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RESUMO

Inferéncias filogeograficas podem contribuir para estudos de ecologia e evolugao
através da identificacdo de regides evolutivamente independentes, fornecer um
contexto evolutivo e geografico para espécies e suas populacdes, além de permitir a
identificacdo e o relacionamento entre areas. Neste contexto, a historia evolutiva e
ecolégica de Mimagoniates microlepis do Primeiro Planalto Paranaense (Alto Iguacu) e
da Planicie Costeira, foi reconstruida por meio dos marcadores moleculares RAPD.
Dez amostras de dez diferentes riachos foram analisadas. A diversidade genética geral
para a espécie foi estimada em 95,4%. A variedade genética em relacao ao total de loci
demonstrou que o rio Caerana foi o que mais contribui com o total da diversidade
genética geral estimada (45,04%), enquanto que os rios Acarai (21,62%), Agua Verde
(21,62%) e da Varzea (20,72%) foram os que menos contribuiram. J&, a diversidade
genética prépria de cada grupo amostral, apontou o Rio Mergulhdo com a maior
diversidade genética intrapopulacional (80,39%) e o Rio Acarai com a menor (44,44%).
As médias das distancias genéticas, variaram desde 0,221 entre as amostras do Rio
Mongagué e do Rio Caixa d’Agua até 0,461 entre as amostras do Rio Agua Verde e do
Rio Mongagua. Foram ainda identificadas as distancias geograficas relativas entre as
amostras estudadas, onde as mesmas variaram desde 2,2 Km, entre as amostras dos
Rios Piraquara e Caerana, até 357,5 Km entre as amostras dos Rios Agua Verde e
Mongagua. A partir destes valores foram desenvolvidas andlises de correlagao
estatistica e identificadas correlacées positivas entre todas as amostras estudadas e
das amostras do Alto Iguacu em relacao aquelas da Planicie Costeira. Isoladamente
entre as amostras de M. microlepis do Alto Iguacu e entre as da Planicie Costeira, a
correlagdo apresentada ndao possui nenhum suporte estatistico. A AMOVA evidenciou
que 61,32% da diversidade genética encontra-se entre as amostras estudadas. Além
disso, foi identificado o indice de fixagao intraespecifica da diversidade genética (PhiST
global) igual a 0,59766, o Nm (numero de migrantes por geracao) igual a 0,3235 e o
GST (diversidade genética entre populacdes) igual a 0,6071. Valores de Nm e GST
entre as amostras do Alto Iguagcu e da Planicie Costeira foram igualmente
determinados sendo respectivamente, 0,5804 e 0,4828 e, 0,4019 e 0,5544. Além
destes, os valores de Nm e GST pareados foram determinados entre todas as
amostras estudadas e os mesmos variaram, respectivamente, desde 0,287 até 1,557 e
de 0,243 até 0,635. As andlises de distancia genética e de parciménia evidenciaram a
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ocorréncia de dois estoques genéticos: Alto Iguacu e Planicie Costeira. Além disso, foi
também evidenciada a ocorréncia de oito unidades genético-evolutivas: (1) rio Agua
Verde, (2) rio Pequeno, (3) rio da Varzea, (4) rio Piraquara, (5) rio Acarai, (6) rio
Ribeirdo (7) rio Mongagua e (8) rio Caixa d’Agua. Além destas unidades, a amostra de
M. microlepis do rio Caerana apresentou-se como uma unidade genética distinta,
porém sem identidade evolutiva prépria. Estas sete unidades parecem estar inseridas
dentro de quatro areas biogeograficas naturais: (1) Alto Iguacu, (2) Planicie Costeira
paranaense, (3) Planicie Costeira do Norte de Santa Catarina e (4) Planicie Costeira
Sul de Sao Paulo. Além destes resultados foi identificada, por meio de evidéncias
genéticas, evolutivas, geograficas e filogeograficas a ocorréncia de unidades
evolutivamente significativas ao longo das regides amostradas na Planicie Costeira.
Assim, a origem e a evolugdo do complexo da Serra do Mar, ao longo da regiao
estudada, e potencialmente em outras regides, pode estar associada a diversificacao
de M. microlepis. Tal evidéncia faz com que as areas relativas ao Alto Iguacu, Planicie
Costeira do Sul do estado de Sao Paulo, Planicie Costeira paranaense e Planicie
Costeira Norte de Santa Catarina tenham necessidades diferenciais em relagdo a um
planejamento de conservacao dos ambientes de Mata Atlantica ao longo de toda regido
estudada.
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ABSTRACT

Phylogeographical inferences can contribute to studies in ecology and evolution
through the identification of evolutionarily independent regions, as well as by providing
an evolutionary and geographical context for different species and their populations,
and by allowing for the identification and the relationship among areas. In this context,
the evolutionary and ecological history of Mimagoniates microlepis in the First Plateau
of the State of Parana (Upper Iguacgu) and the Coastal Plains was reconstructed using
RAPD markers. Ten samples from each of ten different creeks were analyzed. The
general genetic diversity of the species was estimated to be 95.4%. The genetic
variability in relation to the total loci demonstrated that the Caerana river was the one
that contributed the most to the general estimated genetic diversity (45.04%), whereas
the rivers Acarai (21.62%), Agua Verde (21.62%) and da Varzea (20.72%) were the
ones that contributed the least. On the other hand, the genetic diversity of each
sampled group indicated that the Mergulh&o river showed the highest intrapopulational
genetic diversity (80.39%), whereas the Ararai river showed the lowest value (44.44%).
The average genetic distances varied from 0.221, between the Mongagua and Caixa
d’Agua rivers, to 0.461, between the Agua Verde and Mongagué rivers. The relative
geographical distances among the studied locations varied between 2.2 km, between
the Piraquara and Caerana rivers, to 357.5 km, between the Agua Verde. From those
values, analyses of statistical correlation identified positive correlations between all
studied samples and the samples from the Upper Iguacu in relation to those of the
Coastal plains. Contrary to the other samples of M. microlepis of the upper Iguacgu
among those of the Coastal Plains, the observed correlation did not show any statistical
support. An AMOVA indicated that 61.43% of the genetic diversity was observed
between the studied samples. In addition, the intraspecific fixation index of the genetic
diversity (global PhiST) was estimated to be 0.59766, the Nm (number of migrants per
generation) was estimated as 0.3235, and the GST (genetic diversity among population)
was estimated as 0.6071. Nm and GST values among the samples from the Upper
Iguacu and the Coastal Plains were determined as 0.5804 and 0.4828, and 0.4019 and
0.5544, respectively. Nm and GST values in other sites varied from 0.287 to 1.557, and
from 0.243 to 0.635, respectively. Genetic distance and parsimony analyses indicated
the presence of two genetic stocks: the Upper Iguagu and the Coastal Plains. In
addition, eight genetic-evolutionary units have been identified: (1) Agua Verde river, (2)
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Pequeno river, (3) Varzea river, (4) Piraquara river, (5) Acarai river, (6) Ribeirdo river,
(7) Mongagua river, and (8) Caixa d’Agua river. In addition to those units, the sample of
M. microlepis from the Caerana river was identified as a distinct evolutionary unit,
although without its own genetic identify. These seven units seem to be distributed
among four natural biogeographical areas: (1) Upper lguacu, (2) Coastal Plain of the
State of Parand, (3) Coastal Plain of the Northern State of Santa Catarina, and (4)
Coastal Plain of the Southern State of Sao Paulo. Moreover, genetic, evolutionary,
geographical, and phylogeographical evidence identified evolutionarily significant units
throughout the sampled regions on the Coastal Plains. Therefore, the origin and
evolution of the Serra do Mar complex throughout the studied region, and potentially in
other regions, can be associated with the diversification of M. microlepis. Such evidence
indicates that the areas corresponding to the Upper Iguacu, the Coastal Plains of
Southern State of Sdo Pauo, the Coastal Plains of the State of Parana, and the Coastal
Plains of the Northern State of Santa Catarina should receive differential care in relation
to the planning for the conservation of environments of the Atlantic Rainforest along the
entire studied region.



1 INTRODUCAO
1.1 Principios da filogeografia

A filogeografia € o campo de estudos envolvido com os principios e o0s
processos que governam a distribuicAo geografica das linhagens genéticas,
especialmente aquelas dentro e entre as espécies (Avise, 2000).

Inferéncias filogeograficas podem contribuir para um amplo estudo de
ecologia e evolugdo em varios aspectos, tal como a identificacdo de regides
evolutivamente independentes. Tais abordagens ainda podem fornecer um contexto
evolutivo e geografico para as espécies e populagdes, compreendendo as
comunidades ecologicas e assim permitindo a determinacdo das influéncias
historicas e espaciais nas amostras de riquezas de espécies (Ricklefs & Schluter,
1993; Bermingham & Moritz, 1998). Um terceiro potencial dos estudos
filogeograficos € o de permitir um entendimento e a identificagdo da histéria de
areas isoladas evolutivamente, podendo assim orientar estratégias e as prioridades
para a conservagao das mesmas (Bermingham & Moritz, 1998; Moritz, 2002.)

Em sintese, a filogeografia tem sido bem mais utilizada acerca do
entendimento das distribuicées geograficas, das relagdes filogenéticas e genéticas
entre linhagens evolutivas de animais, além de sugerir padrdes de biogeografia
regional e/ou das areas de endemismo.

Exemplos de estudos filogeograficos, que discutem o panorama evolutivo de
grandes areas podem ser identificados, tais como os estudos de peixes do extremo
Norte da América do Norte (Bernatches & Wilson, 1998) e das Américas Central e
do Sul (Bermingham & Martin, 1998; Perdices et al., 2005), além daqueles de
conservacao de pequenos mamiferos amazénicos (da Silva & Patton, 1998) e da
identificacdo de rotas de colonizagao pés-glacial na Europa e na América do Norte
(Taberlet et al.,, 1998; Brant & Orti, 2003). Estes estudos, de maneira geral,
demonstram a importancia da combinacao de marcadores moleculares de DNA com
evidéncias geograficas, independentes do panorama historico obtido da geologia e
paleopalinologia. (Bermingham & Moritz, 1998).



1.2 Caracteristicas biologicas de Mimagoniates microlepis.

O género Mimagoniates € constituido por seis espécies: M. inequalis, M.
barberi, M. lateralis, M. microlepis, M. sylvicola, M. reocharis (Weitzman et al., 1988;
Menezes & Weitzman, 1990). Este género apresenta-se amplamente distribuido
pelos riachos da area costeira e naqueles mais interiores da Mata Atlantica, exibindo
um padrao de endemismo desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul (Weitzman
et al., 1988). Mimagoniates € grupo irmao do género Glandulocauda, formando um
grupo monofilético e irmao de Lophiobrycon weitzmani, compondo, por sua vez, a
tribo Glandulocaudini (Castro et al., 2003).

A espécie Mimagoniates microlepis (Teleostei, Characidae,
Glandulocaudinae) distribui-se desde a regido norte do estado do Espirito Santo até
a regido nordeste do estado do Rio Grande de Sul (Weitzman et al., 1988). No
estado do Parana, esta espécie se distribui ao longo da Planicie Costeira e pelos
riachos componentes das nascentes do rio Iguagu. Recentemente foi identificada a
sua ocorréncia também em dois riachos componentes das nascentes do rio Tibagi
(Santana et al., 2006).

Mimagoniates microlepis caracteriza-se, ainda, por ser grupo irmao de M.
rheocharis, e parece ter evoluido mais recentemente ao longo da diversificacao do
género (Menezes & Weitzman, 1990). Os representantes de M. microlepis
apresentam tamanho relativamente pequeno, medindo entre trés e oito centimetros
de comprimento padrdo nos adultos (Weitzman et al., 1988; dados de campo do
presente estudo). De acordo com Mazzoni & Iglesias-Rios (2002), a distribuicao
geografica de M. microlepis parece estar associada a cobertura vegetal, a variaveis
ambientais e a disponibilidade de alimento e abrigo. A espécie apresenta habito
alimentar constituido basicamente por artrépodes aléctones, principalmente insetos
e microcrustaceos (Lampert et al., 2003).

Com relacéo as caracteristicas genéticas, M. microlepis apresenta o numero
dipl6ide de 52 cromossomos. Por outro lado, marcantes diferencas nas férmulas
cariotipicas sdo observadas entre amostras oriundas do Alto Iguagu e da regiao
Sudeste/Sul da Planicie Costeira (Guimaraes et al., 1995; Nardino, 2004; Motta,
2004). Nas amostras oriundas da Planicie Costeira Sudeste/Sul é ainda reconhecida
uma boa diversidade quanto ao numero e a posicdo das NORs (regides
organizadoras de nucléolo — cistrons ribossomais) (Guimaraes et al.,1995). Tem



sido considerado por diversos autores (Galetti Jr. et al., 1984; Amemyia & Gold,
1988; Venere & Galetti Jr., 1989, Torres et al., 1998 e Torres et al.,, 2004) que a
variagdo de numero e posi¢cao das NORs sejam marcadores cromossémicos para o
nivel de espécie. Assim, a reorganizagdo dos genomas no nivel cromossémico das
populagcbes de M. microlepis, associada a um eventual isolamento, pode ter
conduzido as mesmas, ao longo do tempo, a ser tornarem unidades evolutivamente

independentes.

1.3 Marcadores moleculares RAPD em peixes neotropicais associados a
questoes geograficas.

Marcadores moleculares sao fragmentos de DNA que permitem a distincao
de individuos ou grupo de individuos geneticamente diferentes (Borém & Santos,
2001).

O protocolo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), desenvolvido
paralelamente por Williams et al., (1990) e Welsh & McClelland (1990), baseia-se na
técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), desenvolvida por Saiki et al., (1985) e
Mullis & Faloona (1987). Tal metodologia utiliza primers com sequéncias arbitrarias,
eliminando assim a necessidade de se conhecer previamente a seqliéncia que
flanqueia a regido que sera amplificada. Da variagdo obtida com o uso de
marcadores RAPD, é possivel obter evidéncias acerca da semelhangca genética
entre individuos, da conectividade geogréfica e diversidade em populacoes, além de
aspectos relativos a ecologia, evolucdo e padrbes demograficos populacionais
(Hadrys et al., 1992; Parker et al., 1998; Chen & Borowsky, 2004).

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1995), a principal limitacdo dos marcadores
de RAPD é o baixo conteudo de informacao genética por loco, uma vez que se trata
de um marcador dominante e, portanto, ndo permite a deteccdo de gendtipos
heterozigotos. Por outro lado, entre as vantagens dos marcadores RAPD, esta a
possibilidade de deteccado de variacdo sem a necessidade de conhecimento prévio
das seqUéncias acessadas e, principalmente, por constituir-se em um método
simples e confidvel de acesso e estimativa da variagdo genémica das espécies, uma
vez que permite o exame de uma quantidade ilimitada de locos ao mesmo tempo
(Lynch & Milligan, 1994; Ali et al., 2004).



Por conta de suas vantagens, os marcadores moleculares RAPD tém sido



do rio Abaeté e rio Sao Francisco e o ponto “C” localizado a 20 Km abaixo da
confluéncia citada acima. Marcadores RAPD-PCR indicaram uma variagdo genética
consideravel entre individuos do ponto “A” e “C”, sendo que 0s peixes da regido
mais baixa do ponto “C” (regido mais afastadas da represa) sdo mais similares entre
si, do que aqueles dos outros locais amostrados. Estes dados indicaram ainda a
ocorréncia de uma populagédo estruturada, o que sugere implicagbes importantes
para a conservacdo da variabilidade genética de distintos estoques de P.
marggravii.

Almeida et al. (2003), objetivando gerarem dados acerca de estruturacao
genética de populacdes, para os fins de orientacao de condutas de conservacao de
peixes dos rios Tieté e Paranapanema no estado de Sao Paulo, estudaram
amostras de Pimelodus maculatus (Siluriformes, Pimelodidae). Tais amostras foram
coletadas em trés pontos dos rios acima mencionados: alto, médio e baixo. As
analises dos marcadores RAPD revelaram a inexisténcia de estruturacao genética
para as amostras do rio Tieté, bem como entre aquelas nativas do médio e baixo
Paranapanema. Por outro lado, foi constatada a ocorréncia de uma diferenciagéo
genética entre a amostra do alto Paranapanema e as demais do mesmo rio. Tais
dados motivaram os autores ainda a sugerir a panmixia das amostras do rio Tieté,
bem como entre aquelas do médio e baixo Paranapanema, ao contrario do que é
sugerido entre a amostra do alto Paranapanema e as demais do mesmo rio.

Chen & Borowsky (2004), utilizaram as variacbes dos perfis RAPD para
entender a historia filogeografica de duas espécies de Cyprinodontiformes Norte
Americanos. Xiphophorus variatus e Heterandria jonesi sdo duas espeécies de
poecilideos do México e apresentam distribuicbes geograficas sobrepostas. No
trabalho foram observados trés agrupamentos genéticos bem definidos e
diretamente associados a padrboes de distribuicdo geografica que coincidiram para
as duas espécies. Além destes dados, divisdes filogenéticas foram observadas
entre as amostras das regides Norte e Sul do México, também coincidentes para as
duas espécies. A associacao supra mencionada dos dados com os cladogramas de
area sugeriu que barreiras geogréficas conduziram a um padrdo filogeogréafico
comum para as duas espécies.

Ainda em relagdo a ordem Cyprinodontiformes, em especial a familia
Rivulidae, foi estudada, por meio de RAPD, a diferenciacdo genética entre as 3
espécies constituintes do género Cynolebias: C. viarius, C. adloffi e C cf. adloffi. Por



dois métodos de analise de agrupamento (UPGMA e Parcimobnia), foram
identificados 4 grupos genéticos, e evolutivamente diferenciados. Cynolebias cf.
adloffi parece ser uma unidade genética que necessita de um tratamento
taxonémico diferenciado, mesmo tendo sido composto por duas unidades genética e
evolutivamente distintas (Garcia et al., 2004).

Mamuris et al. (2005) estudaram a variacdo genética de nove populagdes de
Ladigesocypris ghigii (Cyprinidae), pertencentes a sete sistemas diferentes de
riachos e de um reservatorio de agua da ilha de Rhodes (Grécia). Essas populagdes
foram estudadas com base de dados do mtDNA e do DNA nuclear, a fim sugerir

acOes de conservacao para a espécie. As analises de RAPD revelaram niveis



constatadas diferencas nas estruturas cariotipicas de populagées de M. microlepis,
que se encontram isoladas em diferentes rios da regido costeira do sudeste
brasileiro.

O estudo aqui apresentado objetivou gerar dados moleculares que
possibilitem contribuir para o entendimento da histéria evolutiva e ecolégica de M.
microlepis. De forma especifica, objetivou-se a interpretacao das relagdes genéticas
e dos padroes filogeograficos de amostras oriundas do Primeiro Planalto
Paranaense e da Planicie Costeira, nos estados do Parana, Santa Catarina e Séo
Paulo, utilizando para tal abordagem os marcadores moleculares de DNA do tipo
RAPD.

Para alcancar o objetivo geral mencionado acima, foram estabelecidas
algumas metas, tais como:

I. Gerar dados moleculares (DNA) que permitissem distinguir populacées de M.
microlepis geneticamente diferentes.

[l. Avaliar a variabilidade genética das popula¢cées de M. microlepis nas regides
destacadas acima;

lll. Verificar o efeito da Serra do Mar, como barreira geografica, sobre a
distribuicdo e a eventual diversificagdo destas populagdes, pelos eventos
vicariantes envolvidos na formacao das nascentes do rio Iguacu e na prépria
origem da Serra do Mar.

Dessa forma, tais metas permitiram responder as seguintes perguntas:

1- Existe diversidade genética nuclear entre as populagdes de M. microlepis?

2- As amostras de M. microlepis dos diferentes rios constituem-se como
populacdes distintas umas das outras?

3- Ha fluxo génico entre as populacbes? Se houver como isto esta
ocorrendo?

4- A Serra do Mar representa uma barreira geografica natural entre as
populacdes estudadas?

5- As populagbes de M. microlepis se encontram hoje em processo de
especiacao?



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O material aqui analisado foi coletado entre margco e novembro de 2004,
utilizando-se peneiras e pequenas redes de arrasto manual em dez rios de nove
diferentes localidades da regido Sudeste/Sul do Brasil. Assim, foram obtidas
amostras a partir de riachos de dois municipios do estado de S&o Paulo localizados
na Planicie Costeira (Mongagua e ltariri), de riachos de 5 municipios do estado do
Parana, sendo dois da Planicie Costeira (Paranagua e Antonina) e trés pertencentes
ao Primeiro Planalto Paranaense — Alto Iguacu — (Piraquara, Sao José dos Pinhais e
Lapa). Além destes pontos amostrais, foram coletados exemplares de M. microlepis
oriundos de riachos de dois municipios do estado de Santa Catarina, sendo um
pertencente a Planicie Costeira (Sao Francisco do Sul) e outro localizado acima da
Serra do Mar (Canoinhas), (Figura 2, Tabela 1).

Os exemplares de M. microlepis (Figura 1) coletados foram identificados
taxonomicamente, seguindo a chave proposta por Menezes & Weitzman (1990). Os
mesmos foram processados em laboratério e amostras de musculos, figado e
nadadeiras de cada espécime foram imersas em Etanol 96% e mantidas a
temperatura de -20°C. Exemplares testemunhos encontram-se depositados na
colecao de referéncia de peixes do Museu de Historia Natural Capao da Imbuia
(MHNCI), sob a curadoria do Dr. Vinicius Abilhoa.

Para os estudos genéticos das populacdes foram utilizados 10 (dez)

espécimes de cada localidade entre machos e fémeas.

P

Figura 1. Exemplar de Mimagoniates microlepis com cerca de 7cm de comprimento

total, como forma de demonstragdo da espécie estudada.



Tabela 1. Rios e as respectivas localidades amostradas de Mimagoniates microlepis (para maiores detalhes
consultar as Figuras 2, 3, 4, 5 e 6). As siglas da coluna “amostras” descrevem as localidades estudadas: PIR=
rio Piraquara; CAE= rio Caerana; PEQ= rio Pequeno; VAR= rio da Varzea; AGU= rio Agua Verde; MER= rio
Mergulhdo; RIB= rio Ribeirdo; MON= rio Mongagud; ITA= rio Caixa d’Agua; ACA= rio Acarai. PPP= Primeiro
Planalto Paranaense; PSC= Planalto de Santa Catarina; PC= Planicie Costeira

Amostras N°da rio/Localidade Regiao Coordenadas
localidade geograficas
PIR 1 rio Piraquara; Piraquara-PR PPP 25°29'59”S-49°02'58"W
CAE 2 rio Caerana; Piraquara-PR PPP 25°26°59”S-49°02’'31"W
PEQ 3 rio Pequeno; Sao José dos Pinhais-PR PPP 25°33'32”S-49°07'41"W
VAR 4 rio da Varzea; Lapa-PR PPP 25°52'57”S-49°43'26”"W
AGU 5 rio Agua Verde; Canoinhas-SC PSC 26°12'447S-49°23'35"W
MER 6 rio Mergulhdo; Antonina-PR PC 25°17'58”S-48°44°39”"W
RIB 7 rio Ribeirdo; Paranagua-PR PC 25°35'21”S-48°36'40”"W
MON 8 rio Mongaguéa; Mongagua-SP PC 24°05°'30”S-46°36'46"W
ITA 9 rio Caixa d’Agua; ltariri-SP PC 24°17°'54”S-46°46’46"W

ACA

—_
o

Afluente do rio Acarai; S.Francisco do Sul-SC PC 26217°33”S-48235'20"W
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Figura 2. Mapa da América do Sul (acima, a esquerda) indicando a regido de
estudo. Os numeros representam a posicao relativa dos locais de amostragem
de Mimagoniates microlepis: 1 rio Piraquara, 2 rio Caerana, 3 rio Pequeno, 4 rio
da Varzea, 5 rio Agua Verde, 6 rio Mergulho, 7 rio Ribeirdo, 8 rio Mongagua, 9
rio Caixa d’Agua e 10 afluente do rio Acarai. A linha pontilhada representa o
perfil da cadeia montanhosa da Serra do Mar ao longo dos estados de Séao
Paulo, Parana e Santa Catarina.
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2.2 Métodos
2.2.1 Extracao do DNA

Amostras da musculatura foram utilizadas como fonte de material genético e
foram extraidos os DNAs de dez espécimes de M. microlepis de cada uma das dez
localidades amostradas. Os procedimentos de extragdo do DNA seguiram os
passos metodoldgicos propostos Sambrook & Russel (2001), somados a algumas
sugestées segundo Almeida et al.,, (2001) e a algumas poucas adaptacdes aqui
desenvolvidas, conforme mencionado a seguir.

Portanto, os passos metodoldgicos constituiram-se em:

1. Fragmentar uma amostra tecidual de 0,5cm® em uma placa de petri
autoclavada;

2. Colocar o tecido fragmentado em um microtubo de 1,5ml autoclavado;

3. Executar um esmagamento dos fragmentos teciduais objetivando a sua
melhor trituragéo;

4. Adicionar 700pl de tampao TE9 + SDS (Tris-HCI 500mM, pH 8,0, EDTA
20mM, NaCl 10mM,), SDS (1%; dodecil sulfato de sddio) e 5ul de proteinase
K (20mg/pl em Glicerol 5%) em cada microtubo com o tecido triturado;

5. Homogeneizar manualmente a solugdo pela inversdo dos microtubos por
cerca de 50 vezes;

6. Incubar os microtubos com as amostras em banho-maria por 24h a 60°C. As
solugdes devem ser homogeneizadas suavemente a cada 15-20 minutos,
quando possivel. Esta fase tem como finalidade promover a digestdo de
componentes celulares como lipideos, proteinas e RNA.

7. Passadas as 24h, adicionar a cada microtubo, 700ul de fenol tamponado e
homogeneizar os microtubos pela inverséo dos mesmos com fortes
movimentos laterais do antebraco por umas 12 vezes;

8. Centrifugar por 10 minutos a 10.000rpm;

9. Retirar o sobrenadante de cada microtubo e transferir a outros microtubos
estéreis;

10.Adicionar 700ul de clorofane (1-Fenol tamponado:1-Cloroférmio) e
homogeneizar os microtubos (como no item 7);
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11.Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm e novamente transferir o
sobrenadante de cada microtubo para outros microtubos estéreis;

12.Adicionar 700ul de clorofil  (24-Cloroférmio:1-Alcool isoamilico) e
homogeneizar os microtubos pela inversdo suave dos mesmos por umas
vinte vezes;

13. Centrifugar por 10 minutos a 10.000rpm e novamente retirar o sobrenadante
de cada microtubo e transferir para outros microtubos estéreis;

14. Adicionar mais 10% do seu volume de NaCl 3M, e 2x1/2 do seu volume de
etanol absoluto gelado;

15.Inverter suavemente os microtubos por umas quarenta vezes, até a
precipitacdo do DNA nos microtubos;

16. Manter os microtubos no freezer por aproximadamente 12h a —20°C;

17.Ao0 término deste periodo, Centrifugar os microtubos por 15 minutos a
12.000rpm;

18. Desprezar o sobrenadante invertendo os microtubos em uma placa de petri;

19.Lavar o DNA colocando pela parede do microtubo etanol 70% gelado (100ul);

20. Retirar o0 excesso de alcool dos microtubos (proceder como no item 18);

21.Deixar os microtubos abertos a temperatura ambiente por aproximadamente
2h para secar;

22.Apos este periodo os pellets de DNAs devem ser solubilizados em tampéo
T.E (Tris-HCI 3mM, pH 8,0, EDTA 0,2mM) +/- 200ul por microtubo conforme
o tamanho do pellet;

23. Quantificar o DNA extraido para se determinar uma solugéo de uso de 5ng/pl.

2.2.2 Marcadores RAPD

Foram testados antecipadamente 45 primers (OPA 1-10; OPAC 1-9; OPAM

1-15; OPW 1-7; OPX 2, 4, 10, 18, 20, 21/Operon Technologies) em cinco amostras
de M. microlepis de diferentes riachos: rio Piraquara, rio Caerana e rio Pequeno

(Primeiro Planalto Paranaense), rio Mergulhdo e rio Acarai (Planicie Costeira).

Foram utilizados dois espécimes de cada populagdo para selecionar uma

amostra inicial de dez primers. Destes, foram escolhidos 6 primers (OPA2,
OPAMO07, OPAM13, OPW5, OPX04 e OPX18; Tabela 2), por apresentarem um bom
padrao de amplificagdo para a obtencdo dos perfis RAPD. Cabe mencionar que 0s
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perfis RAPD obtidos para as amostras aqui estudadas foram reproduzidos pelo

menos duas vezes.

Tabela 2. Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados no
presente estudo.
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Tabela 4. Componentes da reacdo de amplificacdo do DNA e suas respectivas
concentragdes e volumes.

Reagentes Para 1 (um) microtubo
Agua ultrapura autoclavada 3,82l
Tampao 10x 1,5ul
dNTP (0,25mM) 1,5ul
MgCl, (3mM) 4 5ul
Taq polimerase (1u/ pl) 0,18l
Primer (0,25mM) 1,5ul
DNA (5ng/ pl) 2ul
Volume total 15ul

Os produtos obtidos da amplificacdo do DNA (perfis RAPD) foram separados
por eletroforese em gel de agarose a 1,4% com uma corrente de 80V, por um
periodo aproximado de 4 a 5 horas. Tanto no preparo do gel, quanto para a corrida
eletroforética, foi utilizado o tampao TBE 0,5x, diluido de uma solug¢éo original de
10x (Tris 0,89M, Acido Bérico 0,89M e EDTA 0,01M, pH= 8,3). Na eletroforese, além
dos produtos de amplificacdo do DNA, foram utilizados 3ul de um marcador de peso
molecular (100pb; Invitrogen). Posteriormente o gel foi corado em uma solucao de
Brometo de Etideo por 20 minutos. Os géis, com os perfis RAPD obtidos, foram
fotodocumentados em um sistema de captura de imagens da marca Vilber Lourmat.
As bandas produzidas em cada amplificagéao e para cada individuo foram analisadas
diretamente na imagem do gel capturado quanto a presenga ou auséncia e quanto a
intensidade e tamanho, este estimado da comparacdo com um marcador de
tamanho molecular padrdo. Foram consideradas bandas homoélogas todas que
possuiam mesmo tamanho e posigao no gel estando estas nitidas e/ou fortemente
coradas. Os resultados foram transformados em uma matriz numérica binaria [(0)
marcador ausente; (1) marcador presente; Anexo |] e a elaboragdo da mesma foi

conduzida por meio do uso do software NDE (Page, 2001).
2.2.4 Andlise dos dados

Para a identificacdo do patamar de diversidade genética de M.microlepis,

foram considerados o nimero de locos total, o nUmero de locos monomoérficos, bem
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como aqueles de natureza polimorfica. Mediante tais observacdes, foram
determinados manualmente os percentis de monomorfismo e polimorfismo,
considerando o numero total de locos igual a 100%. Assim, o patamar de
diversidade genética global de M. microlepis foi estabelecido, considerando o
percentil de polimorfismo global.

Para a determinagdo da diversidade genética dentro de cada uma das
amostras estudadas, em relacdo ao todo (10 amostras) de diversidade observada,
foi considerado o numero total de locos polimoérficos, mediante o total de locos
identificados. J&, para a determinacao da diversidade genética dentro de cada uma
das amostras estudadas, em relacao ao total de diversidade presente em cada uma
delas, foi considerado apenas o numero de locos polimérficos de cada amostra,
mediante o total de locos de cada uma delas.

O tratamento da matriz binaria, pelo método de distéancia (NJ - Neighbor-
Joining; Saitou & Nei, 1987), gerou a matriz de distancia genética de Nei. A partir
desta, foi estabelecida uma matriz das médias das distancias genéticas entre todas
as amostras, calculadas manualmente. Além disso, foram determinadas, em linha
reta, as distdncias geograficas relativas entre todas amostras estudadas de M.
microlepis. De posse dos valores de distancia genética e de distancia geografica,
foram conduzidas andlises de correlacdo (correlacdo de Spearman), por meio do
software Statistica v.6.0 (Statsoft Inc.), entre todas as amostras, somente entre as
amostras do Alto Iguacu, somente entre as amostras da Planicie Costeira e entre as
amostras do Alto Iguacu em relacdo aquelas da Planicie Costeira.

A matriz foi ainda analisada pelos métodos de distancia [Neighbor-joining (NJ;
Saitou & Nei; 1987)] e parciménia (Fitch, 1971). A homologia dos caracteres
(bandas) foi determinada a partir do peso molecular dos mesmos, considerando o
Ladder (100pbs) como referéncia. A analise de distancia foi desenvolvida por meio
do uso do software Paup* v.4.0b10 (Swofford, 2000), usando a interface gréfica
PaupUp (Calendinni & Martin, 2005).

A andlise de parciménia foi conduzida por busca heuristica, por meio do uso
do software Nona v.2.0 (Goloboff, 2006), usando a interface grafica Winclada v.
0.9.99 m24 (Nixon, 2000). Todos os caracteres foram designados como néo-
ordenados, com o peso equivalente. A adicdo das OTUs — Operational Taxonomic
Units - foi randdmica e a sua permuta por meio do algoritmo tree-bisection-

reconnection (TBR), considerando M. lateralis como o grupo externo. Foi ainda
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estabelecido um numero maximo (MaxTrees) de 100.000 arvores com 5.000
replicagbes aleatorias. Foi ainda determinado o consenso estrito das arvores
geradas.

Para ambas as analises (distancia e parciménia) foram ainda computadas, a
partir de 1000 pseudoréplicas, os indices de suporte dos ramos de Bootstrap e
Jacknife, seguindo a regra de consisténcia dos ramos igual ou maior ao percentil 50,
por meio da opgao de busca fast stepwise addition. A adicao das OTUs também foi
randémica e a sua permuta igualmente realizada por meio do algoritmo tree-
bisection-reconnection. Todos o0s procedimentos supramencionados foram
desenvolvidos por meio do uso dos softwares Paup* v.4.0b10 (Swofford, 2000) e
Nona v. 2.0 (Goloboff, 2006).

Para a andlise de variancia molecular (AMOVA), a matriz de dados foi
submetida ao software AMOVAONLINE segundo Dyer (2005) e disponibilizado pelo
autor em http://dyer2.bio.vcu.edu. Tal analise se baseia na obtencao da distribuicao
nula da variagdo, considerando toda a diversidade observada (matriz 0/1) como
oriunda de uma Unica populagédo (Excoffier et al.,, 1992). Os componentes da
variagdo foram estimados a partir de 1000 matrizes de permutacdo, conforme
descri¢do de Excoffier et al., (1992) e, a partir destes procedimentos foi estimado o
Phist (indice de fixagao intraespecifica da diversidade genética).

Foram ainda determinados os parametros Nm (numero de migrantes por
geracao) e Gsr (diversidade genética entre populacdes) globais, entre o Alto Iguagu
e a Planicie Costeira, entre as amostras somente do Alto Ilguacu e entre as
amostras somente da Planicie Costeira, além daqueles relativos as comparacgdes
“par a par’” mediante todas as amostras. Tais analises foram conduzidas por meio
do uso do software PopGene v.1.32, segundo Yeh et al. (1999).

De posse de todos os valores referentes aos indices Nm e Gst foram
conduzidas analises de correlacdo (correlacdo de Spearman) entre todas as
amostras, somente entre as amostras do Alto Ilguacu, somente entre as amostras da
Planicie Costeira e entre as amostras do Alto Iguacu em relacdo aquelas da Planicie
Costeira. Tais andlises foram conduzidas por meio do software Statistica v.6.0
(Statsoft Inc.)
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3 RESULTADOS

3.1 Perfis RAPD

Os seis primers utilizados amplificaram um total de 111 locos analisaveis
(marcadores), considerando as dez amostras estudadas de M. microlepis (Figura 2
e Tabela 1). Os fragmentos de DNA variaram desde 250pb (pares de bases) até
3000pb (Figuras 7a-b, 8a-b). Dos 111 locos identificados, cinco foram monomoficos
e 106 polimérficos. Tal observacado revelou ainda uma estimativa global de

diversidade genética da ordem de 95,4% para M. microlepis ao longo da regido
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Tabela 6. Diversidade genética observada dentro de cada amostra
de M. microlepis, em relagcdo ao conjunto total de locos presentes
em cada amostra. Ntl= n° total de locos presentes em cada
amostra; Nlv= n° de locos variantes em cada amostra; Dg=
diversidade genética.

Rios Nt NIv Dg(%)
Amostrados
Piraquara 69 32 46,37
Caerana 64 50 78,10
Pequeno 61 41 67,21
) Varzea 37 23 62,16
Agua Verde 51 24 47,05
Mergulhao 51 41 80,39
Ribeirao 62 44 70,96
Mongaguéa 53 35 66,03
Caixa d’Agua 58 41 70,68
Acarai. 54 24 44 44

Pela analise de distancia foi possivel observar indices especificos de
distanciamento genético entre as OTUs. Tais indices variaram desde 0,03604 (entre
exemplares M. microlepis do rio da Varzea e do rio Agua Verde) até 0,54955 (entre
um exemplar M. microlepis do rio Pequeno e outro do rio Mongagua) — Anexo Il. Na
Tabela 7 sao identificados (acima da diagonal) os valores médios das distancias
genéticas de Nei (Nei, 1972) entre as amostras estudadas e, estas variaram desde
0,221 entre as amostras de M. microlepis dos rios Mongagua (Mongagua, SP) e
Caixa d’Agua (ltariri, SP) até 0,461 entre as amostras dos rios Agua Verde
(Canoinhas, SC) e Mongagua (Mongagua, SP). Abaixo da diagonal séao
apresentadas as distancias geograficas relativas (em linha reta) entre as amostras
estudadas que variaram desde 2,2 até 357,5 quilémetros, respectivamente entre os
rios Piraquara e Caerana, ambos em Piraquara (PR) e entre os rios Agua Verde
(Canoinhas, SC) e Mongagua (Mongagua, SP).
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Tabela 7. Médias das distancias genéticas (Nei, 1972) obtidas entre as
amostras estudadas de Mimagoniates microlepis (acima da diagonal).
Distancia geogréfica relativa (km) entre as amostras estudadas (abaixo da
diagonal). PIR= rio Piraquara; CAE= rio Caerana; PEQ= rio Pequeno;
VAR= rio da Varzea; AGU= rio Agua Verde; MER= rio Mergulhao; RIB= rio
Ribeirdo; MON= rio Mongagud; ITA= rio Caixa d’Agua; ACA= rio Acarai.

PIR CAE PEQ VAR

AGU

MER RIB MON

ITA

ACA

PIR

CAE
PEQ
VAR
AGU
MER
RIB

MON
ITA

ACA

- 0,284 0,264 0,261
0,273 0,275

2,2 -

13,2 11

71,5 69,3
128,7 126,5
24,2 242
38,5 38,5
236,5 238,7
189,2 1914
82,5 80,3

62,7
121

37,4
35,2
242
198
71,5

0,254

60,5
88
93,5
304,7
255,2
99

0,224
0,261
0,228
0,255

146,3
154
357,5
314,6
148,5

0,349 0,431 0,448
0,338 0,441 0,420
0,364 0,419 0,451
0,271 0,349 0,390
0,333 0,401 0,461
- 0,243 0,316
16,5 - 0,361
161,7 2145 -
170,5 170,5 49,5
71,5 60,5 253

0,435
0,422
0,450
0,393
0,439
0,292
0,338
0,221

212,3

0,381
0,363
0,387
0,355
0,392
0,313
0,413
0,352
0,373
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Rio Piraquara Rio Caerana Rio Pequeno Rio da Varzea Rio Agua Verde
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Figura 3a. Eletroforese em gel de agarose 1,4% (primer OPA2), como forma de representacao dos perfis RAPD obtidos para as
amostras pertencentes ao Primeiro Planalto Paranaense (ver Tabela 1 para detalhes). L= Ladder (marcador de peso molecular
de 100pb), B= controle negativo. Os numerais de 1 a 10 representam os dez espécimes de Mimagoniates microlepis amostrados

nos rios descritos acima.
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Rio Meraulhao Rio Ribeirao Rio Monaaaua Rio Caixa da Aaua Rio Acarai
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Figura 3b. Eletroforese em gel de agarose 1,4% (primer OPA2), como forma de representacao dos perfis RAPD obtidos para as
amostras pertencentes a Planicie Costeira (ver Tabela 1 para detalhes). L= Ladder (marcador de peso molecular de 100pb), B=
controle negativo. Os numerais de 1 a 10 representam os dez espécimes de Mimagoniates microlepis amostrados nos rios

descritos acima.
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Rio Piraauara Rio Caerana Rio Peaueno Rio da Varzea Rio Aaua Verde
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Figura 4a. Eletroforese em gel de agarose 1,4% (primer OPW5), como forma de representacao dos perfis RAPD obtidos para as

amostras pertencentes ao Primeiro Planalto Paranaense (ver Tabela 1 para detalhes). L= Ladder (marcador de peso molecular
de 100pb), B= controle negativo. Os numerais de 1 a 10 representam os dez espécimes de Mimagoniates microlepis amostrados

nos rios descritos acima.
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Rio Meraulhao Rio Ribeirao Rio Monaaaua Rio Caixa da Aqua Rio Acarai
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Figura 4b. Eletroforese em gel de agarose 1,4% (primer OPW5), como forma de representacao dos perfis RAPD obtidos para as
amostras pertencentes a Planicie Costeira (ver Tabela 1 para detalhes). L= Ladder (marcador de peso molecular de 100pb), B=
controle negativo. Os numerais de 1 a 10 representam os dez espécimes de Mimagoniates microlepis amostrados nos rios
descritos acima.
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3.2 Analise das relac6es genéticas e evolutivas

Considerando os dois métodos utilizados (Distancia e Parcimdnia), foi
observada a ocorréncia de dois estoques genéticos bem definidos para M.
microlepis (Figuras 5 e 6). Muito embora possam ser observadas algumas sutis
incongruéncias entre 0s agrupamentos gerados, os referidos estoques
compreendem as amostras oriundas do Primeiro Planalto Paranaense (Alto Iguacu),
isoladamente daquele composto pelas amostras de M. microlepis da Planicie
Costeira (regido costeira sul do estado de Sao Paulo e litorais dos estados do
Parana e Santa Catarina) (Figuras 5 e 6). Além disso e, apesar de serem
observadas particoes da variacao genética nas amostras dos rios Caerana (Figura
6) e Mergulhdo (Figuras 5 e 6), a andlise pormenorizada dos agrupamentos ainda
sugere padrées de estruturagdo genética localmente bem definidos e uma forte
tendéncia de diversificagdo evolutiva para M. microlepis (Figuras 5 e 6).

Em relagcdo ao agrupamento por Neighbor-Joining (Figura 5), observou-se no
Alto Iguagu um maior relacionamento genético entre as amostras de M. microlepis
oriundas dos rios Agua Verde e Pequeno. Tal unidade genética mostrou-se ainda
mais relacionada geneticamente com o0s exemplares do rio Piraquara. Os
exemplares do rio da Varzea constituiram-se na amostra geneticamente mais
distantes das demais (Figura 5). Assim, podem ser observadas 5 unidades
genéticas distintas para M. microlepis, cada uma delas correspondente a uma
localidade amostrada. Todavia, na Planicie Costeira, detectou-se uma maior
proximidade genética entre as amostras de M. microlepis oriundas dos rios
Mongagua e Caixa d’Agua (regido costeira do estado de Sao Paulo) e entre os rios
Mergulhdo e Ribeirao (litoral do Parand). Ja este ultimo grupo caracterizou-se como
mais geneticamente correlacionado com a unidade genética composta pela amostra
do rio Acarai e todas aquelas nativas da regiao do Alto Iguacu. Assim, a amostra do
litoral de Santa Catarina (rio Acarai) constituiu-se em um terceiro estoque litoraneo
(Figuras 5).
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M. lateralis 1
M. lateralis 2

100/100

76/54 100/100 — A% Che

Serra do Mar

b
76/80

87/86

Figura 5. Relacdes de distancia genética entre as amostras de Mimagoniates microlepis obtida pela anélise de
Neighbor-joining (NJ) com M. lateralis como grupo externo. As diferentes cores indicam os dois grupos genéticos
identificados (Azul= Planicie Costeria; Alaranjado= Alto Iguagu). A linha pontilhada indica a Serra do Mar como o
divisor dos grupamentos genéticos. Os valores de Bootstrap/Jacknife encontram-se indicados nos ramos.

25
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Figura 6. Relagbes filogenéticas entre as amostras de Mimagoniates microlepis obtida pela analise de
parciménia com M. lateralis como grupo externo. As diferentes cores indicam os dois grupos evolutivos
identificados (Azul= Planicie Costeria; Alaranjado= Alto Iguagu). A linha pontilhada indica a Serra do Mar como o
divisor dos grupamentos genéticos. Os valores de Bootstrap/Jacknife encontram-se indicados nos ramos.
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A analise de Parcimbnia gerou 1248 arvores igualmente parcimoniosas (L=
894; Ci= 12; Ri= 69). O consenso estrito gerado caracterizou-se por apresentar 989
passos, com indice de consisténcia (Ci) igual a 10 e indice de retengéo (Ri) igual a
66. Foi observada ainda de forma geral (Figura 6) a ocorréncia de duas unidades
evolutivas bem definidas (Alto Iguacu e Planicie Costeira), com excecao da amostra
do rio Acarai que se apresentou como grupo irmao das amostras de M. microlepis
do Alto Iguagu. A amostra do rio Varzea se caracterizou, em termos evolutivos,
como a mais basal entre todas as amostras estudadas. Além disso, a excecao da

amostra de M. microlepis do rio Caerana, péde ser observada a ocorréncia de 4
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Iguagu, em

relacdo aquelas da Planicie Costeira na

regido Sudeste/Sul,

demonstrando uma correlagao positiva entre as variaveis (r= 0,54, p= 0,004).
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Figura 7. Gréfico da andlise de correlagao de Spearman entre as médias das distancias genéticas e

a distancias geograficas relativas (km) entre todas as amostras de M. microlepis estudadas.
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Figura 8. Grafico da analise de correlagdo de Spearman entre as médias das distancias genéticas e

a distancias geograficas relativas (km) entre as amostras de M. microlepis estudadas da regido do

Alto Iguagu.
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r = 0,54; p= 0,1
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Figura 9. Gréfico da andlise de correlagao de Spearman entre as médias das distancias genéticas e
a distancias geograficas relativas (km) entre as amostras de M. microlepis estudadas da regido da
Planicie Costeira.
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Figura 10. Grafico da anadlise de correlacdo de Spearman entre as médias das distancias genéticas e
a distancias geograficas relativas (km) entre as amostras de M. microlepis estudadas do Alto Iguagu
em relagdo aquelas da Planicie Costeira.
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3.3. AMOVA e parametros populacionais

Na Tabela 8 sdo descritos os resultados obtidos da Analise de Variancia
Molecular (AMOVA). Esta andlise evidenciou que 61,32% da diversidade genética
total identificada encontra-se entre as amostras estudadas de M. microlepis e,
portanto, cerca de 38,7% desta diversidade esta dentro das amostras. Além destes
resultados, observou-se pela AMOVA, o Phist da ordem de 0,59766. A
implementacao do o Teste Exato de Fisher demonstrou que a AMOVA apresenta
significancia estatistica (Tabela 8; p= 0,00039).

A analise estatistica de Wright (1978), (PopGene v.1.3.2; Yeah et al., 1999)
revelou um Nm global igual a 0,3235 e 0 Gst global igual a 0,6071. Além destes
resultados, foram determinados os valores de Nm e Gsr entre as amostras de M.
microlepis do Alto Iguagu (Nm= 0,5804 e Gst = 0,4828) e entre as da Planicie
Costeira (Nm= 0,5544 e Gst= 0,4019). Os valores de Nm e Gst pareados,
considerando todas as amostras estudadas, sdo apresentados na Tabela 9. Tais
valores variaram desde 0,287 [rios Acarai (litoral catarinense) e Agua Verde
(planalto catarinense)] até 1,557 [rios Mongagua e Caixa d’Agua (litoral de Sao
Paulo)] para Nm e desde 0,243 [rios Mongagua e Caixa d’Agua (litoral de Sao
Paulo)] até 0,635 [rios Acarai (litoral catarinense) e Agua Verde (planalto
catarinense)] para Gsr. Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados relativos as
analises de correlacao (Spearman) entre as distancias geograficas relativas e os
valores de Nm e Ggsr para as amostras do Alto Iguacgu, Planicie Costeira e aquelas
do Alto Iguacu em relacao as da Planicie Costeira.

Nas Figuras 11 e 12 sdo apresentados os graficos que expressam as
correlagées (Spearman) entre as distancias geograficas relativas de todas as
amostras de M. microlepis estudadas, em relacéo, respectivamente, ao Nm e ao
Gst. A Figura 11 mostra a existéncia de uma correlacdo negativa entre as variaveis

e na Figura 12 é observada um correlagédo positiva entre as variaveis.
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Tabela 8. Resultados obtidos segundo a anédlise de AMOVA envolvendo todas as amostras estudadas de M. microlepis.
Gl= graus de liberdade; Sq= soma dos quadrados; Qm= quadrado médio; F= teste exato de Fisher; CV= Componentes
da variancia; p= significancia estatistica.

Fonte da variacao Gl Sq Qm F Ccv % variacao p
(Phisr)
Entre amostras 9 1111,870 123,541 11.5748888889 59,7
Dentro das amostras 90 701,300 7,792 7.79222222222 40,3
Total 99 1813,170 15,885 0,00039

Tabela 9. Valores de Gsr (acima do diagonal) e Nm (abaixo da diagonal) obtidos
entre as amostras estudadas de M. microlepis. PIR= rio Piraquara; CAE= rio Caerana;
PEQ-= rio Pequeno; VAR= rio da Varzea; AGU= rio Agua Verde; MER= rio Mergulhao;
RIB= rio Ribeirdo; MON= rio Mongagua; ITA= rio Caixa d’Agua; ACA-= rio Acarai.

PIR CAE PEQ VAR AGU MER RIB MON ITA ACA

PIR - 0,320 0,329 0,434 0,394 0,493 0,539 0,559 0,538 0,573
CAE 1,062 - 0,246 0,298 0,326 0,345 0,438 0416 0,413 0,456
PEQ 1,018 1,532 - 0,342 0,336 0,425 0,465 0,487 0,479 0,521
VAR 0,649 1,172 0,961 - 0,511 0,407 0,488 0,531 0,530 0,596
AGU 0,766 1,032 0,984 0,477 - 0,521 0,551 0,598 0,567 0,635
MER 0,514 0,946 0,675 0,725 0,459 - 0,270 0,409 0,359 0,506
RIB 0427 0,639 0,575 0,523 0,406 1,345 - 0,432 0,396 0,571
MON 0,393 0,699 0,526 0,440 0,335 0,720 0,656 - 0,243 0,529
ITA 0,429 0,708 0,543 0,442 0,380 0,891 0,759 1,557 - 0,535
ACA 0,372 0,596 0,459 0,337 0,287 0,488 0,375 0,444 0,433 -




Tabela 10. Resultado das analises de Correlacdo de Spearman entre distancia
geografica (Km) e nimero de migrantes (Nm) e entre distancia geografica relativa
(km) e diversidade genética interpopulacional (Gst), mediante as amostras de M.
microlepis das regides do Alto Iguagu, as amostras da Planicie Costeira e entre
ambas as regides. N= numero de correlagdes; r= indice de correlacdo; p=

significancia. * Intervalo de confianga de 95%.

Regides Correlacao N r p
Alto Iguacu
Km x Nm 10 -0,38 0,27
Km x Gst 10 0,38 0,27
Planicie Costeira
Km x Nm 10 -0,43 0,20
Km x Gst 10 0,43 0,20
Alto Iguacu x Planicie Costeira
Km x Nm 25 -0,38 0,05*

Km x Gst 25 0,38 0,05*
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Figura 11. Grafico da andlise de correlagao de Spearman entre as distancias geograficas relativas
(km) e os valores de Nm pareados, mediante todas as amostras de M. microlepis estudadas.
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Figura 12. Grafico da andlise de correlagdo de Spearman entre as distancias geogréficas relativas

(km) e os valores de Gst pareados, mediante todas as amostras de M. microlepis estudadas.
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4 DISCUSSAO

4.1 Dados de RAPD, diversidade genética e biologica em M. microlepis

O acesso a diversidade genética via marcadores moleculares de DNA,
associados a sofisticadas ferramentas analiticas, tém contribuido significativamente
para entendimento dos processos historicos (bidticos e abibticos) que modulam a
diversificagéo intraespecifica da biota, especificamente a diversidade populacional
(Templeton 1998; Avise 1994, 2000; Posada & Crandall 2001; Brant & Orti 2003; Ali
et al., 2004).

Nesse sentido, os marcadores RAPD vém se constituindo numa importante
ferramenta de acesso a diversidade genética, pois permite a ecélogos e bidlogos
evolutivos determinar a arquitetura geral do genoma, em termos de sua diversidade
genética e, verificar como esta interage em uma ampla variedade de individuos
relacionados proximamente (Ali et al., 2004). Segundo Bardacki (2001), os
marcadores RAPD se constituem como uma alternativa metodolégica simples,
barata e que permite uma andlise acurada acerca das relacbes genéticas e
evolutivas entre populacdes de espécies. Os dados obtidos no presente estudo
corroboram as propostas acima descritas, uma vez que reiteram o potencial dos
marcadores RAPD para a analise de diversidade intraespecifica, tendo em vista a
diversidade genética observada e a sua associacdo com a ocorréncia de
diversidade bioldgica entre as amostras de M. microlepis [Figuras 3a-b e 4a-b ;
Figuras 5 e 6; Tabelas 5, 6 e 9 (acima da diagonal); Anexo | e Il].

Uma interessante questdo, no que se refere a uma consistente estimativa da
diversidade genética da biota, € o nimero de primers a serem utilizados na analise.
Porém, o numero de locos obtido parece se constituir como um critério mais
importante do que propriamente o numero de primers utilizado (Telles et al., 2001;
Hollingsworth & Ennos, 2004).

Segundo Telles et al. (2001), sdo necessarios no minimo 60 loci para uma
estimativa consistente da variagdo genética, uma vez que a partir desta quantidade
sdo observadas reducdes significativas nos desvios-padrao e, consequentemente,
nos coeficientes-de-variacao. Estes autores ainda destacam nos seus experimentos
que tal quantidade de loci foi alcancada mediante o uso de seis primers. De acordo

com Hollingsworth & Ennos (2004), o uso de no minimo 50 loci para marcadores

34



RAPD revela alta consisténcia no que se refere a recuperagdo de topologias nao
resolvidas, apresentando altos indices de diferenciagéo populacional (por exemplo,
Fst =2 0,15). Todavia, parece ldgico imaginar que, quanto maior for a quantidade de
primers usados e, que gerem um numero igual ou maior a 60 loci, a consisténcia
dos dados tende a ser cada vez maior. Nesse sentido, o estudo que aqui se
apresenta parece se adequar a orientacdo proposta por Telles et al. (2001) e
Hollingsworth & Ennos (2004), tendo em vista a obtencdo de 111 loci (marcadores)
mediante o uso dos seis primers utilizados (Tabela 2 e Anexo Il). Resultados
similares foram obtidos por Almeida et al. (2001) que objetivaram analisar a variagao
genética dentro e entre populacées de Pimelodus cf. absconditus (Siluriformes:
Pimelodidae). Nesse estudo foram obtidos 140 loci (marcadores), mediante o uso de
sete primers. Além desta andlise, o estudo de filogeografia comparativa em
populagbes de Xiphophorus variatus e Heterandria jonesi (Cyprinodontiformes)
corrobora a consisténcia do uso de seis primers, tendo em vista a obtencao de 256
loci para X. variatus e 210 loci para H. jonesi, mediante o uso de seis primers (Chen
& Borowsky, 2004). Garcia et al., (2004), em estudo de trés espécies de Cynolebias,
também obtiveram andlises robustas, por meio do uso de 6 primers que geraram 61
loci polimorficos.

Outro aspecto acerca do uso de marcadores RAPD é o patamar de
variabilidade ou diversidade genética acessada. Os termos variabilidade ou
diversidade genética representam o mais importante componente biol6gico da
evolucgao, disponibilizando a matéria prima para a diversidade e adaptacdao (Amos &
Harwood 1998).

Dentre as formas de mensuracao da diversidade genética, estdo a estimativa
do numero de loci polimoérficos em relagdo ao numero total de loci analisados e, a
estimativa do numero de loci polimérficos de cada amostra em relacdo ao numero
total de loci analisados. Uma terceira forma de mensuragdo se caracteriza pela
estimativa do numero de loci variantes de cada amostra em relagdo ao numero total
de loci em cada amostra. Tais estimativas sugerem respectivamente, o quanto de
diversidade genética global existe na espécie na area estudada, com o quanto de
variabilidade cada amostra local contribui para o total de diversidade acessada e o
quanto de diversidade genética existe em cada amostra local, mediante o total de
variabilidade acessada para cada amostra. Conforme ja& mencionado, M. microlepis
apresenta 95,4% de diversidade genética global nas regibes estudadas, que
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compreenderam o Alto Iguagu e a Planicie Costeira Sudeste/Sul do Brasil. Tais
resultados sdo muito similares aqueles observados por Prioli et al. (2002) que
identificaram 90% de diversidade genética em Astyanax altiparanae do rio Iguagu.
Em amostras de Astyanax scabripinnis, oriundas de riachos urbanos de Londrina
(PR) foi identificada uma diversidade da ordem de 81,3% (Sofia et al., 2006). Por
outro lado, Pseudoplatystoma corruscans do rio Paranad apresentou 27% de
diversidade global e B. lundii, no rio Sdo Francisco, apresentou 34,7% de variacao
genética (Sekine et al., 2002; Wasko et al., 2002). Portanto, as comparagdes entre
todas estas estimativas indicam que M. microlepis apresenta uma alta diversidade
genética, sugerindo duas hipoteses: (1) que a espécie encontra-se num excelente
estado de conservacao, tendo em vista o conjunto de dados e a area estudada e,
(2) que boa parte de toda diversidade genética observada seja oriunda de
patriménios genéticos de espécies diferentes.

Na tabela 5 é observada a representatividade percentual da diversidade
genética de cada amostra de M. microlepis em relagdo ao conjunto de loci
analisados. Portanto, os dados ali demonstrados apontam para a amostra do rio
Caerana (Piraquara, PR) como aquela que contribui mais expressivamente com o
total da diversidade observada (45,04%). Ja, as amostras pertencentes aos rios
Acarai (Sao Francisco do Sul, SC), Agua Verde (Canoinhas, SC) e Varzea (Lapa,
PR), caracterizam-se como aquelas que contribuem respectivamente menos com a
diversidade genética total observada (21,62%, 21,62% e 20,72%; Tabela 5). Estes
dados percentuais de diversidade genética indicam M. microlepis do rio Caerana
como a populagédo local potencialmente mais plastica em termos adaptativos,
mesmo que toda a sua diversidade seja consequiéncia de deriva genética ou
selecdo estabilizadora, na dependéncia desta ser uma amostra de uma populacao
finita ou infinita. Por outro lado, M. microlepis dos rios Acarai, Agua Verde e Varzea
constituem-se potencialmente menos plasticos em termos adaptativos, uma vez que
apresentam um patamar de diversidade muito menor, quando comparados aos M.
microlepis do rio Caerana.

Na tabela 6 sdo observados os niveis de diversidade genética propria de
cada amostra. Assim, observa-se que a amostra de M. microlepis do rio Mergulhao
(Antonina, PR; Figura 2) apresenta a maior diversidade intrapopulacional (80,39%).
Neste caso, tal diversidade parece ser consequéncia de deriva genética, tendo em
vista que o rio Mergulhdo é um sistema hidrico isolado na Planicie Costeira
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paranaense e certamente deve ter sofrido profunda influéncia da ultima incurséo
marinha ocorrida entre 6.500 e 7000 anos (Suguio et al., 2005). Por outro lado, a
amostra do rio Acarai (Sado Francisco do Sul, SC; Figura 2) caracteriza-se por
apresentar a menor taxa de diversidade genética intrapopulacional (44,44%). Essas
evidéncias sugerem o estado de conservacao de M. microlepis nestas localidades e
apontam para o fato de que as amostras litordneas parecem reter mais diversidade
genética do que aquelas do Alto Iguagu, com excecao do rio Acarai na Planicie
Costeira e rio Caerana (78,1%) no Alto Iguacu. Tal consideracao sugere que as
amostras de M. microlepis do Alto Iguacu merecam maiores prioridades de
conservacao do que quaisquer outras na regidao estudada. Especialmente para a
amostra oriunda do sistema do rio Acarai, o seu patamar de diversidade genética,
quando comparado aos demais de sua regido, sugere uma condicao de recente
divergéncia de um estoque litordneo continental maior, que tenha se isolado a partir
do avanco do nivel do mar, seguindo a idéia do Principio do Fundador, conforme
Mayr (1977).

4.2 Estruturacao genético-evolutiva em M. microlepis

4.2.1 Alto Iguacgu

Uma populagdo mendeliana caracteriza-se como uma comunidade de
individuos intercruzantes a qual compartilha variantes genéticas dentro de uma area
geografica. Neste conceito de populacdo genética encontra-se inserida a condicao
de panmixia, a qual define iguais probabilidades de trocas génicas entre individuos
préoximos ou distantes geograficamente (Dobzhansky, 1950).

Um interessante aspecto acerca dos fatores que governam a distribuicao da
variagao genética, é a distribuicdo espacial das unidades reprodutivas (Avise 2000).
Observa-se, com alguma frequéncia, entre as espécies de peixes, uma subdivisao
em populagdes locais isoladas (Carvalho, 1993). Este fenébmeno apresenta-se mais
acentuadamente em peixes de &gua doce, uma vez que rios ou lagos sao
potencialmente isolados uns dos outros por barreiras geogréaficas. Portanto, fatores
historicos tais como dispersdo e/ou vicariancia, podem influenciar na distribui¢cao

destas unidades reprodutivas, bem como nas suas identidades genéticas (Amos &
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Harwood, 1998; Avise 2000).

Na presente analise, foram estudadas amostras de M. microlepis de cinco
riachos componentes do sistema do Alto Iguagu, bem como outros cinco localizados
sobre a Planicie Costeira Sudeste/Sul, nas regides litoraneas dos estados de Sao
Paulo, Parana e Santa Catarina (Tabela 1, Figuras 2). Apesar das amostras de M.
microlepis dos rios Caerana (Alto Iguagu; Figura 6) e Mergulhdo (Planicie Costeira
paranaense; Figura 5 e 6) apresentarem uma sutil menor estruturacdo do que as
demais amostras (Figuras 5 e 6), as relagdes genéticas apresentadas sugerem que
M. microlepis parece tender a estruturagdo. Tal consideragdo se baseia na
ocorréncia de nove unidades genéticas pela andlise de Neighbor-Joining (Figuras
5). Ja pela analise de parcimbnia (Figura 6), sdo identificadas oito unidades
monofiléticas.

A idéia acerca de uma tendéncia a estruturacdo genética associada a
diversidade evolutiva em M. microlepis, parece ter suporte adicional mediante as
comparagodes “par a par” do Gst apresentados na Tabela 9, o calculo do Gsr global,
o calculo de Phist global, além dos Nm pareados (Tabela 9) e Nm global. As
comparagdes do Gst pareados apresentam em 95,6% das comparacdes indices de
diferenciagéo interpopulacional acima de 0,27 (Tabela 9). Valores de Gsr acima de
0,25 apontam para uma estruturacao evolutiva bem acentuada (Wright 1978).
Mediante o célculo de Gst global foi identificada a ocorréncia de uma diferenciagéo
interpopulacional da ordem de 0,6071. Segundo a AMOVA, ainda foi observado um
Phist global da ordem de 0,5976 (Tabela 8). Valores de Phist superiores a 0,25
indicam uma diferenciacdo genética muito acentuada (Hartl & Clarck, 1997).
Adicionalmente, a Tabela 9 ainda apresenta a estimativa de fluxo génico, mediante
o parametro Nm. Dessa forma, sdo apresentadas 45 comparagdes “par a par’ €, em
84,5% das comparagbes sao observados um baixo numero de migrantes por
geracdo. Valores de Nm < 1 apontam para uma acdao em favor de uma
diferenciagéo genética (conforme Almeida et al., 2003). Mediante o calculo de Nm
global foi identificada a ocorréncia de um fluxo génico da ordem de 0,3235
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sugere que a diversidade entre os M. microlepis estudados parece também ser
influenciada pela distancia, minimizando a possibilidade de trocas génicas entre
exemplares oriundos das localidades estudadas, favorecendo a sua diferenciagao
genética e evolutiva. Diversos autores tém revelado a ocorréncia de estruturacao na
fauna de peixes neotropicais por meio da analise da diversidade genética (Dergam
et al., 1998; 2002; Wasko & Galetti, 2002; Hatanaka & Galetti-Jr., 2003; Almeida et
al., 2003; Santos et al., 2003; Beheregaray et al., 2001; Leuzzi et al., 2004; Garcia et
al., 2004).

O Alto Iguagu configura-se como uma area biogeografica natural, tendo em
vista que observagdes geomorfolégicas e paleoclimaticas indicam que a sua
ictiofauna passou por processos Unicos, que levaram ao seu aparecimento e
riqueza. Como exemplo, esta a hipotese de relagbes pretéritas entre as suas
cabeceiras e alguns riachos litoraneos [Abilhoa & Boscardim (2004); Abilhoa
(2005)].

As amostras de M. microlepis oriundas do Alto Iguagu apresentaram
significativa estruturacao (Figura 5; Nm= 0,5804; Gs= 0,48828), podendo até terem
alcangado o status de metapopulacdes (Baguette, 2004). Suportes adicionais para
tal hipétese apresentam-se demonstrados na Figura 8 e Tabela 10. A correlacdo
(Spearman) apresentada na Figura 8 nao tem nenhuma sustentagao estatistica (r= -
0,17; p= 0,63), sugerindo que as distancias geograficas n&o influenciam a
diversidade encontrada. Da mesma forma, nao existe nenhum suporte estatistico
para as correlacdes (Spearman) entre distancia geografica relativa e Nm (p= 0,27) e
Gst (p= 0,27), respectivamente entre os M. microlepis do Alto lguagu. Tais
evidéncias apontam para a necessidade premente de estudos ecolégicos com as
mesmas e outras amostras desta regido, a fim de testar a hipétese de que a
diversidade genético-evolutiva observada (Figuras 5 e 6) seja uma consequéncia de
eventos de radiacao adaptativa ou evolucao ecoldgica.

Por outro lado, as médias das distancias genéticas (Tabela 7) observadas
entre tais amostras apresentaram-se em niveis muito similares aqueles observados
por Lehman et al. (2000). Estes autores usaram de marcadores RAPD objetivando
acessar o relacionamento genético entre espécies do género Anguilla, observando
distanciamento genético intraespecifico variando de 0,134 até 0,286. Congiu et al.,
(2002) identificaram distancias genéticas, baseadas em marcadores RAPD,
variando desde 0,016 até 0,252 em 13 amostras de Atherina boyeri (Atherinidae),
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sugerindo que se tratava de uma uUnica populagdo. Segundo Thorpe (1982),
distancias genéticas abaixo de 0,3 parecem estar associadas a distanciamentos
existentes dentro de populagdes. Portanto, os valores médios de distanciamento
genético entre os exemplares de M. microlepis do Alto Iguagu parecem nao serem
suficientes para sustentar a idéia de diversidade acima sugerida. Porém, tal
diversificagéo pode ter sido de tal forma recente, a ponto de que apenas dados mais
sensiveis, tais como os parametros populacionais de Wright (1978), sejam capazes
de identificar tal diversificagao.

Todavia, dados cromossémicos indicam que pode existir, de fato, fluxo génico
entre alguns M. microlepis dos riachos componentes do Alto Iguacu. Amostras de
exemplares desta espécie, oriundos dos rios Piraquara e Pequeno apresentaram a
mesma macroestrutura cariotipica (2n=52/12M+18SM+14ST+8A), além dos cistrons
ribossomais localizados no mesmo par de cromossomos (5°) (Nardino, 2004; Motta,
2004). Adicionalmente, amostragens desta espécie na calha principal do rio Iguacu,
apontaram para uso desta regido do rio por M. microlepis, sugerindo a vagilidade da
espécie ao longo deste sistema hidrico (Ingénito et al., 2004). Um suporte adicional
para a hipotese de ocorréncia de fluxo génico entre M. microlepis destes riachos é
mostrado na Tabela 9. O patamar de fluxo génico entre os exemplares destes dois
riachos, estimado pelo célculo de Nm, mostra-se no nivel de 1,018 migrantes por
geracdo, o que sugere fluxo génico suficiente em favor da homogeneizacdo do
patriménio genético (conforme Almeida et al., 2003). Por outro lado, a comparacao
do paréametro de diversidade interpopulacional (Gst), baseada na diversidade
genética de M. microlepis das localidades acima mencionadas, sugere alguma
estruturacdo ocorrendo entre tais exemplares (0,329). Uma possivel explicacao
poderia ser a ocorréncia de um recente isolamento entre tais populagcdes locais,
preferencialmente de natureza ecoldgica. Evidéncias que corroboram esta hipotese
sao relacdes genéticas e evolutivas apresentadas nas Figuras 5 e 6, onde as
amostras dos rios Piraquara e Pequeno se caracterizam por serem genética e

evolutivamente diferentes.

4.2.2 Planicie Costeira

O padréao de estruturacdo apresentado pelos M. microlepis da Planicie
Costeira (Figuras 5 e 6), sugere que as mesmas podem se constituir em
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representantes de populagdes isoladas ou ja terem alcangado o status de unidades
evolutivamente significativas (Ryder, 1986; Moritz, 1994; Eizirik, 1996). Esta
hipdtese € corroborada pelo fato das amostras compreenderem riachos isolados
tanto regionalmente (Planicie Costeira paulista, Planicie Costeira paranaense e
Planicie Costeira catarinense) quanto entre as regides (Planicie Costeira paulista x
Planicie Costeira paranaense x Planicie Costeira catarinense). O endemismo, como
conseqUéncia do isolamento da fauna de peixes de agua doce na drenagem
costeira do Sudeste/Sul do Brasil, foi documentado por Menezes (1994; 1996).

Como suporte da hipétese relativa ao endemismo de M. microlepis na Planicie
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Planicies Costeiras estudadas, exerce um papel muito mais efetivo sobre a
diversidade observada entre os M. microlepis destas regides. As comparagdes
pareadas do Nm e Ggr (Tabela 9) entre as referidas amostras parecem constituir-se
como evidéncias para a hipétese de diversidade observada na regido, sendo esta o
resultado de processos vicariantes. Portanto, das 10 comparagdes pareadas para
GsT, 90% delas apresentaram valores acima de 0,27 (Tabela 9, acima da diagonal).
Para as comparagdes entre os Nm pareados, 80% delas apresentaram valores
abaixo de 1 migrante por geracao (Tabela 9, abaixo da diagonal). As Figuras 5 e 6
caracterizam-se ainda como suportes adicionais para a idéia de estruturacao
genética, associada a diversificacao evolutiva entre as amostras de M. microlepis da
Planicie Costeira, uma vez que podem ser observados 4 unidades genéticas
distintas por Neighbor-Joining: rio Acarai (SC), rio Ribeirdo (PR) e rios Mongagua e
Caixa d’Agua (SP). Além disso, pela analise de parciménia, as mesmas amostras se
caracterizaram como 4 clados monofiléticos (Figura 6). Portanto, os dados aqui

disponibilizados corroboram a hipétese de especiagdo acima descrita.
4.2.3. Serra do Mar e a filogeografia de M. microlepis

Uma barreira geografica se constitui como toda e quaisquer caracteristicas do
ambiente terrestre que exerga alguma influéncia inicialmente sobre a distribuicao
espacial das populagbées dos organismos e, posteriormente, sobre o fluxo génico
entre as mesmas populacées. Como exemplo, sabe-se que a origem do istmo do
Panama, na sua feicdo atual, se originou a cerca de 3,1 a 3,5 milhdes de anos
(Coates & Obando, 1996). Tal alteracdo geomorfoldégica exerceu uma forte
influéncia na subdivisdo da espécie Chelonia mydas (tartaruga verde) que hoje se
apresenta como duas unidades evolutivamente significativas: uma espacialmente
distribuida pela regido oceanica do Atlantico-Mediterraneo e outra pela regiao Indo-
Pacifica (Bowen, 1992).

Nesse sentido, seria a cadeia montanhosa constituinte da formagéo Serra do
Mar a causa da potencial diversificagdo da ictiofauna, tendo em vista as suas
porgcdes costeiras e continentais? Suspeita-se que a resposta seja sim, uma vez que
se torna muito curiosa a ocorréncia 16 espécies de peixes de agua doce que
compartiiham o mesmo padrdo de distribuicAo espacial: continental para o Alto
Iguagu e costeiro no estado do Parana (Abilhoa & Boscardim, 2004; Abilhoa, 2005).
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Além disso, tal distribuicdo sugere a possibilidade de uma forte relacao
biogeografica entre as regides mencionadas.

As relagbes genéticas e evolutivas apresentadas nas Figuras 5 e 6 mostram
uma forte evidéncia de que a Serra do Mar deve estar associada a diversificacao de
M. microlepis. Tal diversificacdo se torna evidente pela ocorréncia de 8 unidades
genético-evolutivas: (1) rio Agua Verde, (2) rio Pequeno, (3) rio da Varzea, (4)
Piraquara, (5) rio Acarai, (6) rio Ribeirdo (7) rio Mongagua e (8) rio Caixa d’Agua.
Além destas unidades, a amostra de M. microlepis do rio Caerana apresentou-se
como uma unidade genética distinta, poréem sem identidade evolutiva propria. A
Tabela 9 apresenta as comparacdes entre os valores Nm e Gsr entre todas as
amostras de M. microlepis e parece se constituir numa boa evidéncia de suporte
para a hipotese de especiagdo acima sugerida. Assim, 90% de todas as
comparagdes pareadas mostram Nm < 1 e Ggr > 0,25, sugerindo uma intensa
estruturacao genético-evolutiva entre os M. microlepis estudados.

Além disso, estas oito unidades parecem estar inseridas dentro de quatro
areas biogeograficas naturais: (1) Alto lguacgu, (2) Planicie Costeira paranaense, (3)
Planicie Costeira do Norte de Santa Catarina e (4) Planicie Costeira Sul de Sao
Paulo. Como forma de suporte desta hipotese, podem ser identificadas como
barreiras de isolamento, respectivamente, o corpo principal da Serra do Mar no
estado do Parand com picos alcangando cerca de 1800m de altitude (Almeida &
Carneiro, 1998) e o divisor de aguas entre as planicies costeiras de Sao Paulo e
Parana (complexo montanhoso que se estende desde as baias de Guaraquecaba e
Pinheiros até o estuario de Cananéia, SP; mencionado por Almeida & Carneiro,
1998). Mais a Sul, se encontra a Serra da Prata que se configura como o divisor de
aguas entre as planicies costeiras dos estados do Parana no seu extremo sul e
Santa Catarina (Figura 17; Angulo, 2004).

Uma interessante observacao, segundo a andlise de parciménia (Figura 6),
acerca dos principios e processos que governaram a distribuicdo atual das
linhagens genéticas e evolutivas de M. microlepis na regido, € a de que a
colonizagdo da regido do Alto Iguagu parece ter ocorrido a partir da linhagem
oriunda do rio Acarai. Esta curiosa situagcao poderia ser explicada por eventos de
captura de cabeceiras. Neste caso especifico, o rio Iguagu poderia ter capturado a
cabeceira do proto-Varzea que drenaria originalmente para o litoral mais a Sul, uma

vez que M. microlepis do rio Acarai caracteriza-se como grupo irmao daquelas
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populacdes locais da regido do Alto
lguacu. Eventos de captura de
cabeceiras envolvendo as regides
mencionadas vem sendo uma forte
evidéncia para explicar as relacoes
genéticas e de origem de H.
malabaricus na regido costeira do
Parana e o Alto Iguagu. (Lemos et
al., 2002; Vicari et al., 2006). Além

destas evidéncias, o entendimento

das relacbes genético-evolutivas
sugere, sobretudo pela analise
filogenética (Figura 6), que a

conquista dos formadores do Alto
Iguagu se deu em um momento mais
recente de diversificacdo, quando
comparado aqueles relativos a regiao
costeira

Como ja mencionado
anteriormente, M. microlepis na
Planicie Costeira parece ter se
diversificado

em quatro grupos

monofiléticos bem definidos, com
excecao dos exemplares do rio
Mergulhdo que se apresentou como
um grupo parafilético (Figura 6).
Assim, parece que a
colonizagéo da Planicie Costeira por
M. microlepis se deu em diregao ao
Sul,

localizadas em latitudes maiores. As

pela conquista de regides

linhagens de M. microlepis que

formam a unidade evolutiva do litoral
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do estado de S&o Paulo, parecem ter sido originadas num momento histérico de
subdivisdo biogeografica mais antigo, do que aquele que subdividiu as linhagens
localizadas no litoral paranaense (rios Mergulhdo e Ribeirdo) e Norte do litoral de
Santa Catarina (rio Acarai). Tal hipdtese se torna l6gica e mais consistente tendo
em vista a distribuicido de M. lateralis e M. reocharis, 0s grupos irmaos de M.
microlepis. Ambas as espécies apresentam as suas distribuicées geograficas, até o
atual momento, como sendo essencialmente costeiras (Weitzman et al.,, 1988;
Menezes & Weitzman, 1990). Portanto, tal evidéncia reforca a hipdtese da
diversificagdo mais pretérita na regiao litoranea no sentido Norte/Sul, uma vez que
M. reocharis (uma das espécies mais derivada do género) distribui-se por riachos
costeiros da regido fronteirica dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(Weitzman et al, 1988; Menezes & Weitzman, 1990). Como mencionado
anteriormente, a colonizagao e diversificagdo na regido do Alto Iguagu teria se dado
a posteriori do evento de diversificagdo mencionado acima.

Padrdées de relacionamento filogenético entre populagbes, baseados em
dados moleculares e que corroboram padrdes de distribuicdo geografica, j& foram
evidenciados em espécies de peixes (Perdices et al., 2002; Chen & Borowsky, 2004;
Strecker et al. 2004; Garcia et al., 2004). Nesse sentido, uma interessante evidéncia
aqui demonstrada, € a relagdo genético-evolutiva observada entre as regides
costeiras. Portanto, conclui-se que tais regides parecem exibir um padréo
filogeografico, tendo em vista as relagcbes genéticas e evolutivas aqui identificadas
para as amostras estudadas de M. microlepis (Figuras 5 e 6).

Uma importante consideracao, acerca do entendimento de todo o panorama
filogeografico apresentado acima, é a questao temporal. Dados geolégicos relativos
a paleoniveis do mar, bem como paleolinhas de costa sugerem a ocorréncia de uma
transgressao/regressao marinha Pleistocénica-Holocénica. Tal fenbmeno sugere o
valor maximo do nivel do mar com 8 metros acima do atual (120.000 anos) e o
minimo de — 120 metros (17.500 — 6.500 anos) (Suguio et al; 2005). Considerando
que os registros fésseis apontam para o Mioceno médio (24-10 Ma; Lundberg 1997;
Lundberg et al., 1998) como o periodo de origem dos géneros e espécie de peixes
neotropicais atuais, conclui-se que M. microlepis j4 se encontrava distribuido pelas
regidbes aqui amostradas, no periodo geoldgico acima mencionado (120.000 anos
até os dias atuais). Porém, entre 6.500 e 7.000 anos o paleonivel do mar atingiu o

nivel atual, alcangando um méaximo de 4 a 5 metros acima do que é observado hoje.
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Apbs 5.500 anos atras o paleonivel do mar sofreu uma descensdo progressiva até
0s niveis atuais observados (Suguio et al., 2005).

Assim, sugere-se que 0 cenario genético-evolutivo (Figuras 5 e 6) aqui
apresentado, relativo as amostras costeiras, compreenderia varios eventos de
retracdo e expansao demografica de M. microlepis. Nos eventos de retragao,
provavelmente a deriva genética, associada ao isolamento intra e inter-regional,
teriam sido as forcas motrizes geradoras da alta diversidade genética observada
entre estas amostras, tal como mencionado anteriormente. Por outro lado, os
resultados apresentados na Tabela 9, sugerem uma sutil tendéncia a diversificagao
de M. microlepis tanto no litoral do Parana, quanto no litoral de Sdo Paulo. Os
valores de Nm entre as populagdes locais em ambas as regibes favoreceram a
homogeneizacao (respectivamente 1,345 e 1,557). Porém, os valores de Gsr
(respectivamente, 0,270 e 0,243) indicaram uma tendéncia a diversificagdo evolutiva
entre os M. microlepis da regido costeira do Parana. Tal incongruéncia poderia ser
explicada como o resultado de uma subdivisédo recente (Figuras 5 e 6), onde as
variagoes interespecificas seriam a consequUéncia da ag¢do do ultimo evento de
deriva genética, devido a ultima regressdo marinha ocorrida a 5.500 anos atras
(Suguio et al., 2005).

Por conseguinte, a partir de 5.500 anos atras, um estagio de recolonizacao
destas areas (regido costeira do sul do estado de Sao Paulo, regido costeira do
estado do Parana e litoral catarinense) foi estabelecido, determinando assim o
padrao atual de distribuicao espacial da espécie na regido, consolidando um rapido

e acentuado padrao filogeografico tal como observado.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A grande missdo da biologia da conservacdo € proteger a diversidade
biol6gica e os processos que sustentam isso, em face das perturbacdes causadas
pelas atividades humanas. O grande desafio dos bidlogos conservacionistas é
desenvolver estratégias praticas para alcangcar o objetivo da conservagédo e
reconhecendo que: (a) o conhecimento é incompleto acerca dos padroes e
processos biologicos, (b) que as perturbacbes ambientais naturais ou
antropogénicas sao inevitaveis e (c) os conflitos entre as necessidades da
diversidade biol6gica e a sociedade humana sdo comuns e devem ser reconciliados,
tendo em vista a elaboracdo das prioridades de conservacdao (Moritz, 2002). Tais
argumentacdes exigem a concatenacao das evidéncias sobre ecologia, sistematica
e biologia evolutiva (Bowen, 1999).

Nesse sentido as evidéncias aqui geradas sobre as amostras locais,
geograficamente isoladas ou ndo, de M. microlepis, encontram-se de acordo com as
exigéncias acima descritas. Tais evidéncias apresentam uma perspectiva de
natureza genética, para os fins de concordancia entre as necessidades do
desenvolvimento humano nas regides amostradas e, a igual necessidade de
preservacdo da biodiversidade nas mesmas regides, uma vez que ambientes
biologicamente estaveis tendem a ser também estaveis em desenvolvimento.

O principal interesse da genética da conservagao é a reflexdo acerca da
manutencao da aptidao biolégica e da capacidade de respostas evolutivas perante
alteracdées ambientais, por meio da manutencao da diversidade genética (Hedrick,
1996). Neste sentido, a origem de tal diversidade pode ser compreendida por meio
da acao de duas forgas: pela evolugao adaptativa ou também como resultado de um
longo tempo de isolamento (vicaridncia). Os dados aqui disponibilizados
apresentam-se como evidéncias de suporte a esta Ultima consideracao, tendo em
vista que ambas as situagdes (evolucdo adaptativa e vicariancia) podem ser
atribuidas, respectivamente: (a) aquela tendéncia de estruturacdo observada na
amostras do Alto Iguacu e (b) a diferenciacdo encontrada entre o estoque
continental e o costeiro (Figuras 5, 6 e 10; Tabelas 7, 8, 9 e 10), bem como entre
amostras ao longo da Planicie Costeira (Figuras 5 e 6; Tabelas 7, 8 e 9).

De acordo com Moritz (2002), existe uma ampla discussédo acerca da busca
por um critério de definicdo de areas prioritarias para a conservacgao. A esséncia de
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tal discussao se alicer¢a na utilizagdo do critério da riqueza de espécies ou deste,
combinado aquele relativo a manutengao dos gradientes de diversidade genética
dentro das espécies. Dessa forma, trés categorias de condutas de preservagao sao
sugeridas e, uma delas é corroborada pelo cenario genético, evolutivo e
filogeografico observado para M. microlepis. Tal conduta enfatiza a manutencéo das
partes, ou seja, preservar as regides que possam maximizar a representacao de
espécies ou, que sejam preservados 0s segmentos de uma espécie de ampla
distribuicao geografica, cujas partes tenham sido isolados historicamente.

Mediante a forte tendéncia a diversificacdo aqui observada para M.
microlepis, se faz necessario portanto, entender a regido amostrada como um
importante criatério de espécies, uma vez que os dados aqui disponibilizados
sugerem a existéncia de quatro areas biogeograficas distintas: Alto Iguacu, Planicie
Costeira sul de Sdo Paulo, Planicie Costeira do Parana e Planicie Costeira do Norte
de Santa Catarina. Como incremento de tal sugestdo, esta a identificacdo de 8
grupos genético-evolutivos distintos, sendo abrigados ao longo destas quatro areas
biogeograficas (Figura 13).

Finalmente, a perspectiva genético-evolutiva e filogeografica apresentada
neste estudo reforca a importdncia da caracterizacdo de espécies de peixes
Neotropicais, bem como a sugestdo de conservacao dos seus ambientes, uma vez
que muito pouco é de fato conhecido sobre a diversidade ictica desta regiao
(Lovejoy & Araujo, 2000). Além disso, num futuro em médio e longo prazo, em meio
ao desenvolvimento globalizado, tornar-se-ao poténcias, as nagdes que ao longo de
sua evolucao socio-econbmica, destinaram a devida atengdo a identificacdo e

preservacao dos seus recursos bioldgicos (Torres, 2003).
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6 CONCLUSOES

Apos a discussdo e avaliagdo dos dados obtidos, foi possivel reafirmar que,
marcadores moleculares RAPD, realmente apresentam-se como uma excelente
ferramenta para estudos sobre diversidade genética intraespecifica de peixes
neotropicais.

Foi corroborada a hipétese de que sao necessarios no minimo seis primers e
pelo menos 50 loci (marcadores) para se obter uma boa consisténcia e resolucao
analitica dos dados.

Foi observada para M. microlepis uma diversidade genética global (95,4%), a
qual sugere que esta espécie encontra-se em um excelente estado de conservacao
ao longo da area estudada ou, que boa parte desta diversidade advém da existéncia
de diferentes espécies ainda nao reconhecidas sob o ponto de vista taxonémico.

Os dados apresentados para a diversidade genética observada nas amostras
locais, bem como as relagdes genético-evolutivas, apontam para as amostras dos
rios Mergulhdo e Caerana como aquelas que devem possuir mais plasticidade
fenotipica entre todas as amostras estudadas.

Quando observada a diversidade genética prépria de cada amostra, revelou-
se que as amostras litoraneas parecem reter mais diversidade genética do que
aquelas oriundas do Alto Iguagu, com exceg¢ao da amostra do rio Acarai (Planicie
Costeira) e da amostra do rio Caerana (alto Iguacu).

Apesar das amostras de M. microlepis do Alto Iguacu, tenderem a
estruturacao, sdo necessarios estudos de natureza ecoldgica para a sustentacao da
hipdtese de que estas constituam-se ja em populacdes isoladas a partir de radiagao
ou evolucao adaptativa.

As amostras de M. microlepis oriundas da Planicie Costeira parecem
representar populagdes isoladas ou até mesmo ja terem alcancado o status de
unidades evolutivamente significativas.

A cadeia montanhosa constituinte da formacdo da Serra do Mar parece
realmente ter exercido uma forte influencia na diversificacdo de M. microlepis, uma
vez que foram observadas oito unidades genético-evolutivas distintas: (1) rio Agua
Verde, (2) rio Pequeno, (3) rio da Varzea, (4) Piraquara, (5) rio Acarai, (6) rio
Ribeirdo (7) rio Mongagué e (8) rio Caixa d’Agua. Além destas unidades, a amostra

de M. microlepis do rio Caerana apresentou-se como uma unidade genética distinta,
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porém sem identidade evolutiva propria. Além disso, quatro areas biogeograficas
puderam ser identificadas: Alto Iguagu, regido costeira do sul do estado de Sao
Paulo, regido costeira do estado do Parana e litoral Norte catarinense.

Os dados aqui disponibilizados indicam a necessidade premente de uma
revisdo taxondémica na espécie.

A interagdo dos estudos de diversidade genética com as evidéncias
geograficas, geologicas e paleograficas permitiu um entendimento acerca dos
padrdes filogeograficos entre as amostras de M. microlepis na regido estudada. De
forma conclusiva, tal entendimento vem de encontro substancialmente as propostas
mais modernas sobre a manutencao dos processos histéricos naturais (evolugao
adaptativa e vicariancia) que objetivem a conservacao de uma diversidade biolégica

eminente.
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Anexo I: Matriz de presenca e auséncia dos perfis RAPDs (0 = auséncia de banda; 1 = presencga de banda).
Legenda: PIR= rio Piraquara; CAE= rio Caerana; PEQ= rio Pequeno; VAR= rio da Varzea; AGU= rio Agua Verde; MER= rio
Mergulh&o; RIB= rio Ribeirdo; MON= rio Mongagua; ITA= rio Caixa d’Agua; ACA= rio Acarai.
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Anexo lI: Matriz de distancia genética de Nei.

Legenda: PIR= rio Piraquara; CAE= rio Caerana; PEQ= rio
Varzea; AGU= rio Agua Verde; MER= rio Mergulhdo; RIB= rio Ribeirao; MON= rio
Mongagua; ITA= rio Caixa d’Agua; ACA= rio Acarai.
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.13514
.13514

OO O OO OO o oo

39
37
35
33
38
39
34
31
48
48
42
52
44
50
46
45
43
47
49
54
47
51
49
55
51
50
53
48
49
53
51
46
51
51
49
53
50
49
48
46
40
41
47
40
46
41
41
42

11

.42342
.42342
.10811
.09910
.08108
.11712
.18018
.16216
.16216
.09910

OO O OO0 OO o oo

43
37
35
37
40
43
32
35
48
50
46
52
46
48
48
45
45
47
47
54
45
49
49
57
55
50
51
48
47
53
49
48
51
51
49
47
50
49
46
42
40
41
45
36
44
37
39
40

12

.40541
.40541
.12613
.09910
.13514
.13514
.14414
.14414
.14414
.09910
.07207

OO O OO0 OO o oo

39
37
33
33
38
41
32
33
46
46
42
50
44
50
44
43
41
45
47
54
43
47
49
55
51
48
51
48
47
51
49
44
53
51
47
49
50
49
48
44
40
41
47
38
44
39
41
42

13

.33333
.33333
.30631
.31532
.29730
.29730
.32432
.27027
.30631
.29730
.25225

OO O OO0 OO o oo

48
44
42
40
45
48
41
42
55
55
49
61
51
55
55
52
50
52
46
55
46
50
48
56
52
53
50
51
46
50
50
47
52
50
48
48
47
46
49
49
45
46
48
45
49
44
46
45

14

.28829
.28829
.27928
.28829
.30631
.28829
.29730
.36937
.35135
.28829
.31532
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

PIR1O0
CAEl
CAE2
CAE3
CAE4
CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O0
PEQ1L
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQ5
PEQ6
PEQ7
PEQ8
PEQY
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARS
VARG
VAR7
VARS8
VAR9
VAR1O
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGU6
AGU7
AGUS
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERS
MER6
MER7
MERS
MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIB5
RIB6
RIB7
RIB8
RIB9
RIB1O

16
30
41
36
28
38
32
28
33
26
32
33
32
35
33
35
30
27
26
27
29
33
32
31
31
28
31
30
30
35
32
27
25
23
24
25
21
23
23
21
23
42
44
52
42
44
40
45
44
39
44
57
57
49
57
55
51
55
50
50
52

16
34
39
38
32
40
28
28
33
28
32
31
34
31
31
33
26
23
30
33
29
33
30
27
31
26
29
28
30
35
34
27
29
23
26
25
23
29
21
23
23
40
44
48
42
42
34
41
40
37
38
55
53
45
53
51
49
51
46
46
48

11
33
32
33
29
35
35
27
22
27
29
28
31
34
32
34
25
26
27
28
28
26
25
26
28
25
26
25
27
28
29
24
24
24
25
22
20
24
24
22
20
41
43
45
41
39
35
40
43
38
35
54
52
44
54
50
50
50
45
45
47

28
35
32
32
36
34
32
31
28
32
29
32
35
29
27
26
27
24
29
29
29
28
27
31
28
29
28
30
29
32
27
23
21
22
21
25
23
23
21
19
38
40
42
36
34
32
39
36
31
32
45
45
43
47
43
49
47
44
38
42

- 0.23423 0.29730
- 0.18919

26
33
32
32
32
34
30
27
28
32
29
32
33
29
31
26
25
30
31
29
27
22
25
27
26
27
22
26
25
30
25
23
23
24
21
23
25
25
23
21
34
38
44
34
34
26
35
32
31
34
45
43
39
47
43
47
45
42
38
42

21
20
22
14
24
28
21
24
28
31
30
33
25
31
28
37
32
37
29
27
26
25
31
28
25
22
18
27
24
25
25
25
24
25
29
27
27
25
27
32
36
42
32
34
30
39
34
33
36
47
47
47
47
47
49
49
46
42
42

17
17
21
23
23
18
29
29
30
31
32
28
32
35
38
37
34
34
28
23
26
30
29
30
23
21
22
23
26
26
28
33
30
30
28
30
32
32
29
31
35
29
29
29
36
35
34
31
46
46
42
48
40
48
46
45
45
43
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73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

QO JO0 U W N

S Sl S S R R I R e T e e e e
W IO U WNRE OWWJO U™ WNRE OO

MON1
MON2
MON3
MON4
MONS5
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS8
ITA9
ITALO
ACAl
ACAZ2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACA1l0

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
.25225
.27928
.27928
.26126
.27027
.32432
.34234
.29730
.28829
.28829
.18018
.15315

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIRS
PIR6
PIR7
PIRS8
PIR9
PIR10
CAEl
CAE2
CAE3
CAE4
CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O
PEQ1L
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQ5
PEQ6

(@]

OO OO0 OO OO oOo

52
53
50
52
50
54
52
53
52
47
44
48
48
47
48
48
44
46
47
44
47
47
45
44
46
43
49
42
42
41

15
35135
35135

18
22
22
28
23
24
30
31
28
29
27
25
34

[eleoNeoNololNolNolololololNolNolNoNe)

54
53
54
52
50
56
54
55
54
49
46
52
54
51
54
52
46
48
49
46
47
45
41
42
44
39
47
40
38
41

16

.40541
.40541
.25225
.27928
.24324
.29730
.27027
.25225
.28829
.26126
.28829
.28829
.19820
.15315
.16216

26
14
18
19
28
26
29
26
31
27
25
30

loNeoNeoNoBolNoNoloNoloNoNoloNelNolNe)

47
50
47
47
45
53
51
50
53
48
47
51
53
50
51
53
47
47
50
47
46
44
40
43
45
38
46
39
41
42

17

.29730
.29730
.36036
.36937
.33333
.33333
.34234
.34234
.36036
.31532
.32432
.28829
.12613
.18919
.19820
.23423

26
30
17
28
30
29
34
27
29
33
36

O OO OO OO ODOOOO OO oo

48
49
44
46
46
54
50
45
50
41
44
50
46
47
50
48
48
48
47
48
45
41
39
40
44
35
43
36
38
39

18

.45946
.45946
.28829
.29730
.27928
.29730
.30631
.28829
.25225
.31532
.30631
.30631
.21622
.20721
.19820
.12613
.23423

16
25
24
24
27
26
29
27
25
26

leleoNeoNoBolNolNololNololololNololNololNoNe]

44
43
42
44
42
48
44
41
46
37
42
44
42
43
44
46
46
44
43
42
41
39
35
38
40
33
41
34
36
37

19

.45946
.45946
.25225
.24324
.26126
.29730
.27027
.25225
.25225
.24324
.28829
.27027
.25225
.20721
.25225
.16216
.27027
.14414

23
26
18
25
34
35
29
31
24

lecNeoNeoNoNolNeoNolBolNolNololNololNolNololNelNolNe)

42
41
38
44
44
48
42
39
44
37
42
44
42
43
46
40
44
44
41
42
41
37
37
40
42
39
39
38
38
39

20

.30631
.30631
.27928
.25225
.25225
.27027
.24324
.29730
.29730
.19820
.27928
.24324
.18919
.16216
.20721
17117
.15315
.22523
.20721

25
21
28
31
26
32
32
31

[eNeoNeoloNeoNoNoNolNololNolololNolNololololNolNe)

37
38
39
45
45
49
43
40
47
44
43
41
45
44
43
45
45
47
42
41
42
40
36
39
43
38
40
41
41
42

21

.42342
.42342
.23423
.26126
.26126
.24324
.23423
.23423
.25225
.24324
.25225
.25225
.21622
.26126
.21622
.25225
.25225
.21622
.23423
.22523

14
29
32
35
33
35
26
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

PEQ7
PEQ8
PEQ9
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARDS
VARG
VAR7
VARS
VAR9
VAR1O
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGU6
AGU7
AGUS8
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERS
MER6
MER7
MERS
MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIBS
RIB6
RIB7
RIB8
RIB9
RIB1O
MON1
MON2
MON3
MON4
MONS5
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAlL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7

35
34
27
29
27
28
27
33
32
31
30
26
31
28
25
23
23
30
27
27
23
31
27
27
32
34
38
30
28
32
37
36
33
34
47
47
43
47
45
47
43
42
38
40
44
47
36
48
50
52
46
45
52
47
42
38
40
41
44
42
42

31
32
27
27
35
34
35
37
36
39
34
30
35
32
27
25
25
30
29
25
23
27
27
27
34
38
44
34
36
36
39
36
35
38
55
55
47
55
51
49
51
48
50
48
46
45
46
54
50
54
50
49
52
47
46
44
46
43
48
46
48

37
36
35
33
27
26
27
29
28
27
22
20
23
22
33
35
35
36
37
37
33
35
35
35
30
36
40
34
32
30
37
38
37
34
47
47
47
49
47
49
43
44
44
44
36
35
36
40
40
44
40
37
44
39
40
44
44
45
44
44
44

25
28
23
27
37
38
31
39
36
39
36
34
39
38
31
31
27
36
33
33
31
27
31
29
40
44
50
40
40
40
45
40
39
46
57
57
53
57
51
55
51
54
50
50
48
49
48
60
56
58
54
53
56
51
52
52
52
49
52
52
54

25
30
27
23
37
36
31
35
36
37
34
34
37
38
23
29
27
30
29
27
29
27
27
27
38
42
46
42
40
40
41
42
39
42
57
57
51
55
49
51
53
50
54
52
48
49
52
56
54
56
54
55
54
53
50
52
52
51
50
54
52

34
35
34
28
30
25
28
32
31
32
23
21
24
27
28
32
30
33
32
30
32
32
30
32
31
33
35
31
29
31
36
39
34
31
48
50
46
48
46
46
46
45
47
43
33
34
35
39
35
43
39
36
41
38
43
41
43
42
43
41
43

27
26
25
29
35
30
31
29
32
31
28
30
35
34
29
27
23
30
25
29
29
29
23
25
42
44
50
40
40
40
47
44
37
44
51
51
51
53
51
55
53
52
46
50
48
55
44
52
54
56
52
51
54
49
52
54
52
51
56
54
52
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90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

O 3O U W

AR DR DS DA WLWLWWWWWWWWDNDNDNNDDNDNNDMNNDNNNMNNRERRRRRRRRRE
GO WNREFPOWOWWO-JIOOUEWNEOWOOWIOU B WNREOWOOWJOU B WNE OV

ITAS
ITA9
ITALO
ACAl
ACAZ2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACAl0

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
.27027
.29730
.29730
.31532
.25225
.28829
.28829
.26126
.28829
.28829
.25225
.26126
.27027
.23423
.27027
.21622
.16216
.18919
.12613

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIRS5
PIR6
PIR7
PIRS8
PIR9
PIR1O0
CAEl
CAE2
CAE3
CAE4
CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O0
PEQ1L
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQ5
PEQ6
PEQ7
PEQ8
PEQY
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARS
VARG
VAR7
VARS8
VAR9
VAR1O
AGU1
AGU2
AGU3

(@]

[eNeoNeoNeoNolBoNoBololNolololNolNoloelNolelNe]

46
45
44
45
39
39
40
44
41
41
40
42
39

22
47748
47748

29
34
35
35
33
24
27
30
29
25
41
34
35
35
38
39
32
34
39
40
27
31
29

eeoNeoNoBoNeoNoBolNoNololNoNoNoNoNolNoNololNolNolNe)

50
47
44
41
37
37
40
40
37
41
38
42
39

23

.41441
.41441
.26126
.25225
.25225
.25225
.26126
.29730
.27928
.25225
.26126
.26126
.27928
.27027
.27928
.26126
.26126
.24324
.22523
.25225
.26126
.26126

21
26
16
18
21
18
15
16
10
26
29
22
28
21
22
25
27
28
29
24
22
28

[eNeoNeoNeoNoNeoNoNoNeoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNeoNoNoNe]

40
41
40
35
31
31
34
36
33
33
32
32
33

24

.40541
.40541
.32432
.27928
.29730
.31532
.30631
.28829
.30631
.27928
.28829
.28829
.27027
.27928
.25225
.23423
.30631
.23423
.30631
.27928
.28829
.30631
.18919

15
19
17
24
21
20
17
19
21
30
25
25
20
21
26
26
27
26
27
23
27

O OO OO ODODODODIODODODODODODODODOOOOOo oo

56
53
52
45
41
37
42
44
39
43
42
44
43

25

.36036
.36036
.31532
.28829
.30631
.32432
.31532
.31532
.27928
.30631
.31532
.29730
.29730
.28829
.26126
.27928
.24324
.26126
.31532
.23423
.31532
.31532
.23423
.13514

22
22
25
18
27
24
22
24
27
26
28
21
24
23
23
24
25
28
28
30

e eoNeoNeololNeoNoloNeolNoNoNoNolNoNoNolNeoNoNolNolNoloNolNolNe)

50
49
50
49
45
41
46
48
41
47
44
46
47

26

.34234
.34234
.24324
.27027
.23423
.23423
.31532
.29730
.27928
.28829
.26126
.26126
.22523
.25225
.24324
.24324
.26126
.24324
.26126
.28829
.29730
.31532
.14414
17117
.19820

14
21
22
19
20
14
24
27
22
28
21
20
25
25
28
29
24
24
24

[eNeoNeoNoNolNeoNoBoNeoNoNoNeoNoNoNeoNolNolNoNoloNoNoNoNoNoNe]

41
40
37
38
36
34
39
39
36
38
37
37
38

27

.41441
.41441
.22523
.25225
.25225
.25225
.31532
.31532
.29730
.30631
.24324
.27928
.27928
.28829
.22523
.22523
.29730
.22523
.27928
.28829
.31532
.29730
.16216
.15315
.19820
.12613

19
20
15
14
14
30
33
28
34
27
28
31
33
34
35
32
24
28

leleoNeolNoloNeoNoloNolNolNolNololNoNololNoNolNolNolNolNolNololNolNolNe)

52
51
54
49
45
41
44
46
43
45
44
40
43

28

.49550
.49550
.23423
.22523
.24324
.27928
.30631
.27027
.23423
.22523
.23423
.23423
.25225
.31532
.30631
.27027
.32432
.23423
.21622
.27928
.23423
.21622
.18919
.21622
.22523
.18919
17117

13
18
21
15
31
32
31
33
28
31
30
34
35
36
23
21
21
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46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

AGU4
AGUS
AGU6
AGU7
AGUS8
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERDS
MER6
MER7
MERS
MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIB5
RIB6
RIB7
RIB8
RIBY
RIB1O
MON1
MON2
MON3
MON4
MONS5
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAlL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS
ITA9
ITALO
ACAl
ACAZ2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACAl0

30
33
27
31
31
31
31
44
42
50
42
42
42
45
48
43
44
53
53
55
59
51
55
57
54
52
50
44
51
48
54
50
56
54
53
52
51
52
52
52
53
56
56
56
52
53
52
45
43
39
44
42
41
43
42
42
43

27
24
26
22
22
24
22
41
39
45
39
37
37
42
47
40
39
46
46
46
48
44
50
48
43
47
49
47
50
47
49
51
57
55
50
53
52
47
53
51
50
47
51
47
49
52
51
50
48
44
43
51
40
46
43
43
46

32
29
29
27
27
29
29
40
36
44
34
38
36
45
44
41
38
45
45
41
49
47
49
49
44
44
48
46
49
42
46
48
54
52
45
50
47
50
46
46
47
46
48
48
50
51
50
41
43
41
40
44
37
43
38
40
39

33
34
30
30
30
34
34
31
33
37
31
33
31
42
41
38
31
42
44
40
46
46
46
44
43
43
49
41
44
37
41
43
51
47
40
45
44
47
41
45
46
45
47
45
45
46
43
36
36
34
31
37
34
36
33
33
32

31
24
26
18
24
24
24
35
37
43
33
35
31
36
39
34
35
38
38
36
42
40
42
40
35
39
43
43
46
41
43
45
51
49
42
49
44
39
47
45
42
45
45
41
43
46
43
48
46
44
41
49
40
46
41
39
42

29
26
26
22
26
26
26
43
41
41
37
37
35
42
43
40
35
44
44
42
48
44
50
44
41
41
43
49
50
45
51
51
57
53
48
55
50
49
49
49
48
47
49
47
53
54
49
48
46
44
41
49
42
44
43
45
44

24
21
19
21
21
21
19
42
44
48
40
42
38
43
42
39
42
51
49
43
49
49
49
49
44
40
46
50
53
46
52
52
56
52
49
54
49
56
54
56
53
50
58
54
52
59
54
47
45
39
44
46
41
45
42
46
45
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O 13O0 U W N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
0.
.19820
.23423
.27027
.26126
.24324
.20721
.23423
.24324
.22523
.33333
.34234
.31532
.27928
.33333
.22523
.22523
.30631
.24324
.24324
.16216
.18919
.16216
.19820
.18018
.11712

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIRS
PIR6
PIR7
PIRS8
PIRY
PIR10
CAElL
CAE2
CAE3
CAE4
CAES5
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O
PEQ1
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQS
PEQ6
PEQ7
PEQ8
PEQ9
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARS
VARG
VAR7
VARS
VAR9
VAR1O0
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGU6
AGU7
AGUS8
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERDS
MER6
MER7
MERS

leNeoNeoNoNeoNoNoNoNoloNeoNolNolNolNololNololololololNolelNe)

29
46847
46847
20721

19
14
18
28
29
26
28
23
26
27
31
32
33
28
26
30
29
28
26
26
26
28
26
39
43
47
39
41
39
42
43

[eNeoNeoNoNoNoNoBolNoNoloNoNolNolNololNolNoBololololNolololNololNoelNol

30

.45946
.45946
.21622
.24324
.22523
.22523
.25225
.23423
.27027
.24324
.21622
.27027
.28829
.33333
.30631
.28829
.32432
.25225
.27027
.31532
.23423
.27027
.13514
.18018
.24324
17117
.13514
.16216
17117

13
13
33
36
29
35
26
29
32
34
35
36
29
23
27
26
25
25
23
23
23
23
46
44
46
44
42
40
49
48

[eNeoloNeoBoloNoNololNoNolNeoNoloNoNoNoNoBoleolNolBolNoNoloNolNolNelNole)

31

.45045
.45045
.24324
.25225
.25225
.23423
.26126
.24324
.29730
.25225
.26126
.27928
.33333
.30631
.24324
.24324
.31532
.20721
.24324
.30631
.22523
.26126
.14414
.15315
.21622
.18018
.12613
.18919
.12613
.11712

16
28
31
26
30
23
28
31
33
34
33
28
24
26
31
28
26
20
24
26
26
43
45
51
41
39
43
46
49

leheoNeoNoloNoNoNeoNoNolNoNoloNoNololNoNololNolololNolNololNololelNollelNeo]

32

.45045
.45045
.24324
.25225
.25225
.28829
.26126
.26126
.26126
.25225
.26126
.26126
.26126
.30631
.26126
.24324
.29730
.24324
.20721
.25225
.26126
.22523
.09009
17117
.19820
.12613
.12613
.13514
.16216
.11712
.14414

30
31
22
32
23
24
27
29
32
33
20
20
24
23
20
18
18
20
20
20
43
41
49
39
37
37
46
47

eNeoNeoNoNoNeoNoRoNoNoNoNoNolNolNoNololNolBolololBolNolNoloNolololNololNolNol

33

.28829
.28829
.31532
.25225
.27027
.27027
.27928
.29730
.29730
.23423
.26126
.24324
.24324
.25225
.24324
.31532
.24324
.33333
.33333
.27027
.31532
.36937
.23423
.18919
.21622
.21622
.27027
.27928
.25225
.29730
.25225
.27027

11
14

11
11

24
26
26
33
30
28
28
28
30
28
27
31
39
29
29
27
36
35

[eNeoNeoNeoNoRoNoBololNolNoloNoNolNeoNololNoBoleolNoloNeoNolBoNoNolNolNolNolNoNolNe)

34

.26126
.26126
.25225
.22523
.26126
.22523
.25225
.28829
.27027
.22523
.25225
.19820
.23423
.20721
.25225
.30631
.23423
.34234
.32432
.22523
.27027
.30631
.26126
.27027
.24324
.24324
.29730
.28829
.26126
.32432
.27928
.27928
.09910

11
11
12
13

12
25
29
25
32
29
27
29
29
29
31
22
26
32
22
24
22
29
30

leleoNeoNoBolNoNoBolNoNoNoNoNoNoNololNoNoBololBololNoNololNololNeolololNolNolNolNol

35

.30631
.30631
.26126
.21622
.23423
.21622
.24324
.27928
.24324
.23423
.24324
.22523
.22523
.23423
.24324
.31532
.24324
.27928
.27928
.25225
.27928
.31532
.19820
.22523
.23423
.19820
.25225
.27928
.23423
.26126
.23423
.19820
.12613
.09910

16
11
10
11
11
16
17
28
32
30
35
32
32
30
32
32
32
29
31
39
29
27
29
38
37

71



61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

O 30 U W N

R e = = =
U WN O W

MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIBS
RIB6
RIB7
RIB8
RIBY
RIB1O
MON1
MON2
MON3
MON4
MONS
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS8
ITA9
ITALO
ACAl
ACA2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACA1l0

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
.31532
.27027
.28829
.27027
.29730
.27928
.27928
.25225
.27928
.24324
.27928
.27027
.29730
.33333

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIRS
PIRG6
PIR7
PIRS
PIRO
PIR10
CAElL
CAE2
CAE3
CAE4

(@]

OO O OO0 O OO oo

40
41
48
46
42
48
48
48
46
43
43
49
49
54
47
51
53
55
53
50
55
50
53
53
53
52
49
59
53
51
58
55
46
44
40
39
45
40
44
39
41
40

36
30631
30631

O OO OO OODOOOOOOoooOo

43
42
51
51
51
53
53
57
51
50
48
52
48
53
48
50
50
58
56
51
52
49
50
54
52
51
52
54
48
52
53
52
45
45
43
40
48
41
43
40
42
41

37

.31532
.31532
.28829
.22523
.24324
.24324
.25225
.25225
.23423
.22523
.25225
.23423
.25225
.26126
.28829
.32432

O OO OO ODODOOOOOOoo oo

44
45
48
50
46
54
52
52
50
47
49
53
51
56
49
55
57
59
57
54
59
56
51
51
53
50
49
57
51
53
60
55
52
50
46
47
51
44
50
45
49
48

38

.30631
.30631
.29730
.25225
.27027
.25225
.27928
.27928
.26126
.23423
.26126
.24324
.22523
.27027
.27928
.35135

O O O OO ODODOOOOOOoo oo

40
41
50
50
48
52
50
54
52
47
49
51
49
52
49
51
51
61
59
52
55
52
49
51
49
52
51
51
49
51
52
51
48
46
46
43
49
40
46
41
43
44

39

.26126
.26126
.27027
.22523
.26126
.24324
.25225
.27027
.25225
.22523
.25225
.19820
.19820
.20721
.27027
.30631

O OO OO OODOOOOOOoo oo

32
31
34
34
30
40
38
38
40
33
35
43
43
46
41
43
47
53
47
42
49
46
43
43
47
46
43
47
45
43
48
45
44
42
38
39
43
40
44
41
39
38

40

.24324
.24324
.30631
.24324
.27928
.26126
.27027
.27027
.27027
.24324
.27027
.23423
.16216
.18919
.23423
.27027

O OO OO ODODOOOOOOoo oo

27
26
33
33
29
39
35
37
39
32
34
40
38
41
38
40
42
50
44
37
44
41
38
38
42
41
42
46
44
42
43
38
41
39
35
36
40
37
41
38
36
35

41

.23423
.23423
.29730
.25225
.27027
.27027
.27928
.31532
.31532
.25225
.26126
.22523
.24324
.19820
.27928
.31532

O O O OO ODODOOOOOOoo oo

32
33
40
40
40
46
44
48
46
41
43
47
43
46
43
45
49
55
51
44
51
48
43
45
43
46
49
47
49
45
46
49
46
42
40
41
45
36
44
39
37
38

42

.26126
.26126
.34234
.27928
.29730
.29730
.30631
.28829
.30631
.26126
.28829
.27027
.21622
.20721
.25225
.28829

72



17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O0
PEQ1L
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQS
PEQ6
PEQ7
PEQS8
PEQ9
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARS
VARG
VAR7
VARS8
VAR9
VAR1O0
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGUb6
AGU7
AGUS
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERDS
MER6
MER7
MERS
MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIB5
RIB6
RIB7
RIB8
RIB9
RIB1O
MON1
MON2
MON3
MON4
MONS

leNeoNeoNoBoNoNoBolNeololNolNololNolNololNelNole)

.26126
.35135
.31532
.28829
.26126
.31532
.25225
.22523
.25225
.25225
.30631
.29730
.25225
.31532
.27027
.28829
.07207
.09910
.14414

10
11
13
12

28
28
26
33
30
28
30
28
30
28
29
33
39
29
31
29
36
37
34
35
38
38
32
40
40
40
44
35
37
45
41
46
41
43
47

[eNeoNoNeoNoNeoNeoNolNoNololNolNoloNoNoNoNeoNo o)

.25225
.32432
.32432
.27928
.28829
.34234
.18919
.18018
.18919
.18919
.24324
.25225
.20721
.23423
.20721
.20721
.08108
.10811
.09910
.08108

10
11
10
27
25
27
32
29
29
27
25
29
29
30
32
40
30
32
28
39
38
35
32
39
39
35
43
43
43
45
38
40
46
42
47
42
42
46

[eheoNeoNoBoNolNololNololololNololNololNolNololNolNol

.24324
.35135
.33333
.28829
.27928
.35135
.19820
.18919
.21622
.18018
.25225
.27928
.23423
.26126
.25225
.21622
.07207
.11712
.09009
.09009
.08108

11
14
13
24
26
26
29
26
28
28
28
26
28
33
35
41
33
33
31
42
41
36
33
38
38
36
42
40
44
44
37
39
45
45
50
43
43
49

leNeoNeoNoNoNeoNoBolNolNoloNolNolNoNeololNolNololelNole)

.19820
.32432
.30631
.20721
.25225
.28829
.22523
.23423
.20721
.22523
.27928
.27027
.24324
.28829
.27928
.24324
.09910
.03604
.09910
.09910
.07207
.08108

10
23
25
25
30
27
27
29
27
27
29
24
26
34
24
26
22
33
32
29
26
35
35
33
41
37
41
41
36
38
42
38
41
38
40
42

leNeoNeoNoNeoNoNoNeolNololNolololNoNololNololNolololNolNol

.18018
.30631
.30631
.18919
.27027
.30631
.24324
.23423
.20721
.22523
.29730
.30631
.27928
.30631
.29730
.26126
.09910
.07207
.09910
.11712
.09009
.09910
.03604

23
27
27
30
29
27
29
29
29
31
22
24
32
22
24
22
33
32
29
26
37
37
35
41
39
43
43
38
40
44
36
39
36
40
42

[eNeoNeoNoBolNoNoBolNolNoloNolNololNolololololNelololNoelNol

.20721
.35135
.33333
.21622
.31532
.35135
.25225
.24324
.21622
.25225
.30631
.31532
.28829
.31532
.30631
.28829
.07207
.08108
.14414
.10811
.09910
.12613
.06306
.08108

26
26
28
33
30
30
30
28
30
30
21
25
31
23
25
21
32
31
28
25
32
34
32
38
34
38
38
35
37
41
35
38
35
37
39

[eNeoNeoNoNolNeoNoBolNoNolNoNeoNololNolololNolololNololNelNole)

.19820
.34234
.34234
.24324
.30631
.36036
.26126
.23423
.22523
.26126
.31532
.32432
.29730
.32432
.29730
.29730
.08108
.10811
.15315
.08108
.09009
.11712
.09009
.05405
.06306

25
25
27
30
29
27
27
27
29
29
24
26
32
22
26
24
33
34
31
28
39
39
33
39
37
41
45
36
38
42
36
39
34
38
42

73



78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

O 30 U W N

WWWWNNMNNNNNNNNMNNOMNNONNNRRRRRRRR P
WNRP OWWJDU D WNREOWWJIO U WNRE O W

MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS8
ITA9
ITALO
ACAl
ACA2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACA1l0

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
0.
.23423
.27027
.27027
.26126
.24324
.24324
.21622
.24324
.22523
.22523
.23423
.22523
.24324
.29730
.27928
.20721
.25225
.26126
.24324
.21622
.24324
.25225
.21622
.28829
.20721
.25225
.26126
.25225
.18018
.21622

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIR5
PIR6
PIR7
PIRS8
PIR9
PIR1O0
CAElL
CAE2
CAE3
CAE4
CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O0
PEQ1
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQ5
PEQ6
PEQ7
PEQ8
PEQ9
PEQ10
VAR1

[eNeoloNeoBoloNoBololNoNolNeoNololNoNoNolNeoNololNolololNololNolNololNolNo]

51
47
42
49
46
45
43
45
46
45
49
47
41
46
47
46
44
40
43
45
42
46
43
39
40

43
39640
39640
26126

[eNoBoNeoNoBoNoBololNoloNoNololNoNolNeoNoBololoBolNeoNolBoNoNolNolNololNolNolNe)

52
48
43
48
45
44
46
48
47
44
48
44
44
47
46
45
45
41
40
46
41
45
42
38
41

44

.41441
.41441
.22523
.19820
.23423
.23423
.24324
.22523
.26126
.21622
.20721
.20721
.22523
.23423
.20721
.22523
.31532
.27928
.26126
.28829
.24324
.27928
.19820
.20721
.25225
.21622
.21622
.18919
.23423
.20721
.21622
.18018
.23423

[eNeoNoNeoNoRoNoNololNoloNoNoNolNoNolNeoNoBololoBolNeoNolBoNoNololNololNolNolNe)

55
51
46
51
48
45
49
49
50
49
49
45
45
48
49
48
46
44
41
49
40
46
41
39
42

45

.39640
.39640
.22523
.21622
.21622
.19820
.27928
.20721
.20721
.21622
.18919
.20721
.22523
.25225
.20721
.22523
.31532
.24324
.24324
.27027
.20721
.26126
.25225
.24324
.27027
.21622
.25225
.18919
.27027
.24324
.23423
.21622
.23423

[eNeoNoNeoNoloNoBololNoloNoNoNoNoNolNoNoBololoBolNeoNolBoNoNololNololNolNolNe)

50
44
37
44
41
42
42
44
45
42
46
46
44
43
40
39
39
35
34
40
37
39
38
34
35

46

.42342
.42342
.25225
.26126
.26126
.24324
.28829
.21622
.23423
.22523
.19820
.21622
.21622
.29730
.27027
.27027
.32432
.32432
.27027
.29730
.27027
.27027
.24324
.28829
.29730
.27928
.26126
.21622
.26126
.23423
.27928
.20721
.29730

[eNeoloNeoNolBoNoBololNoloNoNoloNoNolNoNolololoBolNeoNoloNoNolNolNololNolNolNe)

48
42
35
44
41
40
40
42
41
42
42
44
42
41
40
37
37
33
34
38
37
37
38
32
33

47

.41441
.41441
.22523
.19820
.23423
.19820
.27928
.22523
.22523
.19820
.18919
.18919
.22523
.27027
.24324
.26126
.33333
.29730
.26126
.28829
.22523
.29730
.21622
.26126
.30631
.21622
.23423
.18919
.25225
.22523
.25225
.18018
.27027

[eNeoNoNeoNoRoNoNBololNoloNoNoNoNoNolNoNoBololoBolNeoNolBoNoNololNololNolNolNe)

47
41
34
41
38
39
39
41
42
37
43
43
41
40
37
38
38
34
33
39
36
38
37
33
34

48

.43243
.43243
.22523
.21622
.25225
.23423
.26126
.18919
.20721
.18018
.22523
.20721
.26126
.27027
.24324
.22523
.33333
.29730
.24324
.27027
.26126
.24324
.23423
.26126
.27027
.23423
.23423
17117
.23423
.22523
.23423
.16216
.25225

[eNeoleoNeoNoloNoNololNoloNoNoNolNeoNolNoNoBololoBolNeoNolBoNoNololNololNolNolNe)

46
40
35
44
41
40
38
42
41
38
42
42
40
41
40
39
39
35
36
40
39
39
40
34
35

49

.39640
.39640
.20721
.25225
.21622
.23423
.27928
.20721
.26126
.21622
.20721
.22523
.24324
.25225
.20721
.20721
.29730
.27928
.26126
.28829
.26126
.27928
.19820
.24324
.27027
.16216
.19820
.18919
.23423
.20721
.18018
.16216
.25225

74



34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

VAR2
VAR3
VAR4
VARDS
VARG
VAR
VARS
VAR9
VAR1O0
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGU6
AGU7
AGUS
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERS
MER6
MER7
MERS
MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIBS
RIB6
RIB7
RIB8
RIBY
RIB1O
MON1
MON2
MON3
MON4
MONS
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS8
ITA9
ITALO
ACAl
ACA2

OO OO O OO oo

.22523
.25225
.25225
.24324
.21622
.20721
.20721
.23423
.22523

10
10
13
12
10
12
14
14
12
33
37
43
37
33
31
34
39
34
37
44
44
40
44
40
42
46
39
45
47
49
50
45
47
51
57
51
46
53
50
45
43
47
48
47
51
49
47
50
47
46
42

O OO OO OO o oo

.26126
.28829
.25225
.22523
.23423
.22523
.24324
.23423
.22523
.09009

10
13

12
12
10
10

37
39
43
35
37
31
38
39
36
39
48
48
42
48
42
46
46
43
43
43
47
52
41
49
51
55
49
46
51
48
49
45
47
46
43
49
47
51
50
47
46
44

O O OO OO0 OoOooOo

.22523
.27027
.23423
.24324
.23423
.22523
.24324
.25225
.24324
.09009
.09009

13

10
12

31
35
43
31
31
29
34
33
28
37
44
44
38
42
40
40
44
39
39
41
49
52
43
49
51
57
51
46
51
46
45
43
47
44
47
49
47
49
50
45
46
42

O O O OO OO OO o oo

.28829
.31532
.29730
.28829
.26126
.27027
.27027
.29730
.27027
.11712
.11712
.11712

O OO O OO0 OOoOoOo oo

.26126
.28829
.27027
.26126
.23423
.24324
.26126
.27027
.26126
.10811
.07207
.07207
.06306

[eNeoNeoNeolBoNeoNololNolNoloNoNoNe)

.24324
.28829
.25225
.26126
.25225
.24324
.24324
.27027
.24324
.09009
.10811
.09009
.08108
.07207

10
10

37
39
45
37
35
31
38
41
36
37
50
48
42
50
46
48
48
43
45
47
51
52
49
51
51
59
55
50
57
52
47
45
51
50
49
55
49
51
54
47
44
42

O OO OO OO0 OO0 OooOo

.26126
.27027
.27027
.24324
.25225
.26126
.26126
.27027
.24324
.10811
.10811
.10811
.13514
.10811
.07207

12
12
10
37
41
47
37
35
35
38
43
34
39
46
46
42
48
42
46
46
41
45
47
51
52
45
49
53
57
53
48
57
52
43
45
47
48
45
51
47
47
52
47
48
44

75



95
96
97
98
99
100
101
102

O 30 U W N
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ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACA10

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
.24324
.25225
.23423
.25225
.29730
.20721
.18919
.21622
.20721
.22523
.24324
.27027
.27928
.24324
.31532
.24324
.24324
.28829
.26126
.27928
.19820
.24324
.27027
.21622
.23423
.18919
.23423
.20721
.21622
.18018
.25225
.26126
.28829
.25225
.22523
.25225
.24324
.26126
.25225
.24324
.12613
.09009
.07207
.08108
.07207
.09009
.10811

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIRS5
PIR6
PIR7
PIRS8
PIR9
PIR1O0
CAEl
CAE2
CAE3
CAE4
CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O0
PEQ1L
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQS
PEQ6
PEQ7
PEQS8
PEQY
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARS
VARG
VAR7
VARS8
VAR9
VAR1O0
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGUb6
AGU7
AGUS

(@]

[eNeoNeoNoNoNoNoBolNoNoloNoNolNolNolololNoBololololNeolNololNolololNololNeoNololNoNoloNoNolNeolNoNolNeoNolNolNolNol

42
43
45
42
46
39
45
42

50
41441
41441

eNoNeoNeoNololNoNololNoNoNeoNoloNeoNolNoNoBoloNololNeoNoBoNoNoloNolBolNoNoBoloNoloNoNolNoNoNololNoNolNolNololNelNelNe)

42
41
47
44
44
41
45
44

51

.41441
.41441
.18919
.21622
.19820
.21622
.27928
.18919
.20721
.19820
.18919
.20721
.22523
.28829
.24324
.24324
.31532
.27928
.24324
.27027
.20721
.27928
.21622
.26126
.30631
.21622
.23423
.18919
.25225
.20721
.23423
.18018
.27027
.26126
.28829
.27027
.26126
.23423
.24324
.26126
.27027
.26126
.12613
.09009
.05405
.08108
.03604
.09009
.10811
.05405

eNoNeoNeoNololNoBololNoNoNeoNoloNeoNolNoNoBoloNololNeoNoloNoNoloNoBolNolNoBoloNoloNoNolNolNoNololNoNolNolNololNelNelNe)

40
43
45
40
46
39
43
42

52

.43243
.43243
.22523
.19820
.19820
.19820
.27928
.20721
.20721
.18018
17117
.18919
.24324
.28829
.24324
.24324
.31532
.26126
.24324
.28829
.22523
.27928
.19820
.26126
.30631
.21622
.23423
17117
.23423
.20721
.23423
.18018
.25225
.27928
.28829
.25225
.26126
.25225
.26126
.27928
.27027
.26126
.10811
.07207
.07207
.09910
.03604
.07207
.09009
.07207

eNoNeoNeoNololNoBololNoloNeoNoloNeoNolNoNoBoloNolBolNeoNoBoNoNoloNoBolNolNoNoloNoloNoNoNolNoNololNoNolNolNololNoelNelNe)

43
42
46
41
43
38
44
43

53

17117
17117
.36036
.35135
.35135
.35135
.39640
.37838
.36036
.36937
.34234
.30631
.28829
.26126
.28829
.30631
.27027
.36036
.34234
.27928
.37838
.39640
.36937
.36036
.27928
.31532
.38739
.37838
.35135
.41441
.38739
.38739
.24324
.19820
.26126
.26126
.27027
.29730
.21622
.19820
.18919
.21622
.29730
.33333
.27928
.34234
.35135
.33333
.33333
.31532

eNoNeoNeoNololNoBoBolNoloNeolNoloNeoNolNoNoBoleoNoolNeoNoBoNoNoloNoBolNoNoBoloNoloNoNolNolNoNolNolNoNolNolNololNelNelNe)

46
45
51
44
48
43
45
46

54

.24324
.24324
.37838
.36937
.36937
.36937
.39640
.39640
.39640
.38739
.36036
.34234
.32432
.27928
.30631
.34234
.32432
.39640
.37838
.29730
.39640
.37838
.35135
.32432
.29730
.33333
.36937
.39640
.38739
.39640
.40541
.36937
.27928
.23423
.27928
.29730
.28829
.31532
.23423
.21622
.22523
.23423
.33333
.35135
.31532
.34234
.36937
.35135
.36937
.33333

eNoNeoNeoNololNoBololNoloNeolNoloNeoNolNoNoBoloNololNeoNoBoNoNoloNololNoNoBoloNoloNoNoNolNoNolNolNoNolNolNololNelNelNe)

40
41
43
40
44
39
43
40

55

.27928
.27928
.39640
.35135
.38739
.35135
.43243
.46847
.43243
.40541
.37838
.39640
.37838
.31532
.34234
.39640
.36036
.45045
.41441
.31532
.45045
.45045
.40541
.39640
.33333
.38739
.36937
.43243
.42342
.41441
.45946
.44144
.35135
.28829
.35135
.35135
.36036
.36937
.30631
.28829
.27928
.28829
.38739
.38739
.38739
.37838
.38739
.40541
.42342
.40541

eNoNeoNeoNoloNoBololNoNoNeoNoloNeoNoloNoBoleoNolBolNeoNoloNeoNolNoNolBolNoNoNoloNoloNoNolNoNoNololNoNolNolNololNelNelNe)

44
43
47
42
46
41
45
42

56

.22523
.22523
.34234
.33333
.33333
.33333
.39640
.37838
.37838
.36937
.32432
.30631
.28829
.26126
.27027
.30631
.30631
.36036
.37838
.27928
.36036
.37838
.35135
.30631
.27928
.29730
.33333
.36036
.35135
.39640
.36937
.35135
.26126
.19820
.26126
.26126
.27027
.29730
.21622
.19820
.20721
.19820
.33333
.31532
.27928
.34234
.33333
.33333
.33333
.31532

76



51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

o U W N

AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERDS
MER6
MER7
MERS
MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIBS
RIB6
RIB7
RIB8
RIB9
RIB1O
MON1
MON2
MON3
MON4
MONS5
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAlL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS
ITA9
ITALO0
ACAl
ACA2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACAl0

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
PIR1 0.
PIR2
PIR3
PIR4

O O O

8
35
37
45
35
35
31
38
39
34
39
50
50
44
46
44
44
48
43
45
43
49
52
47
51
51
59
55
50
53
50
47
47
53
50
47
53
47
51
52
45
46
44
42
43
47
42
46
41
43
44

57
20721
20721
32432

.31532
.31532
.29730

O O O O oo

- 0.05405 0.33333 0.35135
- 0.35135 0.38739
- 0.10811

6
37
39
45
35
35
33
38
39
32
39
48
48
44
44
42
44
46
41
43
41
51
54
45
51
53
59
55
50
55
50
47
49
51
50
47
51
47
51
52
47
48
44
44
43
49
42
46
41
43
44

58

.22523
.22523
.32432
.29730
.33333
.29730

O O O O oo

39
43
45
39
35
33
36
39
34
39
48
46
42
46
44
46
44
39
43
43
51
52
45
49
51
57
53
48
57
50
47
49
49
50
47
51
49
49
52
49
48
42
42
43
47
40
46
39
43
42

59

.28829
.28829
.36937
.34234
.36036
.34234

O O O O oo

12
20
12
10
14
19
16
15
18
29
25
23
23
31
27
27
28
30
34
34
31
28
36
38
40
34
29
34
29
26
24
28
31
32
34
34
30
29
28
33
31
31
32
32
35
37
34
30
29

60

.29730
.29730
.36036
.35135
.38739
.36937

O O O O oo

16
10
14
14
21
20
19
16
31
25
27
27
31
31
33
32
34
32
38
37
32
40
40
46
40
33
38
35
36
30
34
37
38
36
40
38
31
32
35
39
35
34
38
37
39
40
32
31

61

.23423
.23423
.29730
.30631
.28829
.28829

O O O o

O O O O oo

.40541
.40541
.18018
.14414

18
18
22
21
24
27
12
31
31
29
27
29
33
31
30
32
30
32
33
26
30
32
36
32
31
34
31
30
28
30
29
34
32
34
32
29
30
41
41
39
36
42
43
39
40
36
35

62

.26126
.26126
.32432
.27928
.31532
.29730

O O O o o

O O O O oo

.31532
.35135
.10811
.09009
.16216

14
14
19
18
17
18
31
27
23
25
29
31
33
28
26
26
34
33
26
38
38
42
36
29
36
29
32
26
28
33
32
32
38
34
35
32
35
35
31
32
34
33
33
34
30
31

63

.30631
.30631
.42342
.43243
.43243
.41441

77



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

PIRS
PIR6
PIR7
PIRS8
PIR9
PIR1O0
CAElL
CAE2
CAE3
CAE4
CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O
PEQ1L
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQ5
PEQ6
PEQ7
PEQ8
PEQ9
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARD
VARG
VAR7
VARS8
VAR9
VAR1O0
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGU6
AGU7
AGUS
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERS
MER6
MER7
MERS
MER9
MER10
RIBL
RIB2
RIB3
RIB4
RIBS

eNoNeoNeoNolNeoNoNoNeoNoNoNeoNoNoNeoNoNoNeoBoNoNoBoNeoNoNoNeoNoBoNoBoNoNoNoBoNoBolo oo NoBoloNeoBoNoNoBoNoNoNe)

.37838
.39640
.37838
.35135
.30631
.30631
.30631
.26126
.25225
.32432
.28829
.36036
.36036
.26126
.36036
.37838
.33333
.34234
.29730
.31532
.33333
.37838
.36937
.37838
.35135
.33333
.26126
.21622
.24324
.27928
.28829
.29730
.23423
.21622
.22523
.23423
.29730
.33333
.27928
.32432
.31532
.31532
.31532
.31532
.31532
.31532
.09009
.12613
.16216
.12613

18
23
18
15
14
29
27
27
27
29

leBeoNeoNoBolNoNoBolNololNolololNolNololNolNololNoloNeoNolNolNeoNoloNeoNoloNolNolNoNoloNolololNolololNolololNololNololelNolNol

.36036
.36036
.30631
.31532
.28829
.23423
.27027
.26126
.28829
.32432
.27027
.36036
.36036
.27928
.36036
.37838
.33333
.32432
.27928
.27928
.31532
.34234
.35135
.36036
.38739
.33333
.24324
.19820
.26126
.26126
.25225
.27928
.19820
.19820
.18919
.21622
.27928
.27928
.26126
.30631
.27928
.27928
.31532
.27928
.29730
.29730
.12613
.12613
.19820
.12613
.16216

17
16
13
18
29
25
23
27
29

[eNeoNeoNoNoNeoNoBoNoNololNololoNeololeoNoBololNololNoNoBolNoNoNeoNoloNoNololNoNoloNolololNololololololololNeoleololNoNol

.40541
.40541
.36937
.36036
.35135
.31532
.35135
.32432
.33333
.35135
.33333
.40541
.36937
.32432
.42342
.40541
.37838
.40541
.37838
.32432
.37838
.38739
.37838
.44144
.41441
.41441
.32432
.26126
.34234
.32432
.35135
.37838
.29730
.29730
.28829
.29730
.30631
.34234
.30631
.36937
.34234
.34234
.34234
.34234
.34234
.32432
17117
.18919
.18919
17117
.20721
.15315

17
18
21
24
20
16
22
24

O O OO OO ODODODODODODODODODODODODOODODOODODODODODODODODIODODODIODODOODODIODIODODIODIODOODOOOOOOOoOOo

.43243
.39640
.36036
.38739
.32432
.28829
.30631
.31532
.32432
.32432
.34234
.36036
.37838
.35135
.39640
.43243
.42342
.39640
.36937
.35135
.38739
.37838
.38739
.43243
.44144
.42342
.31532
.27027
.33333
.33333
.34234
.36937
.28829
.28829
.27928
.30631
.35135
.35135
.29730
.37838
.35135
.36937
.38739
.35135
.35135
.35135
.14414
.18018
.21622
.16216
.16216
.14414
.15315

17
20
25
23
19
23
25

OO OO ODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODIODODODIODOODIODODIODODODIODODIODODODODODOODOOOOOOOOoOOo

.36937
.35135
.33333
.34234
.27928
.27928
.29730
.30631
.29730
.31532
.33333
.35135
.35135
.30631
.33333
.38739
.36036
.36937
.34234
.30631
.36036
.35135
.36036
.38739
.39640
.36036
.28829
.24324
.28829
.30631
.31532
.32432
.26126
.26126
.25225
.27928
.30631
.32432
.25225
.33333
.30631
.32432
.30631
.30631
.28829
.30631
.13514
17117
.24324
.15315
.13514
.11712
.16216
.15315

19
26
22
20
22
22

lecNeoNoNoNoNeoNoBoloNoloNoNoNoNeoBololNeolololNololNoNololNolNololNolNoNoNoNoNoNololNolNoBololNololNolNololNolololololNeolNololNoelNol

.37838
.39640
.34234
.31532
.28829
.30631
.32432
.27928
.30631
.34234
.30631
.41441
.37838
.27928
.39640
.39640
.35135
.34234
.27928
.31532
.31532
.37838
.36937
.37838
.40541
.36937
.27928
.23423
.29730
.31532
.28829
.29730
.23423
.23423
.22523
.25225
.33333
.35135
.33333
.32432
.33333
.33333
.35135
.35135
.35135
.35135
.16216
.14414
.10811
.16216
.12613
.16216
.18919
.18018
17117

25
23
23
27
25

O O OO OO ODODODODODODODODODODODODODODODOODODODODODODODODODODODIODODODIODODOODODODIODODIODIODOODOOOOOOOOo

.49550
.51351
.49550
.48649
.40541
.40541
.42342
.41441
.42342
.49550
.42342
.51351
.51351
.43243
.45946
.47748
.41441
.40541
.37838
.34234
.39640
.45946
.43243
.45946
.43243
.45045
.30631
.29730
.36036
.34234
.35135
.34234
.31532
.33333
.28829
.35135
.39640
.43243
.39640
.45946
.43243
.45045
.41441
.45045
.43243
.43243
.26126
.27928
.27928
.27928
.26126
.26126
.21622
.22523
.23423
.22523

10
20
18
20

78



68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
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RIB6
RIB7
RIB8
RIBY
RIB1O
MON1
MON2
MON3
MON4
MONS
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAlL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS8
ITA9
ITALO
ACAl
ACAZ2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACAl0

M.lateralisl 0.
M.lateralis2 0.
.44144
.43243
.45045
.41441
.49550
.51351
.47748
.46847
.40541
.38739
.42342
.41441
.42342
.49550
.42342
.51351
.51351
.45045
.459406
.47748
.41441

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIRS
PIR6
PIR7
PIRS8
PIR9
PIR1O0
CAEl
CAE2
CAE3
CAE4
CAES5
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O
PEQ1L

(@]

[eNeoloNeoNoNoNoNoBolNoNoloNoNolNolNoloNelNolle)

33
31
30
30
32
34
35
28
38
38
44
38
31
40
33
30
26
28
35
36
34
36
32
29
30
35
33
33
34
34
33
37
34
32
29

64
27027
27027

[eNeoNeoNeoNoloNoNololNoloNeoNoNoNoNolNoNololNoNolNolNol

31
29
26
28
30
38
33
34
36
36
42
34
29
38
33
34
30
34
33
38
36
38
34
31
28
33
33
29
30
34
33
33
34
28
29

65

.30631
.30631
.42342
.37838
.41441
.37838
.44144
.44144
.40541
.39640
.38739
.35135
.42342
.37838
.38739
.42342
.42342
.47748
.45946
.41441
.45946
.49550
.41441

[eNeoNeoNeoNololNoNololNolNoNeoNoNoNeoNoNoNoNoNoNoNoNe]

18
22
17
31
25
37
34
31
35
35
37
33
30
39
34
29
27
29
30
33
35
39
31
32
27
40
38
36
37
37
40
40
37
35
34

66

.27027
.27027
.45946
.46847
.46847
.45045
.54955
.51351
.47748
.48649
.42342
.42342
.42342
.43243
.42342
.49550
.44144
.51351
.49550
.43243
.47748
.53153
.43243

[eNoNeoNeoNoloNoNololNolNoNeoNoNoNeoNolNoNoNoNoNolNoNol

27
27
26
24
22
36
33
34
40
36
38
34
29
36
27
28
26
28
31
34
34
36
34
25
28
35
35
33
36
32
37
35
36
34
33

67

.30631
.30631
.38739
.39640
.41441
.39640
.45946
.49550
.45946
.45045
.38739
.38739
.42342
.36036
.40541
.45946
.42342
.45946
.44144
.41441
.45946
.45946
.39640

[eNoNoNeoNoloNoNololNolNoNeoNoNoNeoNoNoNoNoNoNoNoNol

26
24
25
25
31
39
38
33
37
39
45
39
36
39
36
35
33
33
34
41
37
39
37
32
33
36
34
34
33
35
36
38
39
33
32

68

.34234
.34234
.44144
.45045
.43243
.45045
.49550
.45946
.44144
.45045
.44144
.42342
.44144
.43243
.42342
.44144
.44144
.49550
.45946
.41441
.49550
.49550
.45045

[eNoNoNeoNoBoNoNololNoloNoNolNolNoNolNoNololNoNolNoNol

29
29
24
26
30
38
35
32
34
34
44
38
35
40
33
32
34
36
37
40
36
36
38
31
28
37
37
37
32
36
37
37
36
32
33

69

.30631
.30631
.42342
.41441
.43243
.39640
.49550
.49550
.45946
.45045
.42342
.40541
.44144
.41441
.38739
.45946
.38739
.45946
.47748
.41441
.47748
.51351
.43243

[eNoNeoNeoNoBoNoNololNolNoNeoNoNoNoNolNolNololNoNolNoNol

16
20
19
25
27
45
46
41
39
43
49
43
38
41
42
35
33
35
38
39
39
45
41
38
37
48
46
48
45
45
48
46
47
43
44

70

.29730
.29730
.41441
.40541
.40541
.38739
.46847
.45045
.41441
.40541
.39640
.37838
.41441
.40541
.37838
.43243
.39640
.48649
.45045
.40541
.46847
.48649
.38739

79



24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQS
PEQ6
PEQ7
PEQ8
PEQY
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARDS
VARG
VAR7
VARS8
VAR9
VAR1O0
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGU6
AGU7
AGUS8
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERDS
MER6
MER7
MERS
MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIBS
RIB6
RIB7
RIB8
RIBY
RIB1O
MON1
MON2
MON3
MON4
MONS5
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAlL
ITA2

O OO OO ODODODODODODOODODODODODODODODODODODODODIODIODODIODIODODODOOOOOOOoOo

.40541
.39640
.34234
.39640
.44144
.41441
.45946
.45045
.45045
.30631
.29730
.36036
.34234
.35135
.34234
.31532
.33333
.30631
.35135
.39640
.43243
.39640
.44144
.41441
.43243
.41441
.45045
.43243
.41441
.22523
.22523
.27928
.24324
.24324
.22523
.18018
.20721
.19820
.20721
.09009

12
14
18
18
12
13
21
25
45
44
39
37
43
45
39
34
41
38
35
35

eleoNeoNeololNeoNoBolNeoNololNoNoNolNoNoNoNoNolNoNololNoNolBoNeololoNololololololNololNolololNeolNol

.36937
.36036
.32432
.37838
.38739
.37838
.45946
.41441
.43243
.27027
.26126
.36036
.28829
.31532
.32432
.29730
.31532
.28829
.29730
.36036
.37838
.34234
.42342
.37838
.37838
.37838
.39640
.39640
.37838
.20721
.24324
.26126
.20721
.24324
.20721
.14414
17117
.18018
.20721
.18018
.10811

16
16
16
16

17
21
39
40
35
33
39
39
37
34
41
38
33
31

[eNeoNeoNeoNoNeoNoBoNoNoNoNeoNoloNoNoRoNoNololNoBoNeoNoRoNeoNoBoNeoNololNololoNolololNololelNole)

.44144
.41441
.37838
.43243
.44144
.43243
.47748
.48649
.46847
.36036
.35135
.41441
.36036
.38739
.37838
.36937
.36937
.34234
.35135
.39640
.43243
.37838
.40541
.39640
.45045
.43243
.41441
.39640
.41441
.20721
.24324
.24324
.22523
.24324
.24324
.19820
.20721
.19820
.24324
.16216
.12613
.14414

20
16
18
15
19
21
45
42
35
37
45
43
37
32
41
36
37
33

leleoNeoNololNeolNololNololoNoloNoNololNoNololNololoNololoNololNeolololNolololBolololololNeolololNelNol

.42342
.41441
.36036
.39640
.44144
.43243
.47748
.46847
.45045
.34234
.31532
.39640
.36036
.38739
.36036
.33333
.35135
.30631
.33333
.36036
.37838
.36036
.40541
.37838
.41441
.37838
.39640
.37838
.39640
.27928
.27928
.26126
.26126
.26126
.26126
.21622
.22523
.19820
.22523
.18018
.16216
.14414
.18018

22
22
19
23
19
41
46
37
39
43
45
43
40
41
44
35
37

[eNeoNeoNeolBolNeoNolBoNeoNoNoNeoNoNeoNoNoNeoNoBoNeoNoBoNoNoBoNoNoNeoNoBoNoNoBoNeoN oo NoBoNoNoBoNoNoNe)

.44144
.41441
.37838
.45045
.44144
.43243
.51351
.46847
.48649
.34234
.33333
.43243
.36036
.38739
.39640
.36937
.38739
.34234
.36937
.37838
.41441
.36036
.44144
.43243
.43243
.41441
.39640
.39640
.41441
.24324
.27928
.29730
.27928
.29730
.27928
.16216
.24324
.23423
.26126
.14414
.16216
.14414
.14414
.19820

18
11
21
21
43
44
39
39
43
45
41
38
41
40
35
31

eNeoNeoNeoNeoNeoNololNoNoloNeoNoNoNeoNoloNoBololNoBoloNoNoNeolNolBolNeoNoloNeoNololNololNolNolololNololNolNole)

.44144
.39640
.36036
.39640
.44144
.41441
.45946
.45045
.46847
.36036
.35135
.41441
.39640
.40541
.39640
.36937
.38739
.34234
.40541
.41441
.41441
.39640
.45946
.41441
.43243
.41441
.43243
.41441
.39640
.24324
.29730
.27928
.29730
.27928
.26126
.19820
.24324
.21622
.26126
.18018
.10811
.14414
.16216
.19820
.16216

15
21
23
45
46
41
39
43
43
41
38
43
42
37
39

[eleoNeoNoBoNeoNololNeololoNoNoloNololNoNoBolNolNoleoNoNoNeoNololNoNolBolNolololNolNolololololololNeolNoleolNelNol

.39640
.38739
.31532
.36937
.39640
.38739
.45045
.42342
.42342
.29730
.28829
.36937
.31532
.34234
.33333
.32432
.34234
.31532
.32432
.35135
.38739
.35135
.39640
.36937
.38739
.36937
.38739
.36937
.35135
.25225
.28829
.27027
.25225
.27027
.23423
.15315
.23423
.22523
.21622
17117
.11712
.08108
.13514
17117
.09910
.13514

16
18
42
43
38
34
40
42
38
35
44
41
34
34

80



85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

O 30 U W

BB WWWWWWWWWWNNNMNONNNONNDNNNNONRE R PR
P OWW-JOUDWNROW®OMJONUDWNRFR OWWUIO U S WNRFR O W

ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS
ITA9
ITALO
ACAl
ACA2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACA1l0

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
.37838
.38739
.40541
.36937
.45045
.45045
.41441
.40541
.34234
.34234
.37838
.40541
.34234
.45045
.39640
.45045
.48649
.42342
.41441
.46847
.42342
.39640
.38739
.35135
.36937
.36036
.38739
.43243
.44144
.44144
.31532
.30631
.38739
.33333
.36036
.35135
.34234
.36036
.33333

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIRS5
PIR6
PIR7
PIRS8
PIR9
PIR10
CAElL
CAE2
CAE3
CAE4
CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O0
PEQ1
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQS
PEQ6
PEQ7
PEQS8
PEQ9
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARS
VARG
VAR7
VARS8
VAR9

(@]

OO OO OO ODODODODODODODODODODODODODODODODODIODODODIODODIODODOOOOOOOoOOo

37
42
39
39
45
41
38
41
50
48
48
45
47
48
50
47
45
44

71
35135
35135

eNeoleoNeoNolBolNoBololNoNoNeoNoloNeoNoloNeoNololNololoNoloNeoNoloNeoNololNolNololNoNolNolNoNolNolNol

35
36
33
37
39
35
32
35
46
46
44
43
43
46
48
47
45
44

72

.36937
.36937
.39640
.42342
.42342
.40541
.46847
.46847
.43243
.42342
.37838
.37838
.37838
.38739
.36036
.43243
.39640
.45045
.46847
.38739
.45045
.45045
.44144
.43243
.44144
.38739
.38739
.41441
.44144
.46847
.47748
.45946
.38739
.36036
.42342
.40541
.41441
.40541
.37838
.39640
.36937

eNeoleoNeoNololNoBololNoNoNeoNoloNeoNoBoNeoNololNololoNoloNeoNoloNeolNololNoNololNoNolNolNoNolNolNol

37
42
37
37
41
39
36
41
50
48
52
49
49
54
50
51
47
48

73

.27928
.27928
.45045
.44144
.42342
.42342
.41441
.46847
.48649
.42342
.43243
.39640
.37838
.33333
.39640
.41441
.32432
.43243
.43243
.29730
.43243
.39640
.42342
.41441
.36937
.38739
.44144
.45045
.44144
.43243
.45946
.44144
.38739
.34234
.38739
.36937
.37838
.40541
.34234
.32432
.31532

eNeoleoNeoNololNoBololNoNoNeoNoloNeoNoloNeoNololNololoNoloNeoNoloNeolNololNolNololNoNolNolNoNolNolNol

37
40
35
41
43
43
34
39
48
48
48
43
47
50
46
51
45
48

74

.27027
.27027
.49550
.48649
.48649
.48649
.49550
.47748
.47748
.45045
.44144
.38739
.36937
.34234
.42342
.40541
.31532
.44144
.44144
.30631
.49550
.45946
.45045
.44144
.39640
.41441
.45045
.47748
.48649
.47748
.50450
.46847
.41441
.36937
.41441
.41441
.42342
.45045
.36937
.35135
.34234

eNeoleoNeoBololNoBololNoNoNeoNoloNeoNoloNeolBololNololoNoloNeoNoloNeoNololNolNololNoNolNolNoNolNolNol

37
36
35
39
41
37
38
33
48
46
48
47
45
50
50
47
47
46

75

.22523
.22523
.43243
.42342
.40541
.38739
.41441
.45045
.48649
.42342
.39640
.37838
.34234
.35135
.32432
.41441
.32432
.43243
.46847
.31532
.39640
.43243
.42342
.37838
.33333
.36937
.40541
.41441
.42342
.43243
.44144
.44144
.36937
.34234
.38739
.36937
.37838
.38739
.34234
.32432
.31532

eNoleoNeoNololNoBololNoNoNeoNoNoNeoNoloNeolBololNololoNololNeoNoloNeoNololNolNololNoNolNolNoNolNolNol

41
42
39
41
41
41
40
41
48
44
44
41
45
46
46
43
43
42

76

.29730
.29730
.48649
.45946
.44144
.42342
.45045
.46847
.46847
.42342
.41441
.39640
.39640
.40541
.43243
.48649
.36036
.54054
.50450
.35135
.46847
.48649
.44144
.41441
.36937
.38739
.45946
.46847
.45946
.45045
.49550
.45946
.38739
.36036
.40541
.38739
.37838
.38739
.36036
.36036
.33333

eNeoleoNeoNoBolNoBololNoNoNeoNoNoNeoNoBoNeolBololNololoNoloNeoNoloNeoNololNolNololNoNolNolNoNolNolNol

38
39
36
38
40
34
37
36
51
45
47
46
48
47
49
44
46
45

77

.31532
.31532
.46847
.44144
.44144
.44144
.43243
.45045
.45045
.40541
.41441
.37838
.39640
.40541
.45045
.45045
.36036
.50450
.48649
.31532
.48649
.45045
.45946
.43243
.38739
.40541
.45946
.46847
.47748
.45045
.51351
.45946
.42342
.37838
.44144
.42342
.41441
.44144
.37838
.37838
.35135

81



42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

VAR1O0
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGU6
AGU7
AGUS
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERS
MER6
MER7
MERS
MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIB5
RIB6
RIB7
RIB8
RIBY
RIB1O
MON1
MON2
MON3
MON4
MONS
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAlL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS8
ITA9
ITALO
ACAl
ACAZ2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACA1l0

[eleoNeoNoNeoNoNoNoNololNoNololNolNololNolNolololololNololNeolNololNoelNo]

.34234
.40541
.38739
.35135
.39640
.38739
.40541
.40541
.40541
.38739
.38739
.27027
.30631
.28829
.23423
.27027
.25225
.27928
.21622
.22523
.23423
.22523
.18919
.15315
17117
.20721
.18919
.18919
.14414

12
40
41
34
36
40
42
40
37
40
33
36
34
38
39
38
38
38
40
41
40
45
43
41
40
42
43
43
42
42
41

[eNeoNeoNoRoNoNoBolNolNoloNoNoNoNoBolNolNoBololololNeolololNololNelNole)

.37838
.42342
.38739
.36937
.39640
.38739
.42342
.42342
.38739
.36937
.38739
.30631
.28829
.27027
.23423
.28829
.27027
.22523
.19820
.27928
.27027
.24324
.22523
.18919
.18919
17117
.18919
.20721
.16216
.10811

40
41
34
38
38
40
40
39
38
35
34
32
36
41
32
36
38
40
37
38
45
43
43
40
44
43
41
42
40
43

O O OO OO ODODODODODODODODODODODIODODODIODODOOOOOOOOoOo

.32432
.44144
.42342
.44144
.46847
.47748
.45946
.45946
.44144
.45946
.45946
.30631
.34234
.28829
.30631
.30631
.34234
.33333
.32432
.35135
.34234
.40541
.40541
.35135
.40541
.36937
.38739
.40541
.37838
.36036
.36036

15
12
18
14
16
20
21
20
17
24
26
24
19
22
30
26
24
27
26
31
37
33
34
34
35
35
34
36
35

leleoNeoNoloNoNoNoNolNolNoNolNolNoNololNolNololNololololololNololNelNolelNolNol

.35135
.45045
.46847
.46847
.47748
.48649
.46847
.46847
.46847
.48649
.46847
.27928
.33333
.29730
.29730
.31532
.29730
.30631
.29730
.34234
.31532
.41441
.39640
.36036
.37838
.41441
.39640
.41441
.38739
.36937
.36937
.13514

19
19
15
15
17
16
23
14
23
25
25
26
23
27
27
25
30
25
32
36
36
35
35
36
38
37
37
36

[eNeoNeoNoNoNeoNoBolNolNoloNoNoNolNoNolNoNoBololoBolNeololoNolololNololNelNolle)

.30631
.40541
.36937
.38739
.41441
.40541
.44144
.40541
.42342
.40541
.40541
.25225
.28829
.23423
.23423
.25225
.30631
.27928
.30631
.29730
.28829
.36937
.35135
.31532
.31532
.33333
.35135
.36937
.34234
.30631
.30631
.10811
17117

20
22
20
16
19
20
17
24
22
20
19
18
20
22
20
27
26
35
37
37
34
38
39
37
36
36
35

eNeoNoNeoNoRoNoNoNolNoNololNoNoNeoNoloNolololNololNoNoloNoNololNolNololNoelNole)

.34234
.42342
.44144
.44144
.43243
.44144
.45946
.44144
.45946
.45946
.44144
.32432
.36036
.27027
.34234
.34234
.32432
.31532
.36036
.33333
.30631
.35135
.33333
.29730
.33333
.35135
.35135
.35135
.30631
.32432
.34234
.16216
17117
.18018

10
12
18
17
14
19
24
26
22
23
22
26
28
24
25
26
41
41
43
40
42
41
43
38
38
39

leNeoNeoNoBoNeoNoBolNolNoNoNoNoNoNololNoNolololololNolololNolololololNeolololNoelNol

.37838
.45946
.45946
.45946
.46847
.47748
.45946
.47748
.45946
.47748
.45946
.34234
.36036
.28829
.34234
.34234
.32432
.31532
.32432
.35135
.30631
.38739
.38739
.35135
.40541
.38739
.38739
.38739
.36036
.36036
.34234
.12613
.13514
.19820
.09009

12
16
19
16
13
24
28
26
23
26
26
28
22
25
20
35
39
39
40
36
39
39
36
36
37

82
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
.52252
.49550
.51351
.49550
.50450
.48649
.50450
.47748
.48649
.43243
.43243
.44144
.46847
.48649
.39640
.52252
.50450
.38739
.50450
.50450
.51351
.48649
.45946
.459406
.51351
.50450
.49550
.52252
.53153
.54955
.47748
.45045
.49550
.45946
.46847
.49550
.45045
.43243
.42342
.41441
.51351
.49550
.51351
.54054
.53153
.53153
.51351
.53153
.53153
.51351
.36036
.41441
.32432
.37838
.39640
.37838

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIRS
PIR6
PIR7
PIRS8
PIR9
PIR1O0
CAEl
CAE2
CAE3
CAE4
CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O
PEQ1
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQ5
PEQ6
PEQ7
PEQ8
PEQ9
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARS
VARG
VAR7
VARS8
VAR9
VAR1O0
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGUb6
AGU7
AGUS8
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERS
MER6

(@]

eNeoNoNeoNoRoNoNololNoloNeoNoNoNeoNolNolNeolNoloNololNoNoloNeolNoloNolNoBoNoNololNololNoNoNolNoNololNoNololNolololNolNololNololNolNol

78
33333
33333

[eNeoNeoNeoBoloNoBololNoNoNeoNoNolNeoNolNoNeoNoloNololNoNoloNeolNoloNolNololNoNololNoNolNoNoNoNoNoloNoNoBolNolololNolololNololololNolNollel

79

.26126
.26126
.50450
.45946
.49550
.45946
.46847
.46847
.48649
.45946
.45045
.39640
.37838
.38739
.41441
.45045
.36036
.48649
.48649
.35135
.46847
.48649
.49550
.46847
.42342
.44144
.47748
.46847
.47748
.50450
.51351
.53153
.42342
.39640
.45946
.42342
.43243
.45946
.39640
.37838
.36937
.36036
.45946
.44144
.45946
.48649
.47748
.49550
.47748
.49550
.49550
.47748
.30631
.36036
.28829
.32432
.34234
.30631

[eNeoNeoNeoBololNoBolBolNoNoNeoNoNolNeoNoloNoNoloNololNoNoloNeolNoloNeolNololNoNoBolNoNolNoNoNoNoNoBoNoNoloNolNololNolololNololololNolNollel

80

.25225
.25225
.47748
.45045
.45045
.43243
.47748
.47748
.49550
.45045
.40541
.36937
.35135
.36036
.40541
.44144
.33333
.47748
.49550
.32432
.45946
.47748
.45045
.40541
.36036
.37838
.43243
.44144
.45045
.45946
.48649
.46847
.37838
.33333
.39640
.37838
.38739
.41441
.33333
.31532
.30631
.31532
.41441
.41441
.41441
.44144
.43243
.45045
.43243
.45045
.45045
.43243
.26126
.29730
.27928
.26126
.27928
.26126

[eNeoNoNeoBoloNoBololNoNoNeoNoNolNeoNoloNolNoloNololNoNoloNeoNoloNeoNololNolNololNoNolNoNoNoNoNoloNoNoloNolololNolololNololololNolNollel

81

.33333
.33333
.48649
.47748
.45946
.45946
.45045
.46847
.48649
.47748
.45045
.41441
.39640
.42342
.46847
.46847
.39640
.50450
.48649
.36937
.48649
.46847
.47748
.45045
.40541
.44144
.49550
.48649
.49550
.46847
.53153
.49550
.44144
.39640
.45946
.44144
.43243
.45946
.39640
.39640
.36937
.39640
.47748
.45946
.45946
.48649
.51351
.51351
.51351
.47748
.49550
.51351
.30631
.34234
.30631
.32432
.36036
.34234

[eNeoNeoNeoBoloNoBololNoNoNeoNoNolNeoNoloNeoNoloNololNoNoloNolNoloNoNololNoNoBolNoNoloNoNoNoNoBoNoNoloNolNololNolololNololololNolNollel

82

.28829
.28829
.44144
.43243
.43243
.43243
.45946
.42342
.44144
.43243
.36937
.33333
.33333
.39640
.42342
.42342
.35135
.45946
.47748
.34234
.44144
.45946
.46847
.42342
.39640
.39640
.45045
.44144
.45045
.44144
.50450
.46847
.41441
.36937
.43243
.41441
.40541
.43243
.36937
.36937
.34234
.36937
.45045
.43243
.41441
.44144
.45045
.46847
.46847
.45045
.45045
.45045
.26126
.31532
.27928
.26126
.29730
.29730

[eNeoNeoNeoNololNoBololNoNoNeoNoNolNeoNoloNeoNoloNololNoNolBoNeolNoloNolNololNolNoBolNoNolNoNoNoNoNoBoNoNoloNolololNolololNololololNolNollel

83

.27928
.27928
.41441
.44144
.42342
.42342
.41441
.39640
.41441
.42342
.39640
.37838
.37838
.38739
.37838
.41441
.36036
.46847
.45045
.38739
.46847
.46847
.42342
.45045
.42342
.35135
.44144
.50450
.47748
.45045
.45946
.44144
.38739
.34234
.38739
.40541
.39640
.40541
.37838
.36036
.35135
.36036
.40541
.44144
.40541
.45045
.44144
.42342
.38739
.42342
.42342
.42342
.23423
.32432
.27027
.28829
.27027
.30631

[eNeoloNeoBololNoBolBolNoNoNeoNoNolNeoNoloNeolNoloNololNoNoloNeolNoloNeoNololNolNololNoNoloNoNolNoNoloNolNoloNolololNolololNololololNolNollel

84

.29730
.29730
.45045
.47748
.47748
.45946
.45045
.43243
.46847
.45946
.45045
.39640
.39640
.36937
.34234
.39640
.39640
.46847
.46847
.36937
.48649
.46847
.47748
.41441
.36937
.42342
.44144
.48649
.47748
.48649
.45946
.45946
.38739
.34234
.40541
.38739
.41441
.44144
.37838
.36036
.35135
.34234
.38739
.40541
.38739
.43243
.44144
.40541
.40541
.42342
.44144
.44144
.21622
.27027
.25225
.23423
.23423
.27027

83



59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

O 30 U W N

=R e
S W N P O W

MER7
MERS
MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIBS
RIB6
RIB7
RIB8
RIBY
RIB1O
MON1
MON2
MON3
MON4
MONS5
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAlL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS8
ITA9
ITALO
ACAl
ACA2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACA10

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
0.
.459406
.44144
.44144
.45045
.43243
.48649
.47748
.41441
.37838
.37838
.40541

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIRS
PIRG6
PIR7
PIRS
PIR9
PIR10
CAEl
CAE2

leNeoNeoNoBoNoNoBolNeololNolNololNolNololNelNole)

O OO OO0 OoOoOo oo

.33333
.34234
.40541
.39640
.44144
.40541
.35135
.38739
.40541
.40541
.38739
.37838
.37838
.36036
.14414
.13514
.18018
.10811
.10811

10
17
16
17
26
30
26
23
22
28
24
22
27
26
39
45
41
42
42
43
43
40
42
41

85
29730
29730
43243

[eNeoNoNeoNoNeoNeoNolNoNolololNoloNoNolNoNeoNo o)

O OO OO0 OO oOooOo

.29730
.30631
.35135
.34234
.38739
.35135
.33333
.33333
.38739
.36937
.36937
.34234
.36036
.36036
.18018
.15315
.14414
.16216
.14414
.09009

13
20
13
28
26
28
23
24
24
30
20
27
24
43
47
43
46
46
47
45
44
48
45

86

.32432
.32432
.44144
.41441
.43243
.39640
.42342
.42342
.45946
.45045
.42342
.38739
.38739
.39640

[eheoNeoNoBoNeoNoloNololololNololNololNeolNololNolNol

OO O OO OOOOO0OoOooOo

.27027
.26126
.32432
.31532
.34234
.30631
.30631
.28829
.36036
.34234
.34234
.31532
.33333
.35135
.18919
.14414
17117
.15315
17117
.15315
11712

17
14
29
25
25
26
25
25
33
25
26
27
40
42
40
45
41
44
42
41
43
40

87

.33333
.33333
.45045
.45946
.45946
.47748
.46847
.43243
.48649
.45946
.45045
.39640
.41441
.38739

leNeoNeoNoNoNeoNoBolNoNoloNololNolNeololNolNololelNole)

O OO OO OODOOO0OoOooOo

.35135
.32432
.35135
.36036
.36937
.36937
.36937
.36937
.36937
.36937
.38739
.39640
.36036
.34234
.18018
.20721
.18018
.12613
.14414
.14414
.18018
.15315

17
26
24
22
19
20
20
22
26
23
24
39
41
41
40
40
43
41
40
38
41

88

.33333
.33333
.48649
.45946
.45946
.45946
.45045
.43243
.46847
.47748
.43243
.41441
.36036
.40541

leNeoNeoNoNeoNoNoNolololNolNololNoNololNololNolololNolNol

O OO OO OODOOOOoOoOooOo

.30631
.24324
.32432
.29730
.37838
.34234
.34234
.32432
.39640
.36036
.37838
.36937
.29730
.31532
.15315
.12613
.15315
17117
11712
.15315
11712
.12613
.15315

23
23
21
24
23
23
27
25
26
25
36
40
38
39
37
38
40
35
37
36

89

.31532
.31532
.43243
.44144
.44144
.42342
.43243
.39640
.41441
.42342
.43243
.41441
.39640
.40541

[eNeoNeoNoBolNoNoBolNololoNolNololNolololololelololNoelNo]

O OO OO OODOOO0OoOooOo

.26126
.25225
.31532
.28829
.31532
.31532
.29730
.33333
.31532
.31532
.33333
.30631
.32432
.30631
.21622
.20721
.21622
.21622
.21622
.23423
.25225
.26126
.23423
.20721

14
14
15
18
20
14
14
17
14
43
43
47
42
42
43
47
40
38
41

90

.27928
.27928
.46847
.47748
.42342
.44144
.43243
.41441
.43243
.42342
.43243
.39640
.39640
.42342

eNeoNeoNoNolNeoNoBoNoNoNoNeoNololNolololNolololNololNelNole)

O OO OO OOOOOO0OooOo

.24324
.23423
.29730
.30631
.29730
.31532
.27928
.29730
.33333
.27928
.35135
.30631
.30631
.28829
.23423
.22523
.19820
.23423
.25225
.27027
.23423
.22523
.21622
.20721
.12613

15
16
20
24
20
21
18
39
39
43
42
38
45
43
42
40
37

91

.30631
.30631
.45946
.45045
.45045
.45045
.42342
.42342
.44144
.45045
.42342
.38739
.36937
.37838

84



15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

CAE3
CAE4
CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O0
PEQ1L
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQ5
PEQ6
PEQ7
PEQ8
PEQ9
PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARS
VARG
VAR7
VARS8
VAR9
VAR1O0
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGU6
AGU7
AGUS
AGU9
AGU10
MER1
MER2
MER3
MER4
MERS
MER6
MER7
MERS
MER9
MER10
RIB1
RIB2
RIB3
RIB4
RIB5
RIB6
RIB7
RIB8
RIBY
RIB1O
MON1
MON2
MON3

[eNeoloNeoBoloNoBolBolNoloNeoNololNeoNolNeoNoBololNoBoNeoNoBoNoNoloNoNolNolNoBoloNoloNoNolNoNoNoNoNoNoNolNolololNololNololNolNololNoNoleolNelNole)

.36036
.41441
.39640
.46847
.46847
.38739
.46847
.46847
.45946
.41441
.40541
.40541
.44144
.50450
.47748
.46847
.47748
.44144
.42342
.37838
.38739
.40541
.43243
.44144
.39640
.37838
.36937
.37838
.42342
.42342
.42342
.46847
.45946
.45946
.42342
.47748
.45946
.44144
.25225
.30631
.27027
.25225
.25225
.30631
.26126
.25225
.29730
.32432
.31532
.33333
.31532
.33333
.33333
.33333
.36937
.34234
.34234
.32432
.21622
.22523
.18018

[eNeoloNeoBolBoNoBolBolNoloNeoNoloNeoNoNoNoBololNoBoNeoNoBoNoNoloNoNolNolNoBololNoloNoNoNoNoNoNoNoNoNeolNoBololNololNololNolNololNoNoleolNelNole)

.36937
.38739
.40541
.44144
.45946
.37838
.45946
.47748
.45045
.42342
.41441
.37838
.43243
.47748
.46847
.45946
.45045
.46847
.41441
.36937
.41441
.41441
.42342
.45045
.40541
.36937
.37838
.36937
.43243
.41441
.39640
.47748
.45045
.45045
.43243
.45045
.45045
.45045
.27928
.33333
.26126
.29730
.31532
.29730
.27027
.27928
.30631
.33333
.34234
.37838
.32432
.37838
.36036
.32432
.37838
.35135
.35135
.36937
17117
.23423
17117

[eNeoloNeoBolBoNoBololNoloNeoNoloNeoNolNoNoBololNoBoNoNoBoNoNoloNoNolNolNoBololNoloNoNolNoNoNoNoNoNoNolNoBololNololNoloNolNololNolNololNelNolle)

.39640
.43243
.39640
.46847
.45045
.38739
.50450
.50450
.42342
.41441
.40541
.40541
.42342
.45045
.44144
.46847
.44144
.45946
.38739
.37838
.44144
.40541
.39640
.44144
.37838
.37838
.33333
.34234
.42342
.38739
.42342
.46847
.44144
.44144
.40541
.42342
.42342
.42342
.28829
.34234
.30631
.28829
.32432
.34234
.29730
.30631
.36937
.36036
.35135
.35135
.29730
.33333
.31532
.31532
.35135
.32432
.34234
.28829
.19820
.20721
.16216

[eNeoleoNeoNoloNoBolBoNoloNeoNoloNeoNoNeoNololoNoloNeoNoBoNoNoloNoNolNolNoBololNoloNoNolNoNoNoNoNoNoNolNoBololNololNololNolNololNolNoleolNelNole)

.37838
.41441
.39640
.46847
.48649
.36937
.48649
.50450
.45946
.43243
.42342
.40541
.44144
.52252
.53153
.48649
.51351
.45946
.42342
.41441
.42342
.44144
.43243
.44144
.41441
.37838
.38739
.37838
.45946
.44144
.44144
.48649
.45946
.49550
.45946
.47748
.45946
.45946
.30631
.32432
.28829
.28829
.30631
.32432
.31532
.30631
.33333
.32432
.35135
.35135
.33333
.33333
.36937
.35135
.36937
.34234
.34234
.32432
.27027
.24324
.18018

[eNeoloNeoBoloNoBoNolNoloNeoNoloNeoNolNoNolololNoBoNeoNoBoNolNoloNoNolNoNoBoloNoloNoNolNoNoNoNoNoNolNoNoBoloNololNoloNolNololNolNoleolNelNole)

.37838
.43243
.39640
.48649
.46847
.38739
.46847
.50450
.42342
.43243
.40541
.36937
.42342
.48649
.47748
.43243
.45946
.44144
.40541
.39640
.44144
.42342
.39640
.40541
.41441
.39640
.38739
.37838
.44144
.42342
.42342
.45045
.44144
.44144
.42342
.42342
.42342
.44144
.30631
.36036
.30631
.34234
.32432
.34234
.35135
.32432
.35135
.32432
.40541
.40541
.35135
.36937
.38739
.36937
.36937
.36036
.34234
.34234
.23423
.24324
.19820

[eNeoloNeoBoloNoBolBeolNoloNeoNoloNeoNoNoNoBololNoBoNeoNoBoNolNoloNoNolNolNoBoloNoloNoNolNoNoNoNoNoNoNeolNololoNololNololNolNololNolNololNelNole)

.41441
.45045
.36036
.50450
.45045
.36937
.46847
.46847
.44144
.45045
.40541
.38739
.47748
.46847
.45946
.46847
.47748
.45946
.38739
.37838
.40541
.36937
.39640
.40541
.39640
.37838
.36937
.36036
.42342
.45946
.44144
.46847
.47748
.45946
.42342
.45946
.45946
.44144
.27027
.34234
.28829
.30631
.28829
.30631
.27928
.30631
.33333
.34234
.36937
.36937
.31532
.35135
.38739
.33333
.36937
.30631
.36036
.36036
.21622
.22523
.18018

[eNeoleoNeoBoBoNoBoloNoloNeoNoloNeoNolNoNololoNoBoNeoNoloNolNoloNoNolNoNoBoloNoloNoNolNoNoNoNoNoNoNolNoBoNolNololNololNolNololNolNololNelNolle)

.40541
.42342
.36937
.47748
.44144
.36036
.45946
.47748
.46847
.45946
.41441
.41441
.48649
.53153
.52252
.47748
.54054
.46847
.43243
.38739
.41441
.41441
.42342
.43243
.38739
.36937
.36036
.36937
.45045
.45045
.45045
.47748
.46847
.48649
.46847
.46847
.46847
.46847
.26126
.27928
.26126
.31532
.26126
.27928
.28829
.22523
.28829
.27928
.34234
.34234
.28829
.32432
.30631
.34234
.36036
.33333
.36937
.33333
.24324
.27027
.24324

85



76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

QO JO0 U W N
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MON4
MONS5
MON6
MON7
MONS8
MON9
MON10
ITAL
ITA2
ITA3
ITA4
ITAS
ITAG
ITA7
ITAS
ITA9
ITALO
ACAl
ACAZ2
ACA3
ACA4
ACAS
ACAb6
ACA7
ACAS8
ACA9
ACAl0

M.lateralisl O.
M.lateralis2 0.
.43243
.44144
.44144
.44144
.41441
.39640
.41441
.42342
.43243
.37838
.37838
.36937
.39640
.39640
.36036
.46847
.45045
.33333
.48649
.46847
.459406
.45045
.38739
.38739
.44144
.48649
.49550
.46847
.49550

PIRL
PIR2
PIR3
PIR4
PIRS
PIR6
PIR7
PIRS8
PIR9
PIR10
CAEl
CAE2
CAE3
CAE4
CAES
CAE6
CAE7
CAES8
CAE9
CAE1O
PEQ1L
PEQ2
PEQ3
PEQ4
PEQ5
PEQ6
PEQ7
PEQ8
PEQY

OO OO O OO oo

(@]

[eNoNeoNeoNololNoNololNoNolNeoNoloNeolNolNoNoNololNololNolNololNelNolle)

.19820
.23423
.23423
.25225
.22523
.19820
.18919
.12613
.07207

13
14
16
24
20
17
20
39
37
43
40
38
41
41
38
36
35

92
29730
29730

O OO OO OO o oo

O O OO OO ODODODODODODODODODODODIODODODIODODODODOOOOOOOoOo

.20721
.20721
.20721
.20721
.23423
17117
.21622
.13514
.13514
.11712

19
19
21
21
22
17
40
42
42
41
41
44
44
41
39
40

93

.41441
.41441
.44144
.43243
.41441
.43243
.44144
.42342
.42342
.41441
.40541
.36937
.36937
.37838
.40541
.36937
.31532
.40541
.44144
.34234
.44144
.40541
.45045
.36937
.32432
.43243
.43243
.42342
.41441
.40541
.46847

O O OO OO0 OoOooOo

OO OO OO OO ODODODODODODODODODIODODODIODODODODOOOOOOOoOo

.19820
.23423
.19820
.21622
.22523
.18018
.20721
.16216
.14414
.12613
17117

16
20
24
23
22
43
45
45
42
44
47
45
46
42
43

94

.39640
.39640
.40541
.41441
.37838
.39640
.44144
.42342
.40541
.39640
.36937
.35135
.33333
.36036
.35135
.33333
.27928
.36937
.40541
.32432
.40541
.38739
.43243
.38739
.32432
.41441
.41441
.40541
.39640
.40541
.45045

O O O OO OO O OoOo oo

O O OO OO OO ODODODODODODODODODODODODIODODODOOOOOOOOoOo

.23423
.23423
.25225
.21622
.22523
.18018
.20721
.18018
.18018
.14414
17117
.14414

18
20
15
18
45
45
49
46
44
49
47
48
40
43

95

.41441
.41441
.38739
.36036
.36036
.36036
.40541
.40541
.36937
.36036
.35135
.31532
.33333
.32432
.35135
.33333
.27928
.33333
.36937
.30631
.36937
.35135
.39640
.36937
.30631
.39640
.39640
.35135
.36036
.38739
.41441

O OO O OO OOOOOo oo

O O OO OO ODODODODODODIODODODODODODODODIODODODODOOOOOOOoOo

.25225
.25225
.21622
.27027
.29730
.19820
.24324
.12613
.21622
.21622
.18919
.18018
.16216

18
19
18
41
43
45
38
44
43
45
42
36
41

96

.38739
.38739
.36036
.36937
.36937
.36937
.41441
.39640
.37838
.38739
.36036
.34234
.36036
.35135
.36036
.36036
.30631
.37838
.41441
.35135
.39640
.39640
.38739
.36036
.27928
.36937
.36937
.39640
.35135
.36036
.42342

[eNeoNeoNeolBoNeoNololNolNoloNoNoNe)

O O OO OO OO ODODODODODODODODODIODODODIODODODODOOOOOOoOo

.21622
.19820
.19820
.18018
.22523
.23423
.22523
.12613
.18018
.18018
.18919
.21622
.18018
.16216

17
16
39
39
41
44
38
39
41
36
38
39

97

.44144
.44144
.43243
.42342
.40541
.42342
.43243
.41441
.39640
.40541
.39640
.36036
.37838
.38739
.39640
.36036
.32432
.39640
.43243
.35135
.41441
.37838
.45946
.39640
.33333
.44144
.44144
.41441
.40541
.43243
.45946

O OO OO OO0 OO0 OooOo

O O OO OO OO ODODODODODODODODODODODODIODODODODOOOOOOOoOo

.22523
.22523
.24324
.24324
.23423
.20721
.23423
.15315
.18919
.15315
.19820
.20721
.13514
17117
.15315

13
40
42
44
43
41
44
44
45
37
40

98

.41441
.41441
.36937
.36036
.32432
.34234
.40541
.38739
.35135
.34234
.31532
.29730
.35135
.34234
.36937
.33333
.29730
.35135
.36937
.32432
.38739
.36937
.36036
.33333
.30631
.36036
.37838
.36937
.36036
.36937
.39640

86



32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

PEQ10
VAR1
VAR2
VAR3
VAR4
VARDS
VARG
VAR7
VARS
VAR9
VAR1O0
AGU1
AGU2
AGU3
AGU4
AGUS
AGU6
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MER3
MER4
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MER9
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.45946
.40541
.34234
.44144
.42342
.41441
.44144
.36036
.36036
.33333
.36036
.42342
.42342
.40541
.45045
.44144
.42342
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.40541
.42342
.44144
.25225
.28829
.27027
.28829
.27027
.25225
.24324
.25225
.29730
.25225
.33333
.36937
.31532
.36937
.35135
.29730
.36937
.32432
.36036
.34234
.23423
.22523
.23423
.23423
.18018
.23423
.21622
.24324
.21622
.22523
.12613
.16216
.18018
.15315
.19820
.16216
.16216
.14414
11712
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.43243
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.29730
.31532
.36937
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.31532
.29730
.36036
.31532
.32432
.33333
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.45045
.41441
.45045
.43243
.43243
.43243
.45946
.40541
.40541
.27928
.28829
.31532
.36937
.31532
.35135
.38739
.36036
.35135
.32432
.38739
.35135
.35135
.36036
.38739
.40541
.36937
.35135
.36036
.31532
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.29730
.29730
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.31532
.30631
.33333
.41441
.43243
.41441
.43243
.43243
.41441
.39640
.40541
.38739
.38739
.33333
.32432
.33333
.36937
.35135
.40541
.42342
.37838
.36937
.36036
.38739
.35135
.33333
.37838
.40541
.40541
.38739
.35135
.37838
.36937
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.41441
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.31532
.36036
.36036
.36937
.39640
.31532
.29730
.30631
.31532
.37838
.37838
.36036
.38739
.41441
.36036
.39640
.37838
.39640
.37838
.27928
.31532
.35135
.27928
.29730
.26126
.32432
.29730
.30631
.33333
.43243
.43243
.39640
.46847
.43243
.43243
.39640
.42342
.36937
.38739
.29730
.32432
.33333
.38739
.35135
.36937
.38739
.36036
.36937
.34234
.42342
.38739
.38739
.37838
.40541
.44144
.40541
.36937
.39640
.36937
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.38739
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.36937
.38739
.38739
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.40541
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.44144
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.42342
.36937
.41441
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.36036
.30631
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.30631
.36036
.36036
.37838
.41441
.40541
.36036
.35135
.37838
.37838
.36036
.36937
.37838
.41441
.34234
.39640
.38739
.34234
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.42342
.42342
.44144
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.37838
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.31532
.32432
.40541
.42342
.38739
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.40541
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.37838
.39640
.30631
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.34234
.37838
.32432
.37838
.41441
.36937
.36036
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.37838
.34234
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.36937
.39640
.39640
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.34234
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.32432
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.36937
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.37838
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.45045
.41441
.42342
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.35135
.36937
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. 42342
.39640
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.34234
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.40541
.36937
.39640
. 42342
.44144
.38739
.35135
.39640
.36937
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VAR1
VAR2
VAR3
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VAR7
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AGU3
AGU4
AGUS
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.29730
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.41441
.41441
.41441
.41441
.33333
.35135
.35135
.29730
.33333
.29730
.36036
.31532
.34234
.33333
.41441
.45045
.43243
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.41441
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.44144
.38739
.36937
.31532
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.38739
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.36036
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.07207
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.36937
.36937
.36937
.35135
.30631
.36036
.36036
.30631
.30631
.30631
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.32432
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.42342
.38739
.39640
.37838
.37838
.30631
.33333
.32432
.34234
.32432
.36036
.39640
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.36036
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.36036
.37838
.34234
.36937
.41441
.43243
.37838
.32432
.40541
.34234
.11712
.11712
.09910
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.12613
.04505
.09910

14
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.40541
.38739
.38739
.38739
.27027
.28829
.32432
.27027
.28829
.25225
.31532
.30631
.29730
.28829
.38739
.40541
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.42342
.40541
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.38739
.41441
.37838
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.32432
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.37838
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.35135
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.37838
.39640
.39640
.37838
.26126
.27928
.31532
.27928
.26126
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.30631
.29730
.28829
.29730
.39640
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.43243
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.41441
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.40541
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.10811
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.10811
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.08108
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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