UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE JUVENIS DE PIRACANJUBA (Brycon
orbignyanus) SUBMETIDOS EM DIFERENTES TEMPERATURAS

BRUNO DA SILVA PIRES
Tecnologo em Aquicultura/UNIPAMPA

Dissertacdo apresentada como um dos requisitos a obtencao do Grau de
Mestre em Zootecnia
Area de concentracao: Producédo Animal

Porto Alegre (RS), Brasil,
Marcgo de 2019.



CIP - Catalogagao na Publicagao

Fires, Bruno da Silwva

Bespostas fisioldgicas de juvenis de piracanjuba
(Brycon orbignyanus) submetidos em diferentes
te)méﬁr;turas J Bruno da Silva Pires. -- 20185,

Orientador: Danilo Pedro Streit Jr..

Disaertagﬁc (Mestrade) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Agroncmia, Programa de
Pda-Graduaglc em ﬁnatecnia, Portoc Alegre, BR-RS, 2019,

1. Piracnnauhn {Er'i'cnn crbignyanus). 2.
Temparatura. 3. Fisiolegia. I. Streit Jr., Danile
Pedro, orient. II. Tituls.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a)




Bruno da Silva Pires
Tecndlogo em Aguicultura

DISSERTAGAO

Submetida como parte dos requisitos
para obtengdo do Grau de

MESTRE EM ZOOTECNIA

Programa de POs-Graduagdo em Zootecnia
Faculdade de Agronomia
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Porto Alegre (RS), Brasil

Aprovada em: 22/03/2019 Homologado em: 32/05-/20‘9
Pela Banca Ex adora Por
P
— ; A
DANILO PEDRO STREIT JR. DANILO 0 STREIT JR.
PPG Rootecnia/UFRGS Coordenador do Programa de
Orientador POs-Graduacdo em Zootecnia

UF

Leandro Cesarf de oy
UFRGS

Ulhu.m\-\-é;d&u\\(u
Alessandra Sayu Kikuchi Tamajusuku Neis
UNIPAMPA

BISSANI
ldade de Agronomia

CARLOS
Diretor



AGRADECIMENTOS

Ao meu pai Madi dos Santos Pires, a minha mae Santa Lurdes da Silva Pires e
a minha irm& Rubia da Silva Pires, por todo apoio e incentivo para conquistar
todos 0s meus objetivos

Ao primo Vanderli por toda ajuda e por abri as portas da sua casa durante o
periodo de selecao e mudanca

Ao meu tio Jorge Tadeu, pelo exemplo, incentivo e ajuda durante todo o meu
trajeto académico

Ao meu orientador professor Dr. Danilo Pedro Streit Jr. Por ter me aceito como
orientado e por abrir as portas do seu grupo para mim

Ao professor Dr. Rafael Lazzari, o técnico do laboratério de piscicultura da
UFSM campus Palmeiras das Missdes Dr, Juliano Uczay, e aos seus alunos,
pela ajuda e discussao das analises bioquimicas deste trabalho

Ao professor Dr. Fabio e a técnica Janaina, do laboratério de patologia
odontologica da PUC-RS, pela confeccéo das Iaminas histoldgicas do presente
trabalho

Aos professores Dra. Alessandra Neis, Dr. Leandro Godoy e Dr. Rafael Lazzari,
por aceitarem fazer parte da banca de avaliagcdo de mestrado

Aos colegas do grupo Aguam, pelo convivio e momentos de descontracéo
externos ao labaratorio

Aos amigos da Housing 170 pelo convivio e momentos de descontracao
durante o meu periodo de mestrado

Ao programa de pos-graduacdo em zootecnia da UFRGS,pelo aprendizado e
por permitir concluir mais esta etapa da minha formacéao

A CAPES pela concecao da bolsa de mestrado

A BAESA e a ENERCAN, pelo auxilio financeiro para a realizacdo do presente
trabalho

Enfim, & todos que de alguma forma me auxiliaram e apoiaram durante mais
esta etapa da minha formacao académica, fica aqui o meu

MUITO OBRIGADO!!!!



RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE JUVENIS DE PIRACANJUBA (Brycon
orbgynianus) SUBMETIDOS EM DIFERENTES TEMPERATURAS!

Autor: Bruno da Silva Pires
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.

Resumo - A piracanjuba (Brycon orbgynianus), € uma espécie nativa que por
diferentes influéncias antrépicas, encontra-se ameacada de extingdo. Diante
disto, estudos para melhorar as condicbes de criacdo ex situ para fins de
conservacao da espécie sdo de grande importancia. Um dos principais fatores
ambientais que agem sobre 0s peixes é a temperatura, devido a caracteristica
ectotermica destes animais, porem nao se tem nenhum estudo sobre os efeitos
da temperatura nesta espécie. Este estudo foi realizado com o objetivo de
avaliar os efeitos de diferentes temperaturas sobre o desempenho zootécnico e
a fisiologia de juvenis de piracanjuba. Para isso foram utilizados 600 juvenis de
piracanjuba, com peso médio de 4,47 g e 7,35 cm de comprimento total,
divididos em oito unidades experimentais, submetidos & quatro diferentes
temperaturas (20°, 23°, 26° e 29° C), totalizando quatro tratamentos com duas
repeticbes, durante um periodo experimental de 120 dias. Foram avaliados o
desempenho zootécnico, metabolismo e danos no figado dos juvenis. A cada
30 dias foram realizados biometrias de 20 peixes, 0os quais foram anestesiados
e mensurados 0 peso, 0 comprimento total e o comprimento padrdo. Também
foi coletado o figado de 10 peixes para as analises metabdlicas e avaliacdo dos
danos hepaticos. Devido ao aumento do metabolismo ocasionado pelo
aumento da temperatura, os juvenis submetidos as maiores temperaturas
apresentaram os melhores resultados para desempenho zootécnico. Também,
foram observadas mudancas no perfil metabdlico hepético dos peixes. Houve
reducdo da glicose hepatica nos peixes mantidos na menor temperatura e
aumento nos demais tratamentos, com reducdo da proteina hepatica e do
lactato a medida que aumentou a temperatura da agua, sinalizando uma
alteracdo no metabolismo anaerdbico dos peixes. Também foi observado
aumento das células hepéticas, demonstrando maior concentracdo de
glicogénio e contrastando com o aumento do metabolismo dos peixes.
Entretanto, mesmo com as mudan¢as no metabolismo e com o aumento das
células hepaticas, ndo houve comprometimento no desempenho zootécnico
dos peixes. Concluimos que a piracanjuba apresenta boa adaptacdo a
amplitude térmica entre 20° e 29° C, sem comprometer o seu desempenho e
adaptando o seu metabolismo, tanto aerébico quanto anaerdbico.

Palavras-chave: Desempenho zootécnico; metabolismo anaerdbico; danos
hepaticos.

! Dissertagdo de Mestrado — Produgdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (62 p.)
Marco, 2019.



PHYSIOLOGICAL RESPONSES IN PIRACANJUBA (Brycon orbgynianus)
JUVENILES SUBMITTED TO DIFFERENT TEMPERATURES!

Author: Bruno da Silva Pires
Advisor: Danilo Pedro Streit Jr.

Abstract — Piracanjuba (Brycon orbgynianus), is a native species that is
endangered due to different anthropic influences. Thereby, studies to improve
the ex situ breeding conditions for conservation purposes are of great
importance. One of the main environmental factors that affects fish is the
temperature, due to the ectothermal characteristics of these animals, but no
study has been done on the effects of temperature on this species. This study
was carried out with the objective of evaluating the effects of different
temperatures on the zootechnical performance and the physiology of juveniles
piracanjuba. For this, 600 juveniles were used, with an average weight of 4.47 g
and 7.35 cm in length, divided in eight experimental units, submitted to four
different temperatures (20, 23, 26 and 29 ° C), totaling four treatments with two
replicates, over an experimental period of 120 days. The zootechnical
performance, metabolism and liver damage were evaluated. Every 30 days
biometrics of 20 fish were performed, which were anesthetized and measured
the weight, total length and standard length. The liver of 10 fish was also
collected for metabolic analysis and assessment of liver damage. Due to the
increased metabolism caused by the temperature increase, the juveniles
submitted to higher temperatures presented the best results for zootechnical
performance. Also, changes in the hepatic metabolic profile of the fish were
observed. There was a reduction in liver glucose in fish kept at the lowest
temperature and an increase in other treatments, with a reduction in hepatic
protein and lactate as water temperature increased, signaling a change in fish
anaerobic metabolism. It was also observed an increase in hepatic cells,
demonstrating a higher concentration of glycogen and contrasting with the
increase in fish metabolism. However, even with changes in metabolism and
with hepatic cell growth, there was no compromise in the fish performance. We
conclude that piracanjuba presents good adaptation to the thermal amplitude
between 20 ° and 29 ° C, without compromising its performance and adapting
its metabolism, both aerobic and anaerobic.

Keywords: Growth performance; anaerobic metabolism; liver damage.

1 Science Masters dissertation, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (62 p.) March, 2019.
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Introducéo

A piracanjuba (Brycon orbgynianus) € uma espécie endémica das bacias
dos rios Uruguai e Paraguai (Zaniboni Filho et al. 2006) anteriormente
considerada um importante recurso pesqueiro devido a sua carne de boa
gualidade (SANTAMARIA & ANTUNES, 1999) e por ter um comportamento
bastante agressivo na pesca esportiva (Ceccarelli et al., 2005). Esta espécie
também apresenta boas caracteristicas para cultivo, como, adaptacdo & racao
e aproveitamento de ingredientes de origem vegetal (Garcia, et al. 1999), e
bons indices de rendimento de suas partes comestiveis (Freato, 2005).
Entretanto, atualmente esta espécie encontra-se ameacada de extingdo devido
a diferentes fatores antrépicos (Agostinho et al., 2005). Desta forma, trabalhos
sobre a sua diversidade genética (Lopera-Barrero et al., 2010), manejo
reprodutivo (Lopera-Barrero et al, 2014) e conservagao de gametas (Chiacchio
et al. 2017) e embrides (Paes et al. 2014), estdo sendo realizados para mitigar
0s impactos causados sobre as suas populacdes naturais, e conservar a
espécie. Por outro lado, estudos sobre a sua fisiologia sdo muito incipientes.

A temperatura é um fator ambiental muito importante para os peixes,
pois a maioria das espécies sao ectotérmicas e que dependem da temperatura
ambiente para o funcionamento do seu organismo. Segundo Baldisserotto
(2009), a temperatura age sobre os tecidos, células e moléculas dos peixes,
aumentando a cinética e o ponto de equilibrio das reacdes, através das
ligacbes fracas intra e intermoleculares. Este processo fisioloégico pode
influenciar todo o seu desenvolvimento embrionario (Radonié et al. 2005), larval
(Lee et al. 2017), atividade enzimatica (Piedras et al., 2004), e expresséo
génica, como genes relacionados a atividade antioxidante (Cheng et al. 2015).
Além disso, a temperatura também pode ser determinante positivamente ou
negativamente no crescimento dos peixes (Besson et al., 2016).

Apés uma extensa revisdo para piracanjuba néo foi encontrado nenhum
estudo sobre a influéncia da temperatura no desempenho e metabolismo,
sendo assim, se faz de grande importancia estudos sobre os efeitos da
temperatura sobre a sua fisiologia e desenvolvimento.
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Revisao bibliografica

Piracanjuba (Brycon orbignyanus)

O B. orbignyanus, popularmente conhecido como piracanjuba, € uma
espécie nativa, endémica das bacias dos rios Paraguai e Uruguai (Zaniboni
Filho et al. 2006), pertencente ao género Brycon, anteriormente incluida na
familia Characidae e reclassificada atualmente para a familia Bryconidae
(Eschmeyer & Fong, 2014). Apresenta habito alimentar onivoro, com tendéncia
a carnivoria nas fases iniciais, enquanto na fase adulta alimentam-se
principalmente de sementes e frutos em seu ambiente natural (Ceccarelli et al.,
2005). Por outro lado, em cativeiro, a espécie apresenta boa adaptacdo a
racdo, e capacidade de aproveitamento de alimentos de origem vegetal, sendo
capaz de aceitar dietas com altos niveis de fibra bruta sem prejudicar o seu
desempenho produtivo (Garcia et al. 1999). Quanto a estratégia reprodutiva é
uma espécie reofilica, com habito migratério durante o periodo reprodutivo, que
se inicia em setembro/outubro e a desova em dezembro/janeiro, sendo
considerado um dos “grandes migradores” (Ceccarelli et al., 2005).

A piracanjuba de acordo com Santamaria & Antunes (1999) ja foi
descrita como uma espécie com grande potencial zootécnico, por possuir carne
de boa qualidade, com coloracdo avermelhada e bom rendimento de filé.
Entretanto a sua vocacao para pesca esportiva foi ressaltada por Ceccarelli et
al. (2005) como o seu principal atributo para producdo em cativeiro. De acordo
com Freato (2005), esta espécie apresenta também bons indices de
rendimentos de suas partes comestiveis, em comparacdo a outras especies,
sendo que, peixes com menores propor¢cdes de cabeca, possuem maiores
rendimentos de filé. Atualmente a espécie vem sendo produzida em cativeiro,
apenas para repovoamento e ndo para consumo, pois esta espécie encontra-
se listada como em perigo de extincdo (Livro vermelho da Fauna Brasileira
Ameacada de Extincdo, 2018). De acordo com Agostinho et al. (2005) o fato
gue levou o declinio nas popula¢des naturais, estdo relacionados a fatores
como a pesca dos estoques naturais, a poluicdo, o desmatamento das matas
ciliares e o represamento de rios para construcdo de barragens hidrelétricas.

Com o objetivo de construir um protocolo de producdo em cativeiro, sdo
necessario estudos que permitam conhecer com mais profundidade os indices
zootécnicos desta espécie. Com este objetivo Lopera-Barrero (2009)
estudaram critérios necessarios para melhorar o controle das populacdes de
Piracanjubas mantidas em cativeiro, a fim de incluir o manejo sustentavel,
reprodutivo, genético, ambiental e sanitario. E 0 mesmo autor em sua revisao
ressalta a importancia desta espécie para o ecossistema e também para a
producéo, devido a sua adaptacdo a ambientes controlados de cultivo e rapido
crescimento. Porém estudos sobre a fisiologia desta espécie sdo ainda
incipientes. Garcia-Carrefio et al. (2002) estudaram o sistema digestivo e a
atividade enzimatica em juvenis de piracanjuba, e observaram forte relacdo do
alimento e o regime alimentar com a atividade enzimatica, sendo detectada
esta atividade pelo substrato-SDS-PAGE. Dietas com diferentes niveis de
proteina e lipidio para juvenis de piracanjuba foram estudadas por Borba et al.
(2003) que observaram efeito das dietas sobre a atividade das enzimas
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lipogénicas acido graxo sintetase e da enzima malica, assim como aumento da
deposicao de lipidios e da matéria seca.

Alguns estudos ja foram realizados também sobre a fisiologia e manejo
reprodutivo da piracanjuba. Ganeco et al. (2001) estudaram a morfologia
gonadal de adultos de piracanjuba ao longo do ciclo reprodutivo, e encontraram
quatro estagios de desenvolvimento bem definidos: Repouso, Maturagéo
Inicial, Maturacdo Avancada e Regressdo. Em estudo mais recente sobre a
ontogenia gonadal e razdo sexual desta espécie, Zardo (2018) observou que
individuos sexualmente diferenciados apresentam crescimento alométrico
positivo. Por outro lado o autor, identificou que, individuos ainda indiferenciados
apresentam crescimento negativo, e apés um periodo de 730 dias apls a
fertilizacd@o todos os individuos ja estavam diferenciados. O aspecto reprodutivo
foi avaliado por Paulino et al. (2011) que observaram a indugéo com extrato de
buserelina em reprodutores, e concluiram que o extrato foi capaz de induzir os
reprodutores a liberarem os gametas, porém ndo houve ecloséo de larvas. Ja
em um estudo sobre a flutuacdo dos esterOides sexuais, foram observados
niveis de 17p-Estradiol em machos imaturos, demonstrando a sua a¢ao no
controle da proliferacdo e renovacdo das espermatogonias, enquanto que, nas
fémeas foram observados maiores niveis de 173-Estradiol, em exemplares de
48 meses de idade, demonstrando a acdo deste horménio no processo de
vitelogénese e maturacao final (Rotili, 2018).

Influéncia da temperatura sobre o desempenho produtivo em peixes

Devido a caracteristica ectotérmica dos peixes, a temperatura da agua
exerce grande influéncia no seu desenvolvimento. Assim, em temperaturas
mais baixas ocorre a reducdo do metabolismo dos animais, e em temperaturas
mais altas ocorre um maior crescimento, porém em temperaturas extremas,
também pode ocorrer mortalidade dos animais (Baldisserotto, 2009). Segundo
este mesmo autor, uma forma de avaliar a temperatura ideal para uma
determinada espécie ocorre através da relacdo do desempenho zootécnico e
consumo de alimento. Cabe ressaltar que devido ao aumento do metabolismo
do animal causado pelo aumento da temperatura, ocorre um maior
crescimento. Porém, quando o peixe é exposto em uma temperatura muito alta
pode ocorrer uma estagnacdo do crescimento do animal. Devido ao aumento
da demanda metabdlica ocorre uma maior demanda de alimento, prejudicando
a conversdao alimentar.

Em um estudo com juvenis de Rachycentron canadum submetidos as
temperaturas de 23; 27; 31 e 35°C, os autores observaram efeito quadratico
para a conversao alimentar aparente e para as taxas de eficiéncia proteica e
energética. Neste estudo houve uma melhora das taxas de eficiéncia
nutricional conforme o aumento da temperatura até 31°C. Por outro lado, na
temperatura de 35°C foi observada uma piora da conversédo alimentar aparente
e baixa retencéo de proteina e eficiéncia energética (Sun et al., 2006). Quando
Santos et al. (2017) estudaram o pacu (Piaractus mesopotamicus) e avaliaram
o desempenho produtivo de alevinos submetidos a temperaturas de 24; 28 e
32°C, com e sem estimulo de exercicio, observaram que os alevinos
submetidos a temperatura de 24° C apresentaram o0 menor desempenho e uma
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pior conversdo alimentar em comparacédo as demais temperaturas. Porém, nas
temperaturas 28° e 32°C néo diferiram entre si para a taxa de crescimento
especifico e conversdo alimentar, sendo que o estimulo do exercicio
proporcionou uma melhora adicional na conversdo alimentar dos peixes
cultivados a 28° e 32°C.

A fase de vida dos peixes também é outro fator que tem relagcdo com a
temperatura e o metabolismo. Imsland et al. (1996) observaram que juvenis de
Scophthalmus maximus com peso de 25 a 75g apresentaram melhores indices
de crescimento em temperaturas de 16 a 19°C. Por outro lado, juvenis com
peso de 100g apresentaram melhores indices de crescimento em temperaturas
entre 13 e 16°C. No Salmo salar foram encontradas relagdes entre o tamanho
do peixe com a temperatura sendo que a temperatura de 12,8°C proporcionou
melhor crescimento para peixes com peso de 70 a 150g e a temperatura de
14°C proporcionou melhor crescimento para peixes com peso de 150 a 300g,
enquanto que a temperatura ideal para eficiéncia da conversao alimentar
diminuiu com o aumento do tamanho dos peixes (Handeland et al., 2008).

Outra forma de avaliar o efeito da temperatura sobre o desenvolvimento
dos peixes é através do desenvolvimento muscular e da expressao génica de
genes relacionados com o crescimento e desenvolvimento muscular. Takata et
al. (2018), observaram o desenvolvimento muscular de larvas e juvenis de
Lophiosilurus alexandri, expostas a diferentes temperaturas de 23, 26, 29 e
32°C e observaram que as larvas e 0s juvenis apresentaram aumento do
diametro do musculo branco em altas temperaturas e efeito de hipertrofia. Ja
para juvenis de Piaractus mesopotamicus foram estudados a influéncia das
temperaturas de 24, 28 e 32°C, sobre o crescimento muscular através das
caracteristicas morfologicas e morfométricas do masculo e da expressédo dos
genes Myod, miogenina e miostatina, e foi observado que a menor temperatura
proporcionou um aumento da expressdo dos genes relacionados com o
crescimento muscular e também induziu um retardo no desenvolvimento
muscular nos juvenis (Paula et al., 2014). Também avaliando o
desenvolvimento muscular e a expresséo génica da miostatina, miogenina e do
Myod de juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), submetidos as
temperaturas de 22, 28 e 30° C, Mareco (2012) observou que a temperatura
influencou na expressao dos referidos genes, sendo 0s peixes mantidos na
temperatura de 22°C, apresentaram aumento da expressdo do gene Myod, ja
para a expressao do gene da miogenina, todos os tratamentos se mantiveram
constantes ao longo do experimento assim como 0 gene da miostatina, sem
modificar a hiperplasia e a hipertrofia das fibras musculares, dos juvenis da
espécie.

Mesmo com inumeros estudos sobre a influéncia da temperatura no
desempenho e desenvolvimento de diferentes espécies, ainda ndo se tem
nenhuma informacdo sobre o efeito deste fator ambiental no desempenho e
crescimento da piracanjuba ou de qualquer outra espécie do género Brycon.

Influéncia da Temperatura Sobre o Metabolismo dos Peixes

A temperatura € um fator ambiental que exerce grande efeito sobre o
metabolismo dos peixes, como citado anteriormente. Sendo assim, também
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pode ser utilizado para determinar a temperatura ideal para uma espécie
atraveés de indicadores bioguimicos, de estresse e metabdlicos.

Uma forma para avaliar o efeito da temperatura no metabolismo dos
peixes é utilizando as técnicas de alocacao de energia celular (CEA) e a taxa
de consumo de oxigénio (OCR) (Wen et al., 2017). Estes autores trabalhando
com o Symphysodon aequifasciatus submetidos as temperaturas de 20, 24 e
28°C, utilizaram a relacdo de energia disponivel (Ea), consumo de energia
(ETS), para avaliar a CEA e o OCR, através de uma camara para quantificar o
consumo de oxigénio pelo peixe durante o periodo de uma hora. Estes autores
observaram que conforme ocorreu a reducao da temperatura houve uma queda
na reserva energética dos peixes e um aumento do consumo de oxigénio.
Entretanto ao final do experimento, os autores observaram que as diferencas
no metabolismo para todos os peixes tratados nas diferentes temperaturas se
estabilizaram e se igualaram entre os tratamentos.

Outra forma de avaliar os efeitos da temperatura sobre o metabolismo
nos peixes é através da andlise de outros metabolitos como, hematocrito,
hemoglobina, cortisol, acidos graxos livres, triacilglicerdis, glicogénio, glicose e
lactato. Para esta avaliacdo, Lermen et al. (2004) observaram os efeitos das
temperaturas 15, 23 e 31°C, em juvenis de Rhamdia quelen. Também séo
utilizadas as enzimas fosfatase alcalina hepatica, alanina aminotransferase e
aspartato aminotransferase, para avaliar o metabolismo em peixes, assim
como Wen et al. (2017), que utilizou estas enzimas para avaliar a resposta
fisiolégica do Symphysodon aequifasciatus, expostos as temperaturas 20, 24 e
28°C,e foram observados um aumento destas enzimas conforme a diminuicao
da temperatura, demonstrando um efeito compensatério com diminuicdo da
taxa metabalica.

Ja se sabe também que a temperatura pode induzir ao estresse
oxidativo e a apoptose celular, como observado por Cheng et al. (2015), que
avaliou o efeito do estresse térmico em elevada temperatura (34°C) em
Takifugu obscurus. Os autores observaram aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs), aumento da atividade de enzimas antioxidantes (Cu/Zn-SOD,
Mn-SOD, CAT, GPx e GR) e a apoptose celular pela atividade da via p53-Bax e
caspase. Ja He et al. (2015) avaliaram os efeitos da baixa temperatura (13°C)
em tilapia (Oreochromis niloticus) e observaram aumento da atividade das
enzimas superoxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase e glutationa no
figado e aumento do malondialdeido devido a oxidacdo dos acidos graxos
acarretando em danos oxidativos, demonstrando o efeito da baixa temperatura
sobre a resposta antioxidante e oxidativa dos peixes.

Para as espécies nativas sul-americanas ainda se tem poucos estudos
sobre os efeitos da temperatura sobre a sua fisiologia, metabolismo e estresse,
principalmente para as espécies do género Brycon, tanto para fins de
entendimento sobre a sua fisiologia como para fins de producdo tanto
comercial qguanto conservacionista.

Influéncia da temperatura sobre os danos no figado

O figado é o 6rgao responséavel por boa parte das funcbes metabdlicas
do organismo, sendo sensiveis as alteracfes causadas pelo ambiente e
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acarretando em disturbios metabdlicos, muito utilizado como marcador em
estudos sobre os efeitos alimentares (Lopes et al., 2005), poluentes (Henares
et al., 2007) e do ambiente (Santos, 2010), sobre os peixes.

Dentre os danos que podem ser observados no figado estao a esteatose
e o0s centros de melanomacréfago. A esteatose hepatica € um distarbio
ocasionado pelo acumulo de lipidios no figado, que é armazenado como
vacuolo, podendo levar a danos mais ceveros como a vacuolizagdo
citoplasmatica (Kliemann et al., 2018). Podendo ser utilizado para avaliar os
impactos de produtos quimicos (Zhang et al., 2016), fatores ambientais
(Santos, 2010) e patégenos (Francisco, 2006) sobre o metabolismo lipidico no
figado dos peixes.

Os centros de melanomacréfagos sédo aglomerados de células
pigmentadas, presentes nos rins, baco e figado dos peixes e estdo
relacionadas com o0 armazenamento de ferro e na defesa antioxidante,
podendo ser relacionada com estresse ambiental, sendo muito utilizada como
biomarcador para qualidade ambiental (Agius & Roberts, 2003).

Existem estudos que relatam a influéncia da temperatura sobre a
morfologia e os possiveis danos que a temperatura possa causar no figado,
como o Boucher et al. (2014). Neste estudo, trabalharam com larvas de
Acipenser transmontanus expostas as temperaturas de 13,5e 17,5° C e com e
sem adicdo de substrato as incubadoras sobre a morfologia do figado, e
observaram que a temperatura ndo influenciou na estrutura das células. Por
outro lado, larvas criadas nas incubadoras com a adicdo do substrato
apresentaram maiores niveis de vacuolos lipidicos no figado.

Cabe ressaltar as espécies nativas sul-americanas ndo ha nenhum
registro sobre a influéncia da temperatura sobre a morfologia do figado, sendo
necessarios estudos sobre esta relacdo para melhorar as condi¢cdes de cultivo,
melhorando e aumentando entdo a producao das espécies nativas.
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HIPOTESE

Considerando que as temperaturas mais elevadas influenciam
positivamente o desempenho zootécnico e o metabolismo de juvenis de
Piracanjuba, enquanto que, temperaturas mais baixas retardam o seu
desenvolvimento prejudicando o seu desempenho zootéchico e 0 seu
metabolismo.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar os efeitos de diferentes temperaturas sobre o metabolismo e o
desempenho zootécnico de juvenis de piracanjuba.

Especificos

e Avaliar os efeitos da temperatura no desempenho zootécnico de juvenis
de Piracanjuba, sobre o ganho de peso, ganho médio diario, converséo
alimentar aparente, taxa de crescimento especifico, fator de condicéo e
indice hepatossomatico;

e Avaliar os efeitos da temperatura sobre o metabolismo de juvenis de
piracanjuba atraveés da glicose, proteinas totais, aminoécidos livres,
lactato, amonia e colesterol hepaticos;

e Observar os efeitos da temperatura sobre a morfologia do figado atraves
da analise histolégica e observacdo dos melanomacréfagos e da
deposicao lipidica hepatica,

e Encontrar uma faixa ideal de temperatura para juvenis de piracanjuba.
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CAPITULO I
Respostas fisioldgicas de juvenis de piracanjuba (Brycon orbignyanus)
em diferentes temperaturasl

! Artigo elaborado conforme as normas do periédico Journal of Thermal Biology.
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Respostas fisiologicas de juvenis de piracanjuba (Brycon orbignyanus) em
diferentes temperaturas

Bruno da Silva Pires ; Danilo P. Streit Jr.t

Programa de P6s Graduagdo em Zootecnia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (PPGZoot/UFRGS) — Grupo de Pesquisa Aquam — Porto Alegre - RS

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da temperatura sobre o desempenho
zootécnico e parametros fisioldgicos em juvenis de piracanjuba. Para isso foram
utilizados 600 juvenis com peso médio de 4,47 + 1,08 g e 7,35 + 0,64 cm de
comprimento total, dividido em oito unidades experimentais, submetidos a quatro
diferentes temperaturas de cultivo: 20°, 23°, 26° e 29° C, com duas repeticdes para cada
temperatura. O periodo experimental foi de 120 dias, os animais foram alimentados
duas vezes por dia até a saciedade aparente. Foram avaliados os parametros de
desempenho zootecnico, metabdlicos, peroxidacao lipidica e histologia do figado. Foi
observado que, os peixes submetidos a temperaturas mais altas apresentaram melhores
resultados para os indices zootécnicos, reducdo da proteina total e maior concentracao
de glicose no figado, em comparacdo as menores temperaturas. Foi observado também
maior peroxidacdo lipidica nos peixes submetidos as menores temperaturas. Pela
histologia do figado foram observados, maiores valores para melanomacrofagos nas
temperaturas de 23° e 26° C e maiores resultados para esteatose na temperatura de 29°
C. Conclui-se, que a piracanjuba apresenta boa adaptacdo a grandes faixas de
temperatura, através das suas adaptacdes metabdlicas, porém, ela apresenta melhores
resultados de desempenho em faixas de temperatura entre 26° e 29° C.

Palavra-chave: Metabolismo; glicose; proteinas totais; peroxidacdo lipidica; danos
hepaticos.

Introducao

Devido a diferentes fatores antrépicos, como, desmatamento, polui¢do, sobre
pesca e barramentos dos rios, inUmeras espécies encontram-se ameacadas de extincdo
(AGOSTINHO et al., 2005). Dentre elas, a piracanjuba (Brycon orbignyanus), espécie
nativa endémica das bacias dos rios Uruguai e Paraguai (ZANIBONI FILHO et al.
2006), que atualmente esta no livro vermelho da fauna classificada como em perigo de
extin¢do (2018). Diante disto, estudos para conservar as populacdes naturais atraves da
criacdo ex situ e posteriormente serem utilizados em programas de repovoamento tém
sido um dos objetivos por parte dos pesquisadores. Um exemplo deste objetivo foi o
estudo de Lopera-Barrero et al. (2014), que avaliaram os efeitos de diferentes sistemas
reprodutivos, seminatural e por extrusdo, sobre a sobrevivéncia dos reprodutores e a
diversidade genética da progénie de piracanjuba, e concluiram que o sistema
reprodutivo seminatural foi o que melhor preservou a diversidade genética da progénie e
diminuiu a mortalidade dos reprodutores.
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A temperatura segundo Baldisserotto (2009) influencia diretamente na fisiologia
dos peixes, desde velocidade e ponto de equilibrio de reagbes quimicas intra e
intermoleculares, podendo causar disturbios ou efeitos letais. O estresse térmico em
Takifugu obscurus foi observado no estudo de Cheng et al. (2018) onde concluiram que
baixas temperaturas podem induzir a geracdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs),
desequilibrar a homeostase e induzir a apoptose celular. Porém, Madeira et al. (2013)
avaliaram os efeitos do aumento da temperatura sobre pardmetros oxidativos e
concluiram que catalase, glutationa S-transferase, e peroxidacdo lipidica em Diplodus
vulgaris, D. sargus, Dicentrarchus labrax, Gobius Niger e Liza ramada séo altamente
sensiveis a temperatura. Além dos parametros bioquimicos, também pode ser analisado
o acumulo de lipidos no figado através de técnicas histologicas para avaliar alteracfes
no metabolismo. No entanto, existem espécies que toleram grandes faixas de variacdo
térmica. Segundo Santo et al. (2018), trabalhando com a toleréncia térmica do Piaractus
brachypomus, observaram que esta espécie apresenta a capacidade de tolerar
temperaturas altas e baixas a niveis crénicos.

Para a piracanjuba ndo ha registro dos efeitos da temperatura na fisiologia de
crescimento da espécie. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
desempenho zootécnico e o comportamento fisiologico através de indicadores
metabolicos, peroxidacgéo lipidica e danos hepaticos de juvenis de piracanjuba expostos
em diferentes temperaturas de cultivo.

Material e Métodos

Local, animais e instalagdes

O experimento foi realizado no Laboratério de Aquacultura (AQUAM), na
Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Rio Grande do Sul. Foram utilizados 600 juvenis de piracanjuba, com idade de 60 dias,
peso medio de 4,47 £1,08 g e 7,35 £0,64 cm de comprimento total. Os animais foram
mantidos em quatro sistemas de recirculacdo independentes, divididos em oito tanques
com capacidade de 500 litros, com densidade de 75 peixes/unidade experimental,
equipados com filtro mecanico e bioldgico, fotoperiodo controlado (12 horas luz/ 12
horas escuro) e trocadores de calor independentes. Os animais foram mantidos em
temperatura ambiente durante o periodo de dez dias para aclimatacdo ao ambiente
experimental e posteriormente submetidos aos tratamentos em quatro temperaturas: 20,
23, 26 e 29°C, com duas repeticdes para cada tratamento, durante 120 dias. Os peixes
foram alimentados duas vezes por dia (9:00 e 16:00h) até a saciedade aparente, com
racdo comercial Supra® (32% de proteina bruta).

Medidas de Desempenho Zootécnico

A cada trinta dias foram realizadas biometrias, coletando-se 20 peixes por
tratamento. Os animais foram anestesiados com benzocaina (50mg/Kg) e em seguida
avaliado as seguintes variaveis: Ganho em peso (peso final — peso inicial), Fator de
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condicdo corporal (peso médio total/ganho tecidual total**100), Taxa de crescimento
especifico (100*[(In peso final — In peso inicial)/dias]), Conversdo alimentar aparente
(quantidade de racdo fornecida/ganho de peso) e indice hepatossomatico ((peso do
figado/peso corporal) *100).

Parametros bioquimicos

Durante as biometrias foram coletados o figado de 10 peixes, e em seguida
pesados 50 mg de tecido para fazer o homogenato com solucdo tampdo TFK (20 mM ,
pH=7,5), centrifugados a 17.150 g durante 10 minutos (para aminodcidos livres,
colesterol, proteinas totais e TBARS). Os aminoéacidos livres foram determinados pela
técnica de Spies (1957), o colesterol e as proteinas totais foram determinados utilizando
Kits de acdo enzimatica (Lab Test® seguindo as recomendacfes do fabricante), e o
TBARS (substancias que reagem ao &cido tiobarbiturico) foi determinado pela técnica
preconizada por Buege e Aust (1978).

Outras 50 mg de tecido, foram utilizadas, para fazer o homogenato com solucgéo
tampao TCA (10%), e centrifugados a 3500 rpm durante 10 minutos, para determinagéo
da amonia, glicose e lactato. A amdnia foi determinada pela técnica de salicilato
(VERDOUW, et al. 1978). A glicose foi determinada utilizando kit enzimatico (Lab
Test® seguindo as recomendacgdes do fabricante), e o lactato foi determinado pela
técnica de Buege e Aust (1978).

Analise Histologica

Em cada biometria foram coletados fragmentos de figado de trés peixes de cada
tratamento. Os fragmentos foram fixados em solucdo formalina tamponada 10% (pH
7,2). Apos 24 horas os tecidos foram desidratados em niveis crescentes de alcool etilico
(50, 70, 80, 90 e 100%) e incluidos em parafina (Luna, 1960). Foram realizados seis
cortes seriados de 3 pum de espessura corados com Hematoxilina e Eosina, quanto as
alteracdes estruturais e celulares. As laminas foram analisadas a partir da captura com
uma camera digital (Opton 4072) acoplada a microscépio 6ptico (Nikon eclipse E200),
em objetiva de 40X. Foram escolhidas aleatoriamente trés fotomicrografias por ldamina
com o uso de tabela de randomizacdo. Em cada imagem determinou-se as areas, raio e
diametro estruturais de melanomacréfagos (MMs) e de esteatose hepatica (E), obtendo
os resultados convertidos em um2. Para realizar as analises foi utilizado o software
Image-Pro Plus® v. 4.5.0.29, desenhando um diametro horizontal (maximo) e
perpendicular linha fazendo um angulo de 90°.

Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade, e quando
necessario foi realizado a transformacdo dos mesmos, para atingir a normalidade. Apos
0 atendimento dos pressupostos estatisticos, foi realizada a Anélise de Variancia
(ANOVA) de duas vias, utilizando como fatores as temperaturas (20, 23, 26 e 29°C)
contrastadas no mesmo periodo de avaliacdo (30, 60, 90 e 120 dias) e cada temperatura
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de ensaio ao longo do tempo. Quando observado diferencas significativas (P<0,05), as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de significancia. Para os dados
que ndo atenderam 0s pressupostos estatisticos, foi feita a analise de Kruskall-Wallis,
seguido de teste de Dunn, sendo utilizado o pacote estatistico SAS® 9.2.

Resultados
Desempenho zootécnico

Ganho em peso

O ganho de peso dos animais (Figura A.1) diferiu em relacdo as temperaturas
(P<0,001), ao longo do tempo (P<0,0014) e na interacdo do tempo e tratamento
(P<0,001).

O ganho de peso dos animais (Figura A.1) diferiu entre as temperaturas ao longo
tempo assim como na mesma temperatura ao longo do tempo (P<0,001). Desde a
primeira biometria (30 dias) os animais que estavam submetidos na temperatura de 29,
26 e 23°C ganharam mais peso. Quando analisou-se as piracanjubas dentro do mesmo
tratamento ao longo do tempo, 0s animais submetidos as temperaturas de 26 e 29°C néo
diferiram entre si e apresentaram os melhores resultados, porem aos 120 dias 0s animais
tratados nesses temperaturas diferiram entre si (P<0,001).
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Figura A.1l. Ganho de peso de piracanjubas submetidas em quatro temperaturas
diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras minUsculas
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indicam a comparacdo das temperaturas na mesma coleta, e letras maidsculas em cada
temperaturas ao longo do tempo.

Fator de condigdo

O fator de condicdo dos animais (Figura A.2) diferiu em relagdo ao tempo de
amostragem (P<0,001), porem ndo diferiu entre os tratamentos (P=0,62) e na interagéo
do tempo e tratamento (P=0,714). Sendo o periodo de 30 dias apresentou 0os maiores
resultados para o fator de condicdo em comparacgédo aos resultados obtidos ao longo do
tempo nos demais tratamentos, sem diferir entre os tratamentos.
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Figura A.2. Fator de condicdo de piracanjubas submetidas em quatro temperaturas
diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras minusculas
indicam a comparacao das temperaturas na mesma coleta, e letras maiusculas em cada
temperatura ao longo do tempo.

Taxa de crescimento especifico

A taxa de crescimento especifico dos animais (Figura A.3) diferiu em relacdo ao
tempo de amostragem (P<0,001), ao tratamento (P<0,0014) e na interagdo do tempo e
tratamento (P<0,001).

Se na primeira avaliacdo (30 dias) da taxa de crescimento especifico os animais
submetidos na temperatura de 29° C tiveram o maior ganho (P<0,001), quando a
avaliagdo ocorreu com 120 dias, ndo houve diferenga (P<0,001) entre os animais nas
quatro temperaturas testadas. Por outro lado, na avaliagdo das piracanjubas com 60 dias
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houve o maior ganho (P<0,05) na taxa de crescimento especifico em todas as
temperaturas em relagdo as outras avaliagdes, 30, 90 e 120 dias.
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Figura A.3. Taxa de crescimento especifico de piracanjuba submetidas em quatro
temperaturas diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras
minusculas indicam a comparacdo das temperaturas na mesma coleta, e letras
mailsculas em cada temperatura ao longo do tempo.

Conversao alimentar aparente

A conversdo alimentar dos animais (Figura A.4) diferiu em relacdo ao tempo de
amostragem (P<0,001), ao tratamento (P<0,0014) e na interacdo do tempo e tratamento
(P<0,001).

Inicialmente, com 30 dias, as piracanjubas submetidas nas temperaturas mais
altas (26 e 29° C), a conversdo foi mais baixa (P<0,001). Porém, a partir de 90 dias nao
houve diferenca (P>0,05) entre os animais submetidas em todas as temperaturas.
Quanto as conversdes alimentares ao longo do tempo, foi observado o melhor (P<0,001)
desempenho com 90 e 120 dias as piracanjubas, com excecdo dos animais em 20° C.
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Figura A.4. Conversdo alimentar aparente de piracanjubas submetidas em quatro
temperaturas diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras
minusculas indicam a comparacdo das temperaturas na mesma coleta, e letras
mailsculas em cada temperatura ao longo do tempo.

indice hepatossomatico (IHS)

O IHS dos animais (Figura A.5) diferiu em relacdo ao tempo de amostragem
(P<0,001), ao tratamento (P<0,0014) e na interacdo do tempo e tratamento (P<0,001).

Nos primeiros 30 dias de experimento, o IHS dos animais submetidos na
temperatura de 29°C foi o mais baixo contrapondo o de 20°C o mais alto (P<0,05).
Entretanto, com 120 dias (final do experimento) os valores foram invertidos e assim 0s
animais expostos nas temperaturas de 20°C o IHS foi menor que os submetidos na
temperatura de 29°C (P<0,05). Quanto ao IHS das piracanjubas ao longo do tempo,
independente da temperatura testada, foi o mais elevado (P<0,05) na primeira coleta (30
dias) (Figura A.5).
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Figura A.5. Indice hepatossomético, de piracanjubas submetidas em quatro
temperaturas diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras
minusculas indicam a comparacdo das temperaturas na mesma coleta, e letras
mailsculas em cada temperatura ao longo do tempo.

Parametros bioquimicos

Glicose no figado

A glicemia dos animais (Figura A.6) diferiu em relagcdo ao tempo de amostragem
(P<0,001), ao tratamento (P<0,0014) e na interacdo do tempo e tratamento (P<0,001).

Os animais que estavam estocados na temperatura de 20°C, sempre
apresentaram os mais elevados niveis de glicose no figado (P<0,05) nas trés primeiras
avaliacOes, por vezes em relacdo aos animais estocados em 26 e 29°C (30 e 90 dias) ou
em relacdo aos animais estocados na temperatura de 23°C (60 e 90 dias). Porem,
quando foi avaliado os animais aos 120 dias, o indice glicémico dos animais em 20°C
foi menor (P<0,05) em relacdo aos animais estocados nas demais temperaturas (23, 26 e
29°C).

Ao longo do tempo constatou-se que o indice glicémico foi o mais elevado
(P<0,05) quando os animais estavam com 120 dias de vida, com excec¢do dos animais
gue estavam submetidos na temperatura de 20°C (Figura A.6).
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Figura A.6. Glicose no figado de piracanjubas submetidas em quatro temperaturas
diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras mindsculas
indicam a comparacao das temperaturas na mesma coleta, e letras maidsculas em cada
temperatura ao longo do tempo.

Amodnia no figado

A amdnia dos animais (Figura A.7) diferiu em relacdo ao tempo de amostragem
(P<0,001), ao tratamento (P<0,0014) e na interacdo do tempo e tratamento (P<0,001).

Notadamente duas observacdes podem ser registradas em relacdo a concentracéo
de aménia nos tecidos das piracanjubas. A concentracdo de amdnia foi mais elevada
(P<0,05) nos tecidos dos animais estocados nas temperaturas mais baixas, nas
avaliacGes de 60 e 120 dias (20°C) e 30, 60 e 90 dias (23°C). E com passar do tempo 0s
animais estocados em 20 e 23°C também 120 e 60 dias respectivamente, estavam com a
concentracdo de aménia mais elevada (P<0,05) nos tecidos em relacdo aos demais
tempos de estocagem (Figura A.7).
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Figura A.7. Concentracdo de aménia no figado de piracanjubas submetidas em quatro
temperaturas diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras
minusculas indicam a comparacdo das temperaturas na mesma coleta, e letras
minusculas em cada temperatura ao longo do tempo.

Lactato no figado

O lactato dos animais (Figura A.8) diferiu em relacdo ao tempo de amostragem
(P<0,001), ao tratamento (P<0,0014) e na interacdo do tempo e tratamento (P<0,001).

A presenca do lactato no tecido chegou a ser mais elevada (P<0,05) nos animais
estocados na temperatura de 20°C em relacdo as demais temperaturas na primeira
avaliacdo (30 dias), novamente na terceira avaliacdo (90 dias) e na ultima avaliacdo o
mais elevado foi observado nos animais estocados em 20°C. Quanto as maiores
concentraces de lactato encontrada nos animais, ela foi observada na avaliagdo com 30
dias nas temperaturas de 20, 23, 26 e 29°C e com 60 dias de experimento apenas na de
20°C.
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Figura A.8. Concentracdo de lactato no figado das piracanjubas, submetidas em quatro
temperaturas diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras
minusculas indicam a comparacdo das temperaturas na mesma coleta, e letras
mailsculas em cada temperatura ao longo do tempo.

Proteinas totais no figado

A proteinas totais dos animais (Figura A.9) diferiu em relagdo ao tempo de
amostragem (P=0,264), ao tratamento (P<0,0014) e na interacdo do tempo e tratamento
(P=0,114).

Com trinta dias de experimento, a concentracdo de proteina total no figado foi o
mais elevado (P<0,05) nas temperaturas extremas testadas, 20 e 29°C. Comportamento
este que ndo se repetiu para 29°C em 90 e 120 dias, apenas para 0s animais submetidos
na temperatura de 20°C continuou proteina total no figado sendo mais elevada. Quanto
ao periodo em que foram avaliados a concentracdo de proteina total no figado, apenas
na temperatura de 20°C, ndo houve diferenca nas duas primeiras avaliacGes (30 e 60
dias), nas demais temperaturas durante as demais avaliagdes os indices foram sempre
menores.



33

207
.T20
a
a
T23
151 Aa
A a
y | | W2s
gol
\10' a a T29
o b Bb
b T
B b Bb b b Bb
5 1 | T B b B b 1
T T
0' T T T T
30 60 90 120
Dias

Figura A.9. Proteinas totais no figado das piracanjubas, submetidas em quatro
temperaturas diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras
minusculas indicam a comparacdo das temperaturas na mesma coleta, e letras
mailsculas em cada temperatura ao longo do tempo.

Colesterol hepatico

O colesterol hepatico dos animais (Figura A.10) diferiu em relagdo ao tempo de
amostragem (P=0,401), ao tratamento (P=0,04) e na interacdo do tempo e tratamento
(P=0,230).

Apenas com 120 dias de experimento foi observado diferenca do colesterol no
figado entre os animais submetidos nas quatro diferentes temperaturas. Neste caso 0s
animais em 20°C apresentaram uma concentracdo aos animais submetidos a
temperatura de 29°C. Ao longo do tempo ndo houve aumento ou reducédo significativa
(P<0,05), independente da temperatura a qual os animais estivessem submetidos.
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Figura A.10. Colesterol hepatico das piracanjubas, submetidas em quatro temperaturas
diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras minusculas
indicam a comparacao das temperaturas na mesma coleta, e letras maiusculas em cada
temperatura ao longo do tempo.

Aminoécidos livres no figado

Os aminoécidos livres dos animais (Figura A.11) diferiu em relacdo ao tempo de
amostragem (P<0,001), ao tratamento (P=0,217) e na interacdo do tempo e tratamento
(P=0,245).

Em dois momentos, com 60 e 120 dias foi constatado diferenca na presenca de
aminodcidos livres no figado dos animais submetidos em diferentes temperaturas, de
modo antagbnico para as duas temperaturas extremas testadas. Com 60 dias de
exposicdo em temperatura de 20°C foi observado maior concentracdo de aminoacidos
de aminoécidos livres no figado (P<0,05) em relacédo as outras trés temperaturas. Porém,
com 120 dias foi observado o indice de aminoéacidos livres no figado (P<0,05) maior
nos animais expostos na temperatura de 26°C, assim como em 29°C (Figura A.11).
Quando avaliou-se em que momento a houve uma maior concentracdo de aminoacidos
livres no figado, nos primeiros 30 dias em todas as temperaturas o indice foi maior
(P<0,05) que os demais momentos, 60, 90 e 120 dias (Figura A.11).
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Figura A.11. Aminoacidos livres no figado das piracanjubas, submetidas em quatro
temperaturas diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias. Letras
minusculas indicam a comparacdo das temperaturas na mesma coleta, e letras
mailsculas em cada temperatura ao longo do tempo.

TBARS

O TBARS dos animais (Figura A.12) diferiu em relacdo ao tempo de
amostragem (P<0,001), ao tratamento (P = 0,335) e na interacdo do tempo e tratamento
(P=0,254).

Em dois momentos o TBARS sofreu variacdo na concentracdo a partir dos
animais expostos em diferentes temperaturas, com 60 e 120 dias de experimento.
Porém, chamou atencdo a diferenca significativa da concentracdo de TBARS nos
animais submetidos na temperatura de 29°C, que foi menor (P<0,05) em relacdo aos
animais expostos nas outras trés temperaturas. Com relacdo a concentracdo do TBARS
analisando nos animais submetidos em diferentes temperaturas, apenas 0s animais em
20 e 26°C tiveram diferenca. Neste caso, ressalta-se que 0s animais em 20°C
produziram um aumento significativo no periodo maximo de tempo, 120 dias, em
relacéo a 30, 60 e 90 dias.
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Figura A.12. TBARS no figado das piracanjubas, submetidas em quatro temperaturas
diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dais. Letras minusculas
indicam a comparacao das temperaturas na mesma coleta, e letras maiusculas em cada
temperatura ao longo do tempo.

Parametros Histologicos

Tamanho do diametro de melanomacroéfagos (DMMs)

O tamanho do diametro de melanomacrofagos dos animais (Figura A.13) diferiu
em relacdo ao tempo de amostragem (P<0,001), ao tratamento (P<0,001) e na interacao
do tempo e tratamento (P<0,001).

N&o houve um padrdo de resposta semelhante para os DMMs avaliados nos
animais estocados em diferentes temperaturas em cada periodo avaliado. Ao passo que
0s animais estocados na temperatura de 26°C tiveram os maiores (P<0,05) DMMs no
periodo de 60, 90 e 120 dias (estes dois ultimos periodos acompanhados dos animais
nas temperaturas de 20 e 23° e 29°C, respectivamente), 0s animais na temperatura de
29° C sempre apresentaram menor (P<0,05) DMMs ao longo do tempo, com excec¢édo do
periodo de 90 dias. Ao longo do tempo, os animais estocados nas duas temperaturas
menores, 20 e 23°C, com 30 dias possuiam o maior (P<0,05) DMMs, enquanto que 0S
animais na temperatura de 29°C, ndo variou (P<0,05) o tamanho do DMMs ao longo
das quatro amostragem: 30, 60, 90 e 120 dias de experimento (Figura A.13).
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Figura A.13. Tamanho do diametro de melanomacrofagos das piracanjubas, submetidas
em quatro temperaturas diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias.
Letras mindsculas indicam a comparacdo das temperaturas na mesma coleta, e letras
mailsculas em cada temperatura ao longo do tempo.

Tamanho da area de melanomacrofagos (AMMS)

O tamanho da area de melanomacrofagos dos animais (Figura A.14) diferiu em
relacdo ao tempo de amostragem (P<0,001), ao tratamento (P<0,001) e na interacdo do
tempo e tratamento (P<0,001).

Assim como 0 DMMs, ndo houve um padrdo de resposta para 0 AMMs dos
animais submetidos nas diferentes temperaturas quanto ao tempo de experimento.
Assim, enquanto em um primeiro momento (30 dias de experimento) 0s animais
estocados nas temperaturas de 20 e 23°C produziram maior (P<0,05) AMMs, quando a
amostragem foi realizada com 60 dias as piracanjubas estocadas em 26°C passaram a
apresentar um maior (P<0,05) AMMs e em 90 dias passou a ser 0S animais nas
temperaturas de 20, 26 e 29°C. Por fim com 120 dias de experimento, 0s animais na
temperatura 23°C produziram maior (P<0,05) AMMs. No que se refere ao tempo, 0s
animais avaliados com 30 dias de experimento apresentaram maior (P<0,05) AMMSs nos
animais estocados em 20 e 23°C e ndo houve varia¢do (P<0,05) ao longo do tempo no
AMMs para 0s animais estocados na temperatura de 29°C (Figura A.14).
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Figura A.14. Tamanho da area de melanomacréfagos das piracanjubas, submetidas em
quatro temperaturas diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de 120 dias.
Letras mindsculas indicam a comparacdo das temperaturas na mesma coleta, e letras
mailsculas em cada temperaturas ao longo do tempo.

Tamanho da area de deposicéo lipidica hepatica (DPH)

O tamanho do tamanho da area ocupada pela gordura no figado dos animais
(Figura A.15) diferiu em relacdo ao tempo de amostragem (P<0,001), ao tratamento
(P<0,001) e na interacao do tempo e tratamento (P<0,001).

O maior tamanho (P<0,05) de DPH (superior a 400 um?) foi encontrado nos
animais estocados em 20°C no periodo inicial experimental, de 30 dias, contrastando
com o periodo de 120 dias que o perimetro médio do DPH recuou para
aproximadamente 50 um2, mais baixo (P<0,05) comparado com os animais submetidos
na temperatura de 29°C. Quanto ao periodo experimental, os primeiros 30 dias, tambem
foi o mais critico, pois os valores de DPH, independeram da temperatura que 0s animais
estavam estocados, ja que foram os mais elevados (P<0,05) frente aos outros periodos
de andlise (Figura A.15).
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Figura A.15. Tamanho da &rea de deposicdo lipidica hepatica das piracanjubas,
submetidas em quatro temperaturas diferentes (20, 23, 26 e 29°C) avaliadas ao longo de
120 dias. Letras minasculas indicam a comparacgdo das temperaturas na mesma coleta, e
letras mailsculas em cada temperatura ao longo do tempo.

Discussao

No presente estudo foi possivel observar que o0s peixes mantidos em
temperaturas mais altas apresentaram um melhor ganho em peso e conversao alimentar
aparente, porem no ultimo periodo experimental ndo foram observadas diferenca
significativa entre todos 0s tratamentos para a taxa de crescimento especifica. Santos et
al. (2017), observaram que pacus (Piaractus mesopotamicus) mantidos em temperaturas
entre 28 e 32°C, apresentaram melhores resultados para 0 ganho em peso e conversao
alimentar aparente em comparacdo a menor temperatura de 24°C, similar ao resultado
encontrado no presente estudo. Esse efeito pode ser explicado pelo aumento do
consumo de racdo e metabolismo devido ao aumento da temperatura, em conjunto com
a fase de vida do animal. Este conceito é reforcado no experimento e conclusdo de Sun
& Chen (2014) que trabalharam com Rachycentron canadum em diferentes classes de
peso em diferentes temperaturas. Os autores observaram gue 0s animais com 10 gramas
expostos a temperaturas entre 27-33°C, apresentaram melhores resultados de
desempenho, aumento do consumo de racdo e metabolismo energético. Cabe ressaltar,
porém que no periodo de 120 dias o fator de condicdo e a taxa de crescimento especifico
néo diferiram em nenhuma temperatura.

J& para o indice hepatossomatico, foi possivel verificar variagdo ao longo do
tempo em todos os tratamentos. Foi observado uma reducdo deste indice em todas
temperaturas ao longo do tempo, porem ndo foi observada diferencga significativa para
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esta varidvel na temperatura de 29°C entre os periodos de 30 e 120 dias. Este fato pode
estar relaciodo também com o ganho devido ao aumento do metabolismo dos peixes do
presente estudo.

A concentracdo de proteina no figado proporcionou um melhor entendimento
dos efeitos da temperatura sobre 0 metabolismo dos juvenis. Segundo Garcia-Carrefio et
al. (2002), a piracanjuba apresenta atividade enzimatica maxima a 60°C das proteases
intestinais e 50°C das proteinases gastricas, caracteristica de espécies de clima tropical e
temperado. Devido a esta caracteristica 0s peixes submetidos as temperaturas mais altas,
poderiam ter aproveitado melhor a proteina da dieta depositando este nutriente no filé,
resultando em maior ganho de peso e crescimento, em comparagdo aos peixes
submetidos a temperatura mais baixa.

O lactato apresentou grande variacdo ao longo do periodo experimental. Em
contraste com a glicose hepatica, que apresentou grandes variagdes ao longo do periodo
experimental, onde foi observado um grande aumento da concentracdo de glicose no
periodo de 120 dias nas temperaturas de 23, 26 e 29°C. Isso pode ter ocorrido devido o
lactato no fim de seu ciclo (Cori) resultar como produto final a glicose (SILVEIRA et
al. 2009), e por conta do aumento do metabolismo dos peixes, consequentemente
ocorreu aumento do metabolismo do lactato e geracdo de glicose, aumentando a sua
concentracdo. Os niveis que eram elevados de lactato no inicio do experimento foram
reduzindo gradativamente ao longo do tempo, em todos os tratamentos. Porém, o fato
dos animais que estavam estocados nas temperaturas de 20° e 29°C possuirem 0s
maiores niveis de lactato presente no figado no periodo de 120 dias experimentais, pode
ser resultado do efeito da temperatura sobre o metabolismo energético anaerébio dos
peixes. Um cenario semelhante foi observado por Lermen et al. (2004) no jundia
(Rhamdia quelen) testados em diferentes temperaturas, em que houve diminuicdo do
lactato muscular, resultado do efeito do catabolismo aerdbico da glicose nos peixes
expostos a temperatura de 31°C. Possivelmente de acordo com Wen et al. (2017)
ocorreu uma mobilizacdo desta via para compensar a demanda energética. Estes autores
analisando a atividade da enzima lactato desidrogenase em Symphysodon
aequifasciatus, expostos em baixas temperaturas, observaram reducdo da atividade
desta enzima no inicio do experimento, todavia ao longo do periodo experimental de 28
dias, houve aumento da sua atividade. Em nosso estudo com a piracanjuba foi utilizado
um periodo experimental de 120 dias, diferente do estudo citado, e foi observado que a
partir da temperatura de 23°C, houve uma reducdo gradativa do lactato no figado dos
juvenis submetidos as temperaturas de 23, 26 e 29°C ao longo de todo o periodo
experimental, apenas para 0s juvenis expostos a temperatura de 20°C foi observado
reducdo do lactato a partir do periodo de 90 dias. Este fendmeno é resultado de uma
adaptacdo e regulacdo desta via metabdlica anaerébia. Cabe ressaltar que nas
temperaturas de 20 e 29°C foi observado um aumento na concentracdo de lactato no
figado dos juvenis, demonstrando uma mobilizacéo desta via.

Em nosso estudo também foi possivel observar, a partir dos resultados obtidos
pelas concentracbes de amdnia e aminoécidos livres, no figado dos juvenis em
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diferentes temperaturas, a influéncia da temperatura sobre o metabolismo da amonia e
dos amino&cidos nos peixes. Segundo Geda et al. (2017) a temperatura pode influenciar
no metabolismo dos aminoacidos em peixes. Estes autores estudaram o efeito em
juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e carpa (Cyprinus carpio), expostos a
uma temperatura ideal de 25°C e a temperatura elevada de 30°C, e observaram
diferencas entre os niveis de aminoacidos no musculo entre cada uma das espécies, a
carpa apresentou um maior nivel de histidina e a tilapia a taurina. No entanto, para o
colesterol foi observado efeito contrério, a menor temperatura apresentou maior
concentracdo de colesterol no figado em comparacdo com a temperatura mais alta no
periodo de 120 dias, e ndo diferiu entre as demais. Borda et al. (2003) avaliaram a
relagdo da proteina:lipidio em dietas para alevinos de piracanjuba, e observaram que 0s
niveis de 30 e 32% de proteina bruta da dieta independente dos niveis de lipidio,
apresentaram maior acumulo de lipidios nos peixes sem poupar a proteina.
Possivelmente devido ao aumento do metabolismo dos peixes e o elevado nivel de
proteina da dieta, houve um aumento da concentracdo de colesterol no figado dos
juvenis.

O TBARS ¢ uma técnica utilizada para avaliar os danos de estresse oxidativo,
que consiste na reacdo do &cido tiobarbitirico com o malondialdeido, substéncia
resultante da peroxidacao lipidica, que reage com o acido e oferece a fluorescéncia para
a analise (MONSERRAT et al., 2017). No presente estudo foi observada ocorréncia da
reducdo dos niveis de TBARS nos juvenis tratados nas temperaturas de 20 e 29°C em
comparagdo aos demais no periodo de 60 dias, porem no periodo de 120 dias apenas 0s
juvenis mantidos na temperatura de 29°C apresentaram menores niveis de TBARS no
figado, sugerindo entdo que, quanto mais baixa for a temperatura, maior sera a
peroxidacdo lipidica para esta espécie. Cabe ressaltar de acordo com Monserrat et al.
(2017) o acido tiobarbitarico pode reagir com outros metabolitos, ou seja, isoladamente
ndo pode ser definitivo, sendo necessario outras analises complementares para
confirmar o seu resultado. Deste modo, glicose, colesterol, proteinas totais e o lactato
sdo metabdlitos utilizados para avaliar o estresse em peixes, incluindo por temperatura,
e podem serem utilizados para complementar a analise de TBARS. Todavia, 0s
resultados obtidos através destas andlises e as suas correlacbes, ndo caracterizam uma
reacdo de estresse, mesmo apresentando efeito da temperatura sobre o metabolismo dos
juvenis. Bao et al. (2018) avaliaram os efeitos do estresse em alta temperatura (35°C)
em tilapias do Nilo, e observaram aumento dos niveis séricos de glicose, colesterol total
e proteinas totais e justificaram estes eventos como uma adaptacdo dos peixes ao
estresse, entretanto ndo foi observado este efeito no presente trabalho.

No presente estudo foi possivel observar que as variaveis de melanomacréfagos
possuiam uma grande variacdo ao longo do experimento. Por outro lado, para a
deposicéo lipidica hepatica, ocorreu uma redugdo gradativa ao longo do experimento
para todos os tratamentos, no entanto, as temperaturas de 20° e 29°C apresentaram
maior area de gordura no figado em comparacdo aos demais tratamentos. Os
melanomacrofagos sdo células que atuam na neutralizacdo dos radicais livres
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produzidos pela fagocitose de lipidios poliinsaturados (AGIUS & ROBERTS, 2003).
Em um recente estudo desenvolvido por KLIEMANN et al. (2018), os autores afirmam
que as alteracdes ocorrem pelo acumulo de glicogénio e lipidios no figado dos peixes,
possivelmente devido a dieta desbalanceada.

Qualhato et al. (2018) trabalhando com Poecilia reticulata expostas a
nanoparticulas de oxido de ferro (IONPs) apresentaram niveis elevados de centros de
melanomacréfagos (MMC) no figado dos peixes. J& Kliemann et al. (2018) observaram
lesbes e alteracBes histopatologicas, incluindo MMCs no figado de Orechromis
niloticus e Geophagus cf. proximus proximos a regido de producdo de peixes em
tanques-rede. Por outro lado, Boucher et. al (2014) estudaram os efeitos de diferentes
temperaturas, de 13,5° e 17,5°C, em conjunto a diferentes substratos na larvicultura de
Acipenser transmontanus, e ndo observaram relagdo com a temperatura sobre a
morfologia do figado das larvas. No presente estudo ndo foram observados a formacao
dos MMCs, entretanto, foram observados variacGes no tamanho (area e diametro) destas
células, nas diferentes temperaturas e ao longo do periodo experimental. Ao analisar
este resultado podemos constatar que os juvenis de piracanjubas sofreram alteracGes no
seu metabolismo lipidico, proporcionando um maior acumulo de lipido hepéatico nos
peixes. Todavia, ndo foi observada a formacdo de centros de melanomacrofagos, que
séo considerados alteragdes histopatologicas severas.

Conclusao

Com os resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que juvenis de
piracanjuba apresentam uma boa adaptacao térmica entre 20 e 29°C, apresentando seu
melhor desempenho zootécnico na temperatura de 29°C, proporcionando aos juvenis
um melhor ajuste metabdlico da demanda e aproveitamento dos nutrientes da dieta.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo trdz as primeiras informacdes sobre os efeitos da
temperatura sobre o desempenho zootécnico e perfil metabdlico da
piracanjuba. E com estes dados, € esperado melhorar as condi¢des de cultivo
desta espécie, tanto para fins de conservagdo como também podendo ser
utilizada futuramente para melhorar as técnicas de cultivo com objetivo
comercial.

Este estudo também pode servir como base para futuros estudos sobre
os efeitos da temperatura para a piracanjuba e também para outras espécies
do género Brycon.
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contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the
attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The
image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen
resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You
can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of
bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted
in a separate editable file in the online submission system. Please use
'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point). You can view example Highlights
on our information site.



https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/graphical-abstract
https://webshop.elsevier.com/illustration-services/
https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/highlights
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Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts
(avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed
on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the
abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote.
Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before
the references and do not, therefore, include them on the title page, as a
footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help
during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof
reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant
numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant
number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of
grants and awards. When funding is from a block grant or other resources
available to a university, college, or other research institution, submit the name
of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following
sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the
public, commercial, or not-for-profit sectors.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors can build footnotes into the text, and this feature
may be used. Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text
and list the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not
include footnotes in the Reference list.

Electronic artwork
General points
» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
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* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

+ Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed
information are given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your
electronic artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of
the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum
of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale),
keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG);
these typically have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or
JPEG), EPS (or PDF) or MS Office files) and with the correct resolution. If,
together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to color
reproduction in print. Further information on the preparation of electronic
artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not
attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations
themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed
either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end.


https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
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Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text
and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables
and ensure that the data presented in them do not duplicate results described
elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table
cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be
given in full. Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results' or '‘Personal communication’. Citation of a
reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured
by online links to the sources cited. In order to allow us to create links to
abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed,
please ensure that data provided in the references are correct. Please note that
incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may
prevent link creation. When copying references, please be careful as they may
already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to
any electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in
an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M.
(2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern
Venezuela. Journal of Geophysical Research,
https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations
should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference
was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references
can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading
if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your
manuscript by citing them in your text and including a data reference in your
Reference List. Data references should include the following elements: author
name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and
global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so
we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not
appear in your published article.
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References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list
(and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the
most popular reference management software products. These include all
products that support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using
citation plug-ins from these products, authors only need to select the
appropriate journal template when preparing their article, after which citations
and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no
template is yet available for this journal, please follow the format of the sample
references and citations as shown in this Guide. If you use reference
management software, please ensure that you remove all field codes before
submitting the electronic manuscript. More information on how to remove field
codes from different reference management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal
by clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-thermal-biology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using
the Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission.
References can be in any style or format as long as the style is consistent.
Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article
title, year of publication, volume number/book chapter and the article number or
pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference
style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the
proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the
author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be
arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity)
and the year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al.' and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can
be listed either first alphabetically, then chronologically, or vice versa.
Examples: ‘as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones,
1999).... Or, as demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010)
have recently shown ...’

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s)
in the same year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c', etc., placed after the
year of publication.


http://citationstyles.org/
http://www.mendeley.com/features/reference-manager
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093
http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-thermal-biology
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Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a
scientific article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.
https://doi.org/10.1016/j.S¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a
scientific article. Heliyon. 19, e00205.
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman,
New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your
article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-
Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/
(accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data
for Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley
Data, v1. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word
Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and
enhance your scientific research. Authors who have video or animation files that
they wish to submit with their article are strongly encouraged to include links to
these within the body of the article. This can be done in the same way as a
figure or table by referring to the video or animation content and noting in the
body text where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. . In order to ensure
that your video or animation material is directly usable, please provide the file in
one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB
per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online
in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame
from the video or animation or make a separate image. These will be used
instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since
video and animation cannot be embedded in the print version of the journal,
please provide text for both the electronic and the print version for the portions
of the article that refer to this content.



http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
https://www.sciencedirect.com/
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
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Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers
interact and engage more closely with your research. Follow the instructions

here to find out about available data visualization options and how to include

them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are
published exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as
such online). Please submit your material together with the article and supply a
concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make
changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a
previous version. Please switch off the "Track Changes' option in Microsoft
Office files as these will appear in the published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your
research publication where appropriate, and enables you to interlink the data
with your published articles. Research data refers to the results of observations
or experimentation that validate research findings. To facilitate reproducibility
and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code,
models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the
project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or
make a statement about the availability of your data when submitting your
manuscript. If you are sharing data in one of these ways, you are encouraged to
cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to the
"References" section for more information about data citation. For more
information on depositing, sharing and using research data and other relevant
research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link
your article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of
repositories to link articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving
readers access to underlying data that gives them a better understanding of the
research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available,
you can directly link your dataset to your article by providing the relevant
information in the submission system. For more information, visit the database

linking page.


https://www.elsevier.com/authors/author-services/data-visualization
https://www.elsevier.com/authors/author-services/research-data
https://www.elsevier.com/authors/author-services/research-data/data-base-linking
https://www.elsevier.com/authors/author-services/research-data/data-base-linking
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For supported data repositories a repository banner will automatically appear
next to your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the
text of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols,
and methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access
repository. During the submission process, after uploading your manuscript, you
will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your
published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or
additional raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that
houses and describes your data. Data articles ensure that your data is actively
reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all
upon publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as
an additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If
your research article is accepted, your data article will automatically be
transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed and
published in the open access data journal, Data in Brief. Please note an open
access fee of 500 USD is payable for publication in Data in Brief. Full details
can be found on the Data in Brief website. Please use this template to write
your Data in Brief.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data
in your submission. This may be a requirement of your funding body or
institution. If your data is unavailable to access or unsuitable to post, you will
have the opportunity to indicate why during the submission process, for
example by stating that the research data is confidential. The statement will
appear with your published article on ScienceDirect. For more information, visit
the Data Statement page.



https://www.elsevier.com/authors/author-services/research-data/data-base-linking#repositories
https://www.elsevier.com/books-and-journals/enrichments/mendeley-data-for-journals
https://www.journals.elsevier.com/data-in-brief
https://www.elsevier.com/__data/assets/word_doc/0004/215779/Datainbrief_template.docx
https://www.elsevier.com/authors/author-services/research-data/data-statement
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