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RESUMO 

 

 

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito da manipulação da temperatura na 

reprodução, perfil metabólico e alimentação de larvas do Lophiosilurus alexandri. Para o 

experimento de reprodução foram utilizados quatro machos e 12 fêmeas. Da semana 1 a 22, a 

temperatura da água foi mantida em 24,4±1,0 °C. Após a semana 22, a temperatura da água 

foi elevada e mantida em 29,0±1,1 °C até a semana 44. Para o segundo experimento, foi 

utilizado a abordagem metabolômica por Ressonância Magnética Núclear na avaliação das 

respostas metabólicas no soro dos reprodutores, submetidos as mesmas condições de 

temperatura descrita acima. No terceiro experimento, foram realizadas avaliações sobre a 

ingestão e digestão dos náuplios de artêmia por larvas de L. alexandri em diferentes 

temperaturas: 23, 26, 29 e 32 °C; diferentes idades: 8, 13, 18 e 23 dias pós eclosão; e 

diferentes tempos de coleta: 5, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 300 minutos após a alimentação. O 

peso da desova, número de ovos/desova e taxa de eclosão foram satisfatórios e variaram em 

27,5–127,5g, 1209–5183 e 83–89%, respectivamente. O hematócrito, leucócitos e glicose, 

não foram influenciados pelo aumento da temperatura (P<0,05). Não foi evidenciada variação 

no 17β-estradiol em função das temperaturas avaliadas (P>0,05). O comportamento 

reprodutivo para L. alexandri foi reportado, incluindo a corte e o cuidado parental. A Análise 

dos Componentes Principais revelou menores valores de valina, creatina/fosfocreatina e 

ácidos graxos poli-insaturados com a temperatura em 24,4 °C. Após elevação da temperatura 

ocorreu aumento de unidade de glicerol dos ácidos graxos que compõem a fração lipídica das 

lipoproteínas e do colesterol total. Para as larvas, o consumo de náuplios de artêmia, consumo 

em porcentagem do peso vivo e a taxa de digestão em larvas de L. alexandri foram 

influenciados (P<0,01) pela temperatura, idade e tempo, assim como pela interação entre estes 

três fatores. Com base nestes resultados foi possível concluir que, indivíduos adultos são 

capazes de manter estáveis os parâmetros hematológicos durante a elevação da temperatura da 

água de 24,4 °C para 29,0 °C e produzir larvas de boa qualidade. A predominância de lipídios 

no soro foi a principal alteração metabólica em função do aumento da temperatura média da 

água de 24,4 para 29 °C. As temperaturas de 29 e 32 ºC foram as que proporcionaram os 

resultados mais satisfatórios para alimentação das larvas. 

Palavras-chave: fisiologia, larvicultura, pacamã, peixe nativo; reprodução.  



 
 

ABSTRACT 

 

 

The objectives of this thesis were to evaluate the manipulation effect of temperature 

on reproduction, metabolic profile and larval feeding of Lophiosilurus alexandri. For the 

reproduction experiment, four males and 12 females were used. From week 1 to 22, the water 

temperature was maintained at 24.4±1.0 °C. After week 22, the water temperature was 

elevated and maintained at 29.0±1.1 °C until week 44. For the second experiment, the 

metabolomic approach for Nuclear Magnetic Resonance was used in the evaluation of the 

metabolic responses in the serum of the reproducers, submitted to the conditions described 

above. In the third experiment, evaluations were made on the ingestion and digestion of 

artemia nauplii by L. alexandri larvae at different temperatures: 23, 26, 29 and 32 °C; 

different ages: 8, 13, 18 and 23 days after hatching; different times 5, 15, 30, 45, 60, 120, 180 

and 300 minutes after feeding. Spawning weight, number of eggs/spawn, and hatching rate 

were satisfactory and ranged from 27.5-127.5g, 1209-5183 and 83-89%, respectively, during 

breeding. Hematocrit, leukocytes and glucose were not influenced by the increase in 

temperature (P<0.05). No variation in 17β-estradiol was evidenced as a function of the 

temperatures evaluated (P>0.05). Reproductive behavior for L. alexandri has been reported, 

including court and parental care. Lower values of valine, creatine/phosphocreatine and 

polyunsaturated fatty acids were verified at 24 °C. After elevation of temperature, there was 

an increase in the glycerol unit of the fatty acids that make up the lipid fraction of lipoproteins 

and total cholesterol. For larvae, the consumption of artemia, consumption of live weight 

percentage and digestion rate in L. alexandri larvae were influenced (P<0.01) by temperature, 

age and time, as well as by the interaction between these three factors. Based on these results 

it was possible to conclude that adult individuals are able to maintain stable hematological 

parameters during the elevation of water temperature from 24.4 °C to 29.0 °C and to produce 

good quality larvae. The predominance of serum lipids was the main metabolic alteration due 

to the increase in water temperature from 24 to 29 °C. Temperatures of 29 and 32 °C provided 

the most satisfactory results for larval feeding. 

 

Key words: physiology, larviculture, pacamã, native fish; reproduction.
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INTRODUÇÃO 

 

 

A maioria das informações disponíveis na literatura sobre a relação entre a 

temperatura da água e reprodução em peixes foi obtida de pesquisas com espécies de clima 

temperado. Entre as iniciativas com espécies nativas, podem ser citados os trabalhos 

realizados com o curimatã-pacu (Prochilodus argenteus) (Arantes et al., 2010, 2011; Thomé 

et al., 2012) e o Rhamdia quelen (Sanches et al., 2011). Portanto, os estudos sobre biologia 

reprodutiva e sua relação com fatores endócrinos e ambientais são fundamentais para 

melhorar as técnicas de cultivo de espécies nativas (Arantes et al., 2011).  

Os estudos de reprodução em peixes têm avaliado o efeito da temperatura em 

diferentes níveis de respostas, incluindo a gametogênese, desempenho reprodutivo, esteroides 

sexuais e parâmetros fisiológicos (Pankhurst e King, 2010). Entretanto, há escassez de 

informações sobre alterações metabólicas ligadas a interação da temperatura com a atividade 

reprodutiva em peixes. Visando a busca de mais informações em relação aos aspectos 

reprodutivos em peixes, a análise metabolômica, que apresenta aplicação em diferentes áreas 

da ciência, principalmente nas pesquisas com objetivo de avaliar as respostas das vias 

metabólicas do organismo (Viant, 2009), pode ser mais uma importante ferramenta. 

Além da reprodução, a temperatura também influencia o consumo de alimento e a 

eficiência de digestão durante a fase larval (Legler et al., 2010; Ma et al., 2014; Takata et al., 

2014). É provável que as diferentes espécies apresentem temperatura específica para ótima 

eficiência alimentar. Estudos de alimentação por meio da avaliação do conteúdo estomacal de 

larvas podem contribuir com informações que melhorem a eficiência produtiva (Olsen et al., 

2000; Ribeiro e Nuñer, 2008; Zhang et al., 2015), especificamente sobre o efeito da 

temperatura durante o período da primeira alimentação exógena (Legler et al., 2010; Ma et al., 

2014), momento crítico da larvicultura em peixes (Yufera et al., 1996; Lombardi e Gomes, 

2008; Menossi et al., 2012). 

Desta forma, conhecer o efeito da temperatura nas respostas fisiológicas em 

reprodutores, e no consumo e digestão do alimento vivo em diferentes idades das larvas 

poderá contribuir com informações para aprimorar os protocolos de reprodução e larvicultura 

de peixes nativos mantidos em cativeiro. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

PACAMÃ Lophiosilurus alexandri 

 O Lophiosilurus alexandri, comumente chamado de pacamã, é uma espécie 

pertencente a ordem dos Siluriformes que está entre os peixes endêmicos da bacia do Rio São 

Francisco na lista dos animais vulneráveis a extinção (ICMbio, 2016). Em função de sua 

vulnerabilidade aos impactos antropogênicos, principalmente os relacionados a atividade de 

pesca e as alterações em seu ambiente natural, como a construção de barragens, esta espécie 

foi utilizada em programas de repovoamento e conservação da bacia do Rio São Francisco 

(Sato et al., 2003). 

 Em seu habitat, o período reprodutivo ocorre entre os meses de novembro e fevereiro, 

época mais chuvosa e quente (Sato et al., 2003). O L. alexandri possui o desenvolvimento 

gonadal do tipo assincrônico (Barros et al., 2007; Melo et al., 2011), apresentando desovas 

parceladas ao longo da estação reprodutiva (Costa et al., 2015). Em relação a morfologia do 

sistema reprodutivo, as fêmeas apresentam ovários pares, em que o lume tem continuidade 

com o oviduto, através do qual os ovócitos alcançam o meio externo; já nos machos, os 

testículos são órgãos franjados, com atividade espermatogênica apenas na região craniana e 

atividade secretora na região caudal (Barros et al., 2007; Melo et al., 2011). 

 O L. alexandri apresenta ovos aderentes, com construção de ninho em fundo arenoso e 

cuidado parental exercido pelo macho (Sato et al., 2003; Costa et al. 2015). O primeiro relato 

de desova em cativeiro está descrito no trabalho realizado por Sato et al. (1999), em que a 

reprodução foi obtida pela indução hormonal com extrato bruto de hipófise de carpa. 

Atualmente, sabe-se que em condições controladas, sua reprodução natural pode ser 

manipulada por controle de temperatura e alimentação, sendo verificadas desovas trinta dias 

após o aumento da temperatura da água para 28° C (Costa et al., 2015). Estes autores também 

demonstraram que a reprodução ocorreu no período noturno e em dias com menos atividade 

no laboratório. O número médio de ovos por desova e taxa de eclosão obtidos foram de 4534 

ovos e 59 % Santos et al., (2013) e de 4600 ovos e 95% Costa et al., (2015), respectivamente. 

Estudos também foram desenvolvidos com o foco na produção de juvenis de L. 

alexandri, principalmente sobre a larvicultura (Pedreira et al., 2008; Santos e Luz, 2009; 

Takata et al., 2014; Salaro et al., 2015; Santos et al., 2015), condicionamento alimentar a 
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dietas comerciais (Silva et al., 2014), densidade de estocagem (López et al., 2000; Luz e 

Santos, 2008; Cordeiro et al., 2016) e o desenvolvimento de sistemas para a larvicultura 

(Pedreira et al., 2009; Melillo Filho et al., 2014). Para esta espécie, a utilização da água 

levemente salinizada (2 g de sal/L) favoreceu o crescimento e sobrevivência (Santos e Luz, 

2009). Neste mesmo sentido a utilização da temperatura da água entre 29-32° C combinados 

com a concentração de presas de 1.300 náuplios de artêmia/larva/dia, dividido em três 

refeições diárias possibilitou obter sobrevivência de até 96% em 15 dias (Takata et al., 2014). 

Em outro estudo, foi recomendado 1.600 náuplios de artêmia/larva/dia para o máximo 

crescimento (Santos et al., 2015). Além disso, a separação das larvas por traços de 

personalidade, possibilitou uma diminuição do canibalismo e, portanto, larvicultura mais 

produtiva nos primeiros 15 dias de alimentação exógena (Torres et al., 2017). Já, durante o 

condicionamento alimentar, foi recomendada taxa de arraçoamento de 50% da biomassa e a 

alimentação fornecida por três vezes ao dia (Silva et al., 2014). Quanto aos alimentos nesta 

fase de condicionamento, a utilização de dieta úmida formulada com coração de boi ou 

gelatina, resultaram em valor para sobrevivência superior a 70% (Salaro et al., 2015).  

Em contrapartida, há escassez de informações na literatura sobre a alimentação e 

nutrição do L. alexandri. Iniciativas isoladas foram realizadas, porém apenas para as fases 

iniciais de crescimento (Souza et al. 2013,2014; Figueiredo et al., 2014; Melo et al., 2016). 

Além disso, as informações sobre a digestibilidade dos ingredientes para esta espécie sob 

diferentes condições ainda não foram definidas. Para juvenis com peso inicial de 5g, o 

requerimento em proteína bruta foi estimado em 36,2% (Souza et al. 2013). Em outro estudo 

com juvenis na mesma fase (peso médio de 2 g), resultado semelhante foi obtido, em que o 

requerimento em proteína bruta foi estimado em 38% com base nos resultados de 

desempenho produtivo (Souza et al., 2014).  

Por possuir habito alimentar carnívoro, o L. alexandri apresentou limitada capacidade 

de inclusão de carboidratos em sua dieta, uma vez que as relações entre proteínas/carboidratos 

inferiores a 1,24 resultaram em alterações negativas no desempenho produtivo, gordura 

visceral, glicemia e aminoácidos livres no plasma (Figueiredo et al., 2014). Por outro lado, 

com base no coeficiente de digestibilidade de proteína bruta para seis ingredientes como: 

farinha de peixe (86%), farinha de carne e ossos (82%), farelo de soja (89%), soja integral 

tostada (91%), farelo de trigo (83%) e proteose de milho (91%), foi demonstrado que o L. 
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alexandri pode utilizar de forma eficiente os ingredientes de origem vegetal como fonte de 

proteína (Melo et al., 2016). 

Os efeitos de diferentes fatores ambientais também foram avaliados para os juvenis de 

L. alexandri. Por exemplo, a temperatura ideal para ganho de peso e conversão alimentar está 

entre 27 e 28° C, assim como para os valores basais de hemoglobina, colesterol e cortisol 

(Costa et al., 2016). Os juvenis de L. alexandri foram tolerantes ao choque osmótico até a 

salinidade de 7,5 g de sal/L (Mattioli et al., 2017).  Entretanto, segundo os autores, para as 

salinidades superiores a 2,5 g de sal/L os valores de cortisol, glicose, hematócrito, 

osmolaridade e íons Cl
-
 foram alterados e indicaram condição de estresse após a exposição 

por 24 dias. Quanto aos compostos nitrogenados, alterações fisiológicas foram relatadas após 

a exposição a baixos níveis (NH3
- 
= 1,64 mg/L; NO2

-
 = 1,86 mg/L), sendo as CL50 para 96 

horas estimadas em 3,66 e 5,86 mg/L para NH3
- 
e NO2

-
, respectivamente (Silva et al., 2018). 

Em relação aos aspectos comportamentais, o L. alexandri demonstrou ser uma espécie 

de hábito noturno, uma vez que os peixes mantidos em fotoperíodo de 12L:12D apresentaram 

maior locomoção (90% das ações totais) e atividade de alimentação (88% das ações totais) na 

fase escura, embora tenha sido verificada a plasticidade para se adaptar a alimentação durante 

o dia (Kitagawa et al., 2015). Em contrapartida, em outro estudo foi demonstrado que o uso 

de tanques pretos durante o cultivo deve ser evitado, pois causou elevação dos níveis 

plasmáticos de cortisol (Costa et al., 2017). Além disso, estes autores também verificaram que 

a cor do tanque afetou a pigmentação da pele, sendo que as cores branco e amarelo foram as 

que resultaram em animais com a pele mais clara, enquanto as cores azul e preto estimularam 

maior produção de melanóforos. 

 

COMPORTAMENTO REPRODUTIVO 

Além de estudos hematológicos e hormonais, o entendimento do comportamento 

reprodutivo em peixes vem contribuindo para melhorar as condições de manutenção de 

reprodutores e, consequentemente, o aumento da produtividade das espécies em cativeiro 

(Cacho et al., 2007; Chellappa et al., 2014; Mattos et al., 2016). Entretanto, a grande maioria 

dos estudos foi realizado com o objetivo de avaliar o comportamento reprodutivo em 

ciclídeos (Teresa e Freitas, 2011; Alonso et al., 2012; Tubert et al., 2012; Baldauf et al., 2013; 

Kidd et al., 2013; Araújo et al., 2014; Ramallo et al., 2014; Selz et al., 2014; Simões et al., 
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2015; Mattos et al., 2016). Desta forma, pouco se sabe sobre os padrões reprodutivos para 

outros grupos de peixes.  

O comportamento reprodutivo é dividido em categorias e subcategorias, que por sua 

vez, podem variar em função da espécie ou até mesmo dentro do mesmo grupo, como os 

ciclídeos. Espécies como o Pterophyllum scalare (Cacho et al., 1999), Symphysodon 

aequifasciatus (Mattos et al., 2016), Cichlasoma dimerus (Alonso et al., 2012) e o Arapaima 

gigas (Monteiro et al., 2010) apresentaram comportamento reprodutivo semelhante, sendo 

dividido em escolha do parceiro, formação de casal, acasalamento, desova e cuidado 

biparental. Em outros casos, macho e fêmea interagem apenas no momento do acasalamento e 

desova, com cuidado parental realizado por apenas um dos sexos, como é o caso do Betta 

splendens (Faria et al., 2007) e Oreochromis sp. (Freitas e Ferreira, 2004; Mendonça e 

Freitas, 2008; Chellappa et al., 2014; Simões et al., 2015). 

A escolha do parceiro para acasalamento está descrita para diferentes espécies. Para o 

P. scalare, machos experientes e agressivos foram escolhidos pelas fêmeas para formar casal, 

resultando em maior sobrevivência dos ovos e larvas durante o cuidado parental (Cacho et al., 

2007). Para o Cichlasoma dimerus, tanto para machos quanto para fêmeas, os indivíduos que 

formaram casal foram os mais altos na hierarquia social. Para a tilápia vermelha (O. niloticus 

x O. mossambicus), machos maiores e agressivos na posse de locais de reprodução foram 

preferidos pelas fêmeas durante a seleção do parceiro (Chellappa et al., 2014). Em 

contrapartida, a dominância social da fêmea não promoveu prioridade de acasalamento em O. 

niloticus, sendo que, possivelmente, os machos desta espécie escolheram as fêmeas em 

função do estágio de maturação gonadal e não a posição social (Freitas e Ferreira, 2004). 

A habilidade de escolha do parceiro para o acasalamento foi adquirida ao longo da 

escala evolutiva e está associada a maior chance de sobrevivência da prole (York et al., 2015). 

Fêmeas de pintado (Pseudoplatystoma coruscans) apresentaram preferência por machos bem 

nutridos em relação aos machos submetidos à privação de alimento (Giaquinto, 2010). Já para 

as espécies onde a capacidade de defesa do território é de grande relevância, justifica-se a 

preferência por indivíduos de maior porte e agressividade (Alonso et al., 2012; Araújo et al., 

2014; Chellappa et al., 2014; Keller-Costa et al., 2014). Outros aspectos associados à escolha 

do parceiro para reprodução são os estímulos visuais, como a exibição das nadadeiras 

(Makowicz et al., 2016) e intensificação da coloração (Oliveira et al., 1993; Selz et al., 2014).  
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Além dos estímulos visuais, outros mecanismos de comunicação são utilizados pelos 

peixes durante o comportamento reprodutivo. Os feromônios são os principais estímulos 

químicos envolvidos no comportamento reprodutivo (Hubbard et al., 2014; Huertas et al., 

2014; Keller-Costa et al., 2014; Simões et al., 2015). Nesse mesmo sentido, a frequência e 

duração da comunicação sonora entre os peixes também vêm sendo associados ao 

comportamento e ao sincronismo na reprodução, determinando o sucesso da corte 

(Vasconcelos et al., 2012; Longrie et al., 2013). Estes fatores comportamentais são regulados 

por mecanismos endócrinos em resposta aos estágios fisiológicos que variam durante a 

maturação gonadal, formação de casal, ovulação e cuidado parental (Munakata e Kobayashi, 

2010; Ramallo et al., 2014). 

 

METABOLÔMICA EM PEIXES 

Por convenção, o termo metabolômica é definido como a avaliação simutanea do 

conjunto metabólitos no organismo (Low et al., 2017). Entre as possíveis aplicações, é 

conhecido seu uso no diagnóstico de doenças ( Moazzami et al., 2011; Xu et al., 2013; Kim et 

al., 2014; Collette et al., 2016; Jang et al., 2016), em estudos de toxicologia (Viant et al., 

2005; Huerta et al., 2013; Jakimska et al., 2013), avaliação nutricional (Jasour et al., 2017; 

Shen et al., 2018) e na interação do organismo com o ambiente (Lardon et al., 2013b; Nam et 

al., 2017). Esta versatilidade da técnica, provavelmente, está relacionada a possibilidade de 

extração e avaliação de metabólitos com rapidez e reprodutibilidade de diferentes amostras 

biológicas como urina, plasma, saliva e músculo (Weckwerth, 2007). Metabolitos constituem 

uma diversidade de moléculas resultante do produto final do metabolismo e com variação nas 

propriedades físicas e químicas, como peso molecular, polaridade, solubilidade e volatilidade 

(Low et al., 2017). Em função disto, as principais técnicas analíticas utilizadas em 

experimentos envolvendo metabolômica são a espectroscopia de Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN) e Espectroscopia de Massa (Bundy et al., 2009). 

Na ciência animal, novas perspectivas de pesquisa surgiram com a avaliação do perfil 

metabólico, utilizando conjunto de respostas que até então não era possível obter pelos 

métodos analíticos tradicionais, baseados na interpretação individual de cada parâmetro 

(Viant, 2009; Bundy et al., 2009).  Em peixes, os protocolos analíticos já são conhecidos em 

trabalhos avaliando os metabólitos de diferentes tecidos como músculo, fígado (Lin et al., 

2007; Wu et al., 2008), rins (Allen et al., 2015),  plasma (Bembenek Bailey et al., 2017; 
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Prathomya et al., 2017), soro (Hajirezaee et al., 2018), ovos e larvas (Soanes et al., 2011; 

Huang et al., 2013; Cai et al., 2014). De maneira geral, a metabolômica se expandiu na linha 

complementar às análises genômica, transcritômica e proteômica ( Soanes et al., 2011; Cho et 

al., 2017; Low et al., 2017). 

Entre os estudos já realizados em peixes, existe interesse na identificação de 

marcadores biológicos nos ensaios de toxicologia (Viant et al., 2005; Ekman et al., 2008, 

2009; Bundy et al., 2009; Collette et al., 2016; Akhtar et al., 2016). Por exemplo, em Oryzias 

latipes, foi revelado alteração nas trajetórias metabólicas em todo espectro de RMN durante a 

embriogênese para os embriões expostos à concentrações superiores a 8 mg/L de 

tricloroetileno (Viant et al., 2005). Para embriões de Danio rerio foi demonstrado que os 

metabólitos precursores da dopamina, fenilanina e tirosina, estiveram associados ao efeito 

negativo na neurotransmissão quando exposto a canabioides (Akhtar et al., 2016). Distúrbios 

fisiológicos em machos de Pimephales promelas, incluindo alterações no metabolismo 

energético (glicogênio, glicose e lactato), toxicidade hepática (creatina e ácidos biliares), 

aumento de aminoácidos e lipoproteína no sangue associados à síntese de vitelogenina 

(Ekman et al., 2008) e alteração no perfil de lipídio hepático (Ekman et al., 2009), estiveram 

associados à exposição ao estrógeno 17α-etilestradiol.   

Além das alterações fisiológicas relacionadas a toxicologia, em recente revisão foi 

ressaltada a emergente aplicação da metabolômica na elucidação dos mecanismos de ação de 

doenças, assim como possíveis estratégias terapêuticas para melhorar a saúde dos peixes 

(Low et al., 2017). De fato, para exemplares de Ictalurus punctatus com quadro clinico de 

anemia, as fontes de energia a partir da glicose foram esgotadas e os metabólitos associados 

ao metabolismo anaeróbico como lactato, creatina, alanina e acetato tinham aumentado como 

via de energia alternativa  (Allen et al., 2015). Estudos de metabolômica também foram 

realizados com peixes infectados com diferentes agentes patogênicos como vírus (Cho et al., 

2017; Wu et al., 2010), bactéria (Cheng et al., 2014; Guo et al., 2014; Ma et al., 2015) e 

parasitas (Kodama et al., 2014), com foco na identificação de biomarcadores.  

Em relação à exposição a condições adversas do ambiente, diferentes espécies de 

peixes foram utilizadas na avaliação da resposta à variação de fatores abióticos.  

Especificamente para o estresse por hipóxia em Carassius carassius, o espectro de 

metabólitos foi amplamente alterado, resultando na redução de fosfocreatina (músculo, 

fígado), glicogênio (fígado), ATP/ADP (fígado, coração e músculo), aumento na 
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concentração de lactato (cérebro, coração e músculo) e ácido beta-hidroxbutírico (todos 

tecidos) (Lardon et al., 2013b). Em outro estudo, resultado semelhante foi verificado para 

Cyprinus carpio, também em condição de baixo nível de oxigênio dissolvido na água (Lardon 

et al., 2013a). Respostas metabólicas do Acipenser persicus em condição hiperosmótica 

também foram avaliadas, sendo as principais alterações de metabólitos ocorridas durante a 

aclimatação a salinidade verificadas para aminoácidos, osmolitos e metabolismo energético 

(Hajirezaee et al., 2018). 

A limitação alimentar também pode causar efeito em todos grupos de metabólitos nos 

peixes (Rosenblum et al., 2005). A abordagem metabolômica foi utilizada para explorar o 

impacto da suplementação da dieta sobre o perfil metabólico em Salmo salar, onde o aumento 

de oito metabólitos principais (leucina, valina, carnitina, creatina, glicose, glicogênio e dois 

desconhecidos) em resposta a elevados níveis de inclusão de sesamin estiveram associados a 

distúrbios metabólicos e menor taxa de crescimento (Wagner et al., 2014). Em Oncorhynchus 

mykiss a análise multivariada revelou alterações dos metabólitos no fígado e plasma para os 

peixes alimentados com diferentes níveis de substituição da farinha de peixe pela farinha de 

pena (0, 8 e 24%), sugerindo distúrbio metabólico correlacionado ao metabolismo energético 

(Jasour et al., 2017). Neste sentido, os estudos avaliando o metaboloma vêm contribuindo 

para melhorar o entendimento do efeito das dietas nas respostas fisiológicas em peixes, e 

consequentemente, fornecendo informações complementares para avaliação nutricional. 

Contudo, até o momento, não há relatos do efeito do aumento da temperatura na 

metabolômica em reprodutores de peixes. 

 

TEMPERATURA E REPRODUÇÃO 

A temperatura é o principal fator que controla a maturação final dos gametas, ovulação 

e desova (Levy et al., 2011; Unuma et al., 2012; Hermelink et al., 2013; Nowosad et al., 

2014). Neste mesmo sentindo, elevada variação ou a manutenção da temperatura fora da faixa 

de conforto pode produzir ovos de baixa qualidade, inibir a reprodução (Targońska et al., 

2014, 2011; Unuma et al., 2012; Nowosad et al., 2014;) ou estimular a atresia folicular 

(Pankhurst et al., 1996; Santos et al., 2008; Thomé et al., 2012). De fato, a inibição da 

maturação final foi relatada para o P. argenteus em peixes capturados em ambiente natural 

quando a temperatura da água estava em 23° C (Arantes et al., 2010). Para a mesma espécie 

durante a indução hormonal, a reprodução em condições de cativeiro com a temperatura da 
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água em 23 °C, levou a redução da fecundidade, número de fêmeas que ovularam e de 

ovócitos vitelogênicos (Arantes et al., 2011). Estes autores atribuíram esta resposta à 

temperatura estar abaixo da faixa ideal para reprodução da espécie, que é de 26° C. Em 

machos, as principais consequências da manutenção da temperatura fora da faixa ideal foram 

a redução do volume e qualidade espermática em P. argenteus (Arantes et al., 2011) e 

Leuciscus idus L. (Targońska et al., 2011), e a inibição da espermatogênese em Oreochromis 

niloticus (Melo et al., 2016b). 

A manipulação da temperatura da água em condições de cativeiro vem sendo utilizada 

no aperfeiçoamento dos protocolos de reprodução em diferentes espécies de teleósteos, 

possibilitando a obtenção de desovas distribuídas ao longo do ano. Para o Cyprinus carpio, foi 

possível obter desovas antes do período de reprodução natural sem efeito negativo nos 

resultados para porcentagem de ovulação, motilidade dos espermatozoides e taxa de eclosão, 

quando a temperatura foi gradualmente aumentada durante 12 dias de 10° C para 20° C 

(Kucharczyk et al., 2008). Para o Sander lucioperca, mantidos durante cinco meses em 

diferentes temperaturas em sistema de recirculação de água, os melhores resultados para a 

porcentagem de fêmeas em maturação final foram obtidos nas temperaturas de 9 e 12° C, 

quando comparado as temperaturas de 6, 15 e 23° C (Hermelink et al., 2011). Para esta 

mesma espécie em estudo posterior, resultado mais satisfatório para a obtenção de fêmea em 

maturação final foi relatado quando realizado o condicionamento à temperatura de 12° C 

durante 12 semanas, seguido do aumento e manutenção da temperatura constante a 14° C por 

oito semanas (Hermelink et al., 2013). Estes resultados sugerem que a temperatura mais baixa 

seguida de ligeiro aumento favorece a maturação gonadal. 

Este fato também foi relatado em outras espécies. Para o Conger myriaster, foi 

necessário a manutenção da temperatura da água em 6° C para estimular a manutenção 

gonadal inicial, sendo verificado aumento no diâmetro dos ovócitos de 300 µm para 600 µm; 

porém, os ovócitos ovulados com diâmetro de 995 µm foram obtidos apenas 41 dias após a 

elevação da temperatura da água para 10° C (Utoh et al., 2013).  Para a Anguilla anguilla a 

maturação final foi obtida para os peixes mantidos durante 6 semanas a 10° C, seguido de 

aumento para 15° C (Mazzeo et al., 2014). Já o Leuciscus leuciscus respondeu eficientemente 

ao protocolo de indução hormonal a reprodução quando a temperatura da água foi elevada de 

6° C para 9,5; 12 ou 14,5º C durante uma semana (Nowosad et al., 2014). Nestes trabalhos, 
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podemos observar diferentes faixas de variação, indicando que a temperatura ideal para 

reprodução é espécie especifica.  

O hipotálamo é responsável por sincronizar o ciclo reprodutivo com as condições 

ambientais. Os estímulos captados pela kisspeptina e pela glândula pineal são transmitidos 

para o hipotálamo, que por sua vez libera o GnRH que age na hipófise (Zohar et al., 2010). A 

hipófise é uma glândula endócrina presente nos vertebrados, responsável pela síntese, 

armazenamento e liberação de vários hormônios. Além das gonadotrofinas (LH e FSH), 

também são encontrados na hipófise o hormônio de crescimento (GH), tirotrofina (TSH), pro-

opiomelanocortina (POMC), prolactina (PRL) e somatolactina (SL) (Ganeco, 2007). Esses 

são responsáveis pela regulação de diferentes funções tais como desenvolvimento, 

crescimento, osmorregulação, metabolismo e reprodução. 

As gonadotrofinas, por sua vez, atuam em conjunto com os esteroides reprodutivos na 

regulação da maturação gonadal (Arantes et al., 2010; Hermelink et al., 2011; Kazeto et al., 

2011). Em machos, a testosterona e a 11-ketotestosterona atuam em todas as etapas da 

espermatogênese (Mori et al., 2003; Mylonas et al., 2010; Ammar et al., 2015). Em fêmeas, a 

11-ketotestosterona controla o crescimento dos ovócitos na fase pré-vitelogênica (Kazeto et 

al., 2011; Ammar et al., 2015). Já, a testosterona, atua principalmente como precursora do 

17β-estradiol (Balthazart et al., 1996). O 17β-estradiol é produzido no tecido folicular sobre o 

controle das gonadotrofinas hipofisárias e atua, principalmente, estimulando a produção de 

vitelogenina pelo fígado e, consequentemente, a deposição dos grânulos de vitelo no ovócito 

(Ammar et al., 2015; Kazeto et al., 2011; Mori et al., 2003). Já o progestágeno 17α,20β-DP 

está estabelecido como o hormônio indutor da maturação final (Kazeto et al., 2011). 

A sazonalidade da reprodução em função da variação da temperatura é regulada, 

principalmente, pelas gonadotrofinas e esteroides reprodutivos. Por exemplo, para o 

Trichogaster trichopterus, maiores valores de mRNA do gene responsável pela expressão do 

hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH3), foi verificado para a temperatura de 27° C em 

relação a 23° C (Levy et al., 2011). Em P. argenteus, a maior porcentagem de fêmeas em 

maturação foi correlacionada aos valores mais elevados de testosterona e 17β-estradiol 

quando a temperatura estava em 26º C (Arantes et al., 2010). Para A. anguilla a temperatura 

constante de 18° C inibiu a maturação gonadal em função dos baixos níveis de testosterona, 

uma vez que a temperatura ideal para esta espécie é 10° C (Mazzeo et al., 2014). Em S. 

lucioperca as concentrações plasmáticas de estradiol, testosterona, 11-ketotestosterona e 
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17α,20β-DP-progestágeno foram responsáveis por estimular a maturação gonadal durante oito 

semanas após o aumento da temperatura da água de 12° C para 14° C (Hermelink et al., 

2013). Ainda, segundo os mesmos autores, os peixes mantidos na temperatura constante de 

23° C tiveram a síntese destes hormônios afetada negativamente e permaneceram com as 

gônadas em repouso. 

Em contrapartida, os efeitos da temperatura nos parâmetros hematológicos em 

reprodutores não se encontram completamente esclarecidos. Porém, alterações foram 

relatadas em função da sazonalidade de fatores ambientais e alimentação (Fiszbein et al., 

2010; Kavadias et al., 2004; Matsche e Gibbons, 2012; Valenzuela et al., 2006). Outros 

autores se dedicaram a estabelecer valores de referência para macho e fêmea (Barcellos et al., 

2003; Sarameh et al., 2013; Tavares-dias et al., 2004). Em Dicentrarchus labrax, aumento nos 

valores de eritrócitos, leucócitos e hematócrito ocorreram nos meses mais quentes do verão, 

enquanto os valores de proteína plasmática não foram afetados (Kavadias et al., 2004). De 

maneira geral, o ritmo sazonal dos níveis dos parâmetros hematológicos, podem ser atribuídos 

às flutuações naturais de fatores extrínsecos (temperatura da água e fotoperíodo), bem como 

pelas mudanças subsequentes na ingestão diária de alimentos e maturidade sexual (Kavadias 

et al., 2004).  

 

TEMPERATURA E ALIMENTAÇÃO DE LARVAS 

Os estudos de alimentação durante a larvicultura tem contribuído com informações de 

importância biológica e produtiva para diferentes espécies de peixes teleósteos. A larvicultura 

é considerada a fase mais crítica para a sobrevivência, principalmente no momento da 

primeira alimentação exógena (Yufera et al., 1996; Lombardi e Gomes, 2008; Conceição et 

al., 2010; Legler et al., 2010; Menossi et al., 2012; Ma et al., 2014). Após o período de 

utilização da reserva endógena, as larvas necessitam de alimentação em qualidade e 

quantidade para suprir suas necessidades nutricionais (Pittman et al., 2013). O manejo 

alimentar incorreto nesta fase pode ocasionar elevada taxa de mortalidade e redução no 

crescimento (Bonaldo et al., 2011; Hamre et al., 2013; Parma et al., 2013). Neste mesmo 

sentido, a privação de alimento pode levar a larva a perder permanentemente sua capacidade 

de alimentação (Ma et al., 2014). Além disso, para as espécies com hábito alimentar carnívoro 

a ingestão insuficiente de presas pode resultar no aumento do canibalismo (Luz e Zaniboni 

Filho, 2001; Pedreira e Sipaúba-Tavares 2002; Pedreira et al., 2008; Silva et al., 2014).  
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A temperatura é um importante fator que afeta a alimentação durante a larvicultura 

(Johnston e Mathias, 1994; Legler et al., 2010; Baras et al., 2011; Ye et al., 2011; Ma et al., 

2014; Takata et al., 2014; McLeond e Clark, 2016). O aumento do metabolismo, que 

acompanha elevação da temperatura, determina o tempo de busca e, consequentemente, a taxa 

de encontro das larvas com as presas (Johnston e Mathias, 1994). Em contra partida, 

disfunções relacionadas a fisiologia da digestão estão ligadas aos peixes mantidos fora do 

conforto térmico, incluindo alteração do tempo de trânsito gastrointestinal (Sun e Chen, 2009; 

Miegel et al., 2010) e redução da atividade das enzimas digestivas (Hardewig e Van Dijk, 

2003; Savoie et al., 2008; Bowyer et al., 2014). Além disso, também ocorreram alterações 

metabólicas negativas em função do estresse pela temperatura (Turner et al., 2007; Savoie et 

al., 2008).  

Sabe-se que a temperatura ótima durante a alimentação na larvicultura é variável entre 

as espécies.  Por exemplo, o consumo de presa e taxa de ataque ao alimento vivo aumentaram 

com a elevação da temperatura de 15 para 22 °C para larvas de Stizostedion vitreum (Johnston 

and Mathias, 1994). Para espécies como Lepomis macrochirus e Perca flavescens maior taxa 

de digestão ocorre na temperatura de 22ºC comparados aos animais alimentados a 7 ºC 

(Legler et al., 2010). Em Seriola lalandi a temperatura ideal para ingestão de presa na 

primeira alimentação também é semelhante, 21-23ºC (Ma, 2014). Porém,  larvas de 

Amphiprion clarkii expostas a temperatura da água de 23 ºC tiveram o consumo alimentar 

reduzido, consequentemente, maior mortalidade e prolongamento do período para atingir a 

metamorfose em relação as larvas mantidas a 29 ºC (Le et al., 2011). Para o Pangasianodon 

hypophthalmus, na primeira alimentação exógena, a temperatura ideal para o máximo 

crescimento foi ainda mais elevada (31 °C)  (Baras et al., 2011). Resultado semelhante foi 

verificado para o L. alexandri, sendo recomendado temperaturas entre 29-32 °C (Takata et al., 

2014). Esta divergência da temperatura ótima pode ser atribuída a condição de temperatura 

distinta do ambiente onde estas espécies são encontradas na natureza. Contudo, não estão 

completamente esclarecidos os efeitos da temperatura na digestão para as larvas de peixes 

teleósteos. 
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OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar o efeito da manipulação da temperatura na reprodução e alimentação de larvas 

de Lophiosilurus alexandri. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

 Avaliar o efeito do aumento na temperatura da água sobre a reprodução, qualidade das 

larvas, esteroides sexuais e perfil hematológico do L. alexandri 

Elaborar o etograma e descrever o comportamento reprodutivo do L. alexandri. 

Avaliar as respostas metabólicas ao aumento da temperatura em reprodutores de L. 

alexandri utilizando a abordagem metabolômica por RMN. 

Quantificar o consumo e digestão de náuplios de artêmia pelas larvas de L. alexandri 

em função da temperatura, idade e tempo após a alimentação. 
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ARTIGO 1: TEMPERATURE-INDUCED CHANGES IN REPRODUCTIVE 

VARIABLES IN THE TELEOST FISH Lophiosilurus alexandri  
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Abstract - The present study evaluates whether increased water temperature induces 

reproduction by Lophiosilurus alexandri under controlled conditions, and investigates the 

effects of this procedure on sexual steroids, hematological profile and behavior. A 44-week 

experiment was performed with four wild males and 12 wild females that had been 

acclimatized to captive conditions. Water temperature was maintained at 24.4 ± 1.0 °C for 

weeks 1 to 22, and then at 29.0 ± 1.1 °C for weeks 22 to 44. Spawn weight, number of 

eggs/spawn and hatching rate were satisfactory and ranged 27.5–127.5g, 1209–5183 and 83–

89%, respectively. Hematocrit, leukocytes and glucose were not influenced by increased 

water temperature, while higher values for erythrocytes were observed for both sexes. The 

lowest value for plasma protein was for females maintained at 29.0 °C, while the lowest value 

for testosterone was obtained at the end of the study period at a temperature in 29.0 °C. Serum 

values of 17β-estradiol were higher in females than in males, however, there was no evidence 

of variation as a function of experimental temperature or interaction with sex. The 

reproductive behavior of L. alexandri in captivity is described for the first time. The present 

study demonstrates that adult individuals are able to maintain a stable hematological profile 

during an increase in mean water temperature from 24.4 °C to 29.0 °C, even during the 

reproductive period, and still produce good quality larvae. Nonetheless, whether spawning 

was associated with increased 17β-estradiol levels could not be determined.  

 

Keywords: Native species; Stress resistance; Rio São Francisco; Siluriformes; Larval 

viability. 
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1. Introduction 

Among the environmental factors that regulate the reproductive cycle of teleost fish, 

temperature is most important for controlling physiological and hormonal changes during 

reproduction (Hermelink et al., 2013; Levy et al., 2011; Nowosad et al., 2014; Unuma et al., 

2012). Reproductive dysfunctions occur at different levels of response under adverse 

temperatures, and include deleterious effects on vitellogenesis, ovulation, egg production and 

fertility (Pankhurst et al., 1996; King and Pankhurst, 1999; Davies and Bromage, 2001). This 

is due the fact that fish development is restricted to a particular temperature range (King et al., 

2003), as observed in a study with Prochilodus argenteus, in which water at 23 °C reduced 

the number of ovulated females by 33%, compared to water at 26 °C, with 26% of female 

vitellogenic oocytes not completing or even beginning maturation (Arantes et al., 2011). 

Low levels of 17β-estradiol and testosterone are known to be related to fewer females 

reaching the final stage of egg maturation and low larval and sperm viability after 

experiencing water temperatures outside the range of thermal comfort for various species 

(Arantes et al., 2010; Hermelink et al., 2013, 2011; Mazzeo et al., 2014; Melo et al., 2016; 

Nowosad et al., 2014). The hematological and plasma biochemistry of broodstock can also be 

influenced water temperature (Kavadias et al., 2004; Tavares-Dias et al., 2004; Valenzuela et 

al., 2008; Matsche and Gibbons, 2012). Increased glycemia during the reproductive period 

was found associated with increased energy demand at the beginning of reproductive activity 

induced by elevated water temperature for Dicentrarchus labrax (Kavadias et al., 2004) and 

Acipenser brevirostrum (Matsche and Gibbons, 2012). Plasma protein has also been found to 

change under the influence of temperature, such as the reduction found for Cyprinus carpio in 

a controlled environment (Tavares-Dias et al., 2004). Likewise, leukocytes of Oncorhynchus 

mykiss (Valenzuela et al., 2008) and erythrocytes of D. labrax (Kavadias et al., 2004), were 

found negatively affected by conditions outside the thermal breeding range of broodstock. 

Knowledge of the effects of altered water temperature in captive conditions has been essential 

for improving breeding protocols for various species of teleost fish, and has enabled spawning 

throughout the year (Hermelink et al., 2013; Kucharczyk et al., 2008; Mazzeo et al., 2014; 

Nowosad et al., 2014; Utoh et al., 2013). Therefore, to maximize reproductive potential, it is 

of paramount importance to understand the reproductive responses of understudied species, 

such as Lophiosilurus alexandri, to increased water temperatures under controlled conditions. 
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L. alexandri is a carnivorous siluriforme endemic to the Rio São Francisco Basin. The 

species has high market potential due lacking intramuscular spines and having a taste with 

great culinary appeal (Sant´Ana et al., 2017). Not only does the species have potential for 

pisciculture in Brazil (Campeche et al., 2011), it has also attracted the interest of aquarists due 

to its exotic appearance (Santos and Luz, 2009). Lophiosilurus alexandri is on the list of 

animals vulnerable to extinction (ICMBio, 2016), and so studies on its reproductive biology 

would make valuable contributions to the conservation of its natural stocks. Spawning of L. 

alexandri is batch (Barros et al., 2007; Melo et al., 2011), and the nest is constructed on sandy 

substrate, with the male providing parental care (Costa et al., 2015; Sato et al., 2003). In 

nature, the reproductive period occurs between November and February, which is the rainiest 

and hottest period for the Rio São Francisco Basin, and when the mean water temperature 

reaches 28 °C (Sato et al., 2003). Wild L. alexandri, captured and acclimatized to conditions 

of cultivation, can achieve reproduction 30-days after an increase in water temperature from 

26 ºC to 28 ºC (Costa et al., 2015). Despite its importance, information on sexual steroids, 

hematological profile, and reproductive behavior of L. alexandri is still scarce in the 

literature. Thus, the present study evaluated whether increased water temperature induces 

reproduction in L. alexandri under controlled conditions, and investigated the effects of this 

procedure on sexual steroids, hematological profile and behavior. 

 

2. Material and Methods 

The experiment was conducted at the Aquaculture Laboratory (Laqua) of the 

Veterinary School of the Federal University of Minas Gerais (UFMG). All procedures were 

approved by the Ethics Committee of UFMG (Protocol: 25/2010). 

Four adult male and 12 adult female L. alexandri were captured in a natural 

environment and acclimatized to culture conditions for study (Costa et al., 2015). Individual 

sex was determined by cannulation of the genital papilla (Melillo Filho et al., 2016), which 

was followed by the implantation of a microchip. The weight of broodstock was measured 

using a scale with 0.5-g precision. The mean weight of males was 3.84 ± 1.2 kg and of 

females 3.50 ± 1.1 kg. The broodstock was kept in four 5-m³ circular tanks with 2 to 2.5 m³ of 

useful volume (one male and three females per tank), with a sand substrate, controlled 

temperature and a diffuser to maintain dissolved oxygen above 5 mg/L. Feeding was 
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performed once a week with frozen eviscerated tilapia without the head, which was provided 

at 2% of biomass. 

The experimental period lasted 44 weeks. During weeks 1 to 22, corresponding to the 

period of January to May, the water temperature was maintained at 24.4 ± 1.0 °C; from week 

22 to 44, corresponding to the period between June and November, the water temperature was 

maintained at 29.0 ± 1.1 °C. The water was heated gradually over the course of one week 

using an 800-w electrical resistor.  

 

2.1.Reproduction and egg and larval viability 

After the increase in water temperature, the breeding tanks were assessed daily for the 

occurrence of spawning. When spawning was confirmed by the presence of a nest and 

parental care (Costa et al., 2015), the fish that was positioned on the eggs was identified using 

a microchip reader. The eggs were collected using a dip net and transferred to an incubation 

system. This system consisted of a box with a useful volume of 150 L, a 100-w heater with a 

thermostat, aeration and an internal biological filter with a volume of 5 L coupled to a 

submerged water pump with an average flow rate of 160 L/h. The eggs were incubated in a 

25-cm diameter sieve (0.5 mm mesh) fixed to floats. The larvae remained in this system until 

seven days post-hatching.  

During weeks 1 to 22, the temperature (mercury bulb thermometer), pH (Hanna 

HI98129 digital phagometer) and dissolved oxygen (Hanna HI9146 oximeter) averaged 24.4 

± 1.0 °C, 7.0 ± 0.72, 7.3 ± 0.4 mg/L, respectively, while during weeks 22 to 44, they averaged 

29.0 ± 1.1 °C, 7.8 ± 0.6 and 6.6 ± 0.5. Temperature was measured daily for all tanks, while 

pH and dissolved oxygen were measured weekly. Temperature, pH, dissolved oxygen and 

total ammonia (NH3 + NH4) of the larval incubation and maintenance system were measured 

daily. Total ammonia was measured using an Alcon® commercial kit. The mean values for 

the water quality parameters in the incubation system were: temperature 27.8 ± 0.3 °C, pH 7.5 

± 0.9, dissolved oxygen 7.2 ± 0.3 mg/L and total ammonia 0.28 ± 0.1 mg/L. 

The following measurements were made after spawning: spawn weight (SW), egg 

weight (EW), number of eggs (NE), hatching rate (HR), weight of newly hatched larvae (LW 

0 dph), larval weight eight days post hatching (PL 8 dph) and larval survival eight days post 

hatching. The weight of eggs and larvae were estimated using n = 20. Due to the small size 

and fragility of eggs and larvae, EW and LW 0 dph were weighed for groups of five 
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individuals and the mean calculated. As a function of the adhesiveness of the eggs, and the 

lack of a method to accurately estimate their number, the following formulas were adopted for 

calculating estimates: 

NE = total number of larvae+number of eggs attacked by fungi 

HR = (total number of larvae / total number of eggs) x 100 

 

2.2.Blood collection and hematological analyses 

Blood was collected from broodstock at week 22 (May) and week 44 (November). The 

fish were restrained using a damp cloth while collection was performed by venipuncture in 

the caudal with ventral access. About 2 mL of blood was collected, from which 0.5 mL was 

stored in Eppendorf tubes, filled with sodium heparin (10 % /mL of blood) as anticoagulant, 

intended for hematocrit, plasma protein, leukocyte, erythrocyte and glucose analyses. Each 

fish was considered a replicate.  

Hematocrit values were determined from capillary tubes filled with approximately 2/3 

of previously homogenized and centrifuged (10 min. at 10000 rpm) blood. The reading was 

performed on the appropriate card, matching the plasma meniscus with the top line of the 

ruler (line 100) and equating the lower end of the erythrocyte portion with the bottom line of 

the ruler (line 0), so that the result indicated the value of the line based on the 

microhematocrit technique validated by Goldenfarb et al. (1971). A Goldenberg optical 

refractometer was used to measure plasma protein. For erythrocyte and leukocyte counts, 

blood (10 µL) was diluted in Dacie solution (1000 µL) and the cells counted manually in a 

Neubauer chamber within 12-hours after blood collection. Plasmatic glucose was determined 

using a commercial COBAS. 

An aliquot of about 1500 µL of blood was collected without anticoagulant, centrifuged 

for 5 min (1000 rpm for 1 min and 3000 rpm for 4 min) for serum separation and then frozen 

at -80 °C for further analysis of steroids. Analyses of 17β-estradiol and testosterone were 

performed by chemiluminescence using a DXI 800 Immunoassay System manufactured by 

Beckman Coulter. 

 

2.3.Exposure tests with larvae  

Two exposure tests were performed for each spawn following the methodology 

proposed by Luz et al. (2012); the first test with the newly hatched larvae and the second test 
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eight days post-hatching. Ten larvae per experimental unit were used with five replicates for 

each spawn for a total of 50 larvae. The larvae were collected from the incubator, transferred 

to a sieve (mesh diameter of 0.5 mm) and exposed to air. Blotting paper was used to remove 

excess moisture. After 30 minutes of air exposure, the larvae were transferred to a beaker with 

a useful volume of 500 mL and constant aeration, and maintained in a thermostat-controlled 

bath at 28 ºC for another 24 hours. Survival was then determined by direct counts of the 

animals, and the rate of stress resistance determined.   

 

2.4.Reproductive behavior 

The frequency and duration of reproductive behaviors were recorded and evaluated 

during the last experimental week. Filming took place with lighted conditions for 24-hours 

using an internal circuit system (cameras and DVR). The filmed behaviors were coded 

through Solomon Coder Beta® software using the methods of focal sampling and continuous 

recording. During video analysis, males and females were identified by external 

characteristics such as color and body size. Only one of the combinations (tanks) experienced 

spawning during the study period. The duration of the reproductive behaviors of this male and 

female during the day of spawn were compared with the average durations of the behaviors of 

males and females in the other three tanks where no spawning occurred. 

 

2.5.Statistical analysis 

A split-plot (2x2) design was used. The main plot comprised sex (male and female) 

and subplot by mean water temperature (24.4 and 29.0 °C). Reproductive parameters were 

compared between tanks and for the unfolding of the interactions, using the Tukey test 

(P<0.05). Stress resistance of larvae was compared among different ages using Student’s t-test 

(P<0.05). All data were tested for normality (Kolmogorov-Smirnov) and homogeneity of 

variances. Because data for duration and frequency of reproductive behavior were not 

normally distributed, comparisons were made using Kruskal-Wallis and Dunn tests (P<0.05).  

Statistical analyses were performed using the software Assistat 7.7 (2017).   
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3. Results 

3.1.Reproduction and egg and larval viability  

The first spawn occurred in July in tank 1, 26 days after raising the mean water 

temperature to 29.0 °C (Table 1). The first spawns in tanks 3 and 4 occurred 32 and 34 days 

after the temperature increase, respectively. The mean intervals between spawns were 38, 29 

and 16 days for tanks 1, 3, and 4, respectively. The shortest spawning interval was 12 days for 

tank 4 while the greatest was 43 days for tank 1. The month with the highest occurrence of 

spawning was August. Because reproduction occurred at night, and there was more than one 

female in each tank, it was not possible to determine if the recorded spawns were from the 

same female. Tank 2 experienced no reproduction during the entire experiment. Males on 

nests were observed to voluntary fast on the day that spawning occurred. 

 

Table 1. Frequency of L. alexandri spawns in four tanks during the period with a mean water 

temperature of 29.0 °C. 

Month 
Tank 

1 2 3 4 

June - - - - 

July 1 - 1 1 

August 3 - 1 3 

September 1 - - - 

October 2 - - 3 

November - - - 1 

Total 7 0 2 8 

 

 Mean values of spawn weight, egg weight, larval weight 0 dph, larval weight 8 dph, 

number of eggs/spawn, hatching rate and survival 8 dph were similar (P>0.01) among tanks 

(Table 2). Spawn weight ranged from 27.5 to 127.5g. The minimum and maximum number of 

eggs was 1209 and 5183, respectively. Hatching rate varied between 83 and 89%. Larval 

survival was equal to or greater than 95%. Larval stress resistance was higher (P<0.05) for 8 

dph than for newly hatched larvae; however, stress resistance was similar (P>0.05) among 

spawns of the different tanks. 
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3.2.Hematological parameters and plasma glucose levels  

Hematocrit, leukocytes and glucose (Table 3) did not vary according to sex, water 

temperature, or the interaction between these two factors (P>0.05). The highest value for 

erythrocytes was obtained at the end of the period with the mean water temperature of 29.0 °C 

(P<0.01), but there was no effect of sex or interaction (P>0.05) between sex and temperature. 

Plasma protein was affected by the interaction between temperature and sex (P<0.01). Lower 

plasma protein was recorded for females maintained at 29.0 °C than for females maintained at 

24.4 °C (Table 4). There was no difference in plasma protein between males and females, or 

between males in the two temperature ranges. 

 

Table 2. Means (± SD) for spawn weight, egg weight, larval weight 0 days post hatching 

(dph), larval weight 8 dph, number of eggs/spawn, hatching rate, survival 8 dph, and stress 

resistance (Re) for newly hatched larvae and larvae 8 days dph of L. alexandri.  

Parameters 
Tank 

1 2 3 4 

Spawn weight (g)
ns 

81.3 ± 37.8a - 90.9 ± 21.5a 81.1 ± 18.4a 

Egg weight (mg)
ns

 18.2 ±1 .7a - 20.2 ± 3.3a 17.6 ± 6.1a 

Larval weight 0 dph (mg)
ns

 8.5 ± 0.3a - 8.0 ± 0.7a 8.4 ± 0.14a 

Larval weight 8 dph (mg)
 ns

 20.6 ± 2.0a - 20.4 ± 3.2a 19.8 ± 0.3a 

No. eggs/spawn
ns

 3021.2 ± 1580.9a - 3399.0 ± 587.9a 2492.2 ± 196a 

Hatching rate (%)
ns

 83.1 ± 12.4a - 89.4 ± 17.5a 87.1 ± 2.7a 

Survival 8 dph (%)
ns

 98.51.6a - 95.3 ± 1.4a 96.4 ± 1.4a 

Re 0 dph (%) 42.0 ± 19.8Ba - 50.0 ± 32.0Ba 41.0 ± 36.1Ba 

Re 8 dph (%) 67.0 ± 31.5Aa - 83.0 ± 10.6Aa 57.5 ± 29.7Aa 

Means in the same row followed by different lowercase differ significantly according to the 

Tukey test (*P<0.05). ns = not significant  

Means in the same column followed by different capital letters differ significantly according 

to the Student’s t-test (P<0.05). 

 

3.3.Reproductive steroids 

Increased water temperature influenced serum testosterone levels (P<0.01), but 

without an effect of sex or interaction (Table 5). The lowest value for testosterone was 
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obtained after the period of 22 weeks with the mean water temperature at 29.0 °C. Serum 

values for 17β-estradiol were higher in females than in males (P<0.05), however, there was no 

evidence (P>0.05) of variation as a function of water temperature or the interaction between 

factors.   

 

Table 3. F-values and means (± SD) for hematocrit, plasma protein, leukocytes, erythrocytes 

and glucose.  

Statistics 

F-value 

Hematocrit 

(%)  

Plasma 

protein g/dL 

Leukocytes 

x10
5
/μL 

Erythrocytes 

x10
5
/μL 

Glucose 

mg/dL 

Sex 0.10
ns

 0.00
 ns

 0.50
 ns

 0.14
 ns

 0.25
 ns

 

Temp. 0.51
ns

 2.75
 ns

 0.92
 ns

 17.61** 3.33
 ns

 

Sex X Temp. 0.81
ns

 18.75** 1.89
 ns

 0.41
 ns

 3.14
 ns

 

   Means of the Sexes 

Females 20.73 ± 3.93a 6.51 ± 0.47a 5.54 ± 2.67a 5.71 ± 2.12a 4.53 ± 3.29a 

Males 19.88 ± 4.12a 6.48 ± 0.89a 7.41 ± 4.70a 5.46 ± 1.79a 3.47 ± 4.40a 

  Means of the Temperature Period 

24.4 °C 20.79 ± 3.97a 6.55 ± 0.73a 7.82 ± 7.06a 4.17 ± 0.84b 2.67 ± 3.30a 

29.0 °C 19.81 ± 4.12a 6.44 ± 0.69a 5.12 ± 3.30a 7.00 ± 1.57a 5.33 ± 3.97a 

Means in the same column followed by different letters differ significantly (**P<0.01). ns = 

not significant. 

 

Table 4. Deviation of the interactions (± SD) for plasma protein (g/dL). 

Sex 
Temperature Period 

24.4 °C 29.0 °C 

Females 6.73 ± 0.60aA 6.29 ± 0.18aB 

Males 6.37 ± 0.46aA 6.58 ± 0.28aA 

Means in the same column followed by different lowercase letters, and means in the same row 

followed by different upper case letters, differ significantly.  

 

3.4.Reproductive behavior 

The recorded behaviors were grouped into four behavioral categories: inactivity, 

locomotion, courtship behavior and reproductive behavior. The description of these 

behavioral categories and what they entail are provided in Table 6. In the tanks where there 

was no spawning (during filming), the fish spent most of their time sitting on the bottom of 

the tank or buried in the sand (Figure 1); two individuals remained buried in the sand for up to 
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seven hours. This burying behavior was not observed for the spawning pair on the day of 

spawn. The behaviors “pursuit without bite”, “pursuit with bite”, “lateral side position”, 

“posture and fertilization of eggs” were observed only for the spawning male and female on 

the day of spawning. “Parental care” was performed only by the male of the spawning pair. 

“Swim to the bottom” and “overlay” behaviors were exhibited by animals of both sexes, 

including the non-spawning animals, but with a longer duration for females than males 

(P<0.05).   

 

Table 5. F-values and means (± SD) for testosterone and 17β-estradiol. 

Statistic 
F-value 

Testosterone (ng/dL) 17β-estradiol (pg/mL) 

Sex 0.20
ns 

6.36* 

Temp. 38.55** 1.95
ns 

Sex X Temp. 2.38
ns 

0.96
ns

 

   Mean of the Sexes 

Females 269.46 ± 121.91a 685.87 ± 236.78a 

Males 291.50 ± 146.21a 299.62 ± 386.52b 

 Means of the Temperature Period 

24.4 °C 381.17 ± 83.39a 577.58 ± 373.20a 

29.0 °C 179.79 ± 79.92b 407.92 ± 367.39a 

Means in the columns followed by different letters differ significantly *P<0.05; **P<0.01). ns 

= not significant. 

 

The manifestation of reproductive behavior began with an increase in active 

swimming at the bottom of the tank by both the male and female, at around 16:00 hours. The 

female and male then started exhibiting the behaviors of “lateral side position” and “posture 

and fertilization of eggs” (Figure 2A), the duration of which increased gradually until the end 

of spawning, which occurred ten hours later. “Overlay” behavior was exhibited by both the 

male and female during the nine hours prior to spawning (from 16:30 h to 01:30 h). “Overlay” 

was initiated by, and had a longer duration for, the female (P<0.05). The peak duration of 

“overlay” for the female occurred during the last three hours prior to spawning. Increase in 

the duration of “overlay” was associated with the peak of spawning; it subsequently decreased 

at the end of egg deposition. No “overlay” between individuals was observed after spawning. 

Oocytes were deposited and fertilized on the bottom of the tank in a depression in the 

sand. The choice of spawning site occurred at 17:00 hours, as indicated by the male and 
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female staying in a specific area of the tank. The formation of the nest was initiated after 

23:00 hours by circular movements of the male and female on the sand. After spawning, the 

female moved away from the male and remained sitting on the sand more than three body-

lengths away from him. The male remained on the eggs for the next eleven hours, constantly 

moving its pectoral fins and rotating its body on its axis (Figure 2B). 

Table 6. Description of the behaviors observed for L. alexandri. 

 
Behavior Description 

Inactivity 

Sitting on the 

sand  

The fish in a stationary position with the ventral region resting on the sand, while moving the 

operculum or mouth.  

Buried in the 

sand 

The fish is partially or totally buried.  

Locomotion 

Burying 

movement 

The fish moves back and forth in a small area removing sand by moving the ventral region and 

caudal fin, ultimately covering its body with sand by moving the pectoral fins.  

Short locomotion The fish moves from one point to another for a period of less than three seconds, moving its 

body by a distance of less than one-half a body-length. 

Swim to the 

bottom 

The fish moves from one point to another for more than three seconds, through movements of 

the caudal fin; the ventral region remains within ¼ of a body-length from the bottom of the 

tank. The fish may pass over another fish that is sitting on the sand.  

Swim at the side 

of the tank  

The fish moves along the side of the tank, at up to ¼ of a body-length away from it, through 

movements of the caudal fin, which can reach the region of the water-air interface with the 

body oriented horizontally.   

Swim vertically The fish moves upward along the side of the tank at up to one-half a body-length away from it, 

through movements of the caudal fin, reaching the region of the water-air interface and moving 

to the right or left, but with the body oriented vertically.   

Courtship behavior 

Pursuit without 

bite 

The fish moves toward another fish, which is also in motion, chasing it by moving the caudal 

fin for more than four seconds. There is no physical contact. 

Pursuit with bite The fish moves toward another fish, which is also in motion, chasing it by moving the caudal 

fin for more than four seconds, and biting any region of the body of the other fish. 

Bite The fish bites another fish without moving.   

Confrontation The fish remains positioned in front of another fish, half of a body-length away, biting and 

moving the caudal fin.  

Flight The fish moves away in response to a chase by another fish by moving its caudal fin. 

Overlay The fish positions itself over another fish and remains there for more than two seconds.  

Reproductive behavior 

Lateral side 

position 

The fish remains sitting in lateral physical contact with another fish while facing the opposite 

position (heads pointed in opposite directions). 

Posture and 

fertilization of 

eggs 

Male and female remain on the nest, with head and fins directed in opposite directions while 

moving in a circular manner.   

Parental care The fish remains alone on the eggs, constantly moving the pectoral fins and moving in a circle 

turning its body on its axis. 
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Figure 1. Proportion of behaviors — Inactivity (IN), Locomotion (DL), Courting Behavior 

(CB) and Reproductive Behavior (RB) — exhibited by the breeding female (a) and male (b) 

on the night of spawning, and by the non-spawning individuals (c) of Lophiosilurus alexandri 

during the 24 hours of observation. 

 

 

 

Figure 2. (A) Male (bottom) and female (top) on the nest prior to spawning. Note their lateral 

opposite position. (B) Male on eggs in the nest during parental care.  

 

The greatest frequency of bites was performed by the male prior to spawning (P<0.05) 

(Figure 3). During this period, bites by the male were directed at the spawning female. Non-
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spawning individuals and the spawning female did not exhibit biting behavior post-spawn. All 

bites performed by the male after spawning occurred on individuals other than the spawned 

female.  

 

 

Figure 3. Frequency of biting behavior pre- and post-spawning for the female and male 

spawning fish and the non-spawning fish of Lophiosilurus alexandri during the 24 hours of 

observation. Bars with different letters represent significant differences (P<0.05). 

 

Discussion 

The present study found that increasing the water temperature from 24.4 °C to 29.0 °C 

stimulated reproduction of L. alexandri under controlled conditions with a satisfactory 

response of larval viability. Fish started exhibiting reproductive behaviors late in the 

afternoon, with spawning occurring at night. There was no evidence of variation in serum 

values of 17β-estradiol as a function of increased water temperature, but there was a decrease 

in testosterone. Furthermore, adult L. alexandri were able to maintain stable hematological 

levels and glucose responses in this temperature range even during the reproductive period. 

In this experiment, the L. alexandri broodstock reproduced in a period that did not 

coincide with the natural breeding period of this species. Reproduction for the species in 

nature occurs during the hottest and rainiest months of the year (November to February, mean 

= 28 °C) (Sato et al. 2003). The advance of the reproductive period of L. alexandri by four 

months in controlled conditions was made possible by increasing the water temperature; the 

first spawn occurred 26 days after the increase. These data confirm the hypothesis that 

temperature is one of the main factors controlling the reproductive cycle of L. alexandri. 

Costa et al. (2015) found natural reproduction of L. alexandri maintained for 20 weeks at 26 
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°C, to be possible 30 days after increasing the water temperature to 28º C. The most 

satisfactory results obtained for female Sander lucioperca at final maturation was when they 

were habituated at 12 °C for 12 weeks, followed by an increase and maintenance of the 

temperature at 14 °C for eight weeks (Hermelink et al., 2013). Maintaining a water 

temperature of 6 °C was found to be necessary for stimulating initial gonadal maintenance in 

Conger myriaster, with an increase in oocyte diameter from 300 µm to 600 µm; but oocytes 

with a diameter of 995 µm were obtained only 41 days after the water temperature was raised 

to 10 °C (Utoh et al., 2013). Final maturation was obtained for A. anguilla that were kept for 

six weeks at 10 °C, followed by an increase to 15 °C (Mazzeo et al., 2014). These studies 

indicate that the ideal temperature for breeding is species-specific.  

The lowest value for testosterone in the present study was obtained after the period of 

22 weeks with the mean water temperature at 29.0 °C. This was probably related to it being at 

the end of the reproductive period, since the largest numbers of spawns were recorded in the 

months of August and October. Studies on the reproduction of other fish species found the 

highest values for this steroid during the maturation period, with reductions during the period 

of ovulation, and a post-ovulatory return to basal levels (Ammar et al., 2015; Arantes et al., 

2011, 2010; Honji et al., 2013; Mazzeo et al., 2014; Mori et al., 2003; Pankhurst et al., 1996; 

Utoh et al., 2013). For example, testosterone levels of female P. argenteus varied markedly 

throughout the reproductive cycle, with the highest values (300 ng/dL) being recorded in the 

maturation period, when the temperature was 25 °C (Arantes et al., 2010). A modulating 

effect of temperature on steroid production during gonadal maturation was also reported for 

A. anguilla, where a constant temperature of 18 °C inhibited testosterone synthesis, whereas 

the highest value (800 ng/dL) was recorded for fish kept for six weeks at 10 °C followed by 

an increase to 15 °C (Mazzeo et al., 2014).  

In females, testosterone acts primarily as a precursor of 17β-estradiol (Hermelink et 

al., 2011; Mazzeo et al., 2014), which is produced in follicular tissue under the control of 

hypophyseal gonadotropins, and stimulates the production of vitellogenin by the liver and, 

consequently, the deposition of vitellin granules in the oocyte (Ammar et al., 2015; Kazeto et 

al., 2011; Mori et al., 2003). Temperature influences the concentration of 17β-estradiol in 

broodstock of tropical species, such as P. argenteus (Arantes et al., 2011, 2010), as well as 

temperate species, such as S. lucioperca (Hermelink et al., 2013, 2011), C. myriaster (Utoh et 

al., 2013) and A. anguilla (Mazzeo et al., 2014). Although temperature determined the 
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reproductive period of L. alexandri in the present study, there was no evidence that spawning 

was associated with increased 17β-estradiol levels since these levels were the same even after 

the temperature was increased. This seemingly divergent result is probably due to the 

asynchronous gonadal maturation of L. alexandri (Barros et al., 2007; Melo et al., 2011), 

which is in contrast to the synchronous development of the previously mentioned fish species.  

The results of the present study indicate that within the temperature range of 24.4 to 

29º C, adult individuals of L. alexandri are able to maintain stable levels of hematocrit and 

glucose even during the reproductive period. Likewise, juveniles of the same species were 

found to exhibit no difference in these parameters within the temperature range of 23 to 29 °C 

(Costa et al., 2016). In contrast, higher erythrocyte values were observed for L. alexandri 

broodstock after the water temperature was increased. A reproductive function is the likely 

reason for this difference, since changes in hematological profile as a function of gonadal 

maturation have been previously reported (Fiszbein et al., 2010; Kavadias et al., 2004; 

Matsche and Gibbons, 2012; Sarameh et al., 2013; Valenzuela et al., 2006;2008). On the other 

hand, the number of leukocytes was not affected by the reproductive period in L. alexandri. 

As with other vertebrate groups, leukocytes are responsible for the nonspecific immune 

response in teleosts (Cerezuela et al., 2009; Clerton et al., 2001; Menezes et al., 2006; 

Shahkar et al., 2015). The lower value for plasma protein recorded for females maintained at 

29.0 °C, compared to females maintained at 24.4 °C, suggests a possible deposition of 

essential proteins necessary for the formation of gametes in the period preceding 

reproduction, as reported by Tavares-Dias et al. (2004). In addition, plasma protein is an 

important indicator of the osmotic balance between extracellular and intracellular 

compartments (Machado and Duncan, 2017), and can be influenced by, among other factors, 

water temperature (Costa et al., 2016), mainly during the different reproductive phases 

throughout the year (Matsche and Gibbons, 2012). Males of L. alexandri were less sensitive, 

exhibiting less variation in this parameter as a function of temperature.  

The reproductive success of the fish in tanks with spawning was satisfactory. For 

example, spawn weight, number of eggs/spawn and hatching rate ranged 27.5–127.5g; 1209–

5183; and 83–89%, respectively, which are close to the values of 49–191g; 240–4600; and 

95% recorded for this same species for natural breeding in captivity (Costa et al., 2015). 

These results show that increased temperature not only enables reproduction, but also the 

viable production of eggs and larvae of this species kept in the laboratory. This information is 
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highly relevant to reproduction since variation in water temperature outside the comfort range 

can cause thermal stress during gonadal maturation, which can result in disturbances to the 

reproductive cycle, poor quality eggs (Nowosad et al., 2014; Targońska et al., 2011, 2014; 

Unuma et al., 2012) and even follicular atresia (Pankhurst et al., 1996; Santos et al., 2008; 

Thomé et al., 2012). In addition, high mortality rates of embryos have also been reported at 

such temperatures (Kucharczyk et al., 2008; Sanches et al., 2011). 

L. alexandri started exhibiting reproductive behaviors late in the afternoon, with 

spawning occurring at night. These results are in agreement with previously observations by 

Costa et al. (2016) and Sato et al. (2003). This nocturnal reproductive behavior — which 

makes direct observation difficult — is probably why it has remained undescribed until now 

(Costa et al., 2016). The observations of the present study were made possible by keeping 

lights on at all times while recording the event, which did not affect breeding. The great 

amount of swimming, biting and overlaying observed for the breeding pair in the hours prior 

to spawning suggests that these behaviors are part of the species’ courtship repertoire. The 

high frequency of male bites recorded suggests that this behavior may act as further stimulus 

for the female to spawn, and may also be important for female selection of a male (Alonso et 

al., 2012; Araújo et al., 2014; Chellappa et al., 2014; Keller-Costa et al., 2014). Furthermore, 

the observed post-spawning biting of non-spawned females by the male may be related to 

parental care, as documented for Pterophyllum scalare (Cacho et al., 2007) and Crenicichla 

menezesi (Araújo et al., 2014). Parental care can increase offspring survival, especially for 

fish with low fecundity due to split spawning (Araújo et al., 2014; Cacho et al., 2007; Mattos 

et al., 2016; Selz et al., 2014). This first description of L. alexandri reproductive behavior, 

however, should be considered preliminary because it was based on one reproductive event. 

Nonetheless, it is relevant for captive reproduction since the behaviors described may serve as 

indicators of the moment of spawning, and as a guide to the behavioral needs for L. alexandri 

reproduction. 

 

4. Conclusion 

An increase of mean water temperature from 24.4 °C to 29.0 °C made it possible to 

advance the reproductive period of L. alexandri four months ahead of its natural period, with 

a satisfactory response for larval viability. We found no evidence that spawning was 

associated with increased 17β-estradiol levels. In addition, hematological and glucose 
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responses indicate that, for this temperature range, adult L. alexandri are able to maintain 

stable levels even during the reproductive period. A great amount of reproductive behavior for 

L. alexandri was documented,  some for first time, including courtship and parental care.  
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ARTIGO 2: AVALIAÇÃO METABOLÔMICA POR RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 

NUCLEAR EM REPRODUTORES DO PEIXE TELEÓSTEO Lophiosilurus alexandri 

SUBMETIDO AO AUMENTO DA TEMPERATURA  
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Resumo 

O objetivo deste trabalho foi aplicar a abordagem metabolômica por Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN) na avaliação das respostas metabólicas ao aumento da temperatura em 

reprodutores de L. alexandri. Espectros de 
1
H do soro de machos e fêmeas foram obtidos em 

dois períodos de temperatura. Da semana 1 a 22, a temperatura da água foi mantida em 

24,4±1,0 °C. Após a semana 22, a temperatura da água foi elevada e mantida em 29,0±1,1 °C 

até a semana 44. As coletas de sangue foram realizadas nas semanas 22 (24,4 °C) e 44 (29 

°C). Os metabólicos identificados no soro para o período onde a temperatura foi mantida a 

24,4 °C foram caracterizados pelos menores valores da valina, creatina/fosfocreatina e ácidos 

graxos poli-insaturados. A análise dos componentes principais revelou variação de 11 % entre 

os espectros em função do efeito do aumento da temperatura. Claramente, não houve 

contribuição do sexo dos peixes nas tendências dos grupos. Após 154 dias da elevação da 

temperatura (44 semanas de experimento) o soro foi caracterizado, predominantemente, pelo 

aumento de unidade de glicerol dos ácidos graxos que compõem a fração lipídica das 

lipoproteínas e do colesterol total. O colesterol total e a unidade de glicerol das lipoproteínas 

no soro estiveram associados ao período reprodutivo quando a temperatura da água estava em 

29 ºC. De maneira geral, a permanência de altas concentrações de lipídios e lipoproteínas no 

soro ocasionou a sobreposição de sinais de metabólitos com menor teor. A predominância de 

lipídios no soro foi a principal alteração metabólica em função do aumento da temperatura da 

água de 24,4 para 29 °C. 

Palavras-chave: Metabolismo; Peixe nativo; Soro; Reprodução; Rio São Francisco. 
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Introdução  

Entre os fatores ambientais, a temperatura exerce influência em todos processos 

fisiológicos relacionados a reprodução em peixes (Pankhurst e King, 2010). Sabe-se que a 

manutenção da temperatura fora da faixa de conforto resulta em disfunções reprodutivas e 

inibição da reprodução, podendo levar à regressão do tecido folicular (Pankhurst et al., 1996; 

Santos et al., 2008; Thomé et al., 2012). O efeito de regimes de temperatura na reprodução foi 

elucidado para diferentes espécies nos últimos anos em estudos avaliando a vitelogênese, 

ovulação, produção de ovos, fertilidade (Davies e Bromage, 2002; King e Pankhurst, 1999; 

King et al., 2003; Pankhurst et al., 1996), esteroides sexuais (Arantes et al., 2010; Hermelink 

et al., 2013, 2011; Mazzeo et al., 2014; Melo et al., 2016; Nowosad et al., 2014), perfil 

hematológico (Kavadias et al., 2004; Tavares-Dias et al., 2004; Valenzuela et al., 2008; 

Matsche e Gibbons, 2012) e sobrevivência das larvas (Hui et al., 2014; Kucharczyk et al., 

2008; Sanches et al., 2011). Desta forma, o controle da temperatura possibilita otimizar a 

reprodução de peixes em condições de cultivo (Hermelink et al., 2013; Kucharczyk et al., 

2008; Mazzeo et al., 2014; Nowosad et al., 2014; Utoh et al., 2013; Costa et al., 2015). 

Entretanto, há escassez de informações sobre alterações metabólicas ligadas a interação da 

temperatura com a atividade reprodutiva em peixes. 

A análise metabolômica permite avaliar mudanças no perfil de metabólitos do 

organismo em função da interação com fatores ambientais (Bundy et al., 2009; Viant, 2009) e 

a identificação de marcadores biológicos (Allen et al., 2015; Cheng et al., 2014; Guo et al., 

2014). Metabólitos constituem uma diversidade de moléculas resultante do produto final do 

metabolismo, com variação nas propriedades físicas e químicas como peso molecular, 

polaridade, solubilidade e volatilidade (Low et al., 2017). Para estas análises, as principais 

técnicas analíticas utilizadas em experimentos envolvendo metabolômica em organismos 

aquáticos são as espectroscopias de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e de Massa 

(Young and Alfaro, 2018). Em peixes, os protocolos analíticos já são conhecidos em trabalhos 

avaliando os metabólitos de diferentes tecidos como músculo, fígado (Lin et al., 2007; Wu et 

al., 2008), rins (Allen et al., 2015),  plasma (Bembenek Bailey et al., 2017; Prathomya et al., 

2017), soro (Hajirezaee et al., 2018), ovos e larvas (Cai et al., 2014; Huang et al., 2013; 

Soanes et al., 2011). Apesar dos trabalhos citados, não há relatos de estudos utilizando a 

abordagem metabolômica em reprodutores de peixes. 
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O Lophiosilurus alexandri é uma espécie pertencente a ordem dos Siluriformes que 

está entre os peixes endêmicos da bacia do Rio São Francisco na lista dos animais vulneráveis 

a extinção (ICMbio, 2016). Sua reprodução natural foi obtida em laboratório, sendo 

verificadas desovas trinta dias após o aumento da temperatura da água de 23 para 28° C 

(Costa et al., 2015) fato que demonstra a importância desse fator ambiental na reprodução 

desta espécie. Além disso, com elevação da temperatura da água os reprodutores foram 

capazes de manter estável o perfil hematológico, sem evidência de variação nos valores 

séricos de 17β-estradiol, mas houve uma diminuição na testosterona (Gonçalves Junior et al., 

2019). Desta forma, estudos relacionados a avaliação das respostas metabólicas nesta espécie 

poderão contribuir com informações para aprimorar o protocolo de manutenção de lotes de 

reprodutores mantidos em cativeiro. Além disso, a análise dos metabólitos séricos indicará as 

alterações relacionadas ao aumento da temperatura, informação com importância produtiva e 

biológica.   

O objetivo deste trabalho é aplicar a abordagem metabolômica por RMN na avaliação 

das respostas metabólicas ao aumento da temperatura em reprodutores de L. alexandri.  

  

Material e Métodos 

Desenho experimental 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Aquicultura (Laqua) da Escola de 

Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Todos os processos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética da UFMG (Protocolo: 25/2010). 

Quatro machos e 12 fêmeas adultos de L. alexandri foram capturados em ambiente 

natural e aclimatizados em condições de cultivo para o estudo (Costa et al., 2015). A 

identificação do sexo foi determinada pela canulação da papila genital (Melillo Filho et al., 

2016), seguido pela implantação de um microchip. O peso dos reprodutores foi mensurado 

utilizando balança com precisão de 0,5 g. A média dos pesos dos machos foi 3,84±1,2 kg e 

das fêmeas 3,50±1,1 kg. Os reprodutores foram mantidos em quatro tanques circulares de 5 

m³ com 2 a 2,5 m³ de volume útil (um macho e três fêmeas por tanque), com fundo 

preenchido com areia, temperatura controlada e difusor de ar que permitiu manter o oxigênio 

dissolvido acima de 5 mg/L. A alimentação foi realizada uma vez por semana e consistiu de 

tilápia congelada, eviscerada e sem a cabeça, fornecida com base em 2% da biomassa. 
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O período experimental teve duração de 44 semanas. Da semana 1 a 22, 

correspondendo ao período de janeiro a maio, a temperatura da água foi mantida em 24,4±1,0 

°C. Após a semana 22, a temperatura da água foi elevada gradativamente durante sete dias e 

mantida em 29,0±1,1 °C até a semana 44, correspondendo ao período entre junho e 

novembro. A temperatura da água foi controlada por meio do uso de aquecedores (resistência 

elétrico com 800 w de potência). 

 

Coleta de Sangue 

O sangue foi coletado dos reprodutores na semana 22 (maio – Temperatura média de 

24,4 °C) e na semana 44 (novembro - Temperatura média de 29°C). Para coleta, os peixes 

foram retidos usando um pano úmido. A coleta foi realizada por venopunção caudal com 

acesso ventral. Cerca de 1 mL de sangue foi recolhido sem anticoagulante, centrifugado 

durante 5 min (1000 rpm durante 1 min e 3000 rpm durante 4 min) para separação do soro e 

depois congelado a -80 °C para posterior análise do perfil metabolômico. 

 

Aquisição dos espectros de RMN  

A aquisição dos espectros de RMN foi realizada no laboratório da Central de Análise de 

Fármacos, Medicamentos e Alimentos (CAFMA) da Universidade Federal do Vale do São 

Francisco, campus Petrolina. As amostras foram preparadas pela mistura de 200 µL de soro 

do peixe com 400 µL da solução tampão de fosfato preparada em D2O (pH = 7,4), contendo 

10 mmol/L de ácido fórmico. A mistura foi então vortexada por 30 s e 550 µL dela foi 

transferida para um tubo de RMN (5 mm) para a aquisição dos espectros de hidrogênio. Os 

espectros de RMN de 
1
H foram obtidos em um espectrômetro de RMN Bruker AVANCE 

400, operando a 9,4 Tesla, observando o núcleo de hidrogênio a 400,13 MHz, equipado com 

uma sonda de alta resolução. A aquisição dos espectros de hidrogênio com sequência de 

pulsos noesypr1d com relaxation delay (d1) de 3,0 s, mixing time (d8) de 20 ms, 64 K de 

número de pontos (TD), 512 transientes (NS), janela espectral de 12.019,230 Hz, tempo de 

aquisição (AQ) igual a 2,7 s e temperatura de 298 K. Os espectros foram processados no 

programa TOPSPIN com 64K pontos aplicando-se uma multiplicação exponencial dos FIDs 

por um fator de 0,3Hz. Os deslocamentos químicos foram calibrados em relação ao sinal do 

ácido fórmico (δ 8,22). Para a confirmação da atribuição dos sinais nos espectros de 
1
H, 

experimentos de correlação direta, bem como a longa distância (HSQC e HMBC), foram 
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adquiridos em um espectrômetro Bruker AVANCE 400, operando a 14,1 Tesla, observando o 

núcleo de 
1
H a 400 MHz e o núcleo de 

13
C a 150 MHz, respectivamente. Os deslocamentos 

químicos foram reportados em ppm usando o sinal do ácido fórmico como referência interna. 

O tempo experimental total foi de 60 min para cada amostra, incluindo o tempo utilizado para 

o preparo da amostra. 

 

Análise de componentes principais (ACP) 

Para análise de componentes principais (ACP) dos dados utilizou-se o programa 

AMIX® (versão 3.9.12, Bruker BioSpin, Rheinstetten, Germany). A região do espectro 

utilizada foi de δ 0,0-9,0 divididas em intervalos (denominados buckets) de δ 0,02. As áreas 

referentes aos sinais residuais da água (δ 4,5-5,5) e do ácido fórmico (δ 8,17-8,30) foram 

excluídas gerando uma matriz de dados composta de 24 amostras (linhas) e 397 variáveis 

(colunas). A área de cada bucket foi integrada usando o modo de integração especial (special 

integration mode). Em seguida, os espectros foram escalados com relação a intensidade total 

(scaled to total intensity), ou seja, a intensidade do sinal medido para cada bucket foi dividida 

pela integral de todos os sinais do espectro. Foi aplicado o Pareto nas colunas, que reduz a 

importância de valores altos das variáveis fazendo com que a estrutura dos dados se mantenha 

parcialmente inalterada. Foram gerados gráficos de escores para comparar as mudanças 

químicas frente a variação da temperatura dos peixes reprodutores machos e fêmeas. A 

identificação dos metabólitos responsáveis pela separação entre os grupos foi realizada 

através dos gráficos de influências loadings, que mostram o peso relativo de cada bucket. 

 

Resultados 

A análise de RMN permitiu explorar as respostas metabólicas de reprodutores de L. 

alexandri frente à mudança de temperatura. A Figura 1 mostra espectros representativos de 
1
H 

do soro de reprodutores de L. alexandri machos e fêmeas expostos a 24,4 °C e 29 °C. Os 

sinais foram atribuídos a presença de creatina/fosfocreatina, valina, colesterol total, 

componentes estruturais de lipoproteínas e de ácidos graxos poli-insaturados. O soro de 

machos e fêmeas de L. alexandri, nas duas condições de temperatura, apresentou perfil 

espectral semelhante. Diferenças podem ser detectadas pela comparação visual, incluindo os 

sinais da creatina/fosfocreatina, dos hidrogenios alílicos e olefínicos.   
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Figura 1: Espectros de 
1
H representativos do soro dos peixes analisados sendo: RF 24 

(reprodutor fêmea a 24°C), RF 29 (reprodutor fêmea a 29°C), RM 24 (reprodutor macho a 

24°C) e RM 29 (reprodutor macho a 29°C). 

A análise do gráfico de escores (Figura 2), formado por PC3 x PC4, com PC3 

explicando uma variância total de 11,5 %, revelou a formação de duas tendências. No lado 

positivo de PC3 encontra-se a maior parte dos espectros provenientes dos peixes reprodutores 

machos e fêmeas mantidos a 29°C. Enquanto que, no lado negativo de PC3, discriminou-se 
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um grupo contendo a maior parte dos peixes reprodutores mantidos a 24°C, com exceção de 

apenas duas amostras referentes a duas fêmeas. Claramente, não houve contribuição do sexo 

dos peixes nas tendências dos grupos. 

 

Figura 2: Gráfico de escores (PC3 x PC4) das amostras de soro dos peixes analisados sendo: 

RF 24 (reprodutor fêmea a 24,4 °C), RF 29 (reprodutor fêmea a 29 °C), RM 24 (reprodutor 

macho a 24,4 °C) e RM 29 (reprodutor macho a 29°C). 

 

A avaliação do gráfico de loadings 1 D para o eixo PC3 permitiu a identificação dos 

compostos com maior impacto na variância dos dados em função do aumento da temperatura 

da água (Figura 3). Os sinais negativos indicam os buckets que contribuíram para a diferença 

de metabólitos no soro dos peixes mantidos a 24,4 °C da semana 1 a 22, sendo caracterizados 

pela redução da valina (buckets em δ 0,82 – 0,92), dos residuais gerais de aminoácidos e 

carboidratos (δ 3,50 – 3,80), da creatina/fosfocreatina (δ 3,09) e por ácidos graxos poli-

insaturados (buckets em δ 2,63 referente aos hidrogênios alílicos que estão entre duplas 

ligações e em δ 5,1  característico de hidrogênios olefínicos). Os sinais positivos indicam os 

buckets que contribuíram para a diferença de metabólitos no soro dos peixes mantidos a 29 °C 

durante o período da semana 22 a 44, sendo caracterizado pelo aumento dos buckets δ 1,08-

1,15, δ 1,42, δ 2,08, δ 3,92 e δ 4,12 relacionados respectivamente aos grupos CH3, (CH2)n, 

hidrogênios alílicos e grupos CH2 da unidade de glicerol dos ácidos graxos que compõem a 

fração lipídica das lipoproteínas e pelo bucket em δ 0,7 referente ao colesterol total.  
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Figura 3: Gráfico de loadings 1 D da PC3 das amostras de soro dos reprodutores de 

Lophiosilurus alexandri analisados, com identificação dos sinais com maior impacto na 

variação dos dados. Os sinais negativos indicam os buckets que contribuíram para a diferença 

dos escores dos peixes mantidos a 24,4 °C. Os sinais positivos indicam os buckets que 

contribuíram para a diferença dos escores dos peixes mantidos a 29 °C. 

 

Discussão 

A análise dos espectros permitiu obter um panorama geral da bioquímica do soro de 

reprodutores de L. alexandri em duas temperaturas, com predominância de sinais de 

macromoléculas, principalmente da porção lipídica das lipoproteínas. O fato dessa tendência 

de discriminação ser expressa nas PCs maiores (3 e 4) demonstra que os espectros analisados 

são similares. Essa mesma observação pode ser confirmada pelo tipo de pré-tratamento 

utilizado nas colunas da matriz utilizada na análise quimiométrica, o pareto. Tal procedimento 

faz com que as variáveis minoritárias também tenham peso na discriminação das amostras. 

Após 22 semanas com temperatura média de 24,4 °C a predominância de lipídios no soro foi 

a principal alteração metabólica em função do aumento da temperatura da água de 24,4 para 

29 °C.  

Neste estudo, é provável que os menores valores de creatina/fosfocreatina e valina 

sejam parte do mecanismo de ajuste metabólico a temperatura mais baixa. A redução da 

valina e a creatina/fosfocreatina vem sendo associadas ao estresse (Viant et al., 2003; Lardon 

et al., 2013), no entanto, poucos estudos de metabolôma do estresse térmico em organismos 

aquáticos foram relatados e nenhum analisou os efeitos do estresse pelo frio (Bundy et al., 

2009; Young and Alfaro, 2018). A exposição por 10 semanas a 15ºC (controle) e 20ºC para 

Oncorhynchus mykiss revelou que a redução da fosfocreatina esteve ligada ao aumento da 
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demanda energética na resposta metabólica pelo estresse a temperatura mais alta (Viant et al., 

2003). A fosfocreatina também foi reduzida durante a resposta ao estresse por anóxia em 

Carassius carassius (Lardon et al., 2013).  A creatina está diretamente relacionada ao 

transporte de fonte de energia celular, transformando ADP em ATP pela hidrólise da 

fosfocreatina e produção de um grupo fosfato (Allen et al., 2015; Prathomya et al., 2017; 

Wagner et al., 2014). Esta via de obtenção de energia alternativa é ativada para manter a 

atividade celular estável durante a insuficiência do metabolismo aeróbico (Waarde et al., 

1990), que pode ter ocorrido nos peixes mantidos a 24°C.  Assim como a 

creatina/fosfocreatina, a alteração na abundância da valina foi apontada como biomarcador na 

resposta imunológica durante o estresse térmico ao calor em embriões de O. mykiss (Turner et 

al., 2007), em O. niloticus durante o desafio sanitário frente à infecção com Streptococcus sp. 

(Cheng et al., 2014) e na resposta ao estresse oxidativo em Ictalurus punctatus com quadro 

clinico de anemia (Allen et al., 2015). A valina é um aminoácido essencial formando com a 

leucina e isoleucina o grupo dos aminoácidos ramificados (Li et al., 2009). Previamente já foi 

demonstrado que a valina, além de desempenhar funções no metabolismo de lipídios e síntese 

de proteína muscular, também atua na resposta imunológica (Zhang et al., 2017). Porém, os 

reprodutores de L. alexandri mantiveram parâmetros hematológicos estáveis a 24,4° C, 

especificamente para contagem de leucócitos e glicose (Gonçalves Junior et al., 2019), 

indicando ausência de alteração da resposta imunológica.  

Adicionalmente, a temperatura de 23 ºC foi utilizada com sucesso para a manutenção 

de L. alexandri capturados em ambiente natural a condição de cultivo e posterior reprodução 

(Costa et al., 2015). Entretanto, a temperatura utilizada no presente estudo, de 24,4 ºC está 

abaixo da faixa ideal do reportado em estudos anteriores, sendo de 29-32 °C para máximo 

crescimento das larvas (Takata et al., 2014) e 27-28 °C para ótima resposta fisiológica e 

crescimento em juvenis (Costa et al., 2016). Isto sugere que a temperatura ideal do L. 

alexandri varia em função da fase fisiológica, podendo ser considerado 24 °C adequado para 

a manutenção de reprodutores desta espécie fora da estação reprodutiva. De fato, em seu 

ambiente natural a temperatura da água pode atingir valores menores que 24 ºC nos meses de 

inverno (Arantes et al., 2010). Além disso, em estudos anteriores para diferentes espécies, foi 

relatado que o período de temperatura mais baixa seguida de ligeiro aumento favorece a 

maturação gonadal, sendo necessário para regulação do ciclo reprodutivo (Kucharczyk et al., 
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2008; Hermelink et al., 2011; 2013; Utoh et al., 2013; Mazzeo et al., 2014; Nowosad et al., 

2014). 

Outra importante resposta à temperatura de 24,4 °C para o L. alexandri foi a menor 

abundância de ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs). Este resultado pode ser atribuído, 

principalmente, ao aumento da utilização destes ácidos graxos como mecanismo fisiológico 

para manter a integridade e fluidez das membranas a temperatura mais baixa, resultando em 

menor concentração no soro (Ren et al., 2013). Em contrapartida, os maiores valores para os 

PUFAs observado no soro dos peixes mantidos a 29 ºC, estão provavelmente relacionados às 

funções reprodutivas. Este resultado é consistente com o verificado para variação sazonal de 

lipídios nas gônadas de fêmeas de Leptoclinus maculatus, com aumento durante o verão e 

esgotamento do armazenamento de lipídios durante o inverno (Murzina et al., 2012). Apesar 

de não mensurados, os PUFAs de maior importância biológica são o ácido eicosapentaenóico 

20:5n-3 (EPA), ácido docosahexaenóico 22:6n-3 (DHA) e o ácido araquidônico 20:4n-6 

(ARA) (Tocher, 2010). As espécies de água doce apresentam a capacidade de aumentar o 

grau de insaturação e o tamanho da cadeia carbônica a partir dos ácidos graxos com 18 

carbonos por meio da ação das enzimas dessaturase e elongase, respectivamente (Kuah et al., 

2015; Tocher, 2010). A alteração do perfil de ácidos graxos no soro e tecidos ocorre para 

manter o equilíbrio de PUFAs, sendo regulada principalmente pela composição de ácidos 

graxos da dieta e pela temperatura da água (Ren et al., 2013). A alteração do perfil de PUFAs 

também ocorre em função da atividade reprodutiva, sendo verificado aumento do 

requerimento durante a gametogênese (Tocher, 2010). Fato que explica os valores elevados 

encontrados para o L. alexandri mantidos a 29 °C. A função dos PUFAs na reprodução em 

peixes foi amplamente investigada, sendo considerado fator nutricional que afeta a qualidade 

dos ovos e larvas (Furuita et al., 2007, 2003; Lazzarotto et al., 2015; Murzina et al., 2012; 

Mustonen et al., 2002; Ng and Wang, 2011; Zakeri et al., 2011; Zhou et al., 2011). 

Especificamente o ARA, atua como precursor da prostaglandina, um importante metabólico 

regulador da maturação e ovulação (Lister and Kraak, 2008). Os PUFAs também são 

incorporados nos ovócitos na forma de grânulos de vitelo, sendo esta reserva a única fonte 

deste nutriente para a formação das membranas celulares durante o desenvolvimento 

embrionário e larval (Furuita et al., 2007; Kazeto et al., 2011; Pittman et al., 2013; Costa el 

al., 2018).   
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Após 22 semanas da elevação da temperatura da água para 29 °C, a predominância do 

colesterol total e da unidade de glicerol dos ácidos graxos que compõem a fração lipídica das 

lipoproteínas no soro dos peixes pode ser atribuída ao aumento da atividade de síntese destes 

metabólitos (Wedemeyer, 1973; Costa et al., 2016; Hu et al., 2014). Esta hipótese é sustentada 

pelo fato do nível de colesterol total e lipídios no soro serem afetados pela síntese endógena 

ou alimentação (Maita et al., 2006; Prathomya et al., 2017; Wagner et al., 2014), apesar de no 

presente  estudo ter sido adotado o mesmo manejo alimentar nos dois períodos de 

temperatura. Isto sugere que o metabolismo dos reprodutores é diferenciado em diferentes 

temperaturas. Resultado similar para colesterol foi previamente reportado em juvenis de L. 

alexandri, com aumento para os peixes mantidos a 29 °C em relação aos peixes mantidos a 23 

°C (Costa et al., 2016). Contudo, resultado diferente foi verificado para  Salmo salar onde o 

colesterol não foi afetado entre as temperaturas de 12 e 20 °C (Tromp et al., 2018). Em 

contrapartida, para o Oncorhynchus kisutch e Salmo gairdneri o choque térmico de 10 para 20 

ºC resultou em redução do colesterol total em função do aumento do metabolismo hepático e 

secreção biliar (Wedemeyer, 1973). Assim, fica evidente que o  colesterol pode variar em 

função da idade, sexo, dieta e fase reprodutiva (Wallaert e Babin, 1994). Entretanto, não está 

completamente esclarecido o efeito da temperatura na homeostase do colesterol em peixes 

(Tromp et al., 2018). É conhecido que o colesterol é responsável por diferentes funções no 

organismo, entre elas: regular a fluidez e flexibilidade das membranas celulares em diferentes 

condições de temperatura (Hu et al., 2014), fazer parte do conteúdo da bile (Yun et al., 2018) 

e ser precursor da síntese de hormônios, incluindo corticosteroides e esteroides (Milla et al., 

2009; Nagahama and Yamashita, 2008). Esta última função é interessante, uma vez que os 

corticosteroides (Milla et al., 2009) e esteroides (Arantes et al., 2010; Hermelink et al., 2013, 

2011; Mazzeo et al., 2014; Melo et al., 2016; Nowosad et al., 2014) são reguladores do 

processo reprodutivo. Assim como o colesterol total, uma das possíveis explicações para a 

abundância de unidades de glicerol ligados a lipoproteínas nos peixes mantidos a 29 ºC está 

associado a atividade reprodutiva (Fremont e Marion, 1982; Wallaert e Babin, 1994;). De 

fato, em S. gairdneri (Fremont e Marion, 1982) e em Lota lota (Mustonen et al., 2002) a 

produção de lipoproteínas esteve relacionada à formação de tecido gonadal. Em O. mykiss 

ocorreu variações sazonais das diferentes classes das lipoproteínas no soro dos peixes, sendo 

verificado aumento em função da progressão da maturação gonadal, elevação da concentração 

de esteroides sexuais e vitelogenina (Wallaert e Babinl, 1994). A principal função de 
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lipoproteínas no soro é o transporte de moléculas hidrofóbicas, entre elas o colesterol, 

triglicerídeos, PUFAs, fosfolipídios, ácidos graxos e vitaminas lipossolúveis (MacFarlane et 

al., 1990; Maita et al., 2006; Zhu et al., 2014). Estes fatos podem explicar a predominância 

destes grupos de metabólicos no presente experimento, uma vez que o período reprodutivo 

requer maior atividade do metabolismo de lipídios (Wallaert e Babin, 1994; Wiegand, 1996). 

Em estudo prévio, as desovas de L. alexandri iniciaram 26 dias após o aumento da 

temperatura da água para 29 ºC e os peixes mantiveram atividade reprodutiva por mais cinco 

meses, totalizando 17 desovas neste período (Gonçalves Junior et al., 2019). 

 Apesar da RMN ser amplamente aplicada para estudos metabolômicos de biofluídos 

humanos, existem poucos trabalhos com avaliação sanguínea de peixes (Solanky et al., 2005; 

Karakach et al., 2009; Samuelsson et al., 2006; Samuelsson et al., 2011). No presente trabalho 

optou-se pelo mínimo de manuseio da amostra, ou seja, análise direta do soro, sem extrações. 

Tal abordagem é interessante visto o caráter inicial da temática, o que garante manter o estado 

natural das amostras através do manuseio restrito. Apesar dessa vantagem, a análise direta 

acarretou na permanência de altas concentrações de lipídios e lipoproteínas nas amostras, 

sobrepondo os sinais de substâncias com menor teor. Alguns procedimentos de micro 

extração publicados na literatura foram testados antes da aquisição dos dados de RMN 

(Tiziani et al., 2008). No entanto, essas metodologias não foram eficazes para a remoção da 

fração lipídica do soro do L. alexandri. O uso de técnicas que permitam extrair maiores 

informações sobre a porção lipídica do soro de peixes, como cromatografia gasosa, também 

pode ser uma escolha promissora para melhor avaliar a influência do metabolismo lipídico no 

processo de reprodução frente a variação da temperatura.  

 

Conclusões 

A predominância de PUFAs, colesterol total e a unidade de glicerol das lipoproteínas 

no soro foram as principais alterações metabólicas em função do aumento da temperatura da 

água de 24,4 para 29 °C. A permanência de altas concentrações de lipídios e lipoproteínas no 

soro ocasionou a sobreposição de sinais de metabólitos com menor teor. 
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ARTIGO 3: EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE O CONSUMO E DIGESTÃO DE 

NÁUPLIOS DE ARTÊMIA NAS FASES INICIAS DE VIDA DO Lophiosilurus 

alexandri  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 
 

 
 

Resumo 

O objetivo deste estudo foi elucidar o efeito de diferentes temperaturas no consumo de 

alimento e a interação com o tempo para digestão em larvas de L. alexandri em diferentes 

idades. Para o experimento foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em esquema 

fatorial 4x4x8, sendo quatro diferentes temperaturas: 23, 26, 29 e 32 °C; quatro diferentes 

idades: 8, 13, 18 e 23 dias pós-eclosão (DPE); e oito diferentes tempos de coleta: 5, 15, 30, 

45, 60, 120, 180 e 300 minutos após a alimentação. O número de náuplios de artêmia 

ingeridos, o consumo em porcentagem do peso vivo e a taxa de digestão em larvas de L. 

alexandri foram influenciados (P<0,01) pela temperatura, idade e tempo, assim como pela 

interação entre estes três fatores. O efeito da temperatura é mais evidente nas idades de 18 e 

23 dias pós-eclosão, com maiores consumos predominantemente observados em 29 °C, entre 

os tempos de 5 e 60 minutos. Os maiores consumos em porcentagem do peso vivo ocorreram 

com as larvas de 8 DPE, no tempo de 180 minutos, em todas as temperaturas. Em função do 

aumento da idade e da temperatura há redução do tempo necessário para atingir a maior taxa 

de náuplios digeridos.  Além disso, foi possível estimar que as larvas são capazes de ingerir 

até 0,30±0,10 MJ/larva de energia quando a temperatura foi de 32 °C. As temperaturas de 29 

e 32 °C foram as que proporcionaram os resultados mais satisfatórios para consumo de 

náuplios de artemia, taxa de digestão e consumo em porcentagem do peso vivo em larvas de 

L. alexandri de diferentes idades, em função do tempo de coleta pós a alimentação.  

 

Palavras-chave: Alimento vivo, conteúdo estomacal, lavicultura, pacamã. 
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Introdução 

A temperatura é um importante fator abiótico que afeta a vida de organismos 

aquáticos. Esta variável pode influenciar a reprodução de peixes (Pankhurst e King, 2010), o 

desenvolvimento larval (Cingi et al., 2010) e o crescimento (Abbink et al., 2011). Em 

condições ideais de temperatura da água os peixes apresentam aumento nas taxas de 

alimentação (Wang, 2009; Peng et al., 2014), digestão dos alimentos (Kofuji et al., 2005; 

Miegel, 2010) e absorção de nutrientes (Kehoe e Volkoff, 2008; Savoie et al., 2008). Já, 

quando submetidos a condições de baixa temperatura ocorre diminuição do consumo 

alimentar em função da redução da taxa metabólica (Linløkken et al., 2010; Pang et al., 2011). 

Além do consumo, a temperatura também apresenta efeito sobre a digestibilidade dos 

alimentos, quando os animais são submetidos a condições fora da faixa ótima (Hardewig e 

Van Dijk, 2003; Kofuji et al., 2005). Esta resposta está relacionada a dois fatores principais: a 

alteração do tempo de trânsito gástrico intestinal (Sun e Chen, 2009; Miegel et al., 2010) e a 

atividade das enzimas digestivas (Hardewig e Van Dijk, 2003; Savoie et al., 2008; Bowyer et 

al., 2014).  

Durante a fase larval a temperatura também influencia o consumo de alimento e a 

eficiência de digestão (Johnston e Mathias, 1994; Legler et al., 2010; Baras et al., 2011; Ma et 

al 2014; Takata et al., 2014; McLeod e Clark, 2016). É provável que as diferentes espécies 

apresentem temperatura específica para ótima eficiência alimentar. Por exemplo, larvas de 

Seriola lalandi com 19 dias após a eclosão ingeriram maior quantidade de artêmia quando a 

temperatura da água estava em 25ºC em relação as temperaturas de 21 e 23 °C (Ma et al., 

2014). Além da ingestão, para espécies como Lepomis macrochirus e Perca flavescens as 

taxas de digestão ocorrem de forma acentuada a 22ºC comparados aos animais alimentados a 

7ºC (Legler et al., 2010). Por outro lado, estudos de alimentação por meio da avaliação do 

conteúdo estomacal de larvas podem contribuir com informações que melhorem a eficiência 

produtiva (Olsen et al., 2000; Ribeiro e Nuñer, 2008; Zhang et al., 2015), especificamente 

sobre o efeito da temperatura durante o período da primeira alimentação exógena (Legler et 

al., 2010; Ma et al., 2014), momento crítico da larvicultura em peixes (Lombardi e Gomes, 

2008; Menossi et al., 2012).  

O pacamã Lophiosilurus alexandri é uma espécie de água doce, pertencente a ordem 

dos Siluriformes que está entre os peixes endêmicos da bacia do Rio São Francisco na lista 

dos animais vulneráveis a extinção (ICMbio, 2016). Neste sentido, a espécie tem recebido 
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especial atenção em estudos para desenvolver tecnologia de produção de juvenis em 

larvicultura intensiva testando salinidade (Luz e Santos 2008; Santos e Luz, 2009), densidade 

de estocagem (López e Sampaio, 2000; Cordeiro et al., 2016) e o desenvolvimento de 

sistemas para a larvicultura (Pedreira et al., 2009; Melillo Filho et al., 2014). Além disso, está 

estabelecido que apesar do L. alexandri apresentar habito alimentar carnívoro, as larvas 

podem ser alimentadas com náuplios de artêmia como alimento vivo nos primeiros 15 dias de 

alimentação exógena, com a concentração de presas inicial entre 1300 a 1.600 náuplios de 

artêmia/larva/dia (Santos e Luz, 2009; Luz et al, 2011; Takata et al, 2014; Santos et al., 2015). 

No entanto, o efeito da temperatura na digestão em diferentes idades das larvas ainda não é 

conhecido para o L. alexandri.  

O objetivo deste estudo foi elucidar o efeito de diferentes temperaturas no consumo de 

alimento e a interação com o tempo para digestão em larvas de L. alexandri em diferentes 

idades. 

 

Material e Métodos 

O experimento foi realizado no Laboratório de Aquacultura da Universidade Federal 

de Minas Gerais (LAQUA), Brazil e foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de Animais 

da UFMG (protocolo 153/2013). 

 

Manutenção das larvas de peixes 

Larvas de L. alexandri foram obtidas por meio de reprodução natural no LAQUA. 

Neste estudo, as larvas foram mantidas em dois tanques de 30 L com renovação diária de 

água de 50% do volume total. As larvas mortas foram removidas para evitar o canibalismo. 

No início da alimentação exógena e durante o estudo as larvas foram alimentadas três vezes 

ao dia com náuplios de artêmia, seguindo o recomendado por Luz et al. (2011). A temperatura 

se manteve em 27,72 ± 0,36 °C, o pH  em 8,43 ± 0,09, o oxigênio dissolvido em 5,86 ± 0,34 

mg L
-1

, o nitrito inferior a 1 mg  L
-1

 e amônia total inferior a 0,2 mg L
-1

. A salinidade, pH 

(HI98129) e o oxigênio dissolvido (modelo HI9146) foram mensurados por medidor portátil 

digital Hanna®. Para análise da amônia total e nitrito foi utilizado Standard Methods (2005). 

 

 

 



94 
 

 
 

Ingestão e digestão do alimento vivo  

Para o experimento foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em esquema 

fatorial 4x4x8 (Tabela 1). Foram realizadas avaliações sobre a taxa de ingestão dos náuplios 

de artêmia por larvas L. alexandri em diferentes temperaturas: 23, 26, 29 e 32 °C. Para cada 

temperatura foram utilizadas larvas com oito dias após a eclosão (DPE) (primeiro dia da 

alimentação exógena, com 21,19 ± 1,03 mg e 14,01 ± 0,91 mm), 13 DPE (cinco dias de 

alimentação exógena, com 46,29 ± 8,64 mg e 18,06 ± 0,85 mm), 18 DPE  (décimo dia do 

alimentação exógena, com 81,96 ± 8,48 mg e 18,06 ± 0,85 mm) e 23 DPE (décimo quinto dia 

de alimentação exógena, com 150,28 ± 5,95 mg e 24,70 ± 0,38 mm). Para cada temperatura e 

idade, foram recolhidas amostras nos tempos de 5, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 300 minutos 

pós-alimentação.  

 

Tabela 1. Ilustração do desenho das unidades experimentais em esquema fatorial 4x4x8 

(idade, temperatura e tempo de avaliação do conteúdo estomacal). 

Tempo 

min 

Idade 

  
8 dias pós  

Eclosão   

13 dias pós 

eclosão   

18 dias pós 

eclosão 
  

23 dias pós 

eclosão 

 Temperatura °C 

  23 26 29 32  23 26 29 32  23 26 29 32  23 26 29 32 

5  x x x x  x x x x  x x x x  x x x x 

15  x x x x  x x x x  x x x x  x x x x 

30  x x x x  x x x x  x x x x  x x x x 

45  x x x x  x x x x  x x x x  x x x x 

60  x x x x  x x x x  x x x x  x x x x 

120  x x x x  x x x x  x x x x  x x x x 

180  x x x x  x x x x  x x x x  x x x x 

300   x x x x   x x x x   x x x x   x x x x 

 

Para as coletas, os animais foram mantidos em béqueres de 500 mL e estocados na 

densidade de 10 larvas por béquer. Cada béquer foi considerado uma unidade experimental e 

cada larva como uma repetição (n = 10 animais por idade, temperatura e tempo). Para cada 

idade, as larvas foram aclimatadas gradualmente a partir de 28 °C para as respectivas 

temperaturas (tratamentos), e este processo ocorreu 48 horas antes dos ensaios. Durante a 

aclimatação as larvas foram alimentadas três vezes ao dia com náuplios de artêmia até 
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saciedade aparente nas primeiras 24 h. Em seguida, a água foi trocada e nenhum alimento foi 

fornecido até o início dos testes. As exceções foram as larvas na primeira alimentação 

exógena (8 DPE), que não tiveram acesso a alimentação antes dos ensaios. Aeração artificial 

foi adicionada em cada unidade durante todo o período de experimento (teste de aclimatação e 

consumo) e a temperatura foi mantida constante através do uso de aquecedores de água com 

termostato (Atman


). Durante as observações o pH foi de 8,41 ± 0,13, o oxigênio dissolvido 

foi de 6,64 ± 0,34 mg L
-1

 e amônia total foi inferior a 0,25 mg L
-1

.  

As larvas foram alimentadas na proporção de 1.300 náuplios larva
-1

 para as idades de 

8 e 13 DPE; e 1950 náuplios larva
-1

 e 2.600 náuplios larva
-1

 para as larvas com 18 e 23 DPE, 

respectivamente (Luz et al. 2011). Para obtenção dos náuplios de artêmia, os cistos foram 

incubados a 28 ºC e com aeração durante 24 horas. No final de cada tempo de amostragem, as 

larvas foram sacrificadas em gelo e, posteriormente, fixadas em formalina 5%. As larvas 

foram usadas para determinar o número de náuplios ingeridos. O trato digestivo foi separado 

do corpo e aberto para se realizar a contagem dos náuplios de artêmia sob microscópio 

estereoscópico de acordo com metodologia de Olsen et al., (2000) e Ribeiro e Nuñer (2006). 

A avaliação da digestão dos náuplios de artêmia foi adaptado de Olsen et al. (2000). Neste 

caso, o alimento vivo foi classificado como sem sinais visíveis de digestão (ND) e 

parcialmente digerido (PD). O início da digestão dos náuplios de artêmia foi considerado 

quando uma parte da artêmia tinha desaparecido, tal como a antena, olho, exoesqueleto ou 

algum tecido do corpo. Já a digestão total foi atribuída quando não era possível identificar as 

estruturas e havia a pregença de uma massa homogênea. 

 

Estimativa do consumo em porcentagem do peso vivo e energia 

O peso seco de uma amostra de 100 náuplios foi determinado em balança analítica 

(Marte, modelo: AY220), após os indivíduos terem sido lavados com água destilada, secos a 

60 °C durante 24 h em estufa e mantidos em dessecador durante 1 hora (Vanhaecke e 

Sorgeloos, 1980). A energia bruta foi determinada utilizando bomba calorimétrica (modelo 

Parr 6200, Moline, IL, USA). Os consumos em função da porcentagem do peso vivo e energia 

foram estimados com base no peso seco dos náuplios e expressas em porcentagem do 

consumo em função do peso vivo das larvas e ingestão de energia em MJ.larva-
1
, 

respectivamente. 
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Estatística  

Os dados foram analisados usando ANOVA em esquema fatorial no programa Minitab 

(Versão, 2018). A comparação das médias nos desdobramentos das interações foi realizada 

utilizando o teste de Tukey (P<0,05) no programa R. Os procedimentos de avaliação da 

normalidade (Teste de Levene) e igualda das variâncias (Teste de Cramer-von Mises) foram 

testadas previamente. Todos os valores expressos em porcentagem foram transformados em 

arcoseno antes da comparação estatística. 

 

Resultados 

O número de náuplios de artêmia ingeridos, a taxa de digestão e o consumo em 

porcentagem do peso vivo das larvas de L. alexandri foram influenciados (P<0,01) pela 

temperatura, idade e tempo, assim como pela interação entre estes três fatores (Tabela 2). A 

diferença de consumo entre as idades ocorre a partir do tempo de 15 minutos paras as 

temperaturas de 23, 26 e 32°C, sendo esta diferença mais evidente a partir do tempo 30 min 

(Tabela 3). Esta resposta foi alterada pela interação com a temperatura, uma vez que para 29 

°C a diferença no consumo entre as idades ocorreu no tempo de 5 min, sendo necessário 

menor tempo de contato da larva com os náuplios de artêmia. Com 8 DPE, o consumo entre 

as temperaturas é semelhante para maioria das observações, com valores mais elevados para 

os tempos a partir de 45 minutos. Esta resposta começa a ser alterada com 13 DPE, onde é 

possível identificar o menor consumo a 23 °C, na maioria dos tempos, exceto 5, 15 e 300 

minutos. O efeito da temperatura é mais evidente nas idades de 18 e 23 DPE, sendo os 

maiores consumos predominantemente observados para a temperatura de 29 °C, entre os 

tempos de 5 e 60 minutos. Após o tempo de 60 minutos, nas idades de 18 e 23 DPE, para a 

temperatura de 29 ºC foi verificado valores mais baixos de consumo.  

Com 8 DPE o maior consumo de náuplios foi de 277,3±70,8, em 32 ºC e com tempo 

de 180 minutos (Tabela 3), equivalente a 0,11±0,03 MJ/larva de ingestão de energia. Com 13 

DPE o maior consumo de náuplios foi de 611,7±168,4, em 29 ºC e com tempo de 120 

minutos, equivalente a 0,25±0,07 MJ/larva de ingestão de energia. Com 18 DPE o maior 

consumo de náuplios foi de 747,2±240, em 32 ºC e com tempo de 180 minutos, equivalente 

0,30±0,10 MJ/larva de ingestão de energia. Com 23 DPE o maior consumo foi de 

606,9±165,8 em 32 ºC e com tempo de 180 minutos, equivalente a 0,24±0,06 MJ/larva de 

ingestão de energia. As maiores taxas de consumo em porcentagem do peso vivo das larvas 
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ocorreram com 8 DPE, no tempo de 180 minutos, em todas as temperaturas (Tabela 4). Ainda 

para as larvas com 8 DPE, entre os tempos de 5 a 300 minutos, os maiores valores para 

consumo em relação ao peso vivo foram verificados na temperatura de 32 °C. Esta resposta se 

repete para idade de 13 DPE, exceto para os tempos de 120 e 300 minutos. Já para as idades 

de 18 e 23 DPE, o comportamento da resposta é diferente, uma vez que o maior consumo em 

porcentagem do peso vivo ocorreu entre os tempos de 5 e 60 minutos para as larvas mantidas 

a 29 °C.  

 

Tabela 2. Valores de F para consumo de náuplios, taxa de digestão e consumo em 

porcentagem do peso vivo de larvas de L. alexandri em diferentes idades, temperaturas e 

tempos de coleta. 

Fatores 

Valor de F 

Náuplio 

ingerido 

Taxa de 

digestão 

% Peso  

vivo 

Temperatura 10,33** 204,31** 60,61** 

Idade 432,29** 213,88** 340,62** 

Tempo 128,88** 161,86** 181,35** 

Tempe. X Idade 6,23** 7,56** 24,66** 

Tempe. X Tempo 31,51** 18,01** 21,15** 

Idade X Tempo 14,72** 31,29** 18,63** 

Tempe. X Idade X Tempo 14,42** 8,05** 12,87** 

CV (%) 36,31 35,44 31,79  

**Efeito significativo (P<0,01). CV= Coeficiente de variação. 

 

Para as larvas com 8 DPE mantidas a 23 ºC, a digestão dos náuplios iniciou-se cerca 

de 30 minutos após a alimentação, enquanto nas demais temperaturas e idades, a digestão 

iniciou-se 5 minutos após a ingestão (Tabela 3).  Nas idades 13 e 18 DPE, a maior taxa de 

digestão entre os tempos de 5 e 60 minutos ocorreu para a temperatura de 29 e 32 °C. Para as 

larvas com 23 dias, a % de digestão é diferente entre as temperaturas a partir do tempo de 15 

minutos, sendo os maiores valores a 32°C. Entre 5 e 60 minutos, os valores mais elevados 

para taxa de náuplios digeridos foi verificado para as larvas com 18 dias após eclosão, 

principalmente para as temperaturas de 29 e 32 °C. Para os tempos de 120, 180  e 300 

minutos, a resposta foi alterada, sendo verificado redução do número de náuplios digeridos 

para as larvas com 18 DPE e aumento paras larvas com 8, 13 e 23 DPE.  
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Tabela 3. Desdobramento da interação temperatura, idade e tempo para consumo de náuplios de artêmia por larvas de L. alexandri em 

diferentes idades, temperaturas e tempo de coletas. Média (± desvio padrão). 

   8° Dia pós eclosão 

T 

(ºC) 
5 15 30 45 60 120 180 300 

23° 18,2±13,9aA
1
 28,2±18,9bB

1
 78,0±11,8aC

1
 87,0±28,8aC

1
 107±22,7aC

1
 123,8±25,1aC

1
 117,4±22,9bC

1
 91,9±32,9aC

1
 

26° 39,7±8,5aA
2
 127,0±16,1abA

12
 127,8±25,9aB

12
 112,0±11,7aC

12
 136,4±22,6aC

12
 156,8±31,0aB

12
 201,7±25,3abB

1
 111,1±39,0aB

12
 

29° 81,1±25,0aC
3
 103,0±34,9abB

12
 91,7±27,6aB

12
 147,6±17,8aB

12
 150,4±15,2aC

12
 164,4±48,8aB

12
 213,8±45,6abBa

1
 170,22±43,3aB

12
 

32° 87,5±16,8aA
2
 143,1±41,9aA

2
 94,3±26,8aC

2
 155,7±20,4aC

12
 183,7±43,1aB

12
 190,6±22,7aB

12
 277,3±70,8aD

1
 152,1±72,4aB

12
 

13° Dia pós eclosão 

23° 98,0±32,0aA
2
 132,0±28,0aAB

2
 130,2±48,8bBC

2
 163,0±64,0bBC

12
 178,4±43,2bBC

12
 224,9±48,5cBC

12
 191± 82,5bC

12
 222,0±127,3aB

1
 

26° 97,2±32,4aA
3
 176,2±20,2aA2

3
 169,2±32,8abB

23
 252,9±33,9aB

2
 234,2±31,5abB

2
 417±162,5bAA

1
 216,2±37,5bB

23
 118,1±69,2bB

3
 

29° 114,2±17,4aC
45

 172,6±48,9aB3
4
 228,0±53,4abB

34
 303,5±52,2aB2

34
 290,7±57,7aB2

3
 611,7±168,4aB

1
 357,9±30,9aA

2
 87,8±64,6bB

5
 

32° 99,9±11,6aA
3
 162,6±32,9aA

23
 282,2±28,6aBC

12
 276,7±39,7aBC

12
 289,0±39,6abB

12
 271,1±67,8cB

12
 400±102,4aC

1
 102,2±97,8bB

3
 

                               18° Dia pós eclosão 

23° 75,5±11,5bA
5
 134,1±28,9bAB

45
 196,4±26,2bB

345
 232,0±71,1bB

23
 255,2±53,5cB

123
 315,9±107,3bB

12
 381,6±108,8dB

2
 721,1±112,4aA

1
 

26° 47,4±31,9bA
4
 130,3±66,8bA

34
 199,9±51,2bAB

23
 240,9±46,5bB

23
 317,1±112,8cB

2
 491,9±69,2aA

1
 502,2±113,3cA

1
 614,6±188,2aA

1
 

29° 268,1±27,4aB
3
 416,0±31,1aA

2
 544,4±79,9aA

12
 530,0±99,63aA

12
 584,6±41,9aA

1
 242,7±85,4bB

34
 98,5±33,1bC

5
 115,2±16,0bB

45
 

32° 35,0±28,2bA
6
 61,4±35,1bA

56
 177,5±59,5bB

45
 231,6±103,5bB

4
 510,1±61,7bA

23
 652,7±177,9aA

2
 747,2±240,1aA

1
 363,4±132,2cA

3
 

    23° Dia pós eclosão 

23° 85,4±20,5bA
4
 171,9±53,1bA

4
 329,4±26,5bA

3
 372,0±74,5bA

3
 539,3±95,8aA

2
 582,1±144,6aA

2
 636,8±248,8aA

12
 767,4±276,8aA

1
 

26° 40,8±30,2bA
4
 83,1±51,4bA

4
 309,7±46,8bA

3
 409,3±98,9bA

23
 508,3±100,2aA

2
 508,0±169,7aA

12
 529,0±141,4aA

12
 591,6±120,6aA

1
 

29° 407,2±63,8aA
23

 483,8±65,6aA
12

 563,0±106,7aA
1
 525,2±65,5aA

12
 470,6±77,5aA

12
 262,7±127,6bB

4
 119,9±141,6bBC

5
 317,7±137,2bA

34
 

32° 52,9±17,0bA
4
 99,3±71,6bA

4
 394,8±107,5bA

3
 449,6±56,2abA

23
 488,0±73,2aA

123
 549,9±99,8aA

12
 606,9±165,8aB

1
 432,9±117,8aA

23
 

Letras minúsculas na vertical representam o efeito da temperatura em cada nível dos fatores idade e tempo; Letras maiúsculas na vertical 

representam o efeito da idade em cada nível dos fatores temperatura e tempo; Números sobrescrito na horizontal representam o efeito do 

tempo em cada nível dos fatores temperatura e idade. Teste de Tukey (P<0,05). 
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Tabela 4. Desdobramento da interação temperatura, idade e tempo para consumo em porcentagem do peso vivo para larvas de L. alexandri 

em diferentes idades, temperaturas e tempo de coletas. Média (± desvio padrão). 

T (°C) 
8° Dia pós eclosão 

5 15 30 45 60 120 180 300 

23 0,18±0,14bA
3
 0,27±0,17cAB

3
 0,79±0,11bA

2
 0,86±0,29bA

12
 1,10±0,21cA

12
 1,22±0,26cA

1
 1,15±0,24cA

12
 0,91±0,33bC

12
 

26 0,39±0,08bA
4
 1,26±0,16abA

23
 1,24±0,25aA

23
 1,11±0,11bA

3
 1,35±0,21bcA

23
 1,55±0,31bcB

2
 2,00±0,25bA

1
 1,16±0,36bA

3
 

29 0,79±0,17aA
3
 1,05±0,33bA

3
 0,91±0,27bB

3
 1,43±0,16aA

2
 1,49±0,14abA

2
 1,62±0,48abB

2
 2,14±0,47bA

1
 1,75±0,38aA

2
 

32 0,85±0,15aA
4
 1,42±0,39aA

3
 0,93±0,27abA

4
 1,57±0,19aA

23
 1,85±0,44aA

2
 1,91±0,23aA

2
 2,73±0,70aA

1
 1,55±0,74aA

23
 

  13° Dia pós eclosão 

23 0,44±0,15aA
4
 0,60±0,12aA

34
 0,60±0,23bA

34
 0,74±0,27bAB

234
 0,80±0,21bAB

234
 1,13±0,70cAB

12
 0,95±0,60bA

123
 1,28±0,59aAB

1
 

26 0,44±0,16aA
3
 0,80±0,16aB

23
 0,79±0,13bB

23
 1,13±0,16abA

2
 1,14±0,11aA

2
 1,99±0,71bA

1
 0,99±0,18bBC

2
 0,51±0,28bBC

3
 

29 0,52±0,08aA
56

 0,78±0,23aAB4
56

 0,88±0,28bB
45

 1,02±0,25aBC
34

 1,38±0,25aA
23

 2,85±0,77aA
1
 1,65±0,13aB

2
 0,41±0,17bB

6
 

32 0,44±0,05aB3 0,74±0,16aB
3
 1,30±0,11aB

2
 1,25±0,19aA

2
 1,31±0,18aB

2
 1,24±0,32cB

2
 1,81±0,46aB

1
 0,46±0,31bB

3
 

  18° Dia pós eclosão 

23 0,19±0,03bA
5
 0,34±0,08bAB

45
 0,49±0,06bA

345
 0,59±0,18bAB

234
 0,65±0,14bB

234
 0,81±0,28bB

23
 1,01±0,28bA

2
 1,85±0,25aA

1
 

26 0,13±0,07bAB
4
 0,33±0,18bC3

4
 0,50±0,13bBC

234
 0,62±0,13bB

23
 0,80±0,30bB

2
 1,25±0,18aB

1
 1,30±0,31bB

1
 1,59±0,51aB

1
 

29 0,65±0,19aA
34

 1,07±0,26aA
23

 1,42±0,26aA
12

 1,33±0,37aAB
12

 1,49±0,63aA
1
 0,66±0,74b

45
 0,26±0,41cC

5
 0,29±0,13cB

45
 

32 0,09±0,06bC5 0,15±0,09bC
5
 0,45±0,16bC

45
 0,63±0,26bB

34
 1,24±0,41aB

2
 1,30±0,17aB

2
 1,94±0,66aB

1
 0,90±0,33bBC

23
 

  23 Dia pós eclosão 

23 0,12±0,03bA
5
 0,24±0,08bB

45
 0,46±0,04abA

345
 0,52±0,11aB

234
 0,75±0,14aAB

123
 0,81±0,2aB

123
 0,90±0,37aA

12
 1,07±0,39aBC

1
 

26 0,06±0,04bB
3
 0,12±0,08bC

3
 0,43±0,07bC

23
 0,57±0,14aB

12
 0,62±0,24aB

12
 0,72±0,15aC

12
 0,74±0,18aC

12
 0,84±0,18abC

1
 

29 0,55±0,19aA
12

 0,67±0,18aB
12

 0,76±0,19aB
1
 0,69±0,20aC

12
 0,73±0,20aB

12
 0,39±0,40b

23
 0,17±0,12bC

3
 0,42±0,25cB

123
 

32 0,07±0,03bC
2
 0,14±0,10bC

2
 0,55±0,16abC

1
 0,63±0,08aB

1
 0,68±0,08aC

1
 0,77±,15aC

1
 0,85±0,22aC

1
 0,63±0,15bcC

1
 

Letras minúsculas na vertical representam o efeito da temperatura em cada nível dos fatores idade e tempo; Letras maiúsculas na vertical 

representam o efeito da idade em cada nível dos fatores temperatura e tempo; Números sobrescrito na horizontal representam o efeito do 

tempo em cada nível dos fatores temperatura e idade. Teste de Tukey (P<0,05). 
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Tabela 5. Desdobramento da interação temperatura, idade e tempo para taxa de digestão de náuplios de artêmia por larvas de L. alexandri 

em diferentes idades, temperaturas e tempo de coletas. Média (± desvio padrão). 

T (°C) 
8° Dia pós eclosão 

5 15 30 45 60 120 180 300 

23 0,00±0,00aB
2
 0,00±0,00aB

2
 4,70±1,45bA

12
 9,08±1,39aB

12
 8,74±1,68bC

12
 8,96±1,57bB

12
 12,62±5,02bB

1
 14,39±4,72bB

1
 

26 2,87±1,93aB
2
 4,17±1,28aB

2
 7,14±6,61bB

12
 12,02±5,25aB

12
 13,88±9,98abB

12
 12,55±2,79bC

12
 15,52±6,24bB

1
 14,86±8,21bC

1
 

29 4,38±3,66aC
3
 5,61±4,27aC

23
 17,42±4,23aB

1
 12,34±2,34aC

123
 12,49±2,69abC

123
 15,03±7,23abB

123
 15,43±4,68bB

12
 19,10±2,18bB

1
 

32 3,61±2,01aB
3
 4,75±1,62aB

3
 20,22±8,52aA

2
 17,06±3,52aB

2
 21,03±2,90aB

2
 21,01±8,69aC

2
 33,30±7,06aB

1
 41,22±26,59aB

1
 

  13° Dia pós eclosão 

23 0,55±1,15aAB
3
 7,10±3,07aAB

3
 9,29±2,23bA

23
 21,08±4,48abA

1
 20,59±13,47bcB

12
 23,99±9,88dA

1
 27,88±30,53cA

1
 28,56±8,07cA

1
 

26 3,56±1,97aAB
4
 13,29±1,20aAB

34
 16,49±2,97abAB

3
 14,66±4,94bB

3
 18,70±5,26cB

3
 65,44±9,35aA

1
 16,04±4,03dB

3
 41,18±35,35cA

2
 

29 3,22±2,18aC
4
 8,19±3,17aC

4
 11,63±3,70bB

4
 23,82±8,54aAB

3
 28,25±6,81abAB

3
 34,04±8,58cA

3
 47,02±2,36bA

2
 96,49±7,02aA

1
 

32 9,52±3,34aAB
6
 14,20±5,03aAB

56
 22,88±7,08aA

45
 24,64±5,60aAB

34
 35,35±6,87aA

3
 49,51±4,54bA

2
 53,53±2,73aA

2
 94,06±9,93aA

1
 

  18° Dia pós eclosão 

23 9,58±2,35bA
4
 11,45±3,35cA

34
 13,63±2,49cA

34
 21,01±6,63aA

123
 27,22±11,62aA

12
 25,69±10,05abA

12
 28,54±10,37aA

1
 18,28±10,55bB

234
 

26 11,40±5,96bAB
3
 20,25±11,45bcA

23
 20,04±7,21bcA

23
 25,84±3,92aA

12
 34,66±5,67aA

1
 30,57±3,56aB

12
 29,83±5,28aA

12
 25,34±4,28bB

12
 

29 30,96±6,22aA
12

 30,49±5,84aA
12

 30,47±5,81aA
123

 27,74±5,19aA
1234

 33,95±9,94aA
1
 21,03±15,42bB

34
 17,02±8,35bB

4
 20,74±5,59bB

234
 

32 18,68±7,70bA
5
 21,18±6,73bA

45
 23,99±4,82abA

45
 28,92±5,37aA

234
 36,78±25,13aA

12
 23,86±5,46bBC

345
 35,47±12,07aB

23
 46,95±8,36aB

1
 

  23° Dia pós eclosão 

23 5,96±3,35aAB
2
 7,58±1,62bAB

12
 10,04±2,65cA

12
 10,10±3,26bB

12
 18,18±2,63bB

1
 17,36±3,79bAB

1
 17,00±6,45bB

1
 16,82±6,23bB

12
 

26 12,58±7,58aA
1
 15,51±3,42abAB

1
 21,14±6,02abA

1
 14,15±4,47bB

1
 14,10±3,90bB

1
 17,15±7,78bC

1
 17,36±5,43bB

1
 16,92±4,92bBC

1
 

29 14,13±4,30aB
1
 18,30±6,73aB

1
 14,44±5,35bcB

1
 17,33±3,07bBC

1
 20,64±8,26abBC

1
 18,30±8,55bB

1
 21,48±4,77bB

1
 23,88±4,71bB

1
 

32 14,54±1,41aA
4
 21,61±4,06aA

34
 26,79±9,03aA

23
 26,40±7,34aA

23
 31,16±9,91aA

23
 31,31±6,85aB

23
 33,32±6,65aB

2
 43,09±8,20aB

1
 

Letras minúsculas na vertical representam o efeito da temperatura em cada nível dos fatores idade e tempo; Letras maiúsculas na vertical 

representam o efeito da idade em cada nível dos fatores temperatura e tempo; Números sobrescrito na horizontal representam o efeito do 

tempo em cada nível dos fatores temperatura e idade. Teste de Tukey (P<0,05). 
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Nas figuras 1, 2 e 3 são apresentadas as tendências dos resultados para o total de 

náuplios ingerido, consumo em porcentagem do peso vivo e taxa de digestão, 

respectivamente, em função da interação temperatura, idade e tempo. O consumo de 

náuplios aumentou em função da idade. O máximo consumo foi observado para os 

tempos entre 60 e 180 minutos. Os maiores consumos em porcentagem do peso vivo 

foram obtidos para as larvas com 8 DPE, em função dos tempos de coleta, quando a 

temperatura estava em 29 e 32 °C.  Aumento da taxa de digestão ocorreu em função da 

elevação da temperatura e tempo pós alimentação. A maior taxa de digestão ocorreu 

para a idade de 13 DPE na temperatura de 32 ºC e tempo de 300 minutos. As constantes 

das equações de predições que descrevem a interação entre os fatores foram altamente 

significativas (P<0,01) e são descritas a seguir.  

Consumo de náuplios = - 194 + 4,65.Temperatura + 17,9.Idade + 0,614.Tempo 

Cons. % do peso vivo = 0,622 + 0,0306.Temperatura - 0,0461.Idade + 0,00172.Tempo 

Taxa de náuplios digeridos = - 35,1 + 1,60.Temperatura + 0,338.Idade + 0,0757.Tempo 

 

 

 

Figura 1. Interação entre temperatura, idade e tempo para consumo total de náuplios de 

artêmia por larvas de L. alexandri. (A) Interação temperatura x idade. (B) Interação 

temperatura x tempo. (C) Interação idade x tempo.  

 

 



102 
 

 
 

 

Figura 2. Interação entre temperatura, idade e tempo para taxa de consumo em 

porcentagem do peso vivo para larvas de L. alexandri. (A) Interação temperatura x 

idade. (B) Interação temperatura x tempo. (C) Interação idade x tempo.  

 

 

Figura 3. Interação entre temperatura, idade e tempo para taxa de náuplios digeridos 

para larvas de L. alexandri. (A) Interação temperatura x idade. (B) Interação 

temperatura x tempo. (C) Interação idade x tempo.  
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Discussão  

A temperatura, idade e tempo apresentaram efeito de interação no consumo, 

consumo em porcentagem do peso vivo e taxa de digestão dos náuplios de artêmia. O 

efeito da temperatura é mais evidente nas idades de 18 e 23 DPE, com maiores 

consumos predominantemente observados em 29 °C, entre os tempos de 5 e 60 minutos. 

Este resultado é consistente com o relatado previamente em outro estudo para o L. 

alexandri, sendo recomendado temperaturas entre 29-32 °C para a alimentação durante 

os primeiros 15 dias de alimentação exógena para melhor desempenho (Takata et al., 

2014).  

Em função do aumento da idade e da temperatura há redução do tempo 

necessário para atingir a maior taxa de náuplios digeridos. Além disso, foi possível 

estimar com base no consumo de náuplios de artêmia que as larvas com 18 DPE são 

capazes de ingerir até 1,94±0,66 % do peso vivo e 0,30±0,10 MJ/larva de energia 

quando a temperatura foi mantida a 32 °C. A elevação da temperatura da água 

geralmente promove o aumento da demanda energética para manter o metabolismo 

(Pang et al., 2011; Fu et al., 2011). Assim, taxas de alimentação altas são normalmente 

necessárias para atender o requerimento em energia (Buentello et al., 2000).  Similar ao 

presente estudo, a temperatura afetou o consumo de presas em traíras (Hoplias 

mnalabaricus) com redução à 14, 18 e 34 ºC em relação a temperatura de 30 ºC, 

apresentando um comportamento típico de espécies neotropicais (Petry et al., 2006). A 

redução nos níveis de alimentação em temperaturas reduzidas é uma das consequências 

do estresse pelo frio observado para as espécies Piaractus mesopotamicus (Dias-

Koberstein et al., 2004), Lates calcarifer (Katersky e Carter, 2005; Bermudes et al., 

2010), Amphiprion clarkii (Le et al., 2011) e Cyprinus carpio (Oyugi et al., 2012). 

 O consumo em relação ao peso vivo das larvas de L. alexandri apresentou 

comportamento diferente ao observado para o consumo de náuplios de artêmia. As 

temperaturas de 29 e 32 °C também proporcionaram as maiores taxas de ingestão. No 

entanto, as larvas com 8 DPE foram as que ingeriram a maior porcentagem do peso vivo 

quando comparado com as larvas com 13, 18 e 23 DPE. É conhecido que em larvas de 

peixes, a taxa de alimentação em relação ao peso vivo normalmente reduz com o 

aumento da idade (Deng et al., 2003). Por outro lado, é provável que neste estudo a 

diminuição da ingestão em relação ao peso vivo também ocorreu em função da redução 

da atratividade dos náuplios de artêmia, uma vez que o tamanho da larva do L. 

alexandri aumentou de 14,01 ± 0,91 mm com 8 DPE para 24,70 ± 0,38 mm com 23 
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DPE. Esta hipótese é sustentada pelo fato de apesar da disponibilidade de náuplios ter 

sido aumentada entre as fases, o tamanho do náuplio de artêmia foi o mesmo. Se sabe 

que o tamanho do predador em relação a presa é um importante fator determinante do 

sucesso de captura do alimento (Olsen et al., 2000; Legler et al., 2010).  

No primeiro dia de alimentação as larvas de L. alexandri alimentadas na 

temperatura de 23 ºC iniciam a digestão dos náuplios de artêmia cerca de 30 minutos 

após a ingestão. Nas demais temperaturas, o processo de digestão iniciou-se a partir de 

cinco minutos. Já no quinto dia de alimentação exógena, as larvas de L. alexandri 

iniciaram o processo de digestão dos náuplios de artêmia cerca de cinco minutos após a 

alimentação em todas as temperaturas testadas. Segundo Guimarães-Cruz et al. (2009) 

no momento da primeira alimentação exógena, as larvas de L. alexandri já apresentam 

esôfago, estômago, pâncreas, fígado e intestino com mucosa dobrada e células 

caliciformes, no entanto não se sabe ao certo sobre a real funcionalidade destas 

estruturas à nível enzimático. O presente estudo demonstra que no momento da primeira 

alimentação exógena as larvas já apresentam capacidade digestória dos náuplios de 

artêmia, com aceleração do processo digestivo nas temperaturas mais elevadas. 

A digestão torna-se mais acentuada no decorrer do tempo a 29 ºC e 32 ºC, para 

todas as idades indicando que, nestas temperaturas, as larvas de L. alexandri são 

capazes de ingerir os náuplios e realizar a digestão ao mesmo tempo, contrário às larvas 

mantidas a 23 ºC e 26 ºC que acumulam os náuplios no estômago em função do baixo 

metabolismo para  digestão. Este comportamento explica a grande quantidade de 

náuplios encontrados no tempo de 300 minutos, para as larvas com 13, 18 e 23 DPE nas 

temperaturas de 23 ºC e 26 ºC. Em peixes, a atividade enzimática digestiva (Kofuji et 

al.,2005) e a digestibilidade dos alimentos é afetada pela temperatura (Katersky e 

Carter, 2005; Legler et al., 2010), podendo assim explicar os resultados do presente 

trabalho para as larvas mantidas 23º e 26ºC. O efeito negativo da temperatura está 

associado à redução da atividade enzimática de proteases, tripsina e quimiotripsina, 

lipase, alfa-amilase, enzimas glicolíticas e aspartato aminotransferase (AST) (Van Dijk 

et al., 2002; Hardewig e Van Dijk, 2003; Kofuji et al., 2005; Savoie et al., 2008; 

Bowyer et al., 2014) tornando o processo de digestão mais lento. Segundo Ibarz et al. 

(2010), a redução nos processos de digestão em temperaturas reduzidas também pode 

ocorrer devido ao desequilíbrio de íons plasmáticos e redução da atividade de Na
+
/K

+
 -

ATPase no intestino. Além disso, já foi previamente relatado que a temperatura afeta a 

velocidade de passagem da digesta e, consequentemente, o tempo de digestão do 
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alimento (Sun e Chen, 2009; Pang et al., 2011). Por exemplo, em juvenis de Salmo 

salar a taxa de esvaziamento estomacau ocorreu de forma acentuada quando os animais 

foram alimentados a 18 ºC, de modo à proporção de refeição que permanece no 

estômago diminuir de 100 para menos de 5% após 24 horas, enquanto nos animais 

alimentados a 6 ºC esta proporção de alimento no estômago estava em torno de 50% 

(Handeland et al., 2008). Em Seriola lalandi o processo completo de digestão do 

alimento dura cerca de 12 a 16 horas quando os animais são mantidos a temperatura de 

20,8 ºC e de 36 á 48 horas quando a temperatura é reduzida para 12,6 ºC (Miegel et al. 

2010). Para espécies como Lepomis macrochirus e Perca flavescens as taxas de 

digestão ocorrem de forma acentuada a 22ºC comparados aos animais alimentados a 

7ºC, onde a digesta permaneceu intacta (Legler et al., 2010).  

 

Conclusões 

O consumo de náuplios de artemia e a taxa de digestão em larvas de L. alexandri 

de diferentes idades ocorre de forma mais acentuada entre os tempos de 5 e 60 minutos 

quando a temperatura da água está em 29 °C. O consumo em porcentagem do peso vivo 

é mais elevado nas fases iniciais de alimentação. Em função do aumento da idade e da 

temperatura há redução do tempo necessário para atingir a maior taxa de náuplios 

digeridos. As temperaturas de 29 e 32 ºC foram as que proporcionaram os resultados 

mais satisfatórios para consumo de náuplios de artemia, consumo em porcentagem do 

peso vivo e a taxa de digestão em larvas de L. alexandri de diferentes idades, em função 

do tempo de coleta pós alimentação.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

O presente estudo constatou que o aumento da temperatura média da água de 

24,4 °C para 29,0 °C estimulou a reprodução de L. alexandri sob condições controladas 

com resposta satisfatória para número de ovos, taxa de eclosão e sobrevivência das 

larvas.  

Em trabalhos futuros, a utilização de maior número de coletas de sangue 

distribuídas em intervalos mais curtos, poderá ajudar a elucidar a dinâmica dos 

esteroides sexuais em reprodutores. Além disso, o manejo alimentar dos reprodutores 

não está completamente definido para o L. alexandri, principalmente em relação ao 

efeito da composição da dieta, frequência e taxa alimentar. 

Com a análise do comportamento foi possível elaborar o primeiro etograma de 

comportamento reprodutivo para espécie. O comportamento dos reprodutores foi 

dividido em quatro categorias: inatividade; locomoção; comportamento de corte; 

comportamento reprodutivo. 

A análise de Ressonância Magnética Nuclear demostrou ser uma técnica com 

potencial na avaliação das respostas fisiológicas em função da variação de fatores 

ambientais. Em estudos futuros, a otimização de procedimentos de extração de 

metabólicos do soro e de diferentes tecidos, possibilitará obter maiores informações 

sobre metabolômica em L. alexandri. 

Neste experimento foi possível determinar o padrão de consumo e digestão das 

larvas, informação que contribuirá para a melhoria do protocolo de larvicultura da 

espécie. A utilização das temperaturas de 29 e 32 °C no início da alimentação exógena 

mostrou-se vantajoso, por proporcionar o aumento do consumo alimentar e eficiência de 

digestão. 

 

 

 

 

 

 

 


