4 kg,
na piscicultura a espécie ndo atingiu patamares de uma produgdo comercial. V—\
exemplo das espécies exdticas cultivadas atualmente, acredita-se, que o
melhoramento genético possa aumentar os indices produtivos do robalo peva. IPara
iniciar um programa de melhoramento é fundamental o conhecimento da
variabilidade genética entre as populagdes selvagens da espécie para auxiliar no
estabelecimento dos recursos genéticos a serem usadoé. O presente estudo
coletou 115 amostras de nadadeira caudal do robalo em quatro estados da costa
da brasileira e por meio de comparagdes de 759 pares de bases de parte do gene
mitocondrial citocromo b, realizou o estudo sobre a diversidade genética da
espécie. Foram observados 28 polimorfismos na sequéncia analisada bem como
32 haplotipos foram identificados. Os resultados obtidos indicam que n&o ha
estruturagcdo genética muito evidente entre populagbes estudadas (AMOVA
15,84%. P=0.00098). Os resultados observados irdo auxiliar tanto o processo de
introdugdo de novos animais bem como a definicdo de familias dos futuros

programas de melhoramento da regio.

Palavras-chave: Conservagao de recursos genéticos animais, Piscicultura Marinha e Marcadores

Moleculares.
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INTRODUCAO

A importancia da carne de peixe para alimentagdo humana tem transformado a
piscicultura em uma fonte essencial de alimento, além de aliviar a presséao de
captura sobre os estoques naturais de algumas espécies. Dados da FAO (2012)
mostram que das quase 800 espécies de peixes identificadas nas capturas
marinhas, aproximadamente 12% tém sido usadas na aquicultura. Para o salméao
do Atlantico (Salmo salar), perca-gigante (Lates calcarifer), beijupira (Rachycentron
canadum), robalo-europeu (Dicentrarchus labrax) e dourada (Sparus aurata), a
eficiéncia relativa da producédo da aquicultura sobre a pesca tem sido superior a
97% (SERRALHEIRO, 2012).

Assim como na pesca extrativista, a aquicultura se ndo bem planejada pode gerar
uma serie de impactos ambientais. A introdugdo de espécies exoticas nos
ecossistemas, representa atualmente a segunda maior causa de perda de
biodiversidade, podendo reduzir ou até mesmo causar extingbes locais de espécies
nativas através da predacdo, competicdo, hibridagédo, transmissdo de doengas e
alteragdo na qualidade dos habitats (DIAS, 2006). A IUCN (Unido Internacional para
a Conservagao da Natureza) pontua a conservagao da diversidade genética como
uma das trés prioridades global necessaria a manutencado da biodiversidade
(FRANKHAM et al., 2008).

Dentre as espécies nativas da costa brasileira com aptiddo para piscicultura, o
robalo-peva (Centropomus parallelus) ¢ uma das espécies marinhas que ja se
detém informagées sobre sua tecnologia produtiva (NEVES, 2008). Embora em
ambiente natural alcance tamanho promissor de 75 cm e 4 kg de peso
(CERQUEIRA, 2005), na piscicultura a espécie nao atingiu patamares de uma
produgao comercial.

[ Comentado [RA5]: melhorar
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SHAFLAND e FOOTE, 1983). Caracterizam-se também por serem eurialinos,
estando presentes no mar e em aguas continentais, geralmente nas aguas salobras
de ambientes estuarinos, onde s&o encontrados em maior nimero (CHAVES, 1961
PEREZ-PINZON, 1991). A distribuicdo das espécies da familia coincide
aproximadamente com a distribuicdo dos ecossistemas de mangue, seu principal
habitat. Os peixes desta familia também podem ser encontrados nas praias, bocas
de rios, recifes costeiros, pantanos salgados, cérregos de gramineas e lagos
(MARSHALL, 1958 e GILMORE et al., 1983).

A exemplo das espécies exdticas cultivadas atualmente no Brasil, acredita-se, que
o melhoramento genético possa aumentar os indices produtivos do robalo-peva.
Segundo REZENDE et al. (2008), estima-se que os peixes da sétima geracao
melhorada alcance o dobro da taxa de crescimento da populagéo original.

Para iniciar um programa de melhoramento genético, alguns aspectos basicos
devem ser estudados, como por exemplo, a existéncia de variabilidade genética
entre as populagdes selvagens da espécie. RESENDE et al. (2008) afirma que apds
a constatagéo dessa variabilidade é adotada uma metodologia de selegéo dirigida,
com a identificacdo de todos os reprodutores e a escolha dos que apresentam taxas
de crescimento mais elevadas para sucessivos cruzamentos e melhorias de

desempenho produtivo.

O conhecimento da variabilidade genética e da estrutura populacional das espécies
tem sido considerado um principio fundamental para a manutengéao dos estoques
nativos (FRANKHAM et. al., 2010), seja de espécies ameagadas ou daquelas de
interesse comercial (FREITAS, 2010).

Marcadnrae maolaciilarae ean amnlamanta 1itilizadne na idantificaranmn Ae nantilarAocce

Comentado [RAG]: Acrescentar um paragrafo dando énfase
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De forma a desenvolver um programa sélido de melhoramento genético para a
piscicultura do robalo-peva no Estado do Espirito Santo, o presente estudo teve por
objetivo analisar a variabilidade genética do C. parellelus em diferentes regides do

Brasil por meio do sequenciamento de regides do DNA mitocondrial.

MATERIAL E METODO

Os espécimes de Centropomus parallelus foram obtidos através do Laboratério de
Genética e Conservagdo Animal — LGCA do Programa de Po6s Graduagdo em
Biodiversidade Tropical - PPGBT/CEUNES/UFES e por intermédio de pescadores
(profissionais e amadores) de diferentes localidades de quatro estados brasileiros:
Espirito Santo, Bahia, Rio de Janeiro e Santa Catarina. As coodenadas geograficas
foram registradas através do GPS Garmin e-trex (figura 1).
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armazenados em microtubos de 1,5 ml contendo alcool etilico 70% e mantidos em
freezer a -202 no LGCA.

O protocolo ROCHA (2011) (tabela 1) foi adotado para a extracdo do DNA
genbmico. A concentracdo do DNA extraido foi medida via espectrofotémetro
NanoDrop 3300 (Thermo Fisher Scientific, EUA).

Tabela 1: Protocolo utilizado para extragcédo de mtDNA de nadadeiras do Centropomus parallelus.
Extracdao de DNA

Numerar trés conjuntos de tubos do tipo eppendorf de 1,5 ml sendo que o primeiro
conjunto podera ser de 2,0ml, pois facilita na hora da maceragéo do material;
Cortar pequenos pedacos de tecido utilizado (a quantidade a ser cortada dependera
da quantidade de tecido de amostra que se tiver). Caso os mesmos;
Adicionar 500 microlitros do tampao de extragdo contendo CTAB e com a ajuda de
esferas metdlicas, que serdo colocadas duas em cada tubo, o material sera levado
ao macerador de amostras onde devera ficar por 30 segundos (é sugerido que se
macere por 2 vezes);
Incubar os tubos em banho-termostatizado a 60°C por uma hora. A cada 20 minutos
de incubagao retirar os tubos, passar pelo vortex e retornar ao banho-maria;
Adicionar 20 microlitros de Proteinase k (10 mg/ml) a cada amostra. (Caso a
proteinase K esteja em concentragdo 20mg/ml, ao invés de se adicionar 20 microlitros
serdo adicionados 10 microlitros);
Deixar em banho-termostatizado a 55°C overnight (16 horas);
Retirar os tubos do banho-maria e centrifugar por 2 minutos a 14.000 rpm;
Adicionar 500 micro-litros de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) no segundo jogo de
tubos eppendorf;
Remover o sobrenadante (aproximadamente 450 microlitros) e inserir nos tubos
contendo a solugéo cloroférmio-alcool isoamilico (24:1);
Homogeneizar as solugdes gentilmente na horizontal com cuidado para nao derramar
a solucao;
Centrifugar por 15 minutos a 14.000 rpm;
Remover apenas a camada superior e transferir o coletado para o terceiro conjunto
de tubos. Evitar coletar camada que divide o cloroférmio da fragdo a ser coletada;
Adicionar 250 microlitros de isopropanol gelado (-20°C) e homogeneizar a solugao
gentilmente. Nessa etapa ocorre a precipitagdo do DNA existente;
Colocar os tubos a -4°C por pelo menos 30 minutos para auxiliar na precipitagao;
Centrifugar por 30 minutos a 14.000 rom para formacao do pellet:
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Adicionar pelo menos 50 microlitros de TE estéril (Tris-EDTA Ph 8,0) para diluir o
pellet (100 microlitros para pellets visiveis) e deixar os tubos a 4 °C overnight;
Estocar o DNA a 4°C para uso imediato ou a -20°C para usos menos frequentes.

Tampéo de extragdo (temperatura ambiente): 100mM Tris-HCL (Ph 8,0); 1.4 NaCl;
0.2 M EDTA; 2% CTAB (hexadecyltrimetylammonium bromide); 0.2% 2-
mercaptoetanol. Para 200 ml de solugao seguir a tabela 2.

Tabela 2: Quantidade de reagentes para produzir 200

ml de solugéo tampéo de extragdo a partir de 160 ml
de agua deionizada.

Quantidade Reagentes

16,36 g. NaClz

400 pl. 2- mercaptoetanol
20 ml. 1M Tris-HCI (Ph 8.0)
8 ml. EDTA (Ph 8.0)

4q. CTAB

Para padronizar a Reagdao em Cadeia de Polimerase (PCR) empregou-se
um par de primer do gene mitocondrial citocromo b (Cyt. b) publicado por
PRODOCIMO et al., (2008): GIuDG.L (59 - TGA CCT GAA RAA CCA YCG
TTG - 39) e H16460 (59 - CGA YCT TCG GAT TAC AAG ACC G- 39). As
reacbes ocorreram em volume final de 10 pl conforme a tabela 3. A
configuracao do termociclador encontra-se na tabela 4.

Tabela 3: Padronizagéo de PCR para o gene citocromo b em
nadadeiras de Centropomus parallelus.

Volume Reagentes
4,7 ul Agua destilada
1,0 pl Tampéao 1X
0,4 pl MgClz [50 uM]

0,8 ul DNTP [200 pM]
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Tabela 4: Perfil do termociclador para
amplificagcdo de mtDNA, gene citocromo
b, em nadadeiras de Centropomus

parallelus.
Temperatura Tempo Ciclos

962 C 5 min 1
942 C 1 min 35
552 C 1 min 35
602 C 1 min 35
722 C 10 min 1

42 oo

A qualidade das extragdes e PCR foram analisadas por eletroforese (160
volts por 40 minutos) em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etideo e submerso em TBE 1X (Tris/Borato/EDTA). Para comparacéo
entre as bandas dos fragmentos foi utilizado como referéncia 1,5 pl do
ladder™ 1 Kb Plus e 1,5 ul da amostra de DNA corado com 1,5 pl de azul
de metileno. Posteriormente o gel foi visualizado em transiluminador de

luz ultravioleta e foto-documentado (Figura 2).

1kb
plus H-84 H94 HO05 H15 H-25 H-35 H45 H55 H65 H-75 H85 H95 H06 H16 H26 H-36
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na propor¢ao de 5 pl de volume final da reagéo para 1 ul de mix Exo-Sap (0,5 pl de
Exo-Sap + 1,5 pl de dgua Milli Q destilada). Em seguida as amostras foram levadas
ao termociclador configurado com 1 ciclo de 37°C por 30 min e outro 80°C por 20
min.

A reagdo de sequenciamento foi utilizou o protocolo da tabela 5 com o termociclador
configurado conforme a tabela 6. O procedimento foi realizado em um sequenciador
automatico ABI 3730 (AppliedBiosystems) de acordo com as recomendagbes do
fabricante. Todas as etapas de amplificagdo e reagbes de sequenciamento foram
realizadas nos Laboratérios de Genética Animal da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, Brasilia, DF — EMBRAPA CENARGEN.

Tabela 5: Protocolo de reagdo de sequenciamento para o gene citocromo b
extraidos de nadadeiras de Centropomus parallelus.

Reacéo de sequenciamento
Adicionar 2,5 ul de EDTA (125mM) em cada pogo;
Adicionar 25ul de etanol 100% em cada po¢o;
Tampar a placa e inverter/misturar 4x;
Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos;
Centrifugar a 4°C por 3000g por 30 minutos;
Inverter a placa e dar spin invertido, logo ap6s retirar da centrifuga;
Adicionar 30ul de etanol 70% em cada pogo;

Centrifugar a 4°C por 15 minutos a 3000g;

Inverter a placa e dar spin invertido;

Deixar a placa por + 1 hora em temperatura ambiente para secar ou
usar speed-vac por 15 minutos;

Ressuspender as amostras em formamida Hi-Di e guardar a 4°C, na
hora de correr, denaturar por 5 minutos e dar choque térmico em gelo.

Tabela 6: Perfil do termociclador para
reagdo de sequenciamento de mtDNA,
gene citocromo b, estraidos de
nadadeiras de Centropomus parallelus.
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As sequéncias foram alinhadas, editadas e analisadas pelos programas SeqScape
v 2.6 (AppliedBiosystems), MEGA v.5.0 (KUMAR et al, 2008), DNA alignment
(www.fluxus-engineering.com/align.htm), Arlequin (SCHNEIDER et al, 2000),
Network 4.1.1.3 (www.fluxus-engineering.com) e DnaSP v5 (LIBRADO & ROZAS,
2009) sendo utilizada como referéncia a sequéncia [EU927346] depositada no
GenBank por PRODOCIMO et al,, (2008). A analise de network foi realizada de
acordo com BANDELT et al. (1999). Sequéncias depositadas por PRODOCIMO et
al.,, (2008) também foram usadas como referéncia para todas analises realizadas.

RESULTADOS

As analises foram feitas a partir de sequéncias de um fragmento do gene
mitocondrial Citocromo b de 115 individuos provenientes de 12 localidades
distribuidas em quatro estados do litoral brasileiro. Os alinhamentos das
sequencias, gerou um fragmento de 769 pares de bases. Oito amostras nao
atingiram o tamanho minimo e foram descartadas (HO1; C7; C6; C4; SC112;
SC111; SC110; SC109). 19 sequéncias foram retiradas do NCBI (GenBank), todas
do trabalho de PRODOCIMO et al., 2008, totalizando 126 sequencias (Tabela 7 e
8).

Tabela 7. Diversidade Intra-populacional observada entre as amostras de
Araujo, et al., (2014) e Prodocimo et al., (2008).
Estudos Realizados

Indices genéticos Aratjo, etal., Prodocimo et al.,
2014 2008

N /Amostras 107 130

N[ Estados Brasil 4 6

NOSNPs 18 19

N Haplétipos 18 19

N[ Haplétipos Especificos 14 15

Diversidade Nucleotidica 0.00116 0.00335
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haplétipo. Cada

Tabela 8: Composigéo nucleotidica dos haplétipos identificados no presente estudo bem como no trabalho de Prodocimo et al. (2008). Hap

numero na primeira linha corresponde a posicdo do SNP identificado na sequéncia do citocromo b estudada.
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Na analise conjunta dos trabalhos, foram identificados 28 sitios polimérficos, sendo
18 com mutagéo do tipo singletons e 10 com informacdes filogenéticas. O total de
sequéncia analisada definiu 32 haplétipos, sendo 14 especificos das localidades
estudadas. A diversidade haplotipica média (Hd) foi de 0,733 (DP % 0,033) e a
diversidade nucleotidica média (1) igual a 0,00116 (DP * 0,00014) (tabela 9).

Tabela 9: Frequéncia de cada Haplétipo identificado nas
localidades estudadas. A identificagdo genética de cada
haplétipo pode ser observada na Tabela 8.

Haplétipo  ES RJ SC BA NCBI*
H1 37 10 8 1 1
H2 1

H3 1

H4

H5

Heé

H7

H8

H9

H10

H11

H12

H13

H14 2

H15

H16

H17

H18

H19 20 3 8 1
H20 3 1

H21

H22 1
H23
H24
H25
H26

G S G G QG QU O QT G G G G Y

_ A a4
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Entre os 18 haplétipos identificados neste trabalho, 14 foram do tipo singletlons e
trés com informagdes filogenéticas (ndo singletions) foram identificados em mais

de um estado (tabela 10).

Tabela 10: haplétipos ancestrais mais frequentes da espécie C.
parallelus distribuidos em quatro estados da costa brasileira.

Haplotipos  N¢ Estados
H1 56 1(BA); 37 (ES); 10 (RJ); 8 (SC)
H19 32 1 (BA); 20 (ES); 3 (RJ); 8 (SC)
H20 4 3 (ES); 1 (RJ)

A maior diversidade genética foi observada em Vitéria, ES, com indice de 0,76 de
diversidade haplotipica (h). A menor diversidade foi observada em Urussuquara,
ES, com 0,25 (h) (figura 3). Entre os estados, o Espirito Santo apresentou o maior

valor de diversidade genética, exceto a Bahia. (Figura 4 — Tabela 11).

Tabela 11:Diversidade Intra-populacional do robalo-peva (Centropomus parallelus) na costa do
Brasil.

i Localidades
Indices URU/ BAN/ COB/  REG/  SAM/ VIT/ TA/ BAH/  PAR/
ES ES ES ES ES ES SC BA RJ

N 8 10 26 10 10 16 14 3 10
Amostras
NOSNPs 1 3 6 2 2 8 1 3 3
ND

o 2 3 7 3 3 8 2 3 3
Haplétipos
ND
Haplétipos 1 1 4 1 1 3 1 1
Especificos
Diversidade

Nucleotidica 0,00033 0,00078 0,00092 0,00087 0,00095 0,00193 0,00069 0,0026 0,00113



Espirito'Santo

Figura 3: Haplétipos identificados na sequéncias do citocromo b da espécie
Centropomus parallelus na costa do Espirito Santo

Bahia

Urussuquara ES - CULTIVO

=5 b - Espiri
Santa Cruz EROSEE B SES

Mitoria

Santa Calarina

= ltajai- S

Google

Eimtira A HanlAtinne idantifiradne nace camiAnciae An ~ritaecromon b Aa cendcie

60



61

Tabela 12: Andlise da Variancia Molecular (AMOVA), Fst, entre as populagdes (grupos) de
Centropomus parallelus coletadas pelo presente trabalho (Araujo et al, 2014) e o de

PRODOCIMO et al, (2008), para o gene Citocromo b. Significancia do teste (1023
permutagoes).

Fonte da Variagdo Graude Somados Componentes % Valores
liberdade quadrados de variancia variagao de p
Entre os Grupos 1 3,409 0.07216 Va 11.26 0.09677+
0.01110
Entre as 8 7,022
"
populacéoes 0,02940 Vb 4,59 0.00098+
0.00098
dentro dos grupos
Dentro das 116 62,589 0.00098+
populacées 0,53956 Ve 84,16 0.00098
Total 125 73,589

A relagéo entre os haplétipos encontrados no presente trabalho e de PRODOCIMO
et al., (2008) foi estimada na rede haplotipica (figura 5). Os haplétipos 1 e 19 foram
os mais frequentes.




62

DISCUSSAO

Os resultados apresentados, suportam a hipotese de que a espécie Centropomus
parallelus realiza migracdes ao longo da costa brasileira, pois ndo foi observado
estruturagdo genética na area estudada. Resultados semelhantes foram obtidos
por PRODOCIMO et al., (2008).

Os peixes marinhos podem ser classificados em quatro categorias em relagdo a
diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (0): a primeira categoria € representada
por populagdes com baixos valores de h (<0,5) e [1(<0,5%); a segunda com valores
altos de h e baixos de [; a terceira com baixos valores de h e altos de [J; e a quarta
com altos valores de h e OUDIAS JUNIOR et al., 2012). O robalo-peva se enquadra
na segunda categoria, com alta diversidade haplotipica (0,733 £ 0,033) e baixa
diversidade nucleotidica (0,15%). RODRIGUES et.al. (2008) aponta que a baixa

diversidade haplotipica e nucleotidica, séo consequéncias da sobre-exploragéo

Segundo GRANT & BOWEN (1998), as espécies da segunda categoria, teve
origem proxima ao periodo Plioceno ou inicio do Pleistoceno, mas as suas
genealogias (mtDNA) se aglutinaram em uma escala mais recente, talvez nos
Gltimos cem mil anos. E atribuida uma expansao populacional apés um periodo de
baixa do tamanho efetivo da populagdo, como consequéncia, as mutagdes
ocorridas se mantiveram conservadas. A exemplo do robalo-peva (C. parallelus) na
costa brasileira, tais espécies formam grandes populagdes, contendo um ou dois
haplotipos predominantes, embutidos em um agrupamento de "ramificagdes", com

uma ou poucas mutagoes diferenciadas dos haplétipos centrais.

Na rede haplotipica do presente estudo, os haplétipos H1 e H19 foram observados
em praticamente todos os locais e compoée a base da diversidade encontrada, de

fAarma A1 A mainrina Aae Atlitrane hanlAtinAae AAarivviarm Aactae AVIIRAC AAR ANANRAE 1 I A
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reticulacdo observada. De qualquer forma a diferenga maxima entre eles é de até

dois SNPs, sugerindo uma baixa divergéncia genética.

O indice de fixagao (Fst), estimado pela diferenciacao genética é um indicativo do
grau de isolamento entre as populacdes. Para este trabalho, Fst encontrado foi
0.00098. VIDAL et. al (2014), avaliado a estrutura populacional do robalo-flecha
(Centropomus undecimalis), na costa da Guatemala, encontrou o indice de fixagao
de 0,0075, valor aproximado ao encontrado pelo presente trabalho. Segundo a
classificagdo de WRIGHT (1978) e HARTL & CLARK (1997), os valores de Fstentre
0 e 0,05 é um indicativo de baixa estruturacao genética. A auséncia de estrutura
populacional e baixa diversidade genética em espécies marinhas, identificadas por
marcadores mtDNA, podem representar uma caracteristica comum, acentuada nas
Gltimas décadas pela deterioragdo dos ambientes marinhos e pressdo da pesca
extrativista (SHERMAN, 1994).

Outra espécie da costa brasileira que também possui uma forte relagdo com o
ambiente estuarino € o peixe-rei (Athirinella brasiliensis). Ao contrério do presente
trabalho, STOIEV (2010), utilizando o marcador mitocondrial D-loop, encontrou
estruturagcdo genética entre as diferentes populagbes da espécie na costa
brasileira. Porém, uma distingdo na fase reprodutiva pode ajudar a explicar a
divergéncia entre os resultados. Apds a postura, os ovos do peixe-rei se aderem a
substratos no estuario, mantendo as novas geragdes no local de origem até a fase
larval, quando os mesmos ja possuem capacidade locomotora, enquanto os ovos
do robalo-peva sao pelagicos e derivam com as correntes atuantes na regido de
desova. AVISE et al., (1987), descrevendo que os peixes marinhos pelagicos, pelo
menos em uma fase da vida, ficam geralmente livres de barreiras geograficas
fisicas, muitas vezes levando a uma distribuicdo continua de peixes através dos

oceanos.
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Segundo o cenario descrito por GILMORE et al. (1983), apds a desova em regides
costeiras ou estuarinas, com maior influéncia salina, as larvas do robalo-peva
migram com ajuda dos ciclos de marés para regides estuarinas rasas com menor
salinidade, onde permanecem enquanto juvenis. Na medida em que aumentam de
comprimento e se tornam menos vulneraveis a predagéo, os pré-adultos migram,
para regides de canais de rios ou estuario, retornando a regido costeira por ocasiao
da maturagdo gonadal. A ocorréncia de fluxo reprodutivo sentido estuario-
plataforma (RODRIGUES, 2005), os ovos pelagicos e a permanéncia das larvas
por cerca de 2,5 semanas nas aguas costeiras (MULLER, 2000), podem ajudar a
explicar a distribuicdo genética encontrada pelo presente estudo.

As amostras de Urussuquara, ES foram obtidas de um laboratério de piscicultura
da espécie. Entretanto, as mesmas apresentaram o menor indice de diversidade.
Especialmente na piscicultura brasileira, hd uma tendéncia dos plantéis serem
formados por peixes com alto grau de parentesco, havendo um risco maior de
nascerem filhos com depressdo genética por endogamia (consanguinidade)
podendo resultar em diminuicdo na taxa de crescimento, baixa taxa de
sobrevivéncia, maior susceptibilidade a doengas, defeito na formacao do opérculo
e deformidades na coluna vertebral (EMBRAPA, 2012).

Na perspectiva da piscicultura, a baixa diversidade genética, como a observada
pelo presente estudo, ndo contribui para formacdo de futuros programas de
melhoramento genético. Apesar disso, cuidados basicos precisam ser adotados na
escolha e formagéo de matrizes, uma vez que a variabilidade genética é o atributo
mais importante em uma populagéo e constitui o material sobre o qual ocorre a
selecdo natural. SOUZA (2007) supbde que uma populagdo com variabilidade
elevada tera maior possibilidade de enfrentar com sucesso as mudancgas

ambientais, expressa melhor potencial reprodutivo, maior resisténcia a doengas,
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amostras por localidade trardq resultados mais aprofundados da diversidade

genética.

Novos trabalhos com diferentes marcadores associados a uma maior amostragem
devem ser realizados. Para PRODOCIMO et al., (2008) dada a ampla distribuicao
geogréfica de C. parallelus, ainda é possivel que a diferenciagdo genética esteja
presente em outras partes de sua distribuicao, pois condi¢cées especiais, tais como
as correntes associadas ao Golfo do México, podem ser necessarias para se

encontrar estrutura genética entre diferentes populagdes da espécie.
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CONCLUSAO

As diferentes populagdes de Centropomus parallelus estudadas, ndo apresentaram
estruturagdo genética, indicando um alto fluxo génico da espécie na costa
brasileira. Para a piscicultura, foi observado uma baixa diversidade genética entre
as amostras provenientes do cultivo, indicando que a domesticagdo da espécie
contribuiu para a formagéo de peixes menos adequados ao cultivo. A escolha das
matrizes, com base em estudos genéticos, podem auxiliar na produgao de peixes

mais adaptados zootecnicamente as condi¢des da piscicultura.
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Anexo 1: Amostras genéticas da espécie Centropomus parallelus de quatro estados

ANEXO

brasileiros.
Data da
Amostras Localidade Coleta Latitude Longitude
H-01 Barra Nova - ES 14/04/2012 18°57'13.02"S 39°44'26.22"0
H-02 Barra Nova - ES 14/04/2012 18°%7'13.02"S 39°44'26.22"0
H-12 Barra Nova - ES 14/04/2012 18°57'13.02"S 39°44'26.22"0
H-22 Barra Nova - ES 14/04/2012 18°%7'13.02"S 39°44'26.22"0
H-42 Barra Nova - ES 14/04/2012 18°%7'13.02"S 39°44'26.22"0
H-32 Barra Nova - ES 14/04/2012 18°57'13.02"S 39°44'26.22"0
H-51 Barra Nova - ES 21/04/2012 18°%57'13.02"S 39°44'26.22"0
H-61 Barra Nova - ES 21/04/2012 18°%7'13.02"S 39°44'26.22"0
H-71 Barra Nova - ES 21/04/2012 18°%7'13.02"S 39°44'26.22"0
H-81 Barra Nova - ES 21/04/2012 18°%57'13.02"S 39°44'26.22"0
H-91 Barra Nova - ES 21/04/2012 18°%7'13.02"S 39°44'26.22"0
H-52 Caravelas - BA 20/04/2012 17°39.984°S  39°17.378" O
H-62 Caravelas - BA 20/04/2012 17°39.984°S  39°17.378 O
H-72 Caravelas - BA 21/04/2012 17°41.227°S  39°18.804° O
H-33 Regéncia -ES 05/06/2012 19°39'47.87"S 39°48'46.35"0
H-43 Regéncia -ES 05/06/2012 19°39'47.87"S 39°48'46.35"0
H-53 Regéncia -ES 05/06/2012 19°39'47.87"S 39°48'46.35"0
H-63 Regéncia -ES 05/06/2012 19°39'47.87"S 39°48'46.35"0
H-73 Regéncia -ES 05/06/2012 19°39'47.87"S 39°48'46.35"0
H-83 Regéncia -ES 05/06/2012 19°39'47.87"S 39°48'46.35"0
H-93 Regéncia -ES 05/06/2012 19°39'47.87"S 39°48'46.35"0
H-04 Regéncia -ES 05/06/2012 19°39'47.87"S 39°48'46.35"0
H-14 Regéncia -ES 05/06/2012 19°39'47.87"S 39°48'46.35"0
H-24 Regéncia -ES 05/06/2012 19°39'47.87"S 39°48'46.35"0
H-35 Séao Mateus -ES 05/06/2012 18°42'29.82"S 39°48'48.36"0
H-45 Sao Mateus -ES 05/06/2012 18°42'29.82"S 39°48'48.36"0
H-55 Sao Mateus -ES 05/06/2012 18°42'29.82"S 39°48'48.36"0
H-65 Sao Mateus -ES 05/06/2012 18°42'29.82"S 39°48'48.36"0
H-75 Sao Mateus -ES 05/06/2012 18°42'29.82"S 39°48'48.36"0
H-85 Sao Mateus -ES 05/06/2012 18°42'29.82"S 39°48'48.36"0
H-95 Sao Mateus -ES 05/06/2012 18°42'29.82"S 39°48'48.36"0
H.Nne CAn Matorie _ EQ NE/NR/ON1D 41QAD'DQ QO"Q 2AQAQ'4Q AN
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H-94
H-05
H-15
H-25
SC102
SC103
SC104
SC105
SC106
SC107
SC108
SC109
SC110
SC111
SC112
SC113
SC114
SC115
SC116
SC117
SC119
SC120
H-36
H-46
H-56
H-66
H-76
H-86
H-96
H-07
H-17
H-27
H-37
H-47
H-57
H-67
H-77
H-87

Paraty - RJ
Paraty - RJ
Paraty - RJ
Paraty - RJ
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Itajai - SC
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitéria - ES
Vitaria - EFS

12/09/2012
13/09/2012
14/09/2012
15/09/2012
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
04/01/2013
16/03/2013
17/03/2013
18/03/2013
19/03/2013
20/03/2013
21/03/2013
22/03/2013
23/03/2013
24/03/2013
25/03/2013
26/03/2013
27/03/2013
28/03/2013
29/03/2013
30/03/2013
21/0R/201

23°12'21.37"S
23°12'21.37"S
23°12'21.37"S
23°12'21.37"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
26%2'25.89"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
20°16'21.79"S
201R/'71 70"

44°41'21.68"0
44°41'21.68"0
44°41'21.68"0
44°41'21.68"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
48°41'21.26"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40°20'3.20"0
40202 20"0)
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H-98
H-09
H-19
H-29
H-39
H-49
H-59
H-69
H-79
H-89
H-99
H-10
H-20
H-30
H-40
H-50
H-60
H-70
C-1

C-2

C-3

C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10

Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Conceigdo da Barra - ES
Urussuquara - ES
Urussuquara - ES
Urussuquara - ES
Urussuquara - ES
Urussuquara - ES
Urussuquara - ES
Urussuquara - ES
Urussuquara - ES
Urussuquara - ES
Urussuquara - ES

01/02/2013
01/02/2013
01/02/2013
01/02/2013
01/02/2013
01/02/2013
01/02/2013
01/02/2013
01/02/2013
01/02/2013
01/02/2013
01/04/2013
01/05/2013
01/02/2013
01/04/2013
01/05/2013
01/02/2013
01/04/2013
05/08/2013
05/08/2013
05/08/2013
05/08/2013
05/08/2013
05/08/2013
05/08/2013
05/08/2013
05/08/2013
05/08/2013

18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
18°35'46.04"S
19°3'31.48"S
19°3'31.48"S
19°3'31.48"S
19°3'31.48"S
19°3'31.48"S
19°3'31.48"S
19°3'31.48"S
19°3'31.48"S
19°3'31.48"S
19°3'31.48"S

39°944'53.51"0
39°944'53.51"0
39°44'53.51"0
39°44'53.51"0
39°44'53.51"0
39°44'53.51"0
39°944'53.51"0
39°44'53.51"0
39°44'53.51"0
39°944'53.51"0
39°44'53.51"0
39°44'53.51"0
39944'53.51"0
39°44'53.51"0
39°944'53.51"0
39°944'53.51"0
39°44'53.51"0
39°44'53.51"0
39°4323.54"0
39°4323.54"0
39°943'23.54"0
39°943'23.54"0
39°4323.54"0
39°943'23.54"0
39°4323.54"0
39°4323.54"0
39°943'23.54"0
39°4323.54"0
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