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2. RESUMO

A identificagao de espécies por meio da técnica de Cédigos de barra de DNA (DNA
Barcodes) tem sido utilizada com frequéncia para identificagcdo de espécies como
apoio a Taxonomia tradicional quando esta nao é suficiente. O método consiste na
producédo de uma sequéncia curta de DNA do individuo, usualmente um fragmento
do gene da Citocromo oxidase |. A identificagdo € possivel pela pequena
possibilidade de existirem duas sequéncias exatamente idénticas de um mesmo
gene em espécies diferentes. O presente trabalho tem como objetivo o
reconhecimento de peixes migratorios da familia Prochilondotidae, género
Prochilodus, residentes na Bacia do rio Sdo Francisco. Ha evidéncias de introducao
de individuos de outras espécies do género nesta bacia, abrindo a possibilidade
para a ocorréncia de hibridizacdo entre elas. Desta forma é elaboramos protocolos
de rapida execugao para uma analise inequivoca do dos estoques de peixe nativos
da bacia. Para tanto foram processadas amostras de adultos e alevinos
provenientes do alto Rio S&o Francisco. No campo, fragmentos de branquia foram
retirados dos peixes e enviados para o laboratorio devidamente conservados em
DMSO/EDTA. A extracdo de DNA é feita seguindo utilizando-se robd de extragéo
Iprep™ protocolo especifico (Invitrogen™). Os extratos sdo amplificados através
de uma PCR utilizando-se primers para obtengdo da regido codificadora da COlI.
Em seguida, seus produtos purificados sao utilizados em uma reagdo de
sequenciamento, e posteriormente s&o lidos num sequenciador ABI3130. As
sequéncias produzidas sao alinhadas manualmente e utilizadas nas analises para
reconstituicdo das relagdes filogenéticas dos animais coletados. Para tanto se
utilizam meétodos padrdao de analise Filogenética como maxima parcimbnia e
inferéncia Bayesiana nos Softwares Paup (Swofford 2000), Modeltest (Posada e
Krandall 1998). Os resultados obtidos com Dna mitocondrial mostram a ocorréncia
de duas unidades evolutivas com padrbes de sequéncias diferentes indicando a
presenca de pelo menos duas espécies. A relacado entre as identificagdes genéticas
e morfolégicas reforga a possibilidade de ocorréncia de hibridizagédo entre as
populacgdes.



3. INTRODUGAO

A analise das sequéncias de DNA seja diretamente, ou indiretamente pela
andlise de proteinas, pode ser utilizada para discriminar espécies (Ward et. al.,
2005). Um dos primeiros trabalhos a utilizar informagao molecular oriunda de um sé6
gene para inferir relagdes evolutivas entre espécies, data de 1977 (Woese e Fox,
1977; Ward et al. 2005). Para isso, utilizou-se de o gene de RNA ribossomal 18S.
Entretanto, genes que evoluem muito devagar, como este, ndo sao propriamente
indicados para a separacao entre espécies muito proximas porque nao acumulam
diferencas significativas para comparagao, apesar de serem indispensaveis para
analise de relagdes filogenéticas em um nivel taxonédmico superior (Woese e Fox,
1977; Woese, 2000; Ward et al. 2005). Para a analise de espécies proximamente
relacionadas € aconselhavel a utilizagdo de genes que evoluam mais rapidamente
do que se observa na maioria dos genes pertencentes ao DNA nuclear. Alguns
genes que compdem o DNA mitocondrial tém essa caracteristica (Hebert et. al.,
2004a).

A identificagdo de espécies por meio do Cdédigo de Barras do DNA (DNA
Barcode, CBD) € uma ferramenta que tem sido utilizada nos ultimos anos como
apoio para estudos de taxonomia tradicional, especialmente na deteccdo de
espécies cripticas (Molbo et. al. 2003; Hebert et. al., 2004b). Os Cdédigos de barra
de DNA podem ser utilizados, ainda, em situagdes nas quais apenas um fragmento
ou outro registro do espécime esteja disponivel (ex.: fezes, pélo), ou na
identificacdo de fases larvais as quais nem o olho treinado do especialista

consegue determinar a espécie (Bucklin et. al., 1999; Hebert et. al., 2003).



Essa técnica consiste na obtencdo de uma sequéncia curta de DNA de um
individuo (Hubert, et. al., 2008), sendo uma maneira rapida, relativamente facil e
barata de determinar sua espécie. Isso € possivel gragas as inumeras
possibilidades de arranjos que as bases nitrogenadas do DNA (Adenina, Timina,
Citosina e Guanina) nos proporcionam, funcionando tal qual um cédigo de barras
como aqueles que encontramos nos produtos utilizados diariamente. Cada espécie,
sugere o método, possui o seu arranjo especifico de sequéncias de DNA (Hebert et.
al., 2003). As sequéncias entre individuos da mesma espécie tém, geralmente,
menos divergéncias quando comparadas as sequéncias de individuos de espécies
proximamente relacionadas (Hebert et. al., 2004b).

Para animais, o fragmento mais freqliientemente utilizado é parte do gene
que codifica a proteina Citocromo Oxidase subunidade | (COIl), com
aproximadamente 700 pares de base. Esse fragmento tem se mostrado eficaz em
identificar espécies de aves, borboletas, peixes, moscas e muitos outros grupos de
animais (Hebert et. al. 2003; Hubert, et. al., 2008; Ward et. al. 2005; lvanova et. al.,
2007).

Em alguns grupos de peixes Neotropicais, é dificil entender os processos
que originaram sua diferenciagdo, devido a reduzida variabilidade morfologica
associada. Nestes casos, estudos moleculares tém um papel importante para
elucidar estes problemas de identificagdo, pois sado capazes de mostrar a
diversidade genética presente dentro destes grupos (Turner et. al., 2004).

Os Prochilodontidae (Characiformes) constituem cerca de 50 a 60% da
biomassa de peixes em muitos rios neotropicais (Taphorn, 1992). Essa grande
abundancia caracteriza esses peixes como um grande recurso pesqueiro nessas

areas (Welcomme, 1990). As espécies de Prochilodus, pertencentes a essa



familia, sdo conhecidas vulgarmente como curimatas, curimbatas ou xiras. Essas
sdo espécies de grande interesse comercial na Bacia do rio Sdo Francisco, tanto
para pesca como para a piscicultura, devido a sua capacidade de adaptacdo aos
diferentes ambientes aquaticos, facilidade de fecundagao artificial, manejo, regime
alimentar, entre outros fatores (Maia et. al, 1999).

A natureza migratéria das espécies deste género, aliado aos fatores acima
citados, resulta em sua extensa distribuicdo geografica e riqueza das espécies. Das
21 espécies de Prochilodontidae, 13 sdo pertencentes a Prochilodus (Turner et. al.,
2004).

Existem registros de introdugao de espécies pertencentes a este género, e a
outros géneros de peixes, na Bacia do Rio S&o Francisco provenientes de outras
bacias Hidrograficas (IBAMA-2008) com o objetivo de piscicultura. Isso sugere que
exista um aumento na possibilidade de hibridizagdo entre espécies e de
introgressdo com espécies locais. Introgressdao € um fendmeno que ocorre quando
duas espécies diferentes se reproduzem gerando um hibrido fértil que intercruza
com individuos de uma, ou ambas espécies parentais causando um fluxo genético
de uma espécie par a outra.

Assim, o uso de técnicas rapidas de identificacdo de espécies € fundamental
para permitir uma analise rapida e inequivoca do status dos estoques dos peixes
cultivados e envolvidos nos processos de reprodugéo artificial na regido do Baixo
Sao Francisco.

O presente projeto, portanto, tem como objetivo principal a identificacdo das
linhagens (espécies) de Prochilodus cultivadas nessa regido do Baixo Rio Séao

Francisco, em Sergipe.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo principal
Identificar as linhagens (espécies) de Prochilodus cultivadas na regido do

Baixo Rio Sao Francisco.

4.2. Objetivos especificos

e Amplificar e obter sequiéncias do gene da subunidade 1 da Oxidase do Citocromo
(CQl) para os individuos de espécies de Prochilodus capturados na calha do rio
Sao Francisco e em piscicultura na regiao;

e Agrupar os individuos por espécie através de analises filogenéticas das
sequéncias;

e Estabelecer conhecimento basico sobre marcadores moleculares capazes de

desempenhar o papel de DNA Barcodes para as espécies detectadas.



5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Coleta das amostras

As amostras de Curimbata (Prochilodus spp.) foram coletadas na regidao do
Baixo Rio Sao Francisco, como especificado na Tabela I. Destes, 69 foram oriundos
de cultivos de peixe e 34 foram capturados na natureza. Alguns individuos
amostrados, coletados em estagdes de cultivo, foram identificados pelos
produtores, utilizando-se critérios morfolégico e leigo (Tabela Ill). Os individuos
foram classificados como Curimata-preta, Curimata-pacu e Curimata - piau (Tabela
[lI). A primeira letra P (Parental) no cddigo utilizado nessa tabela refere-se ao peixe
do qual o individuo é filho. A segunda letra P e o G referem-se ao tamanho do
individuo: P=individuos pequenos e G=individuos grandes. As amostras de tecido
coletadas (arcos branquiais) foram preservadas em tampao EDTA/DMSO (Seutin

et. al. 1991).

5.2.Procedimentos moleculares

O DNA foi extraido dos tecidos coletados, através de Kit de extracéao IPrep™
Chargeswitch®, com o auxilio do robé de extracdo automatizada (IPrep™
Purification instrument, Invitrogen™), conforme especificacdes do fabricante. O
produto da extragdo foi em seguida amplificado com o auxilio dos primers FF1d e
FF2d (IVANOVA et. al., 2007; Tabela Il), para obtengdo da regido do gene
codificador da subunidade | da proteina Oxidase do Citocromo (COl), através da
técnica da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) (Mullis & Faloona, 1987), em
termocicladores Eppendorf™ (Personal Thermocycler). Em cada 25 ul de reacgao,

os volumes dos reagentes e suas respectivas concentragdes iniciais foram:
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Primer1: 1 ul a 50 pmol, Primer2: 1 ul a 50 pmol, Taq polimerase: 0,5 ul a 5 Ulul,
Buffer: 2,5 ul a 10x, dNTP: 0,4ul a 100mM, Cloreto de magnésio MgClI2: 1,5 ul a 50
mM.

Os primers FF1d e FF2d, utilizados para a PCR geram sequéncias entre 600
a 700 pares de bases. Cada um dos 35 ciclos de reagdo tem as seguintes
temperaturas: Desnaturacdo 94°C por 45 segundos, Anelamento 68°C por 45
segundos, Extensao 72°C por 1 minuto, por fim a temperatura de armazenamento
foi de 4°C

Apés a realizacao de eletroforese em gel de agarose 1,5% o qual foi corado
em brometo de etidio, o produto de PCR foi visualizado e documentado em
equipamento com luz ultra-violeta (Vilber Lourmat®). Em seguida as amostras foram
purificadas com o auxilio do Kit Montage — Life Science Kits (Millipore™) e
utilizadas para realizacdo de reagbes de sequenciamento com o kit Big Dye v3
(Applied Biosystems®). Por fim, as amostras resultantes sao sequlienciadas em um

sequenciador automatico ABI3130, sendo essas sequéncias utilizadas nas analises.

5.3. Analise dos dados genéticos

A definigdo das unidades evolutivas de Prochilodus spp. existentes na regiao
estudada foi baseada na reconstrugcado do relacionamento filogenético dos animais
coletados. Todas as sequéncias obtidas foram alinhadas manualmente ou com
auxilio do programa Clustal W (Thompson et. al., 1994). As regibes com
alinhamento ambiguo foram omitidas das anadlises. O alinhamento foi analisado
utilizando o método de analise filogenética inferéncia Bayesiana, utilizando os
softwares Paup* (Swofford 2000) e MrBayes (Ronquist e Huelsenbeck 2003)

através do portal online Cipress (http://www.phylo.org/portal/Home.do),
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respectivamente. JModeltest (Posada e Krandall, 1998) foi utilizado para determinar
o modelo inicial para a reconstrugao da filogenia.

Os dados do alinhamento geraram grupos distintos de seqiéncias que
demonstraram conter mais semelhancas entre si do que entre as outras formando
trés agrupamentos distintos (Figura 1) os quais foram comparados pelas distancias
pareadas, dentro de cada conjunto e entre eles, utilizando o Software MEGA 4
(Tamura et. al, 2007). Este procedimento gerou matrizes de distancia genética, com
as quais foram montados histogramas de frequéncia (Figura Il), no programa Excel

(Microsoft™).
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6. RESULTADOS

Foram obtidas 103 sequéncias de individuos provenientes de sete
localidades diferentes (Tabela ). As seqiéncias foram editadas e as regides com
alinhamento ambiguo foram removidas (usualmente as extremidades). O
alinhamento final continha 490 pares de base (pb) em cada um dos 103
fragmentos. Nenhuma insergdo ou delecéo (indel) foi necessaria. Em seguida foi
criada uma matriz de similaridade entre as sequéncias que demonstrou que os 103
individuos apresentavam apenas 25 haplétipos diferentes. Com estes haplétipos
foram realizadas as analises filogenéticas utilizando o modelo selecionado pelo
programa Jmodeltest para a analise de inferéncia bayesisna: GTR +G.

A Figura 1 mostra o grafico com as probabilidades posteriores de todas as
arvores geradas pelo programa MrBayes (Ronquist e Huelsenbeck 2003), no portal
Cipress, amostradas a cada 1000 arvores geradas. Burnin foi definido como 6000
arvores (baseado no grafico). Em seguida as demais arvores restantes foram
utilizadas para o calculo dos valores de probabilidade posterior de cada ramo no
programa Paup (Swofford 2000).

A arvore de consenso de maioria, ndo enraizada, gerada por Inferéncia
Bayesiana, com cada um dos haplétipos amostrados é apresentada na Figura 2. Sé
estdo mostrados os indices de suportes de ramo (probabilidade posterior) iguais ou
superiores a 50. Os numeros de individuos que compartilham um mesmo haplétipo
sdo apresentados no cladograma.

Foram atribuidos os seguintes nomes aos clados de haplétipos formados na
analise: Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3. Os individuos pertencentes a cada Grupo

estdo indicados na Tabela IV. Os clados representados pelos haplétipos, agrupados
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no Grupo 3 e Grupo 1 + Grupo 2 apresentam suporte de 100% de probabilidade
posterior, o que mostra que este € um agrupamento bem resolvido (Figura 2).
Cinqlenta e cinco sequéncias de individuos deste agrupamento foram
rigorosamente idénticas e, sozinhas, formam um clado. Destes, 43 séao
provenientes de cultivo e 12 capturados no ambiente.

Na Figura 3, sdo apresentados os histogramas com as distancias genéticas
pareadas entre os individuos que apresentam os diferentes haplétipos. O
Histograma 1 (Figura 3) apresenta as distancias pareadas entre individuos com as
trés diferentes linhagens de espécies de Prochilodus. Os histogramas 2, 3 e 4
apresentam as distancias pareadas dentro de cada uma das linhagens. E os
histogramas 5, 6 e 7 apresentam as distancias pareadas entre pares de clados.
Vinte e trés haplétipos formadores da linhagem 3 tiveram distancias genéticas de
no maximo 0,017 entre si e diferiram em até 0,048 dos haplétipos pertencentes ao
Grupo 1 e 0,036 dos haploétipos pertencentes ao Grupo 2.

Os Grupos 1 e 2 possuem dentro de cada um deles haplétipos
rigorosamente idénticos, e diferem entre si em apenas 0,006, uma distancia

bastante inferior a maior distancia observada dentro do Grupo 3.
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7. DISCUSSAO

Todos os individuos do Grupo 1 possuem o mesmo haplétipo sem nenhuma
divergéncia entre eles e sao oriundos de estac¢des de cultivo. A baixa variedade de
haplotipos encontrados neste grupo pode estar ligada a introducdo de novos
haplotipos provenientes de outras bacias em estagbes de produgdo de peixes.
Nestes cultivos € comum a introducdo de reprodutores com caracteristicas
desejaveis a criagao, tais como ganho de peso e tamanho. Poucos reprodutores
sao utilizados nesse processo com consequente redugao no numero de haplotipos
(variabilidade) pelo aumento da probabilidade de ocorréncia de endocruzamentos
nos viveiros de cultivo (Moreira et. al, 2007), fixando este haplétipo que,
eventualmente, pode ser liberado em ambientes naturais, decorrente do manejo
incorreto dos individuos cultivados.

Os individuos que formam o Grupo 2 sao oriundos de Delmiro Gouveia, um
municipio a montante no curso do Rio Sdo Francisco em relagdo aos demais
individuos analisados, sendo separados destes pela barragem de Xingé. Os
haplotipos encontrados neste grupo também sao idénticos, embora pouco
amostrados, somente 4 individuos, seus haplétipos sdo muito mais parecidos com
os dos individuos do Grupo 1 (Figura 3-7) do que os do Grupo 3 (Figura 3-5). Os
individuos do Grupo 3 tém uma variedade haplotipica substancialmente maior
quando comparado aos dois outros agrupamentos, 23, e € formado por individuos
tanto de cultivo quanto capturados na natureza, que sdo o0s responsaveis pelo
aumento da diversidade nos haplétipos deste grupo.

Nenhum dos espécimes que tiveram identificagao por leigos como Curimata-

piau, Curimata-pacu e Curimata-preta formaram um Grupo natural nas analises
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realizadas (Tabela IV). A maioria das 28 sequéncias obtidas destes espécimes
agruparam-se dentro do Grupo 3, no clado formado por cinqlienta e cinco
individuos. As amostras P2G2, P2G7, P2G13 foram identificadas como Curimata-
preta e P1G10 como Curimata-pacu. Elas foram incluidas no Grupo 3. Por fim as
amostras P2G3 (Curimata-preta), P2P11 e P2P12 (Curimata-piau) e P11 P3
(Curimata - pacu), foram incluidas no Grupo 1 de haplétipos.

Essa diferengca entre a classificacdo feita pelas unidades de cultivo e a
caracterizagao molecular pode indicar que exista realmente uma semelhanca
morfolégica muito grande entre as duas linhagens de haplétipos observadas.
Entretanto, o resultado sugere que os caracteres usados por leigos para
diferenciacao das espécies sejam insuficientes para detectar diferencas especificas
ou ainda que possa ter ocorrido hibridizagdo entre as duas espécies/linhagens
detectadas. Nesse ultimo caso, caracteristicas morfolégicas ndo seriam capazes
de, isoladamente, detectar linhagens do DNA mitocondrial o qual é de contribuicao
materna quase que exclusivamente. E certo que os dados COIl ndo s&o suficientes
para afirmar com segurancga sobre a ocorréncia de hibridizagao e introgressao entre
as espeécies, mas trazem a tona essa possibilidade.

A introducdo de espécies exodticas em uma regido €, muitas vezes,
responsavel pela hibridizacdo entre espécies, seguidas de introgressao (Rhymer e
Simberloff, 1996). Os genes da espécie invasora podem ser introduzidos na
espécie nativa por retro-cruzamento do hibrido com o parental nativo, que pode
causar dentre outras coisas a extingao desta espécie (Rhymer e Simberloff, 1996),
pela producdo de gendtipos mais adaptados permitindo a expansdo da forma
introgredida para um novo habitat (Arnold, 1992). A extensdo do fenédmeno de

introgressdo em qualquer localidade pode acontecer dentro de infinitas
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possibilidades, desde apenas um loci (DNA Mitocondrial), até o ponto em que
diferentes populagcbes podem ser identificadas como entidades taxonbémicas
distintas. (Dowling & Secor, 1997). O processo de introgressao pode ocorrer de
forma natural no ambiente e se discute sobre seu papel evolucionario no
surgimento de novas espécies (Arnold, 1992; Rhymer e Simberloff, 1996). Se a
hibridizacdo natural tiver sido um processo evolutivo generalizado seria possivel
detectar as conseqliéncias genéticas em espécies contemporaneas. Os taxa com
origem por hibridizagdo possuiriam uma combinagcdo de marcadores genéticos que
sao diagnosticos para dois ou mais taxa (Arnold, 1992).

Com base nos resultados obtidos pela analise das sequiéncias é possivel
postular a existéncia de duas espécies diferentes de Prochilodus no Baixo Rio Sao
Francisco. Os individuos dos Grupos 1 e 2 representam uma espécie putativa, e o
outro agrupamento formado pelos individuos do Grupo 3, representam a segunda

especie
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8. TABELAS

Individuos
amplificados

Origem

Local de Coleta

018, 019, 020,
021.

Cultivo

Lagoa Tigre, municipio de Pacatuba — SE

001, 002, 005,
050, 051, 052,
053, 054, 056,
057, 058, 059,
060, 061, 065,
066, 067, 068,
069, 070, 071,
072, 074, 075,
077, 078,

Cultivo

Lagoa Ouricuri, municipio de Pacatuba — SE

023, 024, 025,
026.

Selvagem

Afluente do Rio S&o Francisco, municipio de
Pacatuba — SE

011, 012, 013,
014.

Cultivo

Municipio de Prépria — SE

068, 132.

Selvagem

municipio de Propria — SE

006, 007, 010,
085, 124, 125,
126.

Selvagem

Lagoa Lagamar, municipio de Prépria — SE

028, 029, 030,
032, 121, 122,
123.

Cultivo

Estacao de piscicultura Betume, municipio
Nedpolis - SE

036, 037, 038,
039, 134, 136,
137, 138, 139.

Selvagem

Mercado de Peixes, povoado de Sao Bras — AL

040, 041, 045,
046, 047, 049.

Selvagem

Porto - Municipio de Piagabugu - AL

141, 142, 143,
144, 145, 146.

Selvagem

Municipio de Delmiro Gouveia - AL

28*

Cultivo

Estagdes de cultivo - SE

Total de
individuos
amostrados

103

Tabela I. Amostras analisadas.

*Os individuos de alevinagem tém um codigo especial, nao inteiramente
numérico, fornecido pelos produtores. Detalhados na Tabela lll.

Tabela Il. Sequiéncia de nucleotideos dos primers utilizados.

Nome do Primer

Sequéncia de nucleotideos

FR1d
FF2d

CACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA
TTCTCCACCAACCACAARGAYATYGG

(IVANOVA et. al., 2007).
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Tabela Ill. Individuos amostrados nas estag¢des de cultivo e suas respectivas
classificagdes.

Classificagao Espécies Individuos coletados
Morfoldgica leiga Relacionadas
Classificados como Prochilodus P2G1, P2G2, P2G3, P2G4, P2G5,
Curimata - preta. vimboides Kner, P2G6, P2G7, P2G8, P2G9, P2G10,
1859. P2G11, P2G12, P2G13, P3G1,
P10G9, P10G10.

Classificados como Prochilodus P2P2, P2P3, P2P5, P2P6, P2P7,

Curimata - pacu. argenteus Spix and  P2P8, P2P9, P2P11, P2P12.

Agassiz, 1829

Classificados como Prochilodus costatus P11P3, P1P9, P1P10.
Curimata - Piau. Valenciennes, 1850

Tabela V. Grupos de individuos visualizados no cladograma.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

001, 019, 020, 021, 141,142, 002, 005, 006, 007, 011, 012, 013, 014,

032, 051, 068, 072, 143,144 018, 023, 024, 025, 026, 036, 037, 038,

P2G3, P2P11, P2P12, 039, 040, 041, 045, 046, 047, 049, 050,

P11P3. 052, 053, 054, 056, 057, 058, 059, 060,
061, 065, 066, 067, 068, 069, 070, 071,
074, 075, 077, 078, 085, 121, 122, 123,
124, 125, 126, 134, 136, 137, 138, 139,
145, 146. P2G1, P2G2, P2G4, P2GS5,
P2G6, P2G7, P2G8, P2G9, P2G10,
P2G11, P2G12, P2G13, P3G1, P10G9,
P10G10, P2P2, P2P3, P2P5, P2P6, P2P7,
P2P8, P2P9, P1P9, P1P10.
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9. FIGURAS
Figura 1. Grafico com os idices de verossimilhanca das arvores amostradas pelo
programa MrBayes. As seis primeiras arvores foram descartadas.
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Figura 2. Duas representa¢des da arvore de Inferéncia bayeasiana. Valores de
probabilidade posterior maior que 50 sdo apresentados abaixo de cada ramo da
primeira.
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Figura 3. Graficos com as distancias genéticas pareadas entre os individuos
amostrados: 1- Distancias entre todos os haplétipos; 2- Distancias dentro do Grupo
1; 3- Distancias dentro do Grupo 2; 4- Distancias dentro do Grupo 3; 5- Distancias
entre os Grupos 1 e 2; 6- Distancias entre os Grupos 1 e 3; 7- Distancias entre os
Grupos 2 e 3.
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