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RESUMO

Exemplares de kinguios, Carassius auratus, foram mantidos em caixas
plasticas no laboratério do Campo Experimental de Piscicultura de Camboriu,
localizado no municipio de Camborit, SC, com o objetivo de verificar qual o
substrato mais indicado para a desova dessa espécie, durante o periodo
reprodutivo de setembro de 2007 a margo de 2008. Dez grupos, cada um deles
constituido por uma fémea e dois machos, foram divididos em substratos:
natural, aguapé (A) e artificial, kakaban (K). Para as fémeas de cada sistema
as seguintes posturas foram obtidas: 109 (A) e 70 (K) variando de 18 a 26 (A) e
7 a 20 (K) por fémea (P < 0,05). O numero de ovdcitos liberados por fémea por
desova variou de 4 a 97 (A) e 8 a 716 (K) (P < 0,05) e por fémea variou de 509
a 815 (A) e 326 a 3.240 (K) durante o experimento (P < 0,05). O intervalo de
dias entre cada postura variou de 1 a 46 (A) e 1 a 86 (K) (P < 0,05),
respectivamente. Os ovocitos nas diferentes fases de desenvolvimento
(microscopia de luz) foram definidos como: cromatina-nucléolo, perinucleolar,
alvéolo cortical, vitelogénese, maduro. A presenca de foliculos pds-ovulatérios
e atrésicos também foi verificada. Posteriormente, essas fases foram
quantificadas e evidenciaram diferencas significativas, A e K (P < 0,05), exceto
na fase de atresia (P > 0,05), para ambos os substratos. Os valores médios do
IGS foram de 7,73% para fémeas e 4,31% para machos (P < 0,05). Apesar do
namero de desovas ter sido inferior nos kakabans, a fecundidade foi superior,
indicando-o como o substrato ideal para a desova de kinguios.

Palavras-chave: aguapé, Carassius auratus, desova parcelada, kakaban, Kinguio,
ovos adesivos
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ABSTRACT

Breeders goldfish, Carassius auratus, were kept in plastic boxes in Campo
Experimental de Piscicultura de Camborit’s laboratory, located in Camboriu,
SC, with the objective to examine which is the ideal substrate to deposit spawn
during the reproductive period September of 2007 until March of 2008. Ten
groups, each one constituted of a female and two males, were divided into
substrates: natural, aquatic vegetation (A) and artificial, kakaban (K). For the
females of each system the following bearing attitudes were obtained: 109 (A)
and 70 (K) varying from 18 to 26 (A) and 7 to 20 (K) each female (P<0.05). The
number of oocytes per female in each spawn varied from 4 to 97 (A) and 8 to
716 (K) (P<0.05). The daily intervals between the deposit of spawns varied from
1 to 46 (A) and 1 to 86 (K) (P<0.05), respectively . The oocytes in different
development stages (light microscopy) were defined as: chromatin-nucleolus,
perinucleolar, cortical alveoli, vitellogenesis, final maturation. The presence of
pos-ovulatory follicles and atresia were verify too; and pos-ovulatory follicles
and atresia too. Later, these phases were quantified and presented significant
differences, A and K (P<0.05), except in the atresia phase (P>0.05), both
substrates. The average GSI values were 7.73% (A) and 4.31% (K) (P<0.05).
Although the spawn number was inferior in kakabans, the fecundity was higher,
indicating that kakaban is the ideal substrate for goldfish to deposit spawns.

Key words: adherents eggs, aquatic vegetation, Carassius auratus, goldfish,
kakaban, parcel spawn



1. INTRODUCAO
1.1. Aquicultura

A Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca afirma que o Brasil
apresenta um imenso potencial para o desenvolvimento da aquicultura, pois,
possui 8.400 km de costa maritima, 5.500.000 hectares de reservatérios de
agua doce, disponibilizando cerca de 10% dessa agua no planeta. Aléem da
infinidade de recursos hidricos, ainda apresenta clima favoravel para o
desenvolvimento de organismos aquaticos, terras disponiveis, mao-de-obra
abundante e a crescente demanda por pescado no mercado interno (BRASIL,
2009).

A regido que mais se destaca na aquicultura brasileira é a regiao sul,
sendo o Estado de Santa Catarina o maior produtor nacional de organismos
aquaticos onde os criadores possuem, em média, 0,49 hectares de area
inundada, formada por pequenos empreendimentos (SILVA, 2006).

1.1.1. Piscicultura Ornamental Mundial
As primeiras atividades ligadas a criagdo de peixes ornamentais datam
de antes da Era Crista, entre os anos de 384 a 322 a.C., onde o fildsofo grego

Aristételes descreveu os peixes do Mar Egeu (LIMA et al., 2001).

A atividade da aquariofilia foi criada no ano de 1596, quando o chinés
Chang Chi’En-Té escreveu Chu Sha Yu P’u (que significa “Livro do Peixe
Vermelho”), no qual ensinava como realizar a manutengao de peixes vermelhos

da familia Cyprinidade, mantidos em pequenos bujées (LIMA et al., 2001).

Desde entdo, os peixes ornamentais tém constituido um valioso
recurso, sendo considerados como uma atividade em constante crescimento,
apesar das lacunas de informagbes sobre as variedades de peixes (FAO,
2009).

Um dos principais aspectos para a intensificagcdo da producéo
piscicola, acompanhada da sustentabilidade tanto econémica como ambiental,



€ a utilizacdo da propagacao artificial ou reproducédo induzida (ROSA et al.,
1994). Contudo, para a producdo massiva de alevinos ornamentais, ainda nao
sdo dominados aspectos reprodutivos, necessitando-se de estudos minuciosos
que sejam capazes de aumentar a eficiéncia desses processos (VIDAL Jr,
2000 e 2002).

Mundialmente sdo comercializadas mais de 700 variedades de peixes
para fins de ornamentagdo, e a demanda por peixes exo6ticos e novas
variedades é crescente (VIDAL Jr, 2003); destas, cerca de 70% sao produzidos
em cativeiro (MOJICA, 2007). Deve-se destacar que, o0s peixes cativos
apresentam custos menores quando comparados aos do habitat natural
(RIBEIRO, 2008).

Conforme RIBEIRO (2008), entre os maiores produtores e
exportadores de peixes ornamentais destaca-se Cingapura, produzindo
principalmente, tetras, guppies, catfishes e kinguios cujos destinos sao Estados
Unidos da América e Reino Unido. A Malasia exporta 95% de sua producéo,
sendo que 85% via Cingapura. Dentre os produtores citados, Cingapura,
anualmente, desenvolve cerca de 7 a 10 novas variedades de peixes
ornamentais por meio do dominio e aperfeicoamento de técnicas de

reproducao e programas de cruzamentos seletivos.

O Japao, considerado o bergo da piscicultura ornamental, é atualmente
0 quinto maior exportador mundial, mas se sobressai devido ao seu grande
mercado consumidor, o terceiro maior mercado do mundo. Na China, na
provincia de Hong Kong, destaca-se também, a producéo de carpas, kinguios e
discos. A India possui um grande potencial de crescimento no setor devido
principalmente, a sua grande extensdo territorial e ao clima favoravel
(RIBEIRO, 2008).

Dentre os paises da Europa, a Espanha se destaca, sendo o segundo
maior exportador de peixes ornamentais, entretanto, 96% destes peixes sao de
agua salgada (RIBEIRO, 2008).



Os Estados Unidos sdo o maior mercado consumidor de peixes
ornamentais movimentando cerca US$ 1 bilhdo/ano (VIDAL Jr, 2002), em 2006
importou US$ 48 milhdes, sendo que a espécie predileta € o guppy (Poecilia
reticulata) (RIBEIRO, 2008). Nesse pais uma em cada trés residéncias possui
aquario, entretanto, no Japao a proporcado € ainda maior, uma em cada duas
residéncias tém aquarios como objeto de decoragdo ou ainda, servindo como
redutores de ansiedade e estresse (LIMA et al., 2001).

Na Ameérica Latina, a Coldmbia é a maior exportadora de ornamentais,

exportando 25 milhdes de peixes por ano (RIBEIRO, 2008).

1.1.2. Piscicultura Ornamental Nacional

No Brasil a atividade de aquariofilia teve inicio em 1922, trazida pela
colénia japonesa ao Rio de Janeiro (LIMA et al., 2001), entretanto, o maior
impulso na produgdo de peixes ornamentais ocorreu na década de 70, onde as
exportacdes alcancaram US$ 30 milhdes por ano, porém, segundo VIDAL Jr
(2002), estes peixes eram provenientes de capturas da natureza. A partir desta
década as exportagbes brasileiras iniciaram seu declinio, estagnando na
década de 90, onde representavam US$ 4 milhées anuais, cujo motivo principal

dessa queda foi a pressao internacional contra a pesca predatoéria.

Atualmente nosso pais exporta cerca de 20 milhdes de peixes
ornamentais de agua doce por ano, sendo que 95% desses provém do
extrativismo, principalmente, das planicies e florestas inundaveis da regiao
amazoénica (VIDAL Jr, 2003). Essas exportagdes sofreram queda de 1996 a
2003, porém, aumentaram progressivamente, atingindo US$ 4,1 milhdes entre
o periodo de 2003 e 2006 (RIBEIRO, 2008).

O comércio brasileiro de peixes ornamentais movimenta cerca de US$
1 bilhdo, oriundos tanto da criacdo como, também, da captura nos rios, lagoas
e oceanos. Este setor é considerado um dos mais lucrativos na piscicultura,
sendo impulsionado através do crescente aumento da demanda do mercado
mundial (LIMA et al., 2001). No Brasil, assim como em outros paises, a oferta



de peixes ornamentais é inferior a demanda (VIDAL Jr, 2002). Existem em
torno de 1.800 produtores de peixes ornamentais, sendo que, a maioria
encontra-se concentrada no estado de Minas Gerais (VIDAL Jr, 2003).

Na Amazbnia existem mais de 2.500 espécies de peixes, entretanto, o
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis), através da portaria n. 62-N, de 10 de junho de 1992, permite a
exploracdo de somente 180 espécies consideradas como peixes ornamentais.
O Pantanal Mato-grossense € outra regiao rica em diversidade ictiofaunistica
para fins de ornamentagéao (LIMA et al., 2001).

Segundo LIMA et al., (2001), a oferta de peixes, nos mercados locais,
obtidos através da producdo em fazendas de piscicultura, diminui a pressao de
pesca sobre as populacdes selvagens, proporcionando a manutencado dos
estoques naturais. Tornou-se imperativo desenvolver tecnologia para a
producdo em grande escala de peixes de aguas continentais e marinhas em
diferentes sistemas de criacdo (VIDAL Jr, 2006). SOARES et al. (2002)
afirmam que ha& poucos estudos sobre peixes ornamentais em regides
tropicais, necessitando de pesquisas que proporcionem subsidios para o
desenvolvimento da atividade principalmente, quanto ao manejo da criacao,
refletindo na expansdo do setor produtivo. RIBEIRO (2008) assegura ainda
que, um dos grandes desafios para se produzir peixes ornamentais de boa
qualidade e, melhorar seu acondicionamento, para que os mesmos cheguem
saudaveis em seu destino, € priorizar pesquisas focadas na sobrevivéncia

desses peixes principalmente, se o transporte for de longa duracao.

1.2. Espécie estudada

Neste estudo a espécie escolhida, Carassius auratus (Linnaeus, 1758),
pertencente a classe Actinopterygii, ordem Cypriniformes e familia Cyprinidae,
€ denominada popularmente como kinguio, peixe japonés ou dourado
(portugués) e goldfish (inglés), pez rojo (espanhol) e poisson rouge (francés)
(FAO, 2009). Esta espécie é oriunda de mutagdes genéticas de Carassius



carassius, assim como as carpas koi sado de Cyprinus carpio
(http.//blueridgekoi.com/History-of-koi-c-159.html).

Segundo antigas crénicas chinesas, estes peixes vem sendo criados
desde 950, sendo levados para o Japéao por volta de 1600 (PEREIRA, 1979) e,
domesticados por mais de mil anos (KOBAYASHI et al., 2002). Sao originarios
da China (PEREIRA, 1979; FROESE e PAULY, 2009) e, devido a selegao e
melhoramento genético feito no Japao a partir da década de 50, existem mais

” “* ” “*

de 120 variedades, como: red cap, “telescopio”, “cauda-de-véu”, “cabeca de

dragao”, “pompom”, dentre outras, sendo que, a maioria deriva de sua forma
selvagem, que possui coloragao marrom-esverdeada (LIMA et al., 2001).

O kinguio é um dos peixes ornamentais mais comercializados e
conhecidos do mundo (ROSA et al., 1994; LIMA et al., 2001; LIMA, 2003), visto
que, além de serem muito resistentes as variagdes dos parametros fisico-
quimicos da agua na criacdo, apresentam altas taxas de prolificidade e
variados padrbes de coloracdo e polimorfismo, principalmente, nos olhos e
nadadeiras (ROSA et al., 1994; SOARES et al., 2002; SILVA et al., 2006).

Segundo informacées de FROESE e PAULY (2009), os kinguios
atingem, em média 15 cm. A faixa ideal de temperatura da agua para que a
espécie atinja o bem-estar varia de 15 a 24°C e o pH pode ser neutro ou
ligeiramente alcalino. Alimentam-se de plantas, pequenos crustaceos, insetos e
até mesmo de detritos. Quando criados em cativeiro, os kinguios apresentaram
melhores taxas de conversdo alimentar com dietas com niveis de proteina
bruta (P.B.) entre 40 e 45% (SILVA et al., 2006). Ha registros que a primeira
reproducdo destes peixes foi obtida no inicio do século XVIII (ROSA et al.,
1994).

Os kinguios sdo famosos por terem o péssimo habito de arrancar as
plantas e remexer o fundo dos aquarios, porém, sdo bem sociaveis, podendo
viver na companhia de outros kinguios, além de outras espécies de peixes
(PEREIRA, 1979; LIMA, 2003). Por apresentarem essas caracteristicas o



kinguio vem sendo utilizado como peixe-modelo, principalmente em
experimentos de toxicologia e endocrinologia (SOHN et al,. 1998; MARLATT et
al, 2008; TSE et al, 2008); além de, amplos estudos em fisiologia
(BJERSELIUS et al., 2001; APPELT e SORENSEN, 2007; LISTER et al., 2008)
e comportamento reprodutivo (BJERSELIUS et al.,, 2001; MATSUDA et al.,
2008). Além dessas razdes, apresentam desova parcelada e a maturagéo das
gbnadas ocorre rapidamente (SOHN et al,. 1998; LISTER et al., 2008; TSE et
al., 2008).

1.2.1. Biologia reprodutiva

O desenvolvimento gonadal dos kinguios é controlado pelo sistema
endocrino através de complexas vias metabdlicas (LI et al, 2008), sendo
mediado ao longo do eixo cérebro — hipotdlamo — pituitaria ou hipéfise —
gbnadas (RUTAISIRE e BOOTH, 2004). As fémeas de goldfish receptivas a
reproducao liberam pelo menos cinco feroménios sexuais, através da urina, no
substrato a desova, atraindo desta forma, o macho para o local indicado
(APPELT e SORENSEN, 2007). OLSEN et al. (2006) acreditam que ao longo
dos anos de domesticacdo, o sistema de feromdnios de C. auratus sofreu

pequenas modificagdes.

As fémeas de goldfish iniciam a vitelogénese durante o inverno,
apresentando grupos de ovdcitos cujo desenvolvimento é sincronico e
desovam varias vezes durante a primavera e verao (KOBAYASHI et al., 2002;
Ll et al., 2008), podendo ser adiada em funcédo da diminuicdo da temperatura
da agua (LI et al., 2008), pois assim como na carpa-comum, Cyprinus carpio, o
método de reproducdo natural dos kinguios é altamente dependente das
condicdes climaticas (BILLARD et al., 1995; MANANOS et al., 2009 ).

Os kinguios apresentam dimorfismo entre 0os sexos somente na fase
reprodutiva, onde nota-se nos machos a presenca de pequenos tubérculos na
base do opérculo como caracteristica sexual secundaria (PEREIRA, 1979;
APPELT e SORENSEN, 2007; NADZIALEK et al., 2008), porém, BJERSELIUS
et al. (2001) afirmam que tais tubérculos podem, ou ndo, estar presentes.



A primeira desova dos kinguios ocorre com cerca de um ano de idade
(NADZIALEK et al.,, 2008), com 20 cm de comprimento total (BROMAGE e
ROBERTS, 1995).

De acordo com MCEVOY e MCEVQY (1992), por serem uma espécie
prolifera, os kinguios, caracterizam-se por apresentar desova parcelada ou
multipla (NADZIALEK et al., 2008), como estratégia adaptativa ao alimento
disponivel, disseminando o risco de predacao dos ovos e larvas durante um
longo periodo, apresentando alta variabilidade de recrutamento, bem como, a
instabilidade das condicbes ambientais. Ainda, sugerem que, este tipo de
desova, dentro de uma estacao, esteja associado a sazonalidade em areas
mais restritas, ao tamanho reduzido dos peixes e, consequentemente,
apresentam ovarios menores. Uma vez que os ovdécitos hidratam-se e
aumentam de tamanho, estes sao liberados em diferentes intervalos de tempo
(lotes) permitindo que mais ovocitos possam se acomodar nos ovarios € ao
atingirem determinado tamanho na fase final do desenvolvimento (maduros),
sendo entéo liberados (MCEVOY e MCEVOY, 1992).

O sistema de desova dos kinguios é sazonal, tipico dos ciprinideos nao
territorialistas, sem cuidado parental, assim como outras carpas (KOBAYASHI
et al., 2002). Seus ovos sao aderentes e fixam-se em plantas aquaticas de
raizes longas como, Eichhornia crassipes (VAZZOLER, 1996), ou em

substratos quando mantidos em tanques bem povoados (PEREIRA, 1979).

A técnica de reproducao induzida em peixes pode ser realizada através
da propagacao artificial, utilizando-se extrato bruto de hipofise de carpa
comum, visando maximizar a quantidade de ovos, larvas e a produgédo de
alevinos (ROSA et al., 1994; LIMA, 2003). ROSA et al. (1994) realizaram
experimentos na qual a liberacdo dos ovocitos ocorreu de duas formas, natural
(espontanea, em folhas secas de coqueiros) e artificial (extrusdo manual), apos
aplicacdo hormonal. Verificou-se que com a extrusdo manual a prolificidade



mostrou-se menor, cerca de 0,5 a 5% do peso total das fémeas, porém, a taxa
de fertilizagcao foi maior (65 a 70%).

Geralmente os goldfishes liberam seus gametas durante a primavera e
o inicio do verdao (BEACH, 1959). Devido ao curto intervalo de tempo entre a
ovulacdo e a desova, o comportamento dos machos e fémeas, devem ser
sincronizados (BJERSELIUS et al., 2001). Segundo KOBAYASHI et al. (2002),
se 0s machos tém contato com o feroménio pré-ovulatério das fémeas estes
aumentam a secrecao de LH (LI et al., 2008), que estimula a sintese de outros
horménios nos testiculos, além de, aumentar o numero e a motilidade dos
espermatozoides nos ductos espermaticos e a fertilidade durante a desova. Os
machos de goldfish competem entre si para ter acesso as fémeas receptivas
(APPELT e SORENSEN, 2007).

Os ovos de kinguios apresentam cor amarelo clara (ROSA et al., 1994)
e 0 sémen é branco leitoso (VAZZOLER, 1996). A eclosdao dos ovos de
kinguios ocorre 50 horas apés a fecundacao, com médias de temperatura da
agua 24,0 £ 1,0°C (ROSA et al., 1994).

Os alevinos de kinguios possuem a cor marrom-olivdcea (cor original),
e apos trés meses de vida adquirem caracteristicas semelhantes a dos pais,
com cerca de 25% da prole mantendo a cor original (PEREIRA, 1979).

Caracterizacao das génadas

Para diminuir os erros na determinacdo dos estadios gonadais em
peixes, deve-se aliar as caracteristicas externas (macroscépicas) as
observagdes histoldgicas das gbnadas, definindo-as com exatiddo os aspectos
morfolégicos durante o processo de gametogénese (ROMAGOSA, 2008). Com
isso pode-se estabelecer parametros tais como, o comprimento total os quais
0s peixes atingem a maturacao gonadal, durag¢ao do ciclo reprodutivo ou ainda,
estimar a fecundidade (VAZZOLER, 1996).



Ovogénese

A gametogénese das carpas, ou seja, tanto a ovogénese como a
espermatogénese, € regulada através de caracteristicas ambientais, como a
temperatura, duracédo de horas de luz, dieta e interacdes sociais (GLASSER et
al., 2003), sendo na maioria dos peixes controlada pela gonadotropina FSH
(ARUKWE, 2001).

Segundo ROMAGOSA (1998 e 2006), a ovogénese em teledsteos é
um processo onde as células germinativas primordiais (CGP) se desenvolvem
para dar origem ao ovocito que devera estar apto para ser fertilizado. De uma
maneira geral, durante a ovogénese ocorrem inumeras modificacdes a nivel
nuclear, como o surgimento de organelas citoplasmaticas, acumulo de
inclusdes variadas e a formagao do envelope folicular (envoltério). Podendo ser
divididas em fases: (1) formacdo da CGP e sua transformacdo em oogénia
(diferenciacdo sexual); (2) transformagdo da ovogdnia em ovdcitos (inicio da
meiose); (3) crescimento do ovocito enquanto a meiose esta estagnada; (4)
reinicio da meiose (maturacdo); (5) expulsdo do ovécito de seu foliculo

(ovulacao), também considerado como crescimento primario e secundario.

No inicio de cada periodo reprodutivo, uma fragdo das ovogbnias
presentes nos ovarios, fase denominada de cromatina-nucleolar (ROMAGOSA,
1998), passa por uma série de divisbes mitdticas até entrar em meiose
(BEACH, 1959; PATINO e SULLIVAN, 2002), permanecendo inativas até o
proximo ciclo reprodutivo (fase perinucleolar), com nucléolos associados aos
diferentes graus de sintese protéica, transicdo de RNA ribossémico, portanto,
as variagcdes dependem da estratégia reprodutiva adotada pela espécie
(ROMAGOSA, 1998).

A seguir os ovocitos sdo recrutados para a fase de crescimento
secundario, onde surgem alvéolos corticais e granulos de vitelo (SELMAN et
al., 1993; ROMAGOSA, 1998), que segundo GURAYA (1982), que tém como



funcdo evitar a polispermia (YAMAMOTO, 1961; ROMAGOSA, 1998),
adquirindo grande quantidade de vitelo que servira de alimento para o embrido
e para os primeiros momentos de vida da larva (GODINHO, 2007).

Essa etapa é caracterizada por duas fases em teledsteos: (1) pré-
vitelogénese, que independe de hormdnios gonadotrdpicos para sua evolugao,
onde o desenvolvimento do ovdcito é lento e o volume aumenta lentamente; (2)
vitelogénica, caracteriza-se por estreita dependéncia de horménios
gonadotrdpicos, rapido crescimento ovocitario e aumento brusco do seu
tamanho. A vitelogénese consiste no sequestro de um precursor plasmatico, a
vitelogenina (VTg) derivada do figado, que se acumula no citoplasma do
ovoécito sob a forma de granulos de vitelo (WALLACE e SELMAN, 1981,
SELMAN et al.,, 1993; ROMAGOSA, 1998; GANECO et al, 2001).
Recentemente, LI et al. (2008) observaram que nao ha relagdo entre os niveis
de VTg no plasma e o indice gonadossomatico (IGS) em goldfish, em ambos
0S sexos, € além do que, nao foi possivel detectar VTg em fémeas cujos IGS
< 0,85. BEACH (1959) utiliza outra nomenclatura, em goldfish, menos
especifico, na qual sdo divididas em: ovdcito imaturo, ovocito em maturagéo e

ovécito maduro.

As mudancas entre as fases de vitelogénese e maturacao final ndo sao
evidentes em muitas espécies de teledsteos, considerando-se que o
crescimento e a maturacdo ovocitaria sdo processos continuos (RIZZO e
BAZZOLI, 1997).

Ao final do processo de Vvitelogénese o ovécito atinge seu
desenvolvimento maximo, dependendo das condi¢bes ambientais adequadas
e, sob a agdo de apropriado mecanismo hormonal gonadotrdpico, o ovdcito
segue para a etapa de maturacdo (ROMAGOSA, 1998; GANECO et al., 2001)
até ser liberado para o meio externo, aquatico, apds ter apresentado um
grande crescimento devido ao acumulo de material nutritivo (CHAVES e
VAZZOLER, 1984). A seguir, ocorre a ovulagdo, que é resultado da ruptura da
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parede folicular, fase regulada por meio da acdo da gonadotropina e hormonios
esterdides, principalmente progestinas, que sdo produzidas pela parede do
ovocito (GURAYA, 1986).

Quando o ovocito é eliminado € possivel visualizar, por meio da
presenca das membranas formadas pelas células foliculares (granulosa) e a
teca, apresentando estruturas contorcidas e dobradas, restando somente uma
camada que sera invadida por células fagocitarias do estroma ovariano, sendo
em seguida, completamente absorvida (CHAVES e VAZZOLER, 1984), este é
caracterizado como foliculo pés-ovulatério (FPO) (LEONARDO et al., 2006;
ROMAGOSA, 2006).

Durante o ciclo maturacional pode ocorrer um processo relativamente
comum em ovarios de teleésteos denominado de atresia folicular ou
degeneracao ovocitaria. Pode-se observar este fendmeno antes da liberacao
dos ovécitos que ainda nao alcancaram a maturacéo e, apds a desova, nos
ovocitos que deixaram de ser eliminados (ANDRADE, 1992; GANECO et al.,
2001); tanto em ambientes naturais ou em confinamento, atingindo
principalmente os ovocitos vitelogénicos (ANDRADE, 1992; ROMAGOSA,
2006).

Conforme ANDRADE (1992), a degeneracdo dos ovocitos € um
processo onde ocorre sua involugcdo, caracterizada por alteracbes
morfolégicas. A atresia de ovocitos vitelogénicos ndo segue um padrao
determinado, ocorrendo variacdes de acordo com cada espécie, porém,
basicamente ha alteracdo no tamanho do ovdcito, forma, hipertrofia das células
foliculares, fragmentacao da zona radiata e desintegracéo ou liquefacao dos
granulos de vitelo.

A atresia é um importante fator regulador da fecundidade de muitas
espécies de peixes (KRAUSS et al, 2008) e, provavelmente, € uma
caracteristica tipica dos que possuem desova parcelada (CHAVES e
VAZZOLER, 1984). Parece existir uma relacdo inversa entre o indice de
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ovocitos atrésicos e a condigao nutricional das fémeas (VOLODIN et al., 1974;
MCEVOY e MCEVOY, 1992) e ao estresse quando mantidos em cativeiro
(CHAVES e VAZZOLER, 1984).

Segundo TREASURER e HOLLIDAY (1981) parece nao existir
influéncia entre a reabsorcdo de ovécitos e o desenvolvimento de uma nova
geracao, porém, podem afetar de maneira significativa a fecundidade da
populagédo. Todavia, sabe-se que em Abramis brama, uma nova geracao de
ovocitos se inicia somente quando a geracao anterior de ovdcitos foi totalmente
reabsorvida (VOLODIN et al., 1974).

Espermatogénese

De maneira geral, os tele6steos apresentam transicdo das células
germinativas ativas até a formacdo dos espermatozoides, ocorrendo de
maneira sincrénica em um processo denominado de espermatogénese
(BATLOUNI et al., 2006). Entretanto, em carpa-comum, esse processo ocorre
em um curto periodo de tempo, pois as células germinativas de um cisto
apresentam-se na mesma fase de desenvolvimento (BILLARD et al, 1995).
Podem apresentar variagbes ciclicas na forma, volume, tonalidade e
vascularizagdo, em funcao das diferentes etapas do processo reprodutivo que
se encontram (MENEZES et al., 2000).

Os testiculos sao classificados segundo a distribuicdo das
espermatogbnias em: (1) espermatogonial continuo ou irrestrito ou (2)
descontinuo ou restrito, exemplo o grupo Atheriniformes (GRIER et al., 1980;
GRIER, 1981; GRIER e PARENTI, 1984). A proliferacédo de espermatogbnias é
estimulada através de gonadotropinas (ARUKWE, 2001).

No caso da carpa-comum, em clima temperado, a gametogénese
ocorre ao final do verao, portanto, os espermatozoides ficam estocados nos
testiculos até a préxima desova, que ocorre na primavera seguinte, porém, o0s
espermatozoides com capacidade de fertilizagdo podem ser coletados
praticamente todo o ano (BILLARD et al, 1995). Em carpa-capim,
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Ctenopharyngodon idella, a maioria dos machos permanece maduro os doze
meses do ano nas regioes tropicais (GLASSER et al., 2003).

A producdo anual de esperma na carpa-comum é de 1,9 + 0,2 x 10"
espermatozoides-kg ' -reprodutor (BILLARD et al., 1995). Os autores afirmam
que em Cyprinus carpio, 0 esperma € inativo nos testiculos, sendo ativado
somente apods a liberacdo da agua devido a diminuigdo da pressdo osmotica.
Os espermatozoides de carpa-comum movem-se até 30 segundos depois de
sua ativacao por possuirem espermatozoides primitivos, 0 mesmo ocorre em
outros ciprinideos. (BILLARD et al, 1995). A velocidade maxima que o
espermatozoide de carpa-comum pode atingir é de 15 pm-s” (TOTH et al,
1995).

Ciclo reprodutivo

A maioria dos peixes apresenta reproducao ciclica, correspondendo a
um periodo de repouso intercalado por periodos ativos, finalizando com o
surgimento de nova prole (ROMAGOSA, 2006). No periodo de repouso, as
gbnadas apresentam tamanho reduzido, contendo apenas células
gametogénicas em fases iniciais de desenvolvimento, caso do matrinxa, Brycon
cephalus (ROMAGOSA, 1998). Com o progresso do ciclo, elas acumulam
ovocitos vitelogénicos ou espermatozoides até atingirem picos maximos e a
sequir, ocorre a liberacdo dos gametas. Em razdo do acumulo dessas células,
as gbnadas sofrem mudancas radicais em sua constituicdo, alterando sua
aparéncia, peso e coloracao (GODINHO, 2007). O ciclo reprodutivo dos peixes
esta vinculado as variagbes ambientais, como temperatura, regime de chuvas
(BAZZOLI, 2003).

De acordo com ROMAGOSA (1998), as alteracbes morfo-funcionais
das gbnadas da maioria das espécies de peixes tropicais sul-americanos
auxiliam na caracterizagcdo dos diferentes estadios, como (1) repouso:
apresentam o menor tamanho, sendo delgadas e transliucidas; (2) em
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maturacdo: iniciam o processo de gametogénese e acumulam gradualmente
seus gametas, fazendo aumentar seu peso; (3) maturacao avangada/maduro:
atingem seu maior peso e volume e, (4) esgotado: corresponde ao periodo que
se segue a reproducdo e em consequéncia ocorre a eliminagcdo dos gametas,
onde as gbnadas tornam-se reduzidas em tamanho, flacidas e sanguinolentas,
ocorre intensa reorganizagdo dos tecidos gonadais que, em breve, estardo
reiniciando novo ciclo reprodutivo, a fase de repouso.

Tipos de Desova

Dentre as estratégias reprodutivas, os peixes teledsteos apresentam os
seguintes tipos de desova: (1) liberam seus gametas uma s6 vez durante a vida
reprodutiva (VAZZOLER, 1996); (2) liberam seus gametas uma vez ao ano
durante um curto periodo geralmente, na primavera-verdo — desova total,
peixes reofilicos-migradores (ROMAGOSA, 2006); (3) liberam seus gametas
em parcelas ou lotes durante um periodo reprodutivo longo ou podem ainda
desovar continuamente — desova parcelada ou multipla (MCEVOY e MCEVOY,
1992).

Como foi dito anteriormente, os kinguios apresentam desova do tipo
parcelada, portanto, os exemplos referem-se a esta categoria de desova.
Conforme MCEVOY e MCEVOY (1992), a frequéncia de desovas e a
fecundidade estdo intimamente ligadas as condi¢cbes alimentares, altas taxas
de alimento aumentam o porcentual de peixes que atingem a maturacéo, o
namero, peso e frequéncia de desovas. De acordo com VAZZOLER (1996) a
fecundidade esta relacionada diretamente com o tamanho do corpo e com as
condicbes ambientais. Pode-se ainda, estimar a fecundidade de espécies de
peixes de desovas multiplas por meio da frequéncia de foliculos pds-ovulatérios
presentes (MCEVOY e MCEVOY, 1992).

Utilizacao do Substrato Natural

Tanques ou viveiros de desova sao cuidadosamente preparados com a
utilizacdo de vegetacdo aquatica como substrato para a desova, onde séo
introduzidas matrizes de carpa ou kinguio (MANANOS et al., 2009).
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Utilizacao substrato artificial

TAMASSIA et al. (2004) afirmam que o kakaban é ideal para ser
utilizado em unidades produtivas mais simples, € uma estrutura com o intuito
de coletar ovos que apresentam substancia adesiva, como matrizes de carpa-
comum. Os autores descrevem que o kakaban pode ser fabricado de feixes de
capim seco, galhos de pinus ou até mesmo de material sintético, cujo beneficio
e custo é apropriado por possuir maior durabilidade e serem utilizados em

varios ciclos reprodutivos.

NATHANAEL e EDIRISINGUE (2001), estudando carpa-comum,
Cyprinus carpio, em um reservatério no Sri Lanka, utilizaram kakabans de 2 m
de extensao, feitos de fibras de coco e armagao de bambu, 10 cm da superficie
da agua para a captura de ovos. BILLARD et al. (1995) citam que para a
reproducdo natural de carpa-comum na Indonésia, utilizam-se kakabans como
substrato artificial. O mesmo ocorre em carpas mantidas em tanques do tipo
dubish na Europa e de spanish moss (r&fia) na Asia. COLE et al. (1999)
utilizaram para o tetra-liméo, Hyphessobrycon pulchripinnis, substrato oriundo

de escova, fios de nylon, tiras finas de plastico ou grama artificial.

Em experimento onde acompanhou-se o comportamento reprodutivo
de machos de goldfish foi utilizado durante a reproducdo um apetrecho similar
ao kakaban, com vegetacgao artificial flutuante, cobrindo aproximadamente 35%
da superficie do aquario, feitos de fios verdes, atuando como substrato para
desovas (BJERSELIUS et al., 2001).

1.3. OBJETIVOS

Este trabalho foi desenvolvido com kinguios, Carassius auratus, em
condi¢des laboratoriais, tendo como objetivo verificar qual o substrato mais
indicado para a espécie (natural ou artificial) a ser utilizado para a postura dos
ovos, quantificando o numero de ovdcitos liberados (fecundidade). E também,
caracterizar histologicamente as alteracées morfoldégicas das gbnadas, bem
como a analise dos valores individuais do indice gonadossomatico ao final do

periodo reprodutivo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Espécie Estudada

Exemplares de kinguios, Carassius auratus, foram adquiridos da
empresa Acquavita (Sr. Elano Rodrigo Spessatto), localizada no Rancho das
Palmeiras, Estrada Geral dos Macacos, no municipio de Camborit, Santa
Catarina, com doze (12) meses de idade e médias de comprimento padrdo e
peso total de 81,55 + 4,86 mm e 41,21 + 4,43 g, respectivamente.

2.2. Local e Periodo da Realizacao do Experimento

O experimento foi desenvolvido no Campo Experimental de Piscicultura
de Camboriu (CEPC), localizado na sede da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensao Rural (EPAGRI), municipio de Camborit, Santa
Catarina (Figura 01), durante o periodo de setembro de 2007 a marco de 2008.
Nessa regido a altitude € de 9 metros acima do nivel do mar e a temperatura
média anual do ar é de 19,5 C.
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Figura 01: Imagens de satélite da regido sul do Brasil, Estado de Santa Catarina,

com destaque no municipio de Camboriu (A), SC (Fonte: Google Maps)
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2.2.1. Delineamento do experimento

Reprodutores de kinguios, C. auratus, foram selecionados,
observando-se nos machos a presenca de liquido espermatico e nas fémeas, o
abddmen abaulado no qual algumas vezes podia ocorrer a liberacdo de
ovocitos com uma leve pressao abdominal (ROSA et al., 1994). Para o manejo
rotineiro dos kinguios ndo foi necessario a utilizagdo de anestésicos como
preconizado por APPELT e SORENSEN (2007).

Os exemplares de kinguios foram mantidos no laboratério do CEPC,
durante 30 dias, agosto de 2007, em tanques circulares (3000 litros), com
renovagao de agua constante, proveniente de poco artesiano. Os peixes nao
foram manipulados até a implantacao do experimento (Figura 02).

Figura 02: Tanques onde os kinguios foram mantidos antes do experimento ser
implantado

No laboratério onde foi realizado o experimento foram utilizadas 10
caixas plasticas (70 X 55 X 40 cm), com capacidade maxima de 100 litros cada
(Figura 03).
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Figura 03: Laborat6rio onde o experimento foi realizado

Os grupos foram constituidos por uma fémea e dois machos de
kinguios (Figura 4A e B), mantidos em caixas plasticas (100 L) perfazendo um
total de dez (10) grupos, individualizados. Os dois grupos serdo denominados
de (A) para os aguapés e (K) para os kakabans, como forma de facilitar a
leitura. Inicialmente, os valores médios de comprimento padrao foram 80,00 +
11,18 mm (A) e 82,40 + 8,44 mm (K) e 83,50 + 12,03 mm (A) e 85,50 = 13,01
mm (K) para fémeas e machos, respectivamente. Os valores médios iniciais do
peso total foram 40,11 + 7,22 g (A) e 47,42 £ 5,15 g (K) € 34,42 £ 10,78 g (A) e
43,05 + 14,48 g (K) para fémeas e machos, respectivamente. Foram
introduzidos dois tipos de substratos para liberagdo de ovécitos, em cinco
caixas, sendo que o substrato (A) natural com aguapés livres e, nas outras
cinco, (K) artificial, com kakabans na parte central do fundo das caixas (Figura

5A e B). A renovacao da agua foi constante, de poco artesiano.

Figura 04: (A) Fémea e (B) macho de Carassius auratus
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Figura 05: Caixas plasticas com substratos: (A) natural, aguapé e (B) artificial, kakaban

Para impedir que o primeiro substrato, aguapé (A), ficasse disperso nas
caixas foram feitos pequenos circulos de borracha, com diametro de 15 cm,
sendo que os mesmos ficaram restritos dentro da circunferéncia (Figura 5A).

Na tentativa de simular um substrato natural, o segundo substrato,
kakaban (K), foi confeccionado com o auxilio de uma grade de plastico (20 x 20
cm), com fitilhos verdes de 20 cm de comprimento, em ramos de dez fitas
distribuidas igualmente em trés fileiras e trés colunas (Figura 5B).

Os kinguios foram alimentados com ragdo comercial triturada, com
proteina bruta de 40%, do fabricante Nicoluzzi Ragdes Ltda., Penha, Santa
Catarina, ad libitum, duas vezes ao dia, as 9h e 17h, conforme a metodologia
preconizada por SILVA et al. (2006).

Duas vezes por semana as caixas plasticas foram limpas, por meio de
sifonagem, retirando-se os excrementos e sobras de alimento do fundo.
Esporadicamente, houve necessidade da troca dos aguapés uma vez que, 0s
peixes se alimentavam também de suas raizes, restando somente folhas, pois,
conforme FROESE e PAULY (2009) as plantas aquaticas fazem parte da dieta
desses peixes.
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Rotineiramente, pelas manhas, os peixes foram observados para
verificar a ocorréncia de desovas. Em caso afirmativo, péde-se observar que,
parte dos ovocitos ficava aderida nos respectivos substratos ou nas paredes
das caixas. Assim, a seguir, os dois substratos foram retirados, identificados de
acordo com o numero da caixa e remanejados para outra caixa, denominada
de “caixa de eclosao”. O numero de ovos foi estimado 12 a 24h pés-liberacéao
sendo que estes apresentavam-se transparentes, denominados popularmente

de “olhados” e, os néo fertilizados, opacos (Figura 06).

Figura 06: Ovos (seta maior) e ovécito nao fertilizado (seta menor)

No més de novembro de 2007, ap6s observar a diminuicado do numero
de desovas nas caixas na primeira quinzena, os machos foram retirados dos
grupos, restando somente uma fémea em sua respectiva caixa, e assim foram
mantidas até o final do més de novembro (durante 15 dias). Este procedimento
¢é feito rotineiramente por produtores como forma de repouso para as fémeas

(SPESSATTO, comunicacao pessoal).

No final do experimento (marco de 2008), os peixes foram
anestesiados em solucao alcodlica de benzocaina (2 g:150 mL) diluidos em 20
litros de agua, sacrificados, pesados e medidos e, suas gbnadas foram
retiradas e pesadas. Fragmentos da porcao mediana dos ovarios e testiculos
foram fixados em formol tamponado (24h), transferidas para alcool 70° G.L. e,
em seguida, submetidas as técnicas rotineiras para inclusdo em parafina

(Figura 07), cortados (5 um) e corados por Hematoxilina-Eosina (HE).
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Posteriormente, o material foi desidratado, diafanizado, montado entre [amina e
laminula, com auxilio do Balsamo do Canada, seguindo as recomendagdes de
ROMAGOSA (1998).

Figura 07: Porcao mediana dos ovarios de Carassius auratus

As diferentes fases de desenvolvimento dos ovécitos foram
identificadas, com base nas mudangas estruturais como, surgimento e/ou
modificacbes de estruturas celulares, transformagdes dos componentes
protoplasmaticos e aspectos em geral, ocorridos durante o periodo reprodutivo,
conforme metodologia preconizada por ROMAGOSA (1998). As fases do
desenvolvimento dos ovécitos sdo as seguintes: cromatina-nucleolar,
perinucleolar, alvéolo cortical, vitelogénese e maduro. E as fases de
desenvolvimento dos foliculos estédo divididas em: pds-ovulatorio e atrésico. No
caso dos machos foram observadas as quatro fases: espermatogénia,
espermatécito, espermatide e, por fim, espematozoide (BLAZER, 2002). As
laminas foram visualizadas com o auxilio de microscopia de luz e
fotomicrografadas no Laboratério de Endocrinologia de Peixes, Departamento
de Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICB 1), da Universidade de Sao Paulo, USP, SP.

Em seguida, para calcular a quantidade das diferentes fases de
desenvolvimento dos ovdcitos no final do periodo reprodutivo, foi padronizada
uma pequena area circular (5,12 mm? demarcada em uma laminula, que era

ficava sobreposta a lamina com o corte do ovario. O aumento utilizado para a
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contagem foi de 2,5 e as contagens feitas no préprio microscépio. O numero
total de campos selecionados foi de 40 para cada tipo de substrato, sendo que
para cada fémea foram selecionados dez cortes, aleatoriamente dez pequenas
areas, uma para cada fragmento dos ovarios, perfazendo o total de quatro
fémeas por tipo de substrato (numero total de campos = 80). Caso o0 ovdcito
nao estivesse pelo menos 50% dentro do campo era excluido da contagem.
Para evitar possiveis erros na quantificacdo, foi empregado o seguinte critério:
ovocitos na fase | + Il (cuja diferenciagdo nao foi possivel), fase | (cromatina-
nucléolo), fase Il (perinucleolar), fase Ill (alvéolo cortical), fase IV (inicio de
vitelogénese), fase V (maduro), fase VII (foliculo pds-ovulatério) e fase VI
(atrésico). Nas duas primeiras fases (cromatina-nucléolo e perinucleolar), a
estrutura visualizada foi o nucleo e a disposicdo dos nucléolos, entretanto,
quando nao foi possivel observar estas estruturas, considerou-se ovocitos na

“fase | + II”.

Para verificar se ocorreram diferengas significativas entre os valores foi
utilizado o Teste “t” de Student (a = 0,05) (ZAR, 2009).

indice Gonado-Somatico (IGS)

O indice gonado-somatico foi expresso pela razdo entre o peso das
gbnadas (Pg) e o peso total (Pt) de cada individuo, para ambos 0s sexos.

IGS = (Pg/ Pt) x 100

A seguir, foi calculado o IGS médio para os sexos separadamente,
segundo metedologia de BJERSELIUS et al., (2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A variacéo dos valores médios do peso total, comparando-se os dados
no inicio e no final do experimento, das fémeas manteve-se praticamente
constante nos aguapés, de 40,11 = 7,21 e 40,48 £ 6,89 g (A). Entretanto, nos
kakabans inicialmente o peso total foi, em média, de 44,82 + 10,03,

observando-se uma leve diminui¢gdo no término do experimento, 41,26 + 10,27

g.

3.1. Desovas

As primeiras desovas, apds a implantacao do experimento, ocorreram
entre 14 e 30 dias apds a formacdo dos grupos experimentais. SHEI (2008),
estudando a reproducéo de Elacantinus figaro em laboratério, observou que as
primeiras desovas ocorreram entre 24 e 31 dias. Este longo periodo

provavelmente deve-se a aclimatagéo dos peixes no novo ambiente.

Neste estudo foi possivel observar o comportamento de corte dos
kinguios quando antecede a desova, onde 0 macho persegue a fémea,
nadando lado a lado, em meio aos substratos, movimentando as nadadeiras
caudais em direcdo a superficie da agua. Resultados semelhantes foram
descritos por KOBAYASHI et al. (2002) com a mesma espécie.

O comportamento reprodutivo dos machos de kinguios foi descrito,
minuciosamente, por BJERSELIUS et al. (2001) caracterizando-o em sete tipos
de acdes nos momentos que antecedem, ou mesmo durante a desova. Entre
eles, destacam-se, perseguicao curta (short following), perseguicao longa (long
following), o ato de empurrar (pushing), a corte, a desova,dentre outros. Antes
da desova, grupos formados por machos “perseguem” as fémeas, iniciando-se
assim o contato fisico, principalmente, na cavidade urogenital e regido das
branquias, local de onde s&o liberados os feroménios (KOBAYASHI et al.,
2002), de perseguicao curta quando o macho nada em direcdo a fémea ou
muito préximo a ela durante um periodo de no maximo 5 segundos. Os autores
estipulam que quando o periodo de tempo € superior a 5 segundos ou a
distancia percorrida ultrapassa 1 metro caracteriza-se como perseguigao longa.
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Quando o macho nada paralelamente a fémea e a empurra com seu corpo,
forcando-a em direcao ao substrato, local de desova, € 0 movimento conhecido
como pushing. Conforme KOBAYASHI et al. (2002), este comportamento de
perseguicao € continuo, até que a fémea libere os ovdcitos, pois, durante a
ovulacao, os ovodcitos estimulam a sintese da prostagladina (PGF2a), que
através da corrente sanguinea atinge o cérebro e induz a receptividade das
fémeas. A desova tem inicio quando a fémea movimenta-se até a vegetacao
subaquatica, um ou mais machos entram na vegetacao, nadando rapidamente,
a fémea libera os ovécitos e o macho libera o esperma. O comportamento
reprodutivo das fémeas continua até que todos os ovdcitos sejam liberados,
podendo ser 100 ou mais, com varios parceiros € mesmo durante algumas

horas.

As desovas dos kinguios ocorreram durante a madrugada e no inicio
da manha, até, no maximo as 9h, porém nao foi possivel determinar a duracao
das desovas. De acordo com KOBAYASHI et al. (2002) o goldfish desova no
periodo da madrugada ou no inicio da manha como estratégia reprodutiva, pois

a luz é mais restrita, minimizando a predacéo.

Entre as cinco fémeas de cada substrato foram obtidas 109 posturas
(A) e 70 (K), variando entre 18 e 26 (A) e 7 a 20 (K) posturas para cada fémea
(Tabela 01) (P < 0,05). ALVES (2007), estudando reproducao em laboratério de
Apistogramma cacatuoides, verificou 88 desovas, variando de 1 a 12 desovas
por fémea, durante 37 meses de experimento. A figura 08 mostra que desde o
inicio do experimento (setembro de 2007) até o final (margo de 2008) houve um
aumento do numero de desovas, em ambos os tipos de substratos, porém, o
namero de desovas nos aguapés foi superior ao dos kakabans. O més que
ocorreu 0 maior numero de desovas foi em janeiro de 2008, e no més
subsequente houve uma queda evidenciando-se o final do ciclo reprodutivo.
Em marco o numero de desovas mostrou-se praticamente constante,
entretanto os ovos apresentavam-se inviaveis (ndo fertilizaveis), o mesmo foi
constatado por BEACH (1959), onde o goldfish desovou durante a primavera e

0 inicio do verao.
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Tabela 01: Numero total de desovas e de ovécito liberados durante o experimento

Numero de Ovadcitos
Desovas Liberados

Meses Aguapé Kakaban Aguapé Kakaban
Setembro 14 6 605 1004
Outubro 16 8 448 1572
Novembro 2 1 67 44
Dezembro 21 10 685 749
Janeiro 29 21 837 2590
Fevereiro 13 12 386 904
Marco 14 12 270 509
TOTAL 109 70 3298 7372

Numero Médio de Desovas

set/07 out nov dez jan/08 fev mar

Meses

AGUAPES (A) = = =KAKABANS (K)

Figura 08: Nimero de desovas durante o experimento

O total de ovdcitos liberados por fémea por postura variou de 4 a 97 (A)
e 8 a 716 (K). Ao longo dos sete meses de experimento o numero total de
ovocitos liberados por cada fémea foi de 509 a 815 (A) e 326 a 3.240 (K) (P <
0,05). ALVES (2007) observou, em A. cacatuoides, o numero de ovécitos
liberados por fémea em cada desova de 45 a 306, e a fecundidade total, nos 37
meses de experimento variou de 95 a 1.410 ovécitos. A fecundidade da carpa-
comum variou de 100.000 a 300.00 ovos-kg™ em um ciclo por ano, podendo
ocorrer até cinco desovas por ano, entretanto, a fecundidade diminuiu, cerca de
50.000 ovos-kg™ (LINHART et al., 1995). No més de janeiro de 2008 foram
registrados os maiores valores de fecundidade nos aguapés (Figura 09),
entretanto, a fecundidade nos kakabans apresentou duas modas bem

definidas, em outubro e janeiro de 2008, més onde mostrou-se mais elevada.
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Pode-se observar um aumento da fecundidade dos meses de dezembro de
2007 e janeiro de 2008, provavelmente isto atribui-se a recuperacdo das

fémeas no més anterior.

E importante salientar que os peixes das caixas com os aguapés se
alimentavam das raizes dos aguapés, podendo ocasionalmente terem se
alimentado também dos ovos, mascarando assim a contagem, pois conforme
FROESE e PAULY (2009) as plantas aquaticas fazem parte da dieta dos
kinguios.
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Figura 09: Fecundidade dos kinguios, C. auratus, durante o experimento

O intervalo entre as desovas variou de 1 a 46 dias (A) e 1 a 86 dias (K).
O intervalo entre as desovas dos kinguios mostrou diferencas significativas (P
< 0,05) entre os substratos, as fémeas que foram mantidas nas caixas com
aguapeés desovaram, em média, em um intervalo de 8 dias e, as dos kakabans
de 13 dias. O intervalo entre as desovas de A. cacatuoides foi de 27 a 207 dias
(ALVES, 2007). Segundo MCEVOY e MCEVOQY (1992) pouco se sabe sobre a
regulacdo do intervalo entre as desovas, mas parece que estdo relacionadas a
temperatura da agua e, também, ao comportamento de corte dos machos. Os
machos das caixas plasticas com o0s aguapés mostravam-se mais agressivos e

com o comportamento reprodutivo de perguicdo mais evidente. Mudangas no
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meio, como o tipo de substrato, por exemplo, tendem a aumentar a competicao
entre os machos de Pimephales promelas (Cyprinidae) (BESSERT et al.,
2007). BIENIARZ et al. (1979) afirmam que nado existe relagdo entre a
temperatura da agua e o momento das ovulacbes de carpas. Neste
experimento parece nao ter havido relagdo entre o numero de desovas e a
temperatura da agua, bem como entre os intervalos das desovas que
mostraram-se distintos, pois a temperatura da agua que abastecia as caixas do
laboratdrio, em ambos sistemas, foi T =23 +2,0°C.

Neste estudo provavelmente o tipo de substrato parece ter
influenciado nas desovas dos kinguios, porém ndo pode-se afirmar ao certo por
qual razdo, as mesmas duvidas foram salientadas por BESSERT et al. (2007).

3.2. Ovarios

Os ovarios de Carassius auratus sao O6rgaos bilaterais, alongados,
localizados na cavidade peritoneal, dorsalmente ao intestino e ventralmente a
bexiga natatéria. Em uma das extremidades possui um oviduto, formando um
unico ducto que desemboca no orificio urogenital. Quando no inicio do ciclo
reprodutivo os ovarios possuem aspecto levemente laminar e ao aproximar-se
da época reprodutiva tornam-se cilindricos. Sao praticamente do mesmo
tamanho, de consisténcia flacida, superficie irregular, sendo os ovécitos de
coloragcao rosea-transliucida a amarelada, gradualmente com a evolugcdao do
desenvolvimento maturacional (Figura 10), semelhante a outros ciprinideos
(SELMAN et al., 1993).

Figura 10: Ovarios de Carassius auratus (fase madura)
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Histologicamente, esses ovarios encontram-se envoltos por uma fina
camada de tecido conjuntivo, que constitui a tunica ovariana ou albuginea,
emitindo proje¢cdes para o interior do 6rgéo, formando septos ou lamelas. As
lamelas ovuligeras contém células germinativas nas diferentes fases de
maturacéo, organizadas de maneira aleatéria. Observam-se também, foliculos
pdés-ovulatérios (FPO), indicando a ocorréncia de desova anterior e foliculos
atrésicos (degeneracao ovocitaria).

3.2.1. Ovogénese

A ovogénese dos kinguios ocorre de uma forma semelhante a de
outros teledsteos, sendo um processo bastante complexo (BEACH, 1959) que
além dos eventos relacionados com a mitose e meiose, uma série de
modificacdes ao nivel nuclear, o surgimento de organelas citoplasmaticas e

acumulo de inclusdes e a formagao do envoltorio ou envelope folicular.

Neste trabalho o desenvolvimento ovocitario dos kinguios ocorreu com
o crescimento dos ovécitos em duas etapas, primario e secundario. O
crescimento primario inclui duas fases, denominadas cromatina-nucleolar e
perinucleolar, e o crescimento secundario, em outras trés fases, alvéolo
cortical, vitelogénese e madura. A seguir, a ovulacdo envolve uma série de
etapas como, ovdcito liberado, foliculo pds-ovulatorio e atrésico (Figura 11A),
segundo classificagao utilizada por ROMAGOSA (1998).

(I) Ovécito na Fase de Cromatina-nucléolo

O ndcleo ou vesicula germinativa possui formato arredondado e
localiza-se na regido central do citoplasma. Os nucléolos (geralmente um ou
dois) estdo no centro do nucleo. O citoplasma possui grande afinidade com o
corante, basdfilo. A célula possui formato poligonal, suas membranas sao
visiveis, no entanto, bem delgadas (Figura 11B). Esta fase ocorre de maneira
similar a descrita por BEACH (1959) com a mesma espécie de peixe.
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(Il) Ovocito na Fase Perinucleolar

E caracterizada pelo final da fase de crescimento primario, onde os
ovocitos permanecem inativos até o proximo ciclo reprodutivo, quando sao
recrutados para a fase de crescimento secundario, surgindo os alvéolos
corticais e os granulos de vitelo (BEACH, 1959; ROMAGOSA, 1998). Nesta
fase o nucleo € redondo e central, grande em relagdo ao citoplasma, com
abundancia de nucléolos (cinco a quatorze) que se localizam na regido
periférica do nucleo. Essas mesmas caracteristicas foram encontradas por
BEACH (1959). Segundo ROMAGOSA (1998), o tamanho e numero de
nucléolos variam de acordo com a estratégia reprodutiva adotada pela espécie,
pois seu papel esta associado na sintese protéica e transicdo de RNA. O
citoplasma possui coloracdo menos intensa que na fase anterior (fase I).

Apresenta fina membrana externa envolvendo o ovécito (Figura 11C).

(1l1) Ovécito na Fase de Alvéolo Cortical

O inicio do crescimento secundario € caracteristica desta fase, onde o
nucleo perde a forma circular, ocorre a formacéo de estruturas denominadas de
alvéolos corticais na periferia da célula, de aspecto vacuolado, esféricas, nao
coradas. Os ovécitos sdo de maior tamanho se comparados aos da fase
anterior. Sao visiveis também células foliculares externamente ao ovdcito
(Figura 11D e E). A ocorréncia de ovOcitos nesta fase também foi descrita por
BEACH (1959).

(IV) Ovécito na Fase de Vitelogénese

Esta fase diferencia-se pelo inicio do processo de vitelogénese, onde
as células apresentam formato arredondado, de maior tamanho e possuem
inicio da formacédo de granulos de vitelo no citoplasma e presenca da zona
radiata (fina). A zona radiata de carpa-comum, C. carpio, € sintetizada nos
ovarios, diferindo da maioria dos teledsteos que a sintetizam no figado, porém
este mecanismo durante a maturacao dos ovdcitos em tele6steos ainda nao é
claro (MODIG et al, 2007). Os granulos de vitelo apresentam formato
arredondado, o nucleo apresenta-se central (Figura 11F). Essas descri¢cdes séo
semelhantes as de BEACH (1959). GLASSER et al. (2003), com carpa-capim,
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Figura 11: Ovocitos de C. auratus. A. Vista geral; B. Cromatina-nucléolo (nucléolo = seta;
nucleo = N; citoplasma = C, membranas = seta maior); C. Perinucleolar (nucléolo = seta menor;
nucleo = N; citoplasma = C; membranas = seta maior); D. Alvéolo cortical (seta); E. Alvéolo
cortical (= ac; membranas = seta); F. Vitelogénese (nlcleo = N; granulos de vitelo = GV;
membranas = seta); G. Maduro (nucleo periférico = Np; granulos de vitelo = GV; membranas =
seta); H. Envoltério folicular (granulos de vitelo = GV; zona radiata = ZR; camada folicular =
seta)
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Ctenopharyngodon idella, constatam que na maioria dos casos a vitelogénese
durou cerca de 20 dias, porém, algumas fémeas permaneceram na fase de

inicio de vitelogénese durante varias semanas.

(V) Ovécito Maduro

Sao as maiores células nos ovarios, 0 seu nucleo se posiciona,
geralmente na parte central do citoplasma, porém, quando em estadio mais
avangado de desenvolvimento a membrana nuclear desaparece e o material
nuclear se dispersa pelo citoplasma, raramente encontra-se fragmentos de
nucléolos, semelhante as caracteristicas descritas por BEACH (1959).
Conforme BEACH (1959) e YARON (1995), nas carpas a maturacao final dos
ovoécitos ocorrem pouco tempo antes da ovulacdo, quando a vesicula
germinativa migra para o polo animal e o mesmo foi observado para kinguios
(Figura 11G). Pode-se visualizar granulos de vitelo de diferentes formas,
arredondados, elipticos, semelhantes a relatados por SELMAN et al. (1993)
para ciprinideos. A zona radiata torna-se mais espessa do que na fase anterior
(Figura 11H).

Ovécitos maduros sdo abundantes no periodo da reproducdo dos
kinguios, sendo evidentemente absorvidos no outono (BEACH, 1959). Em
carpa-capim, Ctenopharyngodon idella, o periodo do estadio final de
vitelogénese varia bastante, podendo durar algumas semanas ou poucos dias,
em seguida evoluindo para estadio de ovécito atrésico (GLASSER et al., 2003).

(VI) Foliculo Pés-Ovulatorio (FPO)

O FPO ¢ identificado através da presenca das membranas formadas
pelas células foliculares (granulosa) e teca, que se apresentam dobradas e
contorcidas (Figura 12A). Quando é eliminado, o ovdcito leva consigo a zona
radiata, restando somente camadas de células foliculares e pode-se observar o
lume (Figuras 12A — D). Esta camada se contrai e, segundo ROMAGOSA
(1998) sera invadida por células fagocitarias do estroma ovariano, sendo entéo
absorvida.
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(VII) Foliculo Atrésico

Os ovocitos em processo de degeneracdo dos kinguios possuem
contorno celular irregular, apresentando invaginacbes do citoplasma, ha,
portanto, uma desorganizacdo citoplasmatica causada pela liquefacdo do
mesmo. Os granulos de vitelo se tornam maiores e alongados e se fundem.
Sao visiveis a zona radiata e as células foliculares. Caracteristicas muito
similares as descritas por ANDRADE (1992).

Figura 12: Foliculos poés-ovulatorios (FPO) de C. auratus. A. enovelados (setas; vaso
sanguineo = VS); B. corddo irregular de células foliculares (seta) e lume vazio (*); C.
reentrancias e reducao do lume (lume = *); D. camadas foliculares (= CF)

No caso dos kinguios pode-se observar ovocitos em trés fases: inicial,
intermediaria e final, descritas por VOLODIN et al. (1974), ANDRADE (1992);
ROMAGOSA et al. (1993), BLAZER (2002) e LEONARDO et al. (2006).
ANDRADE (1992) divide a atresia folicular em trés fases: (a) inicial, o ovdcito
perde o formato arredondado, tornando-se levemente ondulado e os granulos
de vitelo tornam-se heterogéneos; (b) intermediaria, células foliculares
atrofiadas, zona radiata fragmentada e auséncia de estriagbes radiais; (c) final,
células foliculares e as da teca desaparecem, restando um aglomerado de

32



granulos com pigmentos castanho-amarelados, e entre eles, nucleos
picnoticos. Estas caracteristicas foram também observadas nos ovocitos
atrésicos dos kinguios deste experimento adotando-se a mesma escala
(Figuras 13A - D).

Pode ocorrer também o processo de reabsorgédo em foliculos imaturos,
sendo geralmente rapido, apresentando como caracteristica a hipertrofia da
zona granulosa, sendo bastante comum nos kinguios durante todo o ano,
porém, mostrando-se mais evidente ao final do verao (BEACH, 1959).
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Figura 13: Ovdcitos atrésicos de C. auratus. A. Inicial (seta); B. Intermediéria (seta); C. Detalhe
da figura anterior; D. Final, presenca de nucleos picnéticos (seta)

A reabsorgéo dos foliculos atrésicos varia de acordo com a espécie de
peixe, VOLODIN et al. (1974), em estudos realizados com uma espécie
semelhante a carpa, da familia Cyprinidae, mostraram que ocorreu em 1,5 a 2
meses, a temperatura de 15°C. A reabsor¢ao esta praticamente completa até a
metade do verédo. BIERNIARZ et al. (1979), estudando carpas, observaram que
apds um periodo de quatro semanas pds-desova a reabsorgdo dos ovdcitos
vitelogénicos estd completa, refletida na diminuicdo da porcentagem de

ovocitos maduros e no aumento da porcentagem dos ovécitos imaturos.
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3.2.2. Quantificacao

Os ovdécitos das “fases | + II”, em que a diferenciagéo nao foi possivel,
entretanto, apresentou valores médios de 14,62 + 7,57 (A) e 9,92 = 5,87 (K) (P
< 0,05). Estas duas primeiras fases representam valores superiores a 50% dos
ovocitos estimados, 64% (A) e 58% (K) (Figura 14). Na fase cromatina-nucléolo
o0 numero de ovocitos foi superior nas fémeas dos aguapés, 3,15 + 2,59 (A) e
2,0 £ 0,8 (K), mostrando diferencas significativas (P < 0,05) (Figura 14).
Comparando-se quantitativamente o numero de ovoOcitos da fase I,
perinucleolar, em relacdo aos dois substratos pode-se verificar que ocorreram
diferencas significativas (P < 0,05), 9,87 £ 4,97 (A) e 5,98 + 4,57 (K) (Figura
14). Este grande numero de ovdcitos, de acordo com BIENIARZ et al. (1979),
em carpas, esta relacionado a um desenvolvimento gradual durante o processo
de reabsorcao dos ovdcitos no final da vitelogénese, no qual o estoque de
ovocitos vai sendo progressivamente substituido por ovécitos nos estadios

menos avancados de desenvolvimento.

Diferencas significativas foram verificadas quanto ao numero de
ovécitos da fase alvéolo cortical (P < 0,05) em ambos os substratos, 3,92 +
1,96 (A) e 2,28 £ 1,86 (K) (Figura 14).

A fase de vitelogénese mostrou diferencas significativas entre a
quantidade de ovocitos nos diferentes substratos (P < 0,05), 3,62 + 2,03 (A) e
2,4 £1,57 (K) (Figura 14).

Estatisticamente, diferengas significativas foram encontradas na
quantidade de ovocitos maduros presentes nos aguapés ou kakabans (P <
0,05), 2,2 £ 1,39 (A) e 3,04 £ 1,09 (K), unica fase em que 0 numero de ovdcitos

foi superior no substrato do tipo kakaban (Figura 14)

Também apresentaram diferengas significativas entre o numero de
FPO nos diferentes sistemas (P < 0,05), sendo mais numerosos nos aguapes,
4,67 + 3,06 (A) e 1,78 + 1,42 (K). Esperava-se essa diferenga, pois, durante o
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experimento, as fémeas que estavam com o substrato natural (A) desovaram
com maior frequéncia do que a dos kakabans, em menor intervalo de tempo
(Figura 14).

A quantidade de ovécitos atrésicos nos dois substratos nao apresentou
diferencas significativas 1,17 £ 0,93 (A) e 1,28 + 1,11 (K) (P > 0,05), pois,
conforme BEACH (1959) o processo de reabsorcao dos foliculos é evidente no
final do verdo em Carassius auratus. Segundo GLASSER et al. (2003), em
experimentos realizados com carpa-capim, Ctenopharyngodon idella, os
ovarios no estadio final de vitelogénese apresentaram constantemente ovécitos

atrésicos (Figura 14).

Numero Médio de Ovdcitos
[o¢]

Fi/n CN PN AC VG MD FPO AT
Fases de Desenvolvimento dos Ovécitos

Aguapé # Kakaban

Figura 14: Quantificagao das diferentes fases de ovocitos nos diferentes substratos, aguapés e
kakabans, durante o experimento (FI/Il = ovécitos na fase de cromatina-nucléolo ou fase
perinucleolar cuja diferenciacao néo foi possivel, CN = cromatina-nucléolo, PN = perinucleolar,
AC = alvéolo cortical, VG = vitelogénese, MD = maduro, FPO = foliculo pos-ovulatério e AT =
atrésico) *P < 0,05

No final deste experimento, as taxas de fertilizagdo diminuiram
abruptamente pelo fato de que as fémeas ja se encontravam no inicio do
processo de regressao ovariana. Pode-se também observar que nao ocorria
mais a fertilizacao dos ovocitos, o que a principio nos parecia que a producao
de espermatozdides havia cessado. Porém, a analise histolégica mostrou que
os testiculos apresentavam-se ainda repletos de espermatozdides ao final do
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experimento (marco de 2008), confirmando que os ovécitos se encontravam
em fase de atresia, sendo portanto, inviaveis, impossiveis de serem
fecundados (Figura 14). Segundo COLE et al. (1999), os machos de goldfish
estdo aptos a fertiizacdo uma vez que as fémeas estejam receptivas e
MANANOS et al. (2009) acreditam que a espermiacdo em carpas foi observada

0 ano inteiro.

3.3. Testiculos

Os testiculos de Carassius auratus sao 6rgdos pares, do mesmo
tamanho, alongados com pequenas ondulagcées nas bordas e situados na
cavidade peritoneal no sentido latero-ventralmente a bexiga natatéria,
convergem na extremidade caudal, os seus ductos espermaticos se unem no
orificio urogenital (Figura 15), semelhante aos testiculos de carpa-comum
(YARON, 1995). Sua tonalidade durante a época de reproducdo € branco-
leitosa (ROSA et al., 1994).

A % -JH
-

Figura 15: Macho de Carassius auratus (testiculos na fase madura)

Histologicamente, os testiculos desta espécie apresentam inumeros
tubulos seminiferos com cistos espermaticos em seu interior. Os tubulos sao
enovelados e revestidos na parte interna por células cisticas (Sertoli) que, por
sua vez, envolvem as células espermatogénicas, formando um cisto. O
didametro, assim como o lume dos tubulos seminiferos é variado, caracteristicas
descritas por YARON (1995) em carpas.
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O processo de espermatogénese pode ser dividido em trés fases: (1)
proliferacdo mitdtica das espermatogbnias; (2) divisdo meidtica dos
espermatdécitos, e (3) a transferéncia de espermatides hapldides com flagelo
(espermiogénese) (MANANOS et al., 2009). Assim o desenvolvimento das
células germinativas masculinas diferenciam-se em: espermatogdnias,
espermatdécitos, espermatides e, por fim, espermatozoides (BLAZER, 2002),
fases estas que também foram observadas nos machos deste experimento.

As espermatogénias (fase 1) sado as células de maior tamanho dentro
dos testiculos e ocorrem ao longo dos tubulos seminiferos, possuem nucleo
central, citoplasma abundante e pouca afinidade com o corante. S&o
circundadas pelo citoplasma das células cisticas (Sertoli), que conforme
BLAZER (2002), sua funcdo, assim como, nos mamiferos, € de fagocitar
corpos residuais e fragmentos celulares. Quando presentes, as
espermatogobnias estdo proximas as bordas dos tubulos seminiferos.

Os espermatocitos originam-se das espermatogdnias por mitose, séo
células esféricas, menores que as espermatoglnias, possuem grande nucleo
se comparado ao tamanho do citoplasma, a cromatina estd sob a forma de
granulos, ocorrem em cistos e possuem pouca afinidade com o corante. Estas

células estdo presentes nos testiculos de kinguios e em grandes quantidades.

As espermatides de kinguios sao relativamente menores que o0s
espermatécitos, e pelo processo de espermiogénese estas células se
transformam em espermatozoides. Estas células ndo se encontravam em

grandes quantidades.

Os espermatozoides sdo as menores células dos testiculos, se coram
fortemente e podem ser vistas no lume dos tdbulos seminiferos. Os
espermatozoides encontram-se presentes em grande quantidade (Figura 16),
assim como BLAZER (2002) determina, que em fase de espermatogénese
avancada ha o predominio de espermatozoides. Além do que sabe-se que, a
espermiogénese e a produgdo de liquido espermatico aumentam com a
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presenca de fémeas de carpas em maturacao, quando confinados, isto devido
a producgéo feromdnios (BROMAGE e ROBERTS, 1995).

Estruturalmente, os testiculos de kinguios podem ser classificados
como tubulares, comum na maioria dos teleésteos (MANANOS et al., 2009).
Neste tipo, os espermatdcitos estdo distribuidos ao longo dos testiculos, sendo
irrestritos (ROMAGOSA, 1998).

50 pm

Figura 16: Vista geral dos testiculos de kinguios, Carassius auratus,

repleto de espermatozéides

3.4. indice Gonado-Somatico (IGS)

Segundo ROMAGOSA (1998), o IGS é uma ferramenta bastante util
que auxilia na definicdo da escala de maturacdo gonadal e,que mede o grau de
desenvolvimento das gbnadas, onde os maiores valores do IGS indicam a

maxima atividade reprodutiva.

Comparando-se os valores médios do IGS das fémeas (7,73% = 2,06)
e machos (4,31% = 1,03) mostraram diferengas estatisticas significativas entre
os sexos (P > 0,05). BJERSELIUS et al., (2001) evidenciaram no final da época
reprodutiva, valores do IGS de matrizes de kinguios com 24 meses de idade,
fémeas (6,03 + 1,05) e machos (3,64 + 0,35), valores inferiores quando
comparados aos deste estudo. Deve-se salientar que, os kinguios deste

experimento encontravam-se com 18 meses de idade.
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Considerando-se os dois substratos utilizados as fémeas apresentaram
valores médios do IGS de 7,07 £ 1,73% (A) e 8,26 * 2,34% (K),
respectivamente. Constatou-se que os valores de IGS das fémeas (K) foi
ligeiramente superior aos das fémeas (A), podendo estar relacionada com o
maior numero de ovécitos maduros (K) (P > 0,05), acredita-se estar aliada
também a frequéncia de desovas ocorridas, assim como OLSEN et al. (2006)

sugerem em carpa (Carassius carassius).

No caso dos machos de kinguios os valores médios de IGS foram 4,48
+ 1,34 (A) e 4,14 £ 0,62 (K) em ambos os sistemas, ndo apresentando
diferencas significativas (P > 0,05). Resultados semelhantes para os dois
substratos atribui-se a producado continua de células germinativas masculinas
durante o periodo reprodutivo. Na figura 16 observam-se espermatozoides
corados e livres no lume dos tubulos seminiferos. Conforme FRASER e
STACEY (2002) ndo ha correlacao entre o peso do individuo e o volume de
sémen produzido, e ainda, que a producdo de sémen em goldfish ndo é
simplesmente a consequéncia da maturacao dos testiculos, porém, também, é

um fator regulado pela interacao social entre os peixes.
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4. CONCLUSOES

Para os kinguios, Carassius auratus, mantidos em condi¢cdes

laboratoriais, foi possivel formular que:

O substrato artificial do tipo kakaban mostrou-se mais eficiente do que o
natural, aguapé, pois os valores de fecundidade média foram

superiores, refletindo em um maior lucro para o produtor;

As analises dos valores médios do IGS, para fémeas e machos, aliadas
a quantificacdo dos ovécitos nas diferentes fases de desenvolvimento
no final do periodo reprodutivo indicou que estao aptos a reproducao de

setembro a fevereiro.

4.1. Perspectivas Futuras

Repetir o experimento com n amostral maior;

Calcular o Fator de Condicao k, como ferramenta de investigacao do

bem-estar dos animais entre os dois substratos;
Uma vez que o kakaban se mostrou mais eficiente, repetir o mesmo
experimento, porém, utiliza-lo em posicoes diferenciadas (superficie e

submerso);

Calcular as taxas de fertilizacdo, eclosao, numero de larvas e sua

sobrevivéncia;

Testar os parametros acima citados em outras variedades de kinguios.
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