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RESUMO

Alteragdes no padrao de temperaturas ambientais ocasionadas por mudangas
climaticas podem influenciar a distribuicio e abundancia de espécies invasoras
parcialmente devido aos seus efeitos sobre a fisiologia destes animais. Dentre as
principais espécies de peixes invasoras piscivoras encontradas no Brasil destaca-se
0 Micropterus salmoides introduzido em 1922. Apesar de ter se passado quase um
século da sua introducgéo, apenas recentemente comecaram-se 0s estudos sobre seu
processo de invasdo em reservatorios subtropicais. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o crescimento, a alocacdo de energia consumida em forma de alimento e
parametros fisiolégicos em diferentes condicdes termais de juvenis de M. salmoides
de uma populacdo encontrada em um reservatorio subtropical, no estado do Parana,
Brasil. Os juvenis de M. salmoides (peso entre 5 a 9 g) foram expostos por 28 dias as
condi¢cBes de temperatura de 15, 25, 30 e 33 °C. A alimentacéo foi realizada a cada
48 horas com tilapias (Coptodon rendalli e Oreochromis niloticus) vivas. Os resultados
obtidos denotam um menor indice de eficiéncia alimentar, uma menor taxa de
crescimento especifico e crescimento em comprimento em peixes aclimatados na
temperatura de 15 °C. Nas demais temperaturas de 25, 30 e 33 °C o crescimento foi
semelhante. O fator de condicdo de Fulton foi significativamente menor em 33 °C
demonstrando uma perda da capacidade de mobilizacdo de energia nesta condicao.
O balanco energético de juvenis de M. salmoides no minimo crescimento foi em 15 °C
com CO (100 %) = FE(10,7)+M(75)+CR(14,3) e o maior em 33 °C com CO (100 %) =
FE(14,9)+M(29,8)+CR(56,3) (CO-alimento consumido; FE-fezes excretadas; M-
metabolismo; CR-crescimento). O aumento de lactato plasméatico observado em
juvenis de M. salmoides em 15 °C sugere a ativacdo do metabolismo anaerdbio. Os
maiores niveis de glicose sanguinea observados em peixes em 30 e 33 °C
demonstram uma maior necessidade de energia para sustentar a demanda energética
nas células com o aumento da temperatura. Nao foram observadas diferencas
significativas tanto na atividade da enzima anidrase carbdnica quanto no teor hidrico
do musculo branco. Os juvenis de M. salmoides utilizados neste estudo demonstraram
ser suceptiveis ao estresse termal em temperatura de 15 °C, assim, em condi¢cdes
naturais do reservatorio do Passalna, o inverno (menores temperaturas registradas)
pode ser limitante para os juvenis de M. salmoides, periodo no qual provavelmente
seja crucial para a sua sobrevivéncia. Por outro lado, em temperaturas mais altas o
black bass demonstrou um alto crescimento em condi¢cdes de temperatura 25, 30 e
33 °C. Sugere-se que a temperatura de 25 °C registrada no verao fornece condi¢des
ideais para que os juvenis se alimentem e crescam rapidamente. Além disso, estes
resultados indicam que em caso de aquecimento da temperatura da agua no
reservatorio (natural ou antrépica), o black bass ainda continuara a exibir altas taxas
de crescimento, o que pode desencadear em desvantagens competitivas para as
outras espécies nativas intensificando o impacto da espécie na cadeia tréfica local.

Palavras-chave: Espécie invasora, juvenis, estresse termal



ABSTRACT

Changes in envirinmental temperature may influence invasive species’
abundance and distribution due to its effects on the physiology of these animals. In the
group of invasive species of fishes found in Brazil there is the Micropterus salmoides
introduced in 1922, and although almost a century has passed, studies on its invasion
process in subtropical reservoirs recently started. The aim of this study was to assess
the growth, energy allocation consumed as food and physiological parameters of
juveniles of M. salmoides in different termal conditions from a population located in a
subtropical reservoir in the state of Parana, Brazil. The juveniles of M. salmoides
(weight between 5 to 9 g) were exposed for 28 days at the temperature conditions of
15, 25, 30, and 33 °C. Feeding was offered every 48 hours with live tilapia (Coptodon
rendalli and Oreochromis niloticus). The results obtained indicate a lower feed
efficiency index, a lower specific growth rate and growth in length in acclimated fish at
a temperature of 15 °C. At the temperatures of 25, 30 and 33 °C the growth was similar.
The Fulton’s Condition Factor (K) was significantly lower at 33 °C demonstrating a loss
of capacity of energy mobilization in this condition. The energy budget of juveniles of
M. salmoides at the lowest growth was at 15 °C showing CO (100 %) = FE (10,7) + M
(75) + CR (14,3) and the highest at 33°C showing CO (100 % ) = FE (14.9) + M (29.8)
+ PS (56.3) (CO-food intake, FE-excreted faeces, M-metabolism, CR-growth). The
highest plasma lactate observed in juveniles of M. salmoides at 15°C suggests
activation of anaerobic metabolism. The highest blood glucose levels observed in fish
at 30 and 33 °C demonstrate a greater need of energy to sustain the energy demand
in the cells with increasing temperature. No significant differences were observed in
the activity of the carbonic anhydrase enzyme and neither in the water content of the
white muscle. The juveniles of M. salmoides used in this study have shown to be
susceptible to thermal stress at a temperature of 15 °C, thus, under natural conditions
of the Passalna reservoir, the winter may be limiting for juveniles of M. salmoides. On
the other hand, in higher temperatures the black bass demonstrated a higher growth
in conditions of temperature 25, 30 and 33 °C. Thus, the summer temperature of 25
°C may provides ideal conditions for juveniles to feed and grow rapidly to bear the
extreme conditions during the winter. In addition, these results indicate that in case of
heating of the water temperature in the reservoir (natural or anthropic), juvenile of black
bass will still continue to exhibit high growth rates, which can lead to competitive
disadvantages for the other native species, intensifying the impact of the species in the
local trophic chain.

Key-words: Invasive species, juvenile, thermal stress
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1. INTRODUCAO
1.1 Contextualizacao geral

Os peixes estdo entre 0s grupos de organismos aquaticos mais
frequentemente introduzidos no mundo (Gozlan 2010). Atividades antropicas como a
aquicultura (59%), a comercializacdo de peixes ornamentais (21%), a pesca esportiva
(12%) e comercial (7%) sao as principais causas de introducao de peixes néo nativos
por todo o globo (Gozlan 2008). A introducédo de espécies ndo nativas em diversos
ecossistemas aquaticos de agua doce pode ocorrer intencionalmente, por exemplo,
com objetivo de incrementar a pesca comercial através da soltura direta dos peixes
no ambiente (Canonico et al. 2005), ou acidentalmente, como por exemplo, através
do escape de peixes de acgudes para os rios (Vitule, Umbria e Aranha 2006b).

Frequentemente, a introducdo de espécies ndo nativas estd associada a
alteracdes na paisagem causadas pelo homem (Diham et al. 2007). Dentre as
diversas formas de alteracdes nos ecossistemas naturais de agua doce, destaca-se o
represamento de rios para a construcdo de reservatorios de abastecimento para o
consumo humano, irrigacdo e geracdo de energia elétrica (Agostinho, Pelicice e
Gomes 2008; Jonhson, Olden e Zanden 2008). Apesar de sua importancia econémica
e social, a constru¢do de um reservatorio a partir de um rio transforma um ecossistema
local I6tico (rio com correnteza) em Iéntico (represa com intensidade de correnteza
baixa ou quase nula), onde fragiliza a comunidade nativa tornando-a mais susceptivel
a invasao (Rahel 2002; Havel, Lee e Zanden 2005; Jonhson, Olden e Zanden 2008;
Vitule, Skéra e Abilhoa 2012). Em reservatérios préximos a centros urbanos, o
problema da invasdo se agrava, pois sua construcdo favorece o aumento da
propagacdo de propagulos, conectividade entre ecossistemas e disseminacdo de
espécies via dispersdo natural e/ou antropica (Havel, Lee e Zanden 2005; Jonhson,
Olden e Zanden 2008).

Segundo Blackburn et al. (2011), a espécie nao nativa deve obrigatoriamente
transpor quatro etapas durante o processo de invasdo: 1) o transporte — individuos
devem ser transportados além dos limites de seu habitat nativo; 2) a introducédo —
individuos sao introduzidos no novo ambiente acidentalmente ou intencionalmente; 3)
0 estabelecimento — individuos sobrevivem no novo ambiente, se reproduzindo e

formando uma populacdo auto sustentavel proximo ao local de introducéo; 4) a
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disperséo e/ou expansao populacional — populacdo auto sustentavel com individuos
capazes de sobreviver e se reproduzir ha uma distancia significativa do seu ponto de
introducdo. Em cada uma das etapas descritas acima, 0S organismo precisam
ultrapassar filtros ambientais abidticos (e.g. temperatura da agua) e bidticos (e.g.
disponibilidade de alimento) para que o processo de invasdo se complete.

A disperséo e a estabilizacdo de espécies nao nativas, onde sua ocorréncia
nao é natural, pode desencadear efeitos negativos a comunidade local através de
processos ecoldgicos envolvendo predacdo (Maezo e Miyashita 2003), competicao
(Canonico et al. 2005), diminuicao da diversidade (Tsunoda e Mitsuo 2012), e que em
certos casos pode acabar culminando na extingdo da espécie nativa (Cambray e
Stuart 1985). Por estes e diversos outros motivos, a invasédo é considerada um dos
principais problemas para a conservacdo de peixes de agua doce (Cambray 2003;
Gherardi 2007; Vitule, Freire e Simberloff 2009).

Durante a fase de estabelecimento e dispersdao de um peixe ndo nativo
diversos parametros ambientais do local devem estar de acordo com as exigéncias
do modo de vida da espécie, onde a temperatura desempenha um importante papel
no processo de invasdo. A maioria das espécies de peixes sdo ectotérmicos, ou seja,
sua temperatura corporal € determinada diretamente pela temperatura da agua, a qual
controla e limita todos os parametros fisiol6gicos e comportamentais dos peixes (Fry
1947). Os peixes frequentemente podem perceber mudancas na temperatura da agua
<0,5 °C (Murray 1971), sendo que a temperatura corporal de peixes teledsteos € igual
ou estd dentro do limite de até 1 °C acima ou abaixo da temperatura da agua
(Svobodova et al. 1993). A completa troca de gases respiratérios entre a agua e o
sangue nas branquias resulta em um equilibrio entre as temperaturas do sangue e o
meio, mas a maior parte da transferéncia de calor (70-90 %) é conduzida através da
parede corporal do peixe (Elliot 1981).

Peixes podem ser encontrados em diversos habitats em temperaturas de 2,5
a 44 °C, mas as diferentes espécies vivem entre os limites letais incipientes de maior
e menor temperatura (Fry 1947). Existem limites claros de tolerancia a temperatura
nos diferente estagios de vida, e estes limites podem variar marcadamente entre as
espécies (Prodocimo e Freire 2001; Elliott e Elliott 2010; Bear 2005; Diilger et al. 2002;
Somero 2005; Gutierre 2015). Peixes podem ser estenotérmicos, com limites muito

estreitos de tolerancia a variagbes de temperatura, ou euritérmicos, com um limiar
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bastante amplo de tolerancia a temperatura. Geralmente, os peixes sao classificados
em guildas termais baseada em sua tolerancia a temperatura: 1) peixes de aguas
geladas <20 °C; 2) peixes de aguas frias entre 20 e 28 °C; 3) peixes de aguas quentes
>28 °C (Magnuson et al. 1997). Sob condi¢cdes onde o suprimento de alimento ndo &
limitante, a temperatura da agua € uns dos parametros abidticos que mais afeta o
modo de vida dos peixes determinando a sua distribuicdo, abundancia, metabolismo
e comportamento (Fry 1971; McCullough et al. 2001; Akhtar et al. 2013).

Parametros abidticos da agua, como a temperatura, podem funcionar como
“barreiras” ou “filtros” que limitam o estabelecimento de espécies invasoras em
ambientes aquaticos (Rahel e Oden 2008). Uma vez alterado este filtro, 0os organismos
nao-nativos poderdo expandir sua colonizacdo a outros ambientes, alterar a
composicdo da comunidade, além de intensificar os processos ecoldgicos como
predacéo e competicao (Kolar e Lodge 2000; Rahel e Oden 2008). Em um cenério de
mudancas climaticas, as alteracdes na temperatura da agua poderédo criar condi¢cdes
estressantes para peixes adaptados a agua gelada, mas fornecerdo condicdes
adequadas para permitir que espécies nao nativas de aguas mais quentes prosperem
(Sharma et al. 2007). Normalmente, espécies ndo nativas possuem caracteristicas
fisiologicas (e.g amplitude de tolerancia termal) e ecoldgicas (e.g. competicdo na
predacdo) que as permitem ter uma vantagem em relacdo as nativas diante as
alteracdes na temperatura da agua esperadas no futuro (Minns e Moore 1995;
Rieman, Lee e Thurow 1997; Olden, Poff e Bestgen 2006; Rahel e Oden 2008).

1.2 Influéncia da temperatura no crescimento e balanco energético dos peixes

A reposta do crescimento do peixe a temperatura geralmente segue um
padréao, no qual, o crescimento e o consumo de alimento aumentam com o aumento
da temperatura até um nivel 6timo, seguido de um declinio com o aumento da
temperatura assim que o metabolismo excede a energia ingerida (Goolish e Adelman
1984; Ojanguren, Reyes-Gavilan e Brafia 2001; Selon et al. 2001). A temperatura
Otima de crescimento frequentemente coincide com o 6timo fisiolégico no ambito do
metabolismo, maxima velocidade de natacéo, e maxima tolerancia a falta de oxigénio
(Brett et al. 1969), além de coincidir também com o 6timo comportamental como a

preferéncia por temperaturas e habilidade competitiva (Jobling 1981; Cunjak e Green
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1986). Peixes que competem dentro da amplitude de temperatura G6tima tem um
vantagem sobre as espécies que estao fora de sua amplitude 6tima (Cunjak e Green
1986; Brandt 1993; De Staso e Rahel 1994). Por exemplo, um estudo realizado em
laboratério em Montana, EUA, demonstrou que juvenis de trutas de Oncorhynchus
myKkiss aparentam ter uma vantagem fisiolégica sobre a Oncorhynchus clarkii lewisi em
relacdo ao crescimento e sobrevivéncia em condicdes de temperaturas acimas de
suas oOtimas (Bear 2005). Assim, os resultados sugerem que em locais onde ambas
espécies coexistem mas a O. mykiss ndo € nativa e a O. clarkii lewisi é nativa, a
espécie O. mykiss tera sua distribuicdo ampliada diante de possiveis mudancas
climéticas. Portanto, determinar a tolerancia termal das espécies & importante para
entendermos sua fisiologia e ecologia, assim como prever efeitos em longo prazo das
mudancas climaticas (Portner e Peck 2010).

A temperatura da agua determina a taxa de aquisi¢cdo e alocacao de energia
em peixes ectotérmicos, variando de espécie para espécie de acordo com o tipo de
alimento e estadio de maturacdo sexual (Niimi e Beamish 1974; Fox e Crivelli 1998;
Van Ham et al. 2003; Espinola, Julio-Junior e Benedito 2016; Sandersfield et al. 2016).
A energia fisioldgica, ou bioenergia animal, esta relacionada a taxa de energia gasta,
as perdas e ganhos, e as eficiéncias da transformacdo da energia em processos
funcionais do organismo como um todo (Brett e Groves 1979). Segundo Jobling
(1993), o principio basico da bioenergia pode ser declarado como toda energia obtida
em forma de alimento utilizada em processos metabdélicos ou em novos tecidos
corporais (e.g. crescimento) até a eliminacéo de fezes ou excrecao. Desta maneira,
uma avaliacao do balanco energético de espécies nativas e ndo nativas fornecera uma
melhor compreensao da sua ecologia, sendo que no caso de espécies ndo nativas, a
alocacdo de energia pode variar durante o seu ciclo de vida de acordo com seu nhovo
habitat (Phan et al. 1993).

1.3 Influéncia da temperatura no consumo de oxigénio e excre¢cao de amoénia pelos

peixes

As brénquias dos peixes sdo determinantes no processo de difusdo do
oxigénio da agua para o organismo principalmente na fase adulta (Cech e Brauner

2011). A absorcdo de oxigénio, junto com o metabolismo de substratos organicos
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como a glicose e os lipidios, sdo importantes fontes de energia para 0s processos
bioguimicos que ocorrem na célula (e.g. na mitocéndria), agindo na manutencao do
organismo, assim como para outras funcdes aerdbicas como 0 crescimento,
movimento, reproducao e resisténcia a doencas, no qual todos sdo determinantes da
aptidao de cada individuo (Cech e Brauner 2011). A temperatura é um dos fatores
chave na influéncia da taxa metabdlica em ectotérmicos (Hochachka e Somero 2002)
e considerada a melhor medida do aumento do metabolismo (Coutant 1975). Para a
grande maioria dos peixes teledsteos, a medida que a temperatura aumenta ha um
aumento da demanda metabdlica por oxigénio fazendo com que ocorra um aumento
do consumo de oxigénio, consequentemente, 0 oposto ocorre quando a temperatura
diminui, no qual o consumo de oxigénio diminui em decorréncia da diminuicdo da
demanda metabdlica por oxigénio (Diaz et al. 2005; Vanella et al. 2010; Hillyard 2011,
Rombough 2011; Frisk, Steffensen e Skov 2012).

As branquias dos peixes também sdo as principais vias de excrecao de
compostos nitrogenados como a amonia. A ambnia € o produto primario final do
catabolismo de aminoéacidos realizado principalmente no figado (Chew et al. 2005;
Randall e Ip 2006), e é transportada no sangue até as branquias onde cerca de 80 a
90% da amonia € excretada (Campbell 1997; Evans et al. 2005; Weihrauch, Wilkie e
Walsh 2009). Em solucédo aquosa, a amoénia nhormalmente esta em equilibrio entre a
forma ionizada (NHs4+) e a ndo-ionizada (gas NHs) (Randall 2011), sendo esta ultima
mais téxica para os peixes (Miron et al. 2008; Dinesh et al. 2013; Souza-Bastos, Val e
Wood 2015). Geralmente a excrecdo de amodnia segue respostas similares ao padréo
de consumo de oxigénio no qual ambos frequentemente aumentam com 0 aumento
da temperatura em peixes em jejum (Alsop et al. 1999; Leung et al. 1999; Zakes,
Zakes e Kata 2003; Luo e Xie 2009).

1.4 Estresse termal

Alteracdes na temperatura da dgua podem vir a estressar o peixe, ou seja,
produzem efeitos que ameacam ou afetam o equilibrio homeostatico do animal
causando uma série de respostas comportamentais, fisiologicas compensatoérias e/ou
adaptativas para que a ameaca seja superada (Wendelaar-Bonga 1997; Portner e

Farrel 2008; Tomanek 2008). Basicamente, quando um peixe € exposto a um agente
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estressor pode ocorrer a sucessao de trés respostas (Oba, Mariano e Santos 2009):
1) primérias: a nivel enddcrino com a ativacao de eixos neuroenddcrinos que resultam
na liberacdo de hormoénios catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e
corticosteroides (cortisol e cortisona); 2) secundarias: a liberacao de catecolaminas e
cortisol tem como consequéncia alteracdes bioquimicas e fisiolégicas no organismo;
3) terciarias: efeitos duradouros em peixes submetidos a exposi¢ao cronica podendo
induzir a uma série de alteracbes como a diminuicdo da taxa de crescimento,
reproducao e resisténcia a doencas.

A condicdo estressante sobre o organismo pode se dar de forma aguda
(curtos periodos de tempo) ou crdnica (longos periodos de tempo). Estresse foi
categorizado por Fry (1947) e Brett (1958) como letal (levando a morte dentro de um
tempo de resisténcia), limitante (restringe metabolismos essenciais ou interferem no
metabolismo da energia ou respiragéo), inibidor (interferindo nas fungcbes normais
como reprodugédo, balanco idnico, e alimentag&o), e acumulador (efeito cumulativo do
estresse afetando o crescimento e a atividade). Nos peixes, aclimatizacdo termal &
geralmente determinada por mudancas no metabolismo, no qual nota-se um periodo
de estresse inicial seguido por compensacao gradual. Quando o nivel metabdlico
atingido € consistente entre o novo e o velho estado termal, o animal é considerado
estar totalmente aclimatado (Maricondi-Massari, Kalinin e Rantin 1998).

Vérios parametros fisioldgicos séo utilizados como indicador de estresse
frente a variagdes na temperatura do ambiente. A glicose € um monossacarideo
formado a partir da digestdo de carboidratos, e tem como uma das fungbes o
fornecimento de energia para a célula, sendo que sua entrada é facilitada pelo
horménio insulina. A taxa metabdlica de peixes aumenta com 0 aumento da
temperatura, e normalmente com isso, também aumenta-se 0s niveis de glicose
sanguinea devido a uma maior necessidade de producéo de energia (Akhtar et al.
2013; Zhang et al. 2017; Zaragoza, Rodriguez e Buckle-Ramirez 2008; Zhang e Kieffer
2014). O aumento de glicose no sangue é tipicamente uma resposta da acao das
catecolaminas em fornecer energia calérica diante o estresse (Pottinger et al. 2000).
Esta € uma importante resposta do organismo, pois canaliza reservas de energia
metabodlica que seriam destinadas para o crescimento e reproducdo para a
manuten¢do da homeostasia (Wells e Pankhurst 1999). Em condi¢des de estresse o

peixe podem desenvolver hiperglicemia (alto nivel de glicose no sangue) ou
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hipoglicemia (baixo nivel de glicose no sangue). Por exemplo, Lermen et al. (2004)
utiizando Rhamdia quelen (jundid) observou que essa espécie desenvolveu
hiperglicemia quando expostos a 31°C e hipoglicemia quando expostos a 15 °C, tanto
em experimentos de estresse agudo (12 horas) quanto crénico (21 dias).

Os animais ectotérmicos envolvem a eliminagdo do metabolismo aerébico em
condi¢des extremas de calor ou frio, 0 que causa deficiéncias no fornecimento de
oxigénio para os processos fisioldégicos do organismo (Portner 2002). Assim, acabam
tendo que incorporar 0 metabolismo anaerobico que realiza a quebra da glicose sem
0 oxigénio (energeticamente mais custoso), reacdo que resulta na liberacao de acido
latico (Kieffer, Penny e Papadopoulos 2014). O lactato € um sal derivado do &cido
latico frequentemente utilizado como indicador de estresse termal (Vanlandeghem,
Wahl e Suski 2010; Murchie et al. 2011; Kieffer et al. 2011; Zhang e Kieffer 2014;
Zhang et al. 2017). Em extremo frio, organimos ectotérmicos desaceleram a ventilagcao
e circulacdo de oxigénio no sangue devido a diminuicdo da taxa metabdlica, e em
extremo calor, o aumento da ventilacdo e circulacdo de oxigénio se tornam
insuficientes devido a reducao da solubilidade do oxigénio na agua, causando em
ambas as situagbes, a incompatibilidade entre o abastecimento e a demanda de
oxigénio levando a utilizacdo do metabolismo anaerdbico, e consequentemente, ao
colapso das funcdes fisioldgicas (Portner 2001; Portner 2002).

Devido ao fato das branquias dos peixes ficarem em contato direto com a
agua, alteracdes na atividade da enzima anidrase carbénica podem ser rapidamente
influenciadas por agentes externos, como por exemplo, a salinidade (Souza-Bastos e
Freire 2009) e a temperatura (Houston e Mearow 1982). A enzima anidrase carbonica
em peixes pode ser encontrada tanto no epitélio branquial quanto no renal, e atua na
homeostasia do animal (Henry 1996). A anidrase carbdnica catalisa a reacao
reversivel de hidratacéo (H20) do dioxido de carbono (CO2), formando bicarbonato e
préton hidrogénio (HCOs3 e H*) (Henry 1996). Esta reacéo esta associada a diversos
processos fisiolégicas do peixe como as trocas gasosas e ifnicas, a excrecao de

amoOnia e ao equilibrio &cido-base (Wood 1991; Henry 1996; Wendelaar-Bonga 1997).
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1.5 Espécie-alvo do estudo

Dentre as principais espécies exoticas de peixes de agua doce encontradas
ao redor do mundo destaca-se o piscivoro Micropterus salmoides (Lacepéede 1802),
da familia Centarchidae (FIGURA 1). O M. salmoides é um peixe nativo do continente
da América do Norte ocorrendo naturalmente desde St. Lawrence, nos Estados
Unidos, ao norte do México (Brown et al. 2009). Atualmente, o M. salmoides pode ser
encontrado em mais de 60 paises (Froese e Pauly 2017), onde sua introducéo esta
ligada principalmente as suas qualidades para a pesca esportiva (Takamura 2007,
Godinho, Ferreira e Cortez 1997; Elvira e Almodovar 2001; Weyl e Hecht 1999;
Abilhoa e Vitule 2009).

As primeiras introducdes desta espécie no Brasil datam do ano de 1922, em
Belo Horizonte, no estado de Minas Gerais (Nomura 1984). Apesar de terem se
passado quase um século, apenas recentemente comecaram-se 0s estudos sobre
seu processo de invasao em reservatérios subtropicais (Schultz e Leal 2005; Abilhoa
e Vitule 2009; Ribeiro 2013; Ribeiro et al. 2015; Nakagawa 2016).

FIGURA 1 - Juvenil de Micropterus salmoides, vulgarmente chamado de “black bass”. Fonte: O autor.

O ambiente lacustre € o habitat preferido do black bass (Scott e Crossman
1973), e estudos sobre M. salmoides em diferentes lagos e reservatoérios subtropicais
invadidos ao redor do mundo sugerem que populacbes desta espécie possuem

maiores taxas de crescimento do que em seus ambientes naturais, mas acabam
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vivendo menos que populagcdes nativas (Schulz e Leal 2005; Weyl e Hecht 1999;
Lorenzoni et al. 2002; Britton et al. 2010; Nakagawa 2016). A demanda energética
para os diversos processos fisiolégicos “trade-off” de M. salmoides est4
provavelmente ligada as estratégias de vida de cada populacdo (Britton et al. 2010).
De acordo com Helser e Lai (2004), o crescimento desta espécie esta negativamente
correlacionado com a latitude, ou seja, a produtividade da populagédo cai com o
aumento da latitude.

O Micropterus salmoides, é considerada uma espécie de aguas quentes,
iniciando seu crescimento em temperaturas >10 °C (Countant 1975), chegando a
6timo entre 25-29 °C (Coutant 1975; Tidwell et al. 2003; Diaz et al. 2007), e decaindo
a partir de 32 °C (Carlander 1977; Diaz et al. 2007). Quanto mais perto das
temperaturas extremas toleraveis, a influéncia da temperatura é mais evidente porque
promove a diminuicdo da alimentagdo, consequentemente, levando a perda de peso
(Countant 1975; Carlander 1977).

O M. salmoides é considerado um predador de topo. Na falta de predadores
gue controlem suas populagdes, M. salmoides pode ainda atingir grandes densidades
populacionais e altas taxas de crescimento, 0 que aumenta sua capacidade
competitiva frente a outras espécies predadoras nativas (Mittelbach et al. 1995;
Schindler et al. 1997) e promovendo a redu¢éo ou extingdo de populacdes de peixes
locais (Jackson 2002; Maezono e Miyashita 2003; Trumpickas, Mandrack e Ricciardi
2011). Baseado nestes fatos, o ISSG (Invasive Species Specialist Group) compilou
uma lista das “100 piores espécies invasoras do mundo”, no qual o inclui o black bass
(M.salmoides) na secédo de peixes (Lowe et al. 2000).

Neste estudo foram utilizados juvenis de M. salmoides capturados em um
reservatorio subtropical e alimentados com tildpias. De acordo Ribeiro (2013), neste
mesmo reservatorio, cerca de 70 % da dieta de sub-adultos de black bass constitui de
tilapias (Coptodon rendallie Oreochromus niloticus). As tildpias podem ser
encontradas 0 ano inteiro, e aparentemente suprem as necessidades alimentares
principalmente dos M. salmoides jovens (Ribeiro 2013). Esta relacdo predador-presa
de duas espécies nao nativas pode intensificar o impacto negativo dos M salmoides,
em um processo de facilitacdo ou até mesmo de fuséo invasora (Simberloff e Von
Holle 1999).
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A partir dos potenciais impactos negativos a serem causados pelo M.
salmoides, faz-se importante avaliar o seu crescimento, balanco energético e
bioindicadores de estresse em diferentes condicdes experimentais de temperatura,
visando possiveis implicacbes para seu manejo e controle. Em adicdo, o
conhecimento da fisiologia de uma espécie invasora em diferentes temperaturas é
uma importante ferramenta na predicdo de possiveis novos ambientes a serem

colonizados com sucesso.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o crescimento, balanco enrgético e parametros fisiolégicos em juvenis
do peixe predador invasor Micropterus salmoides submetidos a diferentes

temperaturas.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o crescimento de juvenis de M. salmoides em diferentes condi¢des de
temperatura.

- Avaliar o balanco energético de juvenis de M. salmoides em diferentes
condicBes de temperatura.

- Avaliar o consumo de oxigénio e a concentracdo de amonia ha agua de juvenis
de M. salmoides em diferentes condi¢cdes de temperatura.

- Avaliar a influéncia da temperatura em parametros fisioldgicos como a
concentracdo de lactato plasmatico, a glicose sanguinea, a atividade da enzima
anidrase carbonica branquial e o teor hidrico do musculo de juvenis de M. salmoides

em diferentes condi¢bes de temperatura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local da coleta

A coleta de juvenis de Micropterus salmoides foi realizada em um reservatorio
urbano neotropical (25°32°,6”S, 49°23',4”0) construido a partir do Rio Passauna,
situado ao sul do Brasil, na regido metropolitana da cidade de Curitiba, Parani. O
clima da regido caracteriza-se como temperado umido (Cfb) com quatro estacdes do
ano bem definidas. A temperatura superficial da agua foi medida no local da coleta
uma vez por més, entre 0os meses de Setembro de 2015 e Novembro de 2016. A
menor temperatura da agua observada foi de 16,3 °C e a maior de 25 °C no inverno
(Julho/2016) e no verdo (Janeiro/2016), respectivamente. A média de temperatura
superficial durante este periodo foi de 20,9 °C. Durante a coleta (Fevereiro/2016) a
temperatura se encontrava em 24 °C.

O reservatério do Passalna representa uma importante fonte de
abastecimento de agua para a populacéo da regiao, sendo administrado pela Sanepar
(Companhia de Saneamento do Parand). Além disso, possibilita atividades de lazer,
como por exemplo a pesca amadora, pois abriga uma variedade de peixes de origem

nativa e nao-nativa.

3.2 Metodologia de coleta

A primeira etapa da coleta ocorreu no dia 09/02/2016, entre 9:00AM e
11:30AM, e a segunda etapa no dia 17/02/2016 no mesmo horario. Os juvenis de
Micropterus salmoides foram capturados utilizando uma rede “fyke” (FIGURA 2). A
rede foi arrastada a partir da margem do reservatorio por duas pessoas em
profundidades entre 0,20 e 1 metro. Os peixes capturados foram colocados em galbes
de 20 L equipados com aeradores a pilha. Em seguida, os animais eram transportados
até o Laboratorio de Ecologia e Conservacéo (LEC), situado no Centro Politécnico da
Universidade Federal do Parana. A fim de minimizar diferencas fisioldgicas
associadas ao tamanho e idade dos peixes (e.g. maturacdo de gdnadas), apenas
juvenis (entre 50 mm e 100 mm) de M. salmoides foram utilizados durante o

experimento.
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FIGURA 2 - Rede “fyke” com malha de 10mm utilizada na coleta de juvenis de M. salmoides no
reservatorio do Rio Passalina. Fonte: O autor.

3.3 Aclimatacdo em laborat6rio

No LEC, os peixes foram realocados em um tanque de 310 L equipado com 2
aeradores, canos e plantas aquaticas artificiais (refagios), e um filtro suspenso
(ATMAN HF-0800) (FIGURA 3). Durante o primeiro més do periodo de aclimatacéo,
0s juvenis foram submetidos a um tratamento preventivo contra doencas utilizando os
kits “Ictio”, da Labcon® (Balneario Camboriu, Santa Catarina, Brasil), e o “Fungus-
ease”, da MYDOR (Estados unidos). A medida que necessitdvamos de juvenis para
0s experimentos pegavamos deste tanque, onde permaneceram por um periodo que
variou entre 1 a 3 meses. Os juvenis foram alimentados trés vezes por semana com
Tenebrio molitor, vulgarmente conhecido como “bicho do péo, até a saciagao completa

(perda de interesse pelo alimento oferecido).
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FIGURA 3 — Tanque estoque de 310 Litros utilizado para abrigar os juvenis de M. salmoides. Fonte:
O autor.

Semanalmente, cerca de 25 % do volume total do tanque (~80 litros) foi
substituido por agua fresca para manter a qualidade da agua. A agua fresca (pH=~7,0)
era obtida do sistema publico de abastecimento (Sanepar), e antes de ser utilizada,
ficou sob aeracdo por um periodo de 48 horas para evaporacao total do cloro,
confirmado pelo teste do kit “Cloro test”’, da Labcon® (Balneario Camboriu, Santa
Catarina, Brasil). Este método de eliminacao do cloro na agua foi utilizado tanto para
0S peixes que estavam no estoque quanto para 0s que estavam no experimento.

Durante a fase de estocagem parametros abi6ticos da agua como amdnia, 0
nitrito, pH e a temperatura foram monitorados. A amonia e o nitrito foram monitorados
uma vez por semana utilizando os kits de teste de “Amoénia toxica” e “Nitrito NO2™, da
Labcon® (Balneéario Camboria, Santa Catarina, Brasil), sendo que em relacéo a estes
parametros a 4gua sempre se apresentava em boa qualidade para os peixes (valores
qualitativos). O pH e a temperatura foram medidos 3 vezes por semana utilizando um
medidor de pH portéatil (modelo PH-1600 da ICEL, Manaus, Brasil) e um termdmetro
em graus Celsius, respectivamente. O pH durante a estocagem variou entre 6,5-7,5 e

a temperatura entre 18-25 °C.
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3.4 Descrigdo do experimento

O experimento foi dividido em quatro tratamentos de temperatura de 15
(N=12), 25 (N=12), 30 (N=11) e 33 °C (N=9), sendo que para cada tratamento, 0s
juvenis foram mantidos por 28 dias em sistemas de aquarios individuais (20 L) em
banho-maria (FIGURA 4). Todos os aquarios funcionavam em sistemas fechados
equipados com um aerador e um cano de PVC que serviu de refugio. Cada aquario
recebeu um individuo que ficou isolado visualmente dos demais por um plastico preto
opaco e uma tampa de plastico. A alocacdo privativa permitiu 0 monitoramento da

alimentacao e excrecao fecal individualmente.

FIGURA 4 - Sistema fechado com aquarios em banho-maria dentro de isopores de 120 litros. Fonte:
O autor.

Antes do inicio dos experimentos, os juvenis de M. salmoides ficaram sob
jejum e aclimatando as condi¢des experimentais por 48 horas. Durante este periodo,
a temperatura foi lentamente acertada (taxa de variagcdo de ~2°C a cada 4 horas) com
o auxilio de aquecedores ajustaveis no caso das temperaturas 25, 30 e 33 °C. Para o
experimento em temperatura de 15 °C foi utilizado a ajuda de um ar-condicionado
regulado a temperatura ambiente del8 °C, quando necessério foi utilizada a ajuda de
placas de gelo colocadas na agua do banho-maria para ajustar a temperatura.

A cada 48 horas, aproximadamente 25 % (~6 litros) do volume total de cada
aquario foi substituido por agua fresca de igual temperatura. Antes de cada troca de

agua, parametros abidticos foram medidos, como o pH e a aménia, utilizando a
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mesma metodologia que foi utilizada durante a fase de estocagem. O pH variou entre
6,8 a 7,2 e os parametros de amonia toxica foram satisfatorios. O fotoperiodo foi o

natural. Todos os tratamentos foram monitorados 5 dias por semana.

3.4.1 Biometria e pesagem dos juvenis de M. salmoides

No inicio de cada experimento foram tomadas as medidas de comprimento
total (CT em mm), comprimento padrdo (CP em mm) e peso corporal (P em gramas)
dos juvenis de M. salmoides (FIGURA 5). Para todos os juvenis de M. salmoides
utilizados no experimento, o comprimento padrdo variou entre 54,41 a 79,84 mm e o
peso corporal entre 4,5 a 8,5 g. As medidas biométricas foram obtidas com o auxilio
do software Image J e a peso obtido através de uma balanca eletrdonica (Digimed KN-
500 Z, preciséo 0,5, Brasil). Ao fim do periodo de 28 dias, a biometria e pesagem dos

juvenis foram realizadas novamente.

0000000 00000000 A
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

FIGURA 5 — Juvenil de M. salmoides. CT — comprimento total (mm) e CP — comprimento padrao
(mm). Escala em centimetros. Fonte: O autor.

Os dados biométricos e a peso corporal dos juvenis foram utilizados para
calcular as seguintes variaveis:

- O fator de condicao Fulton (K) foi calculada de acordo com
Blackwell, Brown e Willis (2000):

K = (P /CT?)* 100000; (1)

onde, P é o peso umido final (g), CT é o comprimento total final (mm), e
100000 € uma constante utilizada para efeito de escala (o valor resultante deve se

aproximar de um digito e uma casa decimal).
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- O indice de eficiéncia alimentar (IEA) foi calculado de acordo com a equagao
descrita por Ricker (1975):

IEA = (Pfinal — Piniciar) / Alimento consumido; (2)

onde, P é o peso.

- A taxa de crescimento especifico (TCE - % de incremento de peso corporal
diario) foi calculada de acordo com a equacédo descrita por Ricker (1975):

TCE = (InPfina - INPiniciar) / t * 100; (3)

onde, P é o peso e 0t é onumero de dias do experimento.

- O crescimento (C - % de incremento de comprimento padrdo diario) foi
calculado de acordo com a equacao descrita por Ricker (1975):

C = (INCPfinai - INCPinicial) / t * 100; 4)

onde, CP é o comprimento padréo e ot € o nimero de dias do experimento.

3.4.2 Alimentacao

Durante os experimentos, 0s juvenis de M. salmoides passaram a ser
alimentados com tilapias (Coptodon rendallie Oreochromis niloticus) vivas. As tilapias
também sdo ndo-nativas da regido e podem ser encontradas no reservatorio do
Passalna durante o ano todo. A coleta das tilapias seguiu a mesma metodologia de
captura e transporte que os juvenis de M. salmoides. No LEC, as tilapias foram
transferidas para um aquario de 100 L equipado com filtro e aeradores. A manutencao
da qualidade da &gua dos aquarios seguiu 0 mesmo procedimento que os M.
salmoides mantidos no tanque.

Antes das tilapias serem ofertadas como alimento, foi mensurada o peso
Uumido de cada tilapia utilizando uma balanca eletrénica (Digimed KN-500 Z, precisao
0,5, Brasil). Niveis de alimentagdo prescritos para a espécie, expressos em
porcentagem do peso umido corporal de cada M. salmoides, em cada temperatura,
variou entre 10 a 15 % (como apresentado por Niimi e Beamish 1974). Os juvenis de

M. salmoides foram alimentados a cada 48 horas.
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3.5 Balanco energético

Para determinar os parametros basicos do balango energético dos juvenis de
M. salmoides nas diferentes condi¢cées de temperatura foi utilizado a metodologia
descrita por Grodzinski, Klekowski e Duncan (1975) através da equacao geral:

CO = A+FE; (5)

onde, CO= biomassa total em peso seco (g) consumida durante o
experimento, A=biomassa seca assimilada (g), FE=peso seco das fezes produzidas
(g). Baseado na equacao geral deriva-se outra equacao:

CO = (CR + M) + FE; (6)

onde, CR= Crescimento e M= metabolismo. As descricbes das medidas

adotadas nestas equacdes serdo explicadas a seguir.

3.5.1 Consumo de alimento (CO)

A taxa de consumo (CO) foi determinada através da quantificacdo total do
alimento consumido em peso seco (g) por juvenis de M. salmoides em cada condicéo
de temperatura. Ao todo, 30 juvenis de tilapia, com pesos similares as presas
oferecidas para os M. salmoides, foram utilizadas na obtencdo dos seus valores de
teor hidrico corporal total. Logo apés serem sacrificadas, seguindo a mesma técnica
utilizada com os M. salmoides, as tilapias foram pesadas (peso umido em gramas) e
colocadas em uma estufa a 60 °C por 48. Apés este periodo, a amostra foi retirada da
estufa e pesada novamente, sendo assim, determinado o valor de teor hidrico (%).
Com base nos valores de teor hidrico corporal obtido das 30 tilapias foi possivel
estimar o consumo (CO), em biomassa seca, do total ingerido em cada experimento.
Todo o procedimento de pesagem foi realizado com o auxilio de uma balanca
eletronica (Bioprecisa FA2104 N, precisédo 0,1 mg, Brasil).

3.5.2 Producao de fezes (FE)
As fezes dos juvenis de M. salmoides foram sifonadas dos aquarios entre 6 a

24 horas apos sua Ultima refeicdo e armazenadas em frasco de 100 mL. Os frascos

eram congelados a uma temperatura de -20 °C para posterior analise. Em laboratério,
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as amostras foram descongeladas e filtradas em fibra de vidro. A fibra de vidro com o
material filtrado era cuidadosamente colocada em uma placa de Petri (a placa e a fibra
sem nada foram previamente pesada) e em seguida alocada em uma estufa a 60 °C
por 24 horas. Apés este procedimento, a amostra era retirada da estufa e pesada
novamente para obtencdo do peso seco das fezes produzidas (FE) para a obtencéo
do peso seco em gramas (Bioprecisa FA2104 N, preciséo 0,1 mg, Brasil). Com base
nos valores de FE foi possivel estimar, em biomassa seca, do total excretado de cada

animal em cada experimento.

3.5.3 Assimilagao (A)

A assimilacao (A) corresponde a biomassa do alimento consumido (CO) que
nao foi eliminado pelas fezes (FE). Assim, a assimilacdo pode ser calculada pela
diferenca entre o consumo (CO) e a producdo de fezes (FE) através da equacéo
Grodzinski, Klekowski e Duncan (1975):

A=CO-FE )

3.5.4 Crescimento (CR)

Para estimar o crescimento (CR - quantidade de peso seco do alimento
assimilado destinado para o crescimento), foi necesséario determinar o peso seco
inicial (g) e final (g) dos juvenis de M. salmoides utilizados nas diferentes
temperaturas. Para isso, uma subamostragem de 15 juvenis de M. salmoides
escolhidos aleatoriamente, com mesma idade e CT que aqueles utilizados no
experimento, foram sacrificados. Em seguida, os peixes foram acondicionados em
cadinhos de papel aluminio, pesados em uma balanca analitica (Bioprecisa FA2104
N, preciséo 0,1 mg, Brasil) e levados a estufa a 60 °C, por 72 horas (até atingir 0 peso
seco constante). Apos este periodo os individuos foram pesados, sendo assim,
determinado o peso seco de cada um. A partir da correlagdo peso seco e CT dos
animais subamostrados foi possivel estimar o CR dos juvenis de M. salmoides
utilizados durante o experimento através da equacgéo da reta. Assim, com os valores
resultantes foi possivel determinar o CR por meio das varia¢des individuais de peso
seco dos juvenis de M. salmoides utilizados no inicio e no final do experimento com a

equacao (Grodzinski, Klekowski e Duncan 1975):
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CR = Pseco final — Pseco inicial (8)
onde, P é o peso em gramas.

3.5.5 Metabolismo (M)

A energia assimilada (A) destinada ao metabolismo (M) foi calculada por meio
da derivacdo da equacdo geral de balanco energético, no qual, o metabolismo
representa a diferenca entre a A e o CR. Assim, o metabolismo foi calculado atraves
da equacao (Grodzinski, Klekowski e Duncan 1975):

M =A- CR (9)

3.5.6 Eficiéncia

A partir dos parametros do balanco energético CO, CR e M foi possivel
calcular as eficiencias metabdlicas de acordo com as definicbes usadas por
Grodzinski, Klekowski e Duncan (1975) e Duncan e Klekowski (1975):

a) Coeficiente instantdneo de eficiéncia de assimilagao:

Uil=A/CO (10)

b) Coeficiente instantaneo de utilizacdo de energia consumida para o

crescimento, ou coeficiente de producéo bruta:
K1=CR/CO (11)

c) Coeficiente instantaneo de utilizacdo de energia assimilada para o

crescimento, ou coeficiente de producéo liquida:
K2=CR/A (12)

3.6 Parametros fisiol6gicos

3.6.1 Consumo de oxigénio

A fase de medicdo do consumo de oxigénio pelos juvenis de M. salmoides foi
realizada cerca de 5 dias antes dos animais sofrerem eutanasia. Com isso, esperou-
se que o0s animais tivessem alguns dias para se recuperarem do estresse da
manipulagéo (Mazur e lwama 1993; Wells e Pankhurst 1999; Barton 2000) ocorrida

durante a medicdo de oxigénio. Além disso, antes das medi¢cdes os peixes foram
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mantidos em jejum por 24 horas. A férmula utilizada para o calculo do consumo de
oxigénio (mgO2/g/h) foi a seguinte (Cunha et al. 2009):

Oxigénio = ((Oz inicial — Oz final)*V)/P/ T, (13)

onde, O2 é a concentracdo de oxigénio (mg/L), V é o volume do recipiente
(litros), P € o peso do individuo (gramas) e T o intervalo de tempo a cada medicéo
(hora).

Nesta etapa, 6 animais de cada tratamento foram escolhidos aleatoriamente
e transferidos para contéineres contendo 1 litro de agua fresca de igual temperatura
ao do experimento e equipados com aeradores. Antes do inicio das medicfes, 0s
peixes ficaram cerca de 45 minutos em repouso. ApoOs este periodo, os aeradores
foram desligados, e em seguida, realizada a primeira medicdo da concentracéo inicial
de oxigénio dissolvido (Ozinicial) Nna agua do contéiner. Ao fim do periodo de 60 minutos
foi realizada a medig&o da concentracao final de oxigénio dissolvido (Oz2 final), SEMpre
cobrindo os contéineres com uma tampa para evitar a difusdo de oxigénio do ambiente
para a agua. Um contéiner contendo agua de igual temperatura, mas com nenhum
animal dentro, foi utilizado como branco. As medi¢Ges foram realizadas utilizando um
oximetro portatii manual (YSI modelo 55, Hexis, EUA) que fornece valores de
concentragdo de oxigénio na agua (mg/L). A fim de minimizar o efeito da reducéo da
concentragdo do oxigénio sobre o metabolismo do peixe durante as medigdes, 0
tempo de duracéo foi regulado de tal modo que a concentracdo de oxigénio final fosse

aproximadamente de 60 a 70 % da concentracao inicial.

3.7 Concentracao de amonia ndo ionizada (NH3)

A amostragem das medidas de concentracdo de amdnia ndo ionizada (NH3)
foi realizada em combinacdo com a medicdo do consumo de oxigénio, ou seja, a
concentracédo de amoénia na agua foi determinada durante o periodo de uma hora (NH3
final — NH3 inicia). ApOS a medicdo do consumo de oxigénio, uma amostra de agua de
aproximadamente 20 mL foi coletada em cada contéiner. Um recipiente contendo
agua, mas com nenhum animal dentro, foi utilizado como branco. A agua coletada foi
armazenada em -20 °C até a analise para concentragcdo de amdnia ndo ionizada
(mg/L) utilizando-se um kit comercial (Alphatkit, Brasil) com absorbancia a 550 nm em

espectrofotometro (ULTROSPEC 2100 pro — Amersham Pharmacia Biotech, Suécia).
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3.8 Coleta e analise de sangue e tecidos

Ao término de cada experimento, todos os juvenis foram sacrificados em um
recipiente contendo 1 litros de agua do proprio experimento e uma dose de 10 ml de
benzocaina, procedimento de acordo com as “Diretrizes da Pratica de Eutanasia do
CONCEA”, publicado em 25/06/2013, que tratam das praticas atualmente aceitas de
eutanasia em peixes (Autorizagcdo 941 CEUA UFPR).

Apés a eutandsia, o sangue foi coletado por puncdo cardiaca com uma
seringa de insulina contendo agulha heparinizada. Em seguida, o sangue coletado foi
imediatamente utilizado para a medida de glicose e o restante colocado em um tubo
Eppendorff (1,5 mL) e centrifugado por 3 minutos para separar o plasma sanguineo.
Por fim, o plasma era pipetado em um Eppendorff (1,5 mL) e armazenado no gelo
para posterior analise de lactato no mesmo dia.

As amostras de musculo branco e arcos branquiais foram retirados com o
auxilio de uma tesoura, colocados em tubos Eppendorffs (2 mL), e armazenados em
freezers a -20 e -80 °C, respectivamente. As amostras de musculo branco foram
utilizadas para determinacao do teor hidrico tecidual e os arcos branquiais foram

utilizados para determinacao da atividade da enzima anidrase carbénica.

3.8.1 Glicose sanguinea

Os niveis de glicose no sangue dos juvenis de M. salmoides foram
mensurados utilizando um glicosimetro portétil (Accu-Check Performace). Antes de
separar o plasma sanguineo, uma gota de sangue de cada peixe foi necessaria para
realizar o teste, no qual, o aparelho gerava o valor do nivel de glicose sanguinea
(mg/dL).

3.8.2 Lactato plasmatico
Os valores de lactato foram obtidos através do plasma sanguineo retirado de

cada peixe através do método calorimétrico utilizando o Kit comercial (Labtest, Brasil)

através de leitura em absorbancia de 550 nm em espectrofotdmetro (ULTROSPEC
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2100 PRO, Amersham Pharmacia Biotech, Suécia). Os valores de concentracdo de
lactato sanguineo obtidos em mg/L foram posteriormente transformados para mmol/L.

3.8.3 Teor hidrico do musculo branco

ApOGs descongelar a amostra, o musculo branco foi pesado (peso umido) e
colocado numa estufa a 60 °C por 24 horas. As amostras foram retiradas e novamente
pesadas para obtencdo do peso seco do tecido. Obtidos os valores de peso umido e
peso seco foi possivel calcular o teor hidrico (%) do musculo branco através da
seguinte equacéao:

TH = ((Pumido — Pseco) / Pamido) * 100; (14)

onde, P é o peso da amostra.

3.8.4 Atividade da anidrase carbénica (AAC)

A atividade da enzima anidrase carbdnica (AAC) foi determinada de acordo o
método utilizado por Vitale et al. (1999). Primeiramente, as branquias foram
descongeladas, e em seguida, foi separado o arco branquial dos filamentos branquiais
com o auxilio de um bisturi. Os filamentos branquiais foram pesados em Eppendorfs
(2 ml) sendo que o peso estipulado foi acima de 0,01 g. Em seguida, as amostras
foram homogeneizadas em 10 %PV (peso/volume) de uma solucdo tampéo (225 mM
de manitol, 75 mM de sacarose, 10 mM de Tris base, 10 mM de fosfato de soédio, pH
de 7,4). A amostra homogeneizada foi centrifugada a 13400 x g em temperatura
controlada de 4 °C durante 5 minutos. ApdOs este periodo, os Eppendorfs eram
retirados da centrifuga e o sobrenadante empregado como fonte de enzima.

A atividade da anidrase carbonica foi estimada em 2,5 °C através do método
de ApH (modificado Henry, 1991). Para a determinacdo da atividade da enzima, os
seguintes volumes foram utilizados: 7,5 ml da solucdo tampao (mesma solugéo
utilizada na homogeneizac¢ao), de 0,05 ml do sobrenadante homogeneizado el ml de
agua deionizada saturada com CO, a 2,5 °C. Estes volumes foram escolhidos para
assegurar a atividade linear da enzima contra o tempo. A queda de pH de cada
amostra foi medida nos tempos 0, 4, 8, 12, 16 e 20 segundos com 0 auxilio de um

pHmetro de bancada (inoLAB pH level 1 da WTW®, Alemanha) e um crondmetro.
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Uma regressao linear foi criada a partir dos dados de pH contra o tempo, onde a
inclinacdo da reta corresponde a taxa de reacao catalisada (TC). A taxa de reacgéo
nao-catalizada (TNC) foi estimada a partir da mesma reacdo que a taxa catalisada,
porém, foi adicionado apenas 1 ml de agua deionizada saturada com CO, a 2,5 °Ce
0,05 ml da solucédo tampéao. A Atividade da Anidrase Carbonica (AAC) foi calculada
atraves da formula:

AAC = [TC/TNC - 1] / mg proteina total (15)

O conteudo total de proteinas nas branquias foi determinado através do
meétodo de Bradford (1976).

3.9 Andlises estatisticas

A anadlise estatistica utilizada neste trabalho para comparar as médias dos
dados de M. salmoides entre as diferentes condi¢cdes termais foi ANOVA One-Way,
sendo que o teste Tukey post hoc (nivel de significancia p<0,05) foi utilizado para
identificar as diferencas entre os tratamentos. Quando 0s pressupostos nao eram
atingidos (variancia e normalidade p<0,05), utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com teste Tukey post hoc ou o0 método Dunn (nivel de significancia
p<0,05). As analises estatisticas foram executadas utilizando o software SigmaPIot

versao 11,0.

4. RESULTADOS

4.1 Parametros de crescimento e Fator de condi¢cao Fulton (K)

O indice de eficiéncia alimentar (IEA), a taxa de crescimento especifico (TCE)
e a taxa de crescimento diario em comprimento (C) dos juvenis aumentaram com o
aumento da temperatura (FIGURA 6A, 6B, 6C). No entanto, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre as médias de nenhum dos parametros descritos acima
entre as temperaturas de 25 °C (IEA=0,38+0,02; TCE=1,40+0,08 %; C=0,48 %), 30 °C
(IEA=0,35+0,02; TCE=1,40+0,12 %; C=0,44 %) e 33 °C (I[EA=0,39%0,03;
TCE=1,74+0,13 %; C=0,71 %). Apenas individuos submetidos a condicdo de

temperatura em 15°C demonstraram diferencas estatisticas em relagdo as demais
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temperaturas de 25, 30 e 33 °C, apresentando um menor indice de eficiéncia alimentar
(0,21+0,04), uma menor taxa de crescimento especifico (0,24+0,04 %) e uma menor
taxa de crescimento em comprimento (0,03+0,01 %) (FIGURA 6A, 6B,6C).

A média do fator de condicao Fulton (k) foi menor na temperatura de 33 °C
(1,14+0,03) em comparacdo com as temperaturas de 15°C (1,30+0,03), 25°C
(1,29+0,02) e 30 °C (1,25+0,03) (FIGURA 6D). O fator k aparenta diminuir levemente
com o0 aumento da temperatura, no entanto, diferencas estatisticas apenas foram
observadas na temperatura de 33 °C em relacdo as demais temperaturas de 15 °C,
25°C e 30 °C.
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FIGURA 6 - A) indice de eficiéncia alimentar (IEA); B) Taxa de crescimento especifico (TCE % Ganho
peso/dia); C) Crescimento em comprimento padréo (C % Ganho CP/dia); D) Fator de condi¢do Fulton
(k) de juvenis de M. salmoides expostos a temperaturas de 15 (N=12), 25 (N=12), 30 (N=11) e 33 °C
(N=9). Nos “box plots”, a linha central denota as medianas, as linhas superiores e inferiores denotam o
terceiro e o primeiro quartil, respectivamente As linhas verticais acima e abaixo da caixa demonstram
0 erro e as linhas horizontais os valores maximos e minimos. As letras diferentes acima das caixas
denotam diferencas entre as temperaturas (ANOVA:tukey, p<0,05).
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4.2 Balanco energético

4.2.1 Consumo (CO), Excretas fecais (FE) e Assimilacao (A)

Os resultados obtidos a partir da secagem das tilapias (N=30) utilizadas como
parametros para estimar o consumo (CO) dos juvenis de M. salmoides serdo
apresentadas a seguir: a) média do peso umido=0,71+0,15 g; b) média do peso
sec0=0,13+0,03 g; c) teor hidrico médio=81,6+0,83 %. Com base no teor hidrico das
tilapias foi possivel calcular o peso seco total (18,32 %) do alimento consumido em
cada tratamento. Resultados observados denotam diferencas estatisticas apenas do
consumo médio (CO) de peixes na temperatura de 15 °C (0,28+0,04 g) em relacado as
demais temperaturas de 25 °C (1,43+0,06 g), 30 °C (1,46+0,07 g) e 33 °C (1,39+0,09
) (FIGURA 7A).

Resultados observados denotam diferencas estatisticas nas excretas fecais
(FE) de peixes em temperatura de 15 °C (0,03+0,04 g) em relacédo as temperaturas
de 25 °C (0,18+0,01 g), 30 °C (0,18+0,01 g) e 33 °C (0,20+0,02 g) (FIGURA 7B). A
porcentagem de FE produzidas em relacdo ao CO pelos juvenis de M. salmoides foi
maior na temperatura de 33 °C e menor em 15 °C representando 14,9 % e 10,7 %,
respectivamente (FIGURA 7D). Os valores de FE dos individuos condicionados a
temperatura de 25 e 30 °C representaram 12,6 % e 12,4 % do CO, respectivamente.

Diferencas estatisticas foram observadas em relacdo ao alimento assimilado
(A) de juvenis de M. salmoides em 15 °C (0,25+0,04 g) em relacdo as temperaturas
de 25 °C (1,25+0,05 g), 30 °C (1,28+0,06 g) e 33 °C (1,1940,09 g) (FIGURA 7C). A
porcentagem do alimento assimilado (A) de juvenis de M. salmoides foi maior na
temperatura de 15°C e menor em 33°C representando 89,3 % e 85,6 % da biomassa
consumida (CO), respectivamente (FIGURA 7D). A porcentagem de A pelo individuos
acondicionados a temperatura de 25 e 30°C apresentaram valores similares entre si

de 87,4 % e 87,6 %, respectivamente.
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FIGURA 7 — A) Consumo (CO) em gramas de peso seco; B) Excretas fecais (FE) em gramas de peso
seco; C) Biomassa assimilada (A) em gramas de peso seco; D) Porcentagem de CO (100 %)
eliminada por FE (% barra preta) e A (% barra cinza) de juvenis de M. salmoides expostos a
temperaturas de 15 (N=12), 25 (N=12), 30 (N=11) e 33 °C (N=9). Nos “box plots”, a linha central
denota as medianas, as linhas superiores e inferiores denotam o terceiro e o primeiro quartil,
respectivamente As linhas verticais acima e abaixo da caixa demonstram o erro e as linhas
horizontais os valores maximos e minimos. As letras diferentes acima das caixas denotam diferencas
entre as temperaturas (Teste estatistico: Kruskal-Wallis: Dun’s p<0,05).

4.2.2 Crescimento (CR) e Metabolismo (M)

A relacéo obtida entre 0 peso seco e o comprimento total (CT) de juvenis de

M. salmoides é apresentada na FIGURA 8.
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FIGURA 8 — Relagéo entre o peso-seco (g) e o comprimento total (mm) de juvenis da espécie M.
salmoides para uma populagdo do reservatorio do rio Passalna, Araucéria, Parana.

Através da equacdo da regressédo (y=0,00000129*x316) foi possivel estimar o
peso seco inicial e o peso seco final dos M. salmoides utilizados em cada condicao de
temperatura. Com esses dados foi possivel estimar os valores de crescimento (CR)
de cada peixe. A partir do coeficiente b (3,16), constatou-se que juvenis de M.
salmoides possuem um crescimento isométrico, ou seja, 0O peso aumenta
proporcionalmente com o comprimento.

N&o foram verificadas diferengas significativas em relacdo ao comprimento
total inicial e o peso seco inicial em temperatura nas condi¢des de temperatura de 15,
25, 30 e 33 °C (TABELA 1). No entanto, diferencas significativas foram observadas
em relacdo ao CT final, peso seco final, e CR (TABELA 1; FIGURA 9A) de individuos
submetidos a temperatura de 15 °C em comparacdo com as temperaturas de 25, 30
e 33 °C.



TABELA 1 - Valores de comprimento total (CT - mm) inicial e final, peso seco (P - g) inicial e final e
crescimento (CR - g) de juvenis de M. salmoides alimentados com tilapia em condicbes de

temperatura de 15 (N=12), 25 (N=12), 30 (N=11) e 33 °C (N=9). As letras diferentes acima das caixas

denotam diferencas entre as temperaturas (Testes estatisticos: CT inicial e CT final - ANOVA Tukey
p<0,05; P seco inicial e P seco final - ANOVA: Tukey p<0,05; CR - Kruskal-Wallis: Dunn’s p<0,05).

15°C 25°C 30°C 33°C
CT inicial (mm) 77,24+1,02 79,00+1,52 78,07+1,52 73,32+1,32
CT final (mm) 78,09+1,12 90,24+1,4° 88,88+1,8" 87,86+1,9"
P seco inicial (g) 1,20+0,052 1,29+0,072 1,25+0,082 1,02+0,052
P seco final (g) 1,24+0,05 2 1,96+0,09° 1,88+0,12" 1,81+0,11°
CR (Pinicial - Prinal) 0,04+0,012 0,67+0,03° 0,63+0,07° 0,79+0,08°

Fonte: O autor

Diferencas estatisticas foram observadas em relacdo ao metabolismo (M) de
juvenis de M. salmoides em 15 °C (0,21+0,03 g) em relacdo as temperaturas de 25
(0,56+0,05 g), 30 (0,65%0,03 g) e 33 °C (0,39+0,04 g) (FIGURA 9B). A porcentagem
de biomassa assimilada (A) destinada ao M foi maior na temperatura de 15 °C e menor
em 33 °C representando 84 % e 33,6 %, respectivamente (FIGURA 9C). A
porcentagem de M encontrada para individuos acondicionados a temperatura de 25 e
30 °C apresentaram valores similares entre si de 47,2 % e 50,8 %, respectivamente.

A porcentagem de biomassa assimilada (A) destinada ao CR foi menor em
individuos condicionados a temperatura de 15 °C e maior na temperatura de 33 °C
apresentando valores de 16 % e 66,4 %, respectivamente (FIGURA 9C). Nas
temperaturas de 25 e 30 °C, os valores destinados ao CR foram de 52,8 e 49,2 %,

respectivamente.
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FIGURA 9 - A) Crescimento (CR) em gramas de peso seco; B) Metabolismo (M) em gramas de peso
seco; C) Porcentagem de A (100 %) destinada a CR (% barra preta) e M (% barra cinza) de juvenis
de M. salmoides expostos a temperaturas de 15 (N=12), 25 (N=12), 30 (N=11) e 33 °C (N=9). Nos
“box plots”, a linha central denota as medianas, as linhas superiores e inferiores denotam o terceiro e
0 primeiro quartil, respectivamente As linhas verticais acima e abaixo da caixa demonstram o erro e
as linhas horizontais os valores maximos e minimos. As letras diferentes acima das caixas denotam

diferencas entre as temperaturas (Testes estatisticos: Kruskal-Wallis: Dunn’s p<0,05).

4.2.3 Balanco e eficiéncia energética

A partir dos resultados obtidos acima para juvenis de M. salmoides obteve-se

0s parametros basicos de balango energético como o CO (g peso seco), CR, FE e M

demonstrados a seguir:

15 °C: CO(0,28 g)=FE(0,03)+M(0,21)+CR(0,04)
25 °C: CO(1,43 g)=FE(0,18)+M(0,56)+CR(0,66)
30 °C: CO(1,46 g)=FE(0,18)+M(0,65)+CR(0,63)
33 °C: CO(1,39 g)=FE(0,20)+M(0,40)+CR(0,79)

Logo, as eficiéncias energéticas instantaneas do coeficiente de assimilacédo

(Uil), coeficiente de energia consumida para o crescimento (K1i) e coeficiente de
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energia assimilada para o crescimento (K2i) de juvenis de M. salmoides em diferentes
condi¢cbes de temperatura (15, 25, 30 e 33 °C), calculados a partir dos parametros

basicos obtidos no balanco energético sao apresentados na TABELA 2.

TABELA 2 - Valores do coeficiente instantaneo de assimilacéo bruta (Ui), coeficiente instantaneo de
producdo bruta (K1) e coeficiente instantaneo de producéao liquida (KZ2i) para juvenis de M. salmoides
alimentados com tilapias em condi¢Bes de temperatura de 15, 25, 30 e 33 °C.

15°C 25°C 30°C 33°C
Ui (A/CO) 0,89 0,87 0,87 0,85
K1i (CR/CO) 0,14 0,46 0,43 0,56
K2i (CR/A) 0,16 0,53 0,49 0,66

Fonte: O autor

Com o valor de K%, obteve-se o seguinte balanco energético no qual CO é
100%:
15 °C: CO(100 %)=FE(10,7)+M(75)+CR(14,3)
25 °C: CO(100 %)=FE(12,5)+M(41,3)+CR(46,2)
30 °C: CO(100 %)=FE(12,4)+M(44,4)+CR(43,2)
33 °C: CO(100 %)=FE(14,9)+M(29,8)+CR(56,3).

4.3 Parametros fisiologicos

4.3.1 Concentracdo de amdnia ndo ionizada na agua (NH3)

A concentracdo média de amdnia (NHs) na agua aumentou da temperatura de
15°C (0,02+0,01 mg/L) em relacdo a 25 °C (0,50+0,07 mg/L). A partir da temperatura
de 25 °C, a média de NH3 na 4gua diminuiu nas condi¢des de temperaturas de 30 °C
(0,39+0,17 mg/L) e 33 °C (0,25+0,02 mg/L) (FIGURA 10). No entanto, diferencas
estatisticas foram observadas apenas em relacéo a concentracdo média de NHs entre

as temperaturas de 15 e 25 °C.
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FIGURA 10 — Concentragdo de amdnia na 4gua (mg/L; N=6) de juvenis de M. salmoides em
diferentes condi¢des de temperatura de 15, 25, 30 e 33 °C. As linhas verticais acima e abaixo das
barras demonstram o erro padrdo da amostra. Letras iguais indicam auséncia de diferencas
significativas entre as condi¢des experimentais. Teste estatistico: Amonia - Kruskal-Wallis: Dunn’s
p<0,05.

4.3.2 Consumo de oxigénio (O2)

O consumo médio de oxigénio (Oz2) nos juvenis de M. salmoides aumentou
com o aumento da temperatura, onde a menor média observada foi de 0,22+0,01
mgO2/g/h e a maior de 0,34+0,01 mgO2/g/h nas condi¢des de temperatura de 15 e 33
°C, respectivamente (FIGURA 11). Nas temperaturas de 25 e 30 °C os valores médios
de O2 foram 0,33+0,01 e 0,34+0,01 mgO-2/g/h, respectivamente. Nao foram
observadas diferencas estatisticas entre os valores médios de Oz em animais nas
temperaturas 25, 30 e 33 °C. Apenas os valores médios de Oz de peixes na
temperatura de 15 °C se diferenciaram estatisticamente das temperaturas de 25, 30 e
33 °C.

4.3.3 Glicose sanguinea

A maior média para os valores de glicose sanguinea foi observada nos peixes
em de 33 °C com 51,00£2,01 mg/dL, e menores em 15 e 25 °C com 36,08+3,03 mg/dL
e 36,40+2,09 mg/dL, respectivamente. Na temperatura de 30 °C foi o nivel de glicose

sanguinea foi de 44,87+1,09 mg/dL. Diferencas estatisticas foram observadas entre o
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nivel médio de glicose dos peixes em 33 °C em relacdo aos em 15 e 25 °C, mas nao
com os peixes em 30 °C (FIGURA 11). O nivel de glicose dos animais em 15, 25 e 30
°C néo diferiram entre si, no entanto o nivel de glicose sanguinea aumenta a partir da

temperatura de 25 °C.

4.3.4 Lactato plasmatico

A média de lactato plasméatico observado nos peixes diminuiu com o0 aumento
da temperatura, sendo que a maior média observada foi no experimento em
temperatura de 15 °C com 0,34+0,03 mmol/L e a menor em 33 °C com 0,17+0,02
mmol/L. Para os individuos mantidos em temperaturas de 25 e 30 °C o lactato
plasmatico foi igual para ambos com 0,19+0,01 mmol/L. Diferencas estatisticas foram
observadas no lactato de juvenis de M. salmoides em 15 °C em relacdo as demais
temperaturas de 25, 30 e 33 °C (FIGURA 11). Nao foram observadas diferencas
estatisticas entre 25, 30 e 33 °C.

4.3.5 Teor hidrico do musculo branco (TH)

Os valores de porcentagem de teor hidrico do musculo branco (TH %) dos
juvenis de M. salmoides em todas as temperaturas foram similares (15 °C=79,79 %;
25 °C=79,13 %; 30 °C=78,86 %,; 33 °C=79,55 %), e ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si (FIGURA 11).
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FIGURA 11 — Teor hidrico do musculo branco (%; N=12), glicose sanguinea (mg/dL; 8sN<12),

consumo de oxigénio (mgQOz2/g/h;

N=6), lactato plasmatico (mmol/L; 55N<11) de juvenis de M.

salmoides em diferentes condi¢des de temperatura de 15, 25, 30 e 33 °C. As linhas verticais acima e

abaixo das barras demonstram o

erro padrdo da amostra. Letras iguais indicam auséncia de

diferencas significativas entre as condigdes experimentais. Testes estatisticos: Teor hidrico - ANOVA

p>0,05; Glicose - Kruskal-Wallis:

Dunn’s p<0,05; Consumo de oxigénio - ANOVA: Tukey p<0,05;

Lactato - Kruskal-Wallis: Dunn’s p<0,05).

4.3.6 Atividade da Anidrase

carbbnica (AAC)

A atividade da anidrase carbbnica (AAC) de juvenis de M. salmoides nédo se

diferenciou estatisticamente em todas as condi¢des termais, apresentando valores de
7,39%0,30 /mg de proteina em 15 °C, 7,57+0,27 /mg de proteina em 25 °C, 8,43+0,41

/mg de proteina em 30 °C e

8,8310,50 /mg de proteina em 33 °C (FIGURA 11).
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FIGURA 12 — Atividade da enzima anidrase carbénica nas branquias (AAC/mg de proteina) de
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juvenis de M. salmoides expostos as temperaturas de 15 (N=6), 25 (N=12), 30 (N=7) e 33 °C (N=7).

As linhas verticais acima e abaixo das barras demonstram o erro padrdo da amostra. Letras iguais
indicam auséncia de diferencas significativas entre as condi¢cdes experimentais. (ANOVA: Tukey;

p>0,05).
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5. DISCUSSAO

5.1 Crescimento em juvenis de M. salmoides

Juvenis de M. salmoides submetidos a condicdo de temperatura de 15 °C
exibiram os menores valores de IEA (indice de eficiéncia alimentar), TCE (% de ganho
de peso por dia) e C (% de ganho em comprimento por dia). De acordo com estudos
prévios realizados em condicdes de temperatura <18 °C, juvenis de black bass
diminuiram sua capacidade de ingestdo de alimento diaria (Niimi e Beamish 1974) e
sua taxa de digestao (Beamish 1972; Carlander 1977), resultando em perda de apetite
(Heidinger e Crowford 1977), e consequentemente a um lento crescimento. Em
juvenis de Hoplias malabaricus (Bloch 1964), espécie piscivora nativa comumente
encontrada no reservatério do Passaulna, a taxa de crescimento é praticamente nula
em 14 e 18 °C, j4 que o consumo de alimento pelos juvenis praticamente se cessou
nestas condicdes (Petry et al. 2007). Assim, o lento crescimento em 15 °C dos juvenis
de M. salmoides observado neste experimento pode ser, em parte, atribuido aos
fatores citados acima, visto que nesta condigdo entre uma alimentacdo e outra, 0os
peixes ficavam por aproximadamente 4 a 5 dias sem aceitar o alimento novamente.

O IEA, TCE e C de juvenis de M. salmoides nas temperaturas de 25, 30 e 33
°C mantiveram-se similares. Estes resultados diferem dos padrées reportados por
Carlander (1977) e Diaz et al. (2007), onde o crescimento 6timo encontrado foi entre
25-29 °C e decaindo a partir de 32 °C. No entanto, Tidwell et al. (2003) observaram
um padréo similar ao encontrado no presente estudo no qual, juvenis de M. salmoides
submetidos a temperaturas de 20, 26 e 32 °C por 97 dias apresentaram valores
equivalentes de crescimento em peso em 26 e 32 °C e menores em 20 °C. Ainda de
acordo com estes autores, 0s juvenis de M. salmoides em 32 °C diminuiram seu IEA
e retencéo de proteina o que pode indicar que 0s peixes estariam sentindo os efeitos
do estresse croénico termal. No presente estudo, o valor do IEA obtido de juvenis de
M. salmoides em 33 °C foi proximo aos valores obtidos em 25 e 30°C, possivelmente
devido ao fato da condic&o termal ainda n&o exigir que as demandas energéticas para
o crescimento sejam alteradas (Elliot 1981), mesmo mais préximo de sua temperatura

critica maxima ~36 °C (Currie et al. 2004).
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De acordo com informacgdes compiladas através de uma reviséo bibliogréfica
elaborada por Elliot e Elliot (2010), existem duas hipéteses para adaptagéo termal em
ectotérmicos: 1) a selecdo natural pode mudar a temperatura 6tima de crescimento
para coincidir com a temperatura predominante em um regime termal novo ou alterado
(Levinton 1983). 2) popula¢cbes de diversas espécies de ambientes hostis (baixas
temperaturas, curta temporada para crescimento e forte competicdo) desempenham
melhor (e.g. crescimento, sobrevivéncia, tamanho corporal) em diversas temperaturas
do que congéneres em ambientes menos hostis (Conover e Schultz 1995). A maioria
dos trabalhos dando suporte a estas hipoteses foram realizados principalmente com
salmonideos (Forseth et al. 2001; Larsson et al. 2005; Jonsson e Jonsson 2009;
Jensen et al. 2000; Nicola e Almodovar 2004). As duas hipoteses abordadas acima
devem ser tratadas com ressalvas visto que seriam necessarios estudos de
temperatura 6tima e limites termais de populacdes de juvenis de M. salmoides de
ambientes variados para poder dar um melhor suporte a alguma delas. Determinar a
tolerancia termal das espécies € importante para o entendimento da fisiologia e
ecologia, bem como prever efeitos crénicos das mudancas climaticas (Portner e Peck
2010).

Desde que peixes adquiram um alimento de alta densidade energética, eles
podem consumir mais nutrientes em uma maxima capacidade de ingestao,
conseguentemente sdo capazes de crescer em uma taxa maior (Brett e Groves 1979).
Portanto, alimentos de altas taxas cal6ricas sdo importantes pois podem suportar o
maximo crescimento e performance em altas temperaturas (Tidwell et al. 2003).
Feiden et al. (2008) verificou um maior desempenho em juvenis de black bass
alimentados com filé de tilapia do que outros tipos de alimento, assim, o fato dos
peixes estarem mantendo o CR em 33 °C poderia estar relacionada a qualidade
calorica do alimento oferecido. Como no presente estudo os juvenis de black bass
foram alimentdos com tilapias que co-ocorrem no mesmo ambiente (Reservatorio do
Passauna), a relacdo predador-presa de duas espécies ndo nativas poderia
intensificar o impacto negativo do M. salmoides no ambiente, em um processo de
facilitacdo ou até mesmo de fuséo invasora (Simberloff e Von Holle 1999), que neste
caso, a tilapia forneceria alimento de qualidade (alto teor energético) que ajudaria na
estabilizacdo do M. salmoides. Em adicdo, Ribeiro (2013) observou uma
predominéancia de tilapias (T. rendalli e O. niloticus) no estbmago de juvenis de M.



50

salmoides, indicando uma forte influéncia destas presas principalmente no
estabelecimento dos juvenis.

Observacgbes feitas em campo indicam que a temperatura da agua no
reservatério do rio Passauna pode favorecer o crescimento de juvenis de M.
salmoides, principalmente durante o verdo quando foram verificadas temperaturas
proximas a 6tima ~25 °C (25-29 °C) (Coutant 1975; Tidwell et al. 2003; Diaz et al.
2007). O IEA de M. salmoides consumindo alimento natural varia de 0,40 a 0,15 g
para cada 1 g de alimento oferecido (Carlander 1977), sendo que valores similares
foram encontrados neste estudo para as temperaturas de 15 e 25 °C. Portanto, de
acordo com os dados obtidos em campo, estima-se que os juvenis de M. salmoides
possam chegar a uma TCE de 1,4 % e IEA de 0,38 durante o periodo de veréo, e a
TCE de 0,24 % e IEA de 0,21 no inverno. Durante o inverno, as temperaturas no
reservatério do Passalina podem chegar a 15 °C, nos levando a acreditar que a taxa
de crescimento do black bass pode diminuir consideravelmente. O veréo é crucial para
0S juvenis dessa espécie, pois € neste periodo que o peixe adquire reservas
energéticas para suportar o periodo de inverno (Miranda e Hubbard 1994b). Diversos
estudos de composicao e alocacao de energia de juvenis de black bass tem focado
no esgotamento das reservas de energia durante o inverno e seus efeitos na
sobrevivéncia e recrutamento para idade 1 (Miranda e Hubbard 1994b; Post, Kitchell
e Hodgson 1998; Garvey, Ostrand e Wahl 2004). No entanto, os dados de
temperatura no reservatério do Passauna utilizados neste trabalho nos fornecem
apenas uma noc¢ao do padrao termal durante as esta¢des do ano, devendo ser tratado
com ressalvas, visto que um monitoramento mais longo e em diversas profundidades,
em conjunto com estudos da espécie em campo, Sd0 necessarios para dar suporte a
tais conclusoes.

Apesar de ser uma espeécie de regides temperadas, os resultados observados
neste trabalho indicam que juvenis de M. salmoides possuam uma melhor tolerancia
ao aumento da temperatura para seu crescimento do que algumas espécies
predadoras encontradas no reservatorio do Passauna. Por exemplo, juvenis de
Hoplias malabaricus possuem um crescimento 6timo em 21,4 °C, (Pety et a. 2007);
juvenis de Rhamdia quelen um crescimento 6timo em 23,7 °C (Piedras, Moraes e
Pouey 2004). Flutuacdes na temperatura da agua causadas por eventos naturais ou

antrépicos (i.e. mudancgas climaticas) poderiam favorecer as espécies invasoras com
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temporadas de crescimento mais prolongadas, podendo causar mudangas na
dominancia competitiva desfavorecendo as nativas (Rahel e Oden 2008). Por
exemplo, alevinos de M. salmoides possuem um melhor crescimento em temperaturas
entre 25 e 30 °C do que alevinos de M. dolomieui (Coutant e Deangelis 1983). Assim,
alevinos de M. salmoides possuem menores chances de serem predados e maiores
chances de se tornarem bons recrutas (juvenis de idade 1) em condigdes que difiram
de seu ambiente natural (Contant e Deangelis 1983). Neste sentido, juvenis de M.
salmoides poderiam ter seu melhor periodo de crescimento prolongado, enquanto
outras espécies possivelmente competidoras, como a Hoplias malabaricus, teriam
este periodo encurtado onde poderiam se encontrar em situacdo mais desfavorecidas.
Entretanto, cuidado é essencial em generalizagbes sobre os possiveis impactos de M.
salmoides na estrutura da comunidade com as mudancas climaticas (antropicas ou
naturais), jaA que apenas recentemente comecaram-se 0s estudos para a espécie em
reservatérios subtropicais (Schultz 2005; Ribeiro 2013; Nakagawa 2016).

Apesar da TCE se manter inalterada em 25, 30 e 33°C, observou-se um menor
valor do fator de condicao Fulton (k) em animais submetidos a temperatura de 33 °C.
Bennet (1971) afirma que black bass com comprimento total entre 12,6 e 37,9 cm, o
fator de condicao Fulton (k) de 0,97-1,25 denota peixes magros, 1,27-1,52 peixes em
situacao normal, e 1,55-1,80 peixes gordos. Assim, todos 0s peixes nas temperaturas
de 15, 25 e 30 °C se enquadram naqueles em situacdo normal e os em 33 °C em
magros. A rapida taxa de crescimento em black bass nem sempre sdo acompanhadas
pelo maior fator de condicdo (Buck e Thoits 1970), sendo geralmente mais
influenciadas pelas condicbes do ambiente e pela disponibilidade de alimento
(Carlander 1977; Adams, McLean e Parrotta 1982). A diminuicéo do fator de condi¢ao
k com o aumento da temperatura pode sugerir perda da capacidade de mobilizagao
de energia pelo peixe, resultando em alteracdes de gordura e proteina nos tecidos
(Huth e Place 2013, Sandersfeld et al. 2015; Grasset et al. 2014). Contudo, o fator de
condi¢éo Fulton (k) ndo variou em temperaturas de 20, 26 e 32 °C utilizando juvenis
de M. salmoides criados em tanques (3600 L) e alimentados a cada 24 horas em um
centro de aquicultura em Minnesota, EUA (Tidwell et al. 2003). Possivelmente neste
experimento, o menor valor para o fator k de peixes em 33 °C se deve ao fato da
frequéncia no qual os animais foram alimentos, a cada 48 horas, e ndo ao efeito da

temperatura. Grasset et al. (2014) observaram em “yellow perch” Perca flavescens
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criados em 11, 20 e 28 °C por 45 dias que o aumento da taxa metabdlica com a
temperatura pode levar a um aumento das necessidades alimentares, que caso nao
suprida, desencadeia um efeito de subalimentacdo diminuindo o fator de condicao.
Entende-se entdo que, em ordem de manter juvenis de M. salmoides em boas
condicdes energéticas em temperatura de 33 °C, provavelmente os peixes tenham de

se alimentar diariamente.

5.2 Balanco energético

De acordo Brett e Groves (1979), toda energia consumida na forma de
alimento (CO) pelos peixes deve mostrar-se de uma forma ou de outra através do
metabolismo (M), crescimento (CR) e excrecdo fecal (FE), sendo o alimento
consumido (CO) considerado 100%. Em uma revisdo, estes mesmos autores
formularam um balanco energético geral baseado principalmente em peixes
carnivoros como Perca fluviatilis, Salmo truta, Rainbow trout, Coho salmon, espécies
encontradas em regides temperadas, onde:

CO(100 %)=FE(27)+M(44)+CR(29).

E importante ressaltar que este balanco geral foi baseado em animais
alimentados com alimento natural (invertebrados ou peixes até a saciacao total), onde
foram mantidos em condicfes de temperaturas proximas ao 6timo para o crescimento
de cada espécie. Os juvenis de M. salmoides submetidos as temperaturas de 25, 30
e 33 °C apresentaram menores valores de FE (excretas fecais) e M (metabolismo),
com excecdo da temperatura de 30 °C no qual o M foi igual, em relacdo aos
anteriormente apresentados no balanco energético para peixes carnivoros. De acordo
com Brett e Groves (1979), um valor >29 % da energia destinada para o crescimento
pode ser um indicativo da melhor eficiéncia da conversdo do alimento e rapido
crescimento.

A proporc¢ao de energia destinada a CR para M. salmoides foi semelhante na
faixa de temperatura de 25-33 °C, corroborando a hipétese de que alocacdes do
balanco energético séo parecidas quando o peixe estd em temperaturas proximas a
otima (Cui e Wootton 1988). O balanco energético de juvenis de M. salmoides neste
estudo apresentaram melhor aproveitamento do alimento consumido (CO) em

crescimento (CR) do que os observados por Niimi e Beamish (1974), onde o CR foi
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de 40 %, FE de 10 % e o M estimado em 50 % em 25 °C, sendo alimentados com
Notropis atherinoide.

Apesar dos peixes aclimatados em temperatura de 15°C também
demonstrarem um FE <29 %, seu CR foi consideravelmente menor e a taxa de energia
consumida gastas com M foi consideravelmente maior que as demais temperaturas.
Caso a energia gasta em M se iguale a CO o crescimento se mantém, ja além deste
limite, a demanda de energia para M excede o CO ocorrendo entdo perda de peso e
mortalidade (Sandersfield et al. 2016).

A quantidade de FE aumentou com o aumento da temperatura. Este mesmo
padrdo foi observado por Cui e Wootton (1988 verificar) utilizando a espécie de peixe
Phoxinus phoxinus, no qual sugeriu que o aumento da taxa de excrec¢ao fecal com o
aumento da a temperatura seria em decorréncia da perda de eficiéncia em processar
o0 alimento pelo animal.

A energia assimilada (M+CR= ~87 %) pelos peixes nas condicbes de
experimento em laboratoério (nas trés temperaturas testadas) provavelmente seja mais
elevada do que a encontrada na natureza, jA que 0S organismos permaneceram em
repouso e em condi¢Bes isoladas. E importante ressaltar também que este balanco
energético é basico, e que os elevados valores de M estdo sendo influenciados pela
técnica utilizada para quantificar o material excretado, pois leva em conta apenas a
energia perdida para excretas fecais e ndo para processos nao-fecais (eliminacdo de

ureia e amoénia), o que acaba superestimando M em até 7 % (Brett e Groves 1979).

5.3 Consumo de oxigénio e concentracdo de aménia na agua

Em peixes de agua doce, o consumo de oxigénio frequentemente é utilizado
como um indicador do metabolismo de rotina, sendo fortemente dependente da
temperatura (Kita, Tsuchida e Setogumal996). Neste estudo, 0 consumo de oxigénio
por juvenis de M. salmoides foi reduzido pela metade em 15 °C em relagéo as demais
temperaturas. O menor consumo de oxigénio observado em 15°C denota diminuicdo
da taxa metabdlica, ja que o aumento da temperatura da dgua aumenta o nivel da
demanda por manutencao e atividade dos peixes (Weatherly e Gill 1987). Resultados
similares a este estudo foram observados em juvenis de Holplias malabaricus

aclimatizados lentamente em 15, 20 e 30 °C por 15 horas (Croux 1983). No entanto,
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0s valores constantes de consumo de oxigénio observados em 25, 30 e 33 °C nao €
comum para a espécies M. salmoides. Diaz et al. (2007) observaram um aumento
continuo do consumo de oxigénio de juvenis de M. salmoides a medida que a
temperatura aumenta acima de 25 °C. Dentre as possiveis causas desta discrepancia
do padrédo entre os consumos de oxigénio pode ser devido ao estresse da
metodologia, no qual pode estar exigindo 0 maximo consumo de oxigénio dos peixes
nas temperaturas de 25, 30 e 33 °C, fazendo com que sejam similares. Entretanto,
esta € uma ideia especulativa fazendo-se necessario a utilizacdo de outra técnica para
compararmos com a utilizada neste presente estudo.

Neste estudo, a concentragdo de amodnia ndo ionizada na agua foi menor na
temperatura de 15 °C e maiores nas temperaturas de 25, 30 e 33 °C. Corroborando
0s resultados encontrados no presente estudo, para a maioria dos peixes, a excre¢ao
de amobnia na 4gua aumenta com o aumento da temperatura (Alsop et al. 1999; Leung
et al. 1999; Tidwell et al. 2003; Zakes, Zakes e Kata 2003; Luo e Xie 2009; Luo e Xie
2009). A partir da ideia de que uma proporcao relativamente grande da taxa
metabdlica basal é responsavel pelos custos energéticos na renovacdo de proteinas
no organismo (Hochachka e Somero 2002) e a aménia € o produto priméario final do
catabolismo das proteinas em peixes de agua doce (Mommsen e Walsh 1991; Wood
1993), logo a diminuig&do da concentragdo de amodnia ndo ionizada e do consumo de
oxigénio sugerem que a renovacao de proteinas diminui com a diminuicdo da
temperatura. Assim, os resultados observados neste estudo indicam que a reducéo
da concentracdo de amonia ndo ionizada em 15 °C pode ser devido a desaceleracao
do metabolismo evidenciada pela reducdo do consumo de oxigénio juvenis de M.

salmoides.

5.4 Parametros fisiologicos: lactato plasmatico, glicose sanguinea, teor hidrico do

musculo branco e atividade da anidrase carbonica

Os resultados obtidos neste estudo nos fornecem indicios de que em 15 °C,
0s peixes estejam sofrendo maiores dificuldades em assimilar oxigénio para 0s
processos fisioldgicos. Animais aquaticos ectotérmicos em condi¢gdes proximas de seu
limite inferior de temperatura diminuem sua taxa de ventilacdo e batimento cardiaco

seguida de uma diminuicdo da pressdo parcial de oxigénio no sangue, indicando
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insuficiéncia na absorcao e transporte de oxigénio pelo organismo causando hipoxia
(Portner 2002). Consequentemente, os tecidos s&o obrigados a depender do
metabolismo anaerdbico para obtencéo de energia o que acarreta em acumulacéo de
produtos finais do processo anaerdbico como o lactato (Somero 1995; Hochachka e
Somero 2002). Baseando-se nestas informacdes e nos resultados de lactato
plasmatico obtidos neste presente estudo, acredita-se entdo, que em 15 °C os juvenis
de M. salmoides estéo sofrendo deficiéncias no fornecimento de oxigénio para o
metabolismo aerdbico, tendo que utilizar o metabolismo anaerdbico mais do que as
demais temperaturas.

Os niveis de glicose medidos no sangue de juvenis de M. salmoides
aumentaram com 0 aumento da temperatura. O aumento da glicose no sangue do
peixe pode ser atribuido a um aumento das exigéncias energéticas para a atividade
de exercicio, o que leva a quebra das reservas de glicogénio no figado (Milligan e
Wood 1987). Lermen et al (2004) observaram padrdes similares a este estudo onde
juvenis de jundia, Rhamdia quellen, demonstraram maiores valores do nivel de glicose
em 31 °C (hiperglicemia) e menores em 15 °C (hipoglicemia) apés 21 dias de
exposicdo. Costa (2012) também observou estes padrdes para juvenis de pacama,
Lophiosilurus alexandri, em temperaturas entre 23 e 32 °C por 35 dias. Entretanto, a
resposta glicémica se altera de espécie para espécie de acordo com seus limites de
tolerancia e ao tempo de exposicao a temperatura estressante (Ottollengui et al. 1995;
Sun, Chen e Chang 1995). Assim, apesar dos maiores valores de glicose sanguinea
em juvenis de M. salmoides serem observados na temperatura de 30 e 33 °C, estes
valores ainda ndo aparentam indicar condi¢cdes estressantes para o0s juvenis de M.
salmoides, pois quanto mais perto das temperaturas extremas toleraveis, a influéncia
da temperatura € mais evidente porque promove a diminuicdo da alimentacéo,
consequentemente, levando a perda de peso (Countant 1975; Carlander 1977;
(Wenderlaa Bonga 1997).

Os valores de teor hidrico do musculo branco de juvenis de M. salmoides foi
similar em todas as condi¢cGes de temperaturas. Tidwell et al. (2003) obtiveram
resultados similares de teor hidrico em juvenis de black bass aclimatados em 20, 26
e 32 °C. De acordo com estes autores, as pequenas variagdes encontradas no teor
hidrico do muasculo branco dos M. salmoides com provavelmente nédo sao

biologicamente significantes.
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Apesar dos juvenis de M. salmoides demonstrarem uma leve tendéncia em
aumentar a atividade da anidrase carbonica (AAC) de acordo com o aumento da
temperatura, os valores encontrados néo foram significativamente diferentes em todas
as condicdes de temperatura. Houston e Mearow (1982) observaram por 28 dias que
em temperaturas entre 5 e 35 °C a AAC aumentou com 0 aumento da temperatura em
juvenis de Carassius arautus, decaindo apenas em 35 °C. No entanto, padréo oposto
foi observado para juvenis truta arco iris Salmo gairdneri em condicdes de 2, 10 e 18
°C por 21 dias, no qual a AAC diminuiu com o aumento da temperatura (Houston e
McCarty 1978). Assim, nota-se que a AAC varia de espécie para espécies de acordo
com a temperatura, de acordo com as preferencias termais de cada espécie.
Possivelmente, neste estudo a temperatura pouco influenciou na AAC em juvenis de
M. salmoides, ou seja, 0s peixes mantiveram praticamente estdveis suas trocas
gasosas e o equilibrio acido-base mesmos expostos as condi¢cdes de temperatura
diferentes.
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6. CONCLUSAO

Os juvenis de M. salmoides utilizados neste estudo demonstraram ser
suceptiveis ao estresse termal em temperatura de 15 °C, pois diminuem seu
metabolismo no qual se reflete em lento crescimento. Assim, em condigdes naturais
do reservatério do Passalna, o inverno (menores temperaturas registradas) pode ser
limitante para os juvenis de M. salmoides, periodo no qual provavelmente seja crucial
para a sua sobrevivéncia como observado em outros locais. Por outro lado, em
temperaturas mais altas o black bass demonstrou um alto crescimento em condi¢des
de temperatura 25, 30 e 33 °C. Entédo, podemos entender que a temperatura de 25 °C
registrada no verdo fornece condi¢cfes ideais para que 0s juvenis se alimentem e
crescam rapidamente. Além disso, estes resultados indicam que em caso de
aquecimento da temperatura da agua no reservatorio (natural ou antrépica), o black
bass ainda continuara a exibir altas taxas de crescimento, o que pode desencadear
em desvantagens competitivas para as outras espécies nativas intensificando o
impacto da espécie na cadeia trofica local. Por fim, este estudo teve como finalidade
obter informacdes de juvenis de M. salmoides que possam subsidiar estudos futuros
gue envolvam assuntos como a criacdo de modelos, tolerancia termal, balangos

energéticos e mudancas climéticas em reservatorios subtropicais.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

- Determinar a tolerancia termal das espécies € importante para o entendimento da
fisiologia e ecologia, bem como prever efeitos crénicos das mudangas climaticas
(Portner and Peck, 2010).

- Em adicao, existe a possibilidade da qualidade nutricional do alimento (tilapias) em
fornecer energia suficiente para que o animal consiga ganhar peso mesmo em uma

condicdo mais elevada de temperatura.

- Para que juvenis de M. salmoides apresentem um bom fator de condicdo em
temperatura de 33 °C, provavelmente tenham de ser alimentados diariamente como
efetuado por Tidwell et al. (2003).

- Em um cenério de mudancas climéaticas, os juvenis de M. salmoides podem ter uma
vantagem competitiva em relacéo as principais espécies predadoras do reservatorio,
pois apresentam altas taxas de crescimento em condi¢des consideradas fora da 6tima

para as outras espécies.

- O balanco energético de juvenis de M. salmoides em diferentes condi¢cdes de
temperaturas alimentados com tilapias nos fornece uma base para o desenvolvimento
de modelos em reservatérios, ja que provavelmente exista uma forte associagao entre
o M. salmoides e as tilapias principalmente neste estagio de vida (Ribeiro 2012).

- O balanco energético baseado em peso seco € considerado basico pois omite
parametros que deveriam ser incluidos, como por exemplo a eliminacdo de uréia e
amonia, sendo necessarios estudos que se baseiem no conteudo calérico do balango

energetico (mais eficazes e precisos).

- O metabolismo anaerobico causado por altas temperaturas em juvenis de M.

salmoides necessitam de estudos futuros.
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