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Resumo

Dez grupos (uma fémea e dois machos) foram mantidos em caixas plasticas com substratos: natural,
aguapé (A) e artificial, kakaban (K), obtendo-se 109 (A) e 70 (K) posturas (P < 0,05), fecundidade 4 a 97 (A) ¢ 8
a716 (K) (P <0,05), 1 a46 (A) e 1 a 86 (K) dias entre as posturas (P < 0,05). Quantificaram-se distintas fases de
desenvolvimento dos ovdcitos entre os substratos: cromatina-nucléolo, perinucleolar, alvéolo cortical,
vitelogénese, maduro e foliculos pos-ovulatorios, exceto atresia. A fecundidade foi superior nos peixes mantidos
em kakabans, indicando-o como substrato ideal para desovas.

Palavras-chave: aguapé, desova parcelada, kakaban, ovos aderentes.
Abstract

Ten groups (one female and two males) were kept in plastic boxs with substrates: natural, aquatic
vegetation (A) and artificial kakaban (K), obtaining 109 (A) and 70 (K) postures (P < 0.05 ), fecundity 4-97 (A)
and 8-716 (K) (P < 0.05), 1 to 46 (4) and 1 to 86 (K) days between the postures (P < 0.05). It was quantified the
different development stages of oocytes of the substrates in chromatin-nucleolus, perinucleolar, cortical alveoli,
vitellogenesis, mature and post-ovulatory follicles, except atresia. Fertility was higher in fish kept in kakabans,
indicating it as an ideal substrate for spawning.

Keywords: adherents eggs, aquatic vegetation, kakaban, parcel spawn.
Introducao

A piscicultura ornamental destaca-se como um valioso recurso, sendo uma atividade em constante
crescimento, apesar das lacunas de informagdes sobre as variedades ainda existentes (Food and Agriculture
Organization - FAO, 2009).

Um dos principais requisitos para o desenvolvimento da piscicultura industrial sustentavel é a
habilidade dos peixes em atingirem a gametogénese, a maturagdo ¢ a desova quando mantidos em cativeiro
(Mafianos et al., 2008). Em geral, nos ciprinideos a liberagdo de gametas pode ocorrer de forma espontanea ou
artificial por meio de indug@o hormonal, especialmente, em tanques ou corpos d’agua naturais (Kobayashi et al.,
2002; Li et al., 2008; Nadzialek et al., 2008).

Neste estudo, a espécie escolhida foi Carassius auratus (Linnaeus, 1758), denominada popularmente
como kinguio, peixe japonés ou dourado (portugués) e goldfish (inglés; FAO, 2009).

No momento da liberacdo dos ovocitos, os kinguios necessitam de substratos, pois seus ovos
apresentam substancia aderente que os fixa em plantas aquaticas de raizes longas, como Eichhornia crassipes
(Vazzoler, 1996), ou em substratos artificiais, quando mantidos em cativeiro (Pereira, 1979), como ocorre com
outras carpas (Kobayashi et al., 2002). Outro substrato também utilizado em unidades produtivas mais simples ¢
0 kakaban, fabricado manualmente com feixes de capim seco, galhos de pinus ou até mesmo de material
sintético, apropriado por possuir maior durabilidade e, portanto, ser reutilizado em varios ciclos reprodutivos
(Tamassia et al., 2004).

A procura por parte de pequenos criadores da regido catarinense por informagdes viaveis de como criar
peixes ornamentais ¢ a escassez de relatos cientificos referentes a sua produtividade despertaram o interesse
deste estudo em kinguios em condi¢des laboratoriais, tendo como objetivo verificar qual o substrato mais
indicado (natural ou artificial) a ser utilizado para sua postura, bem como quantificar a sua fecundidade.
Paralelamente, alteragdes morfologicas e o numero de células germinativas nas distintas fases de
desenvolvimento dos ovocitos foram caracterizados histologicamente e associados aos valores do indice
gonadossomatico ao final do periodo reprodutivo. Com base nas respostas, pretendeu-se subsidiar melhorias para
a exploragdo comercial da espécie.
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Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido com criadores de kinguios, Carassius auratus, com 12 meses de idade,
cujos valores médios iniciais do comprimento padrdo e peso total foram de 81,55 + 4,86 mm e 41,21 £4,43 g,
respectivamente. Estes foram mantidos no laboratério do Campo Experimental de Piscicultura de Camboriu,
CEPC, sede da Empresa de Pesquisa Agropecuaria ¢ Extensdo Rural, EPAGRI, municipio de Camborit, Santa
Catarina, durante o periodo de setembro de 2007 a margo de 2008.

Grupos de uma fémea e dois machos de kinguios foram mantidos em caixas plasticas (70 x 55 x 40 cm,
100 L), perfazendo um total de dez grupos, individualizados. Dois tipos de substratos foram utilizados, sendo
inserido em cinco caixas o natural, aguapé (A), e, nas outras cinco, o artificial, kakaban (K). O substrato (A)
manteve-se restrito em circulos de borracha (o = 15 cm), e o (K) foi confeccionado em uma grade de plastico (20
x 20 cm), ramos de dez fitilhos verdes (20 cm) distribuidos em trés fileiras e colunas (Fig. 1A e B). A renovagio
da agua, oriunda de poco artesiano, foi constante.

Figura 01: Caixas plasticas com substratos: (A) natural, aguapé e (B) artificial, kakaban.

Os kinguios foram alimentados com ragdo comercial triturada com 40% de proteina bruta, ad libitum,
duas vezes ao dia (9 € 17 h).

Rotineiramente, pelas manhds, os peixes foram observados para verificar a ocorréncia de desovas. Os
ovos foram avaliados entre 12 ¢ 24 horas apds a liberagdo, sendo que estes se apresentavam transparentes,
enquanto os ovocitos ndo fertilizados eram opacos.

Em novembro de 2007, apos verificar a diminui¢do do nimero de desovas na primeira quinzena, os
machos foram retirados até o final do més para a recuperagdo (pausa) das fémeas.

No final do experimento, mar¢o de 2008, os kinguios foram anestesiados em solugdo alcodlica de
benzocaina (2 g:150 mL) em 20 L de agua, abatidos e dissecados. As gonadas foram pesadas, fixadas em formol
tamponado (24 h), e a por¢do mediana foi submetida a técnicas rotineiras de histologia. Os cortes (5 um) foram
corados em hematoxilina-eosina, identificados e fotografados no Laboratério de Endocrinologia de Peixes,
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, SP.

As distintas fases de desenvolvimento dos ovdcitos foram identificadas segundo Romagosa (1998). Para
a quantificagdo, foi padronizada uma pequena érea circular (5,12 mm®) demarcada em uma laminula, que era
sobreposta a lamina com o corte do ovario. O aumento utilizado para a contagem foi de 2,5X e as contagens
foram feitas no proprio microscopio. O numero total de campos selecionados foi de 40 para cada tipo de
substrato, e para cada fémea foram selecionadas aleatoriamente dez pequenas areas, uma para cada fragmento
dos ovarios, perfazendo o total de quatro fémeas por tipo de substrato (nimero total de campos = 80). Caso o
ovocito ndo estivesse pelo menos 50% dentro do campo era excluido da contagem. Para evitar possiveis erros na
quantificagdo, foi empregado o seguinte critério: ovécitos na fase I + II (cuja diferenciacdo ndo foi possivel), fase
I (cromatina-nucléolo), fase II (perinucleolar), fase III (alvéolo cortical), fase IV (inicio de vitelogénese), fase V
(maduro), fase VII (foliculo pés-ovulatorio) e fase VII (atrésico). Nas duas primeiras fases (cromatina-nucléolo e
perinucleolar), a estrutura visualizada foi o nucleo e a disposicdo dos nucléolos, entretanto, quando ndo foi
possivel observar estas estruturas, considerou-se ovocitos na “fase I + II”.

O indice gonadossomatico (IGS) foi expresso pelo percentual da razido entre o peso dos ovarios (Po, g)
e o peso total (Pt, g) de cada individuo e suas respectivas médias, em ambos os substratos, segundo metodologia
de Bjerselius et al. (2001).

Para verificar se houve diferengas significativas entre os parametros estudados, foi utilizado o teste “t”
de Student (a0 = 0,05; Zar, 2009).

Resultados e Discussao

Neste estudo, foram constatadas as primeiras desovas durante o 14° ao 30° dias ap6s a formacao dos
grupos experimentais. Provavelmente este longo periodo foi devido a adaptacdo dos peixes ao novo ambiente.
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Para cada substrato, foram obtidas 109 posturas (A) e 70 (K), variando para cada fémea de 18 a26 (A) e
de 7 a 20 (K; P < 0,05). Foram constatados aumentos no numero de desovas em ambos os substratos, sendo
superiores nos aguapés. O més em que ocorreu a maior incidéncia de desovas foi janeiro de 2008, 5,8 (A) ¢ 4,2
(K) desovas, e nos meses subsequentes, houve uma queda, indicando o final do ciclo reprodutivo. Em margo de
2008, este niimero mostrou-se praticamente constante, 2,8 (A) e 2,4 (K) desovas, entretanto os ovos
apresentavam-se inviaveis (ndo fertilizados). Evidenciou-se que o periodo reprodutivo dos kinguios ocorreu
durante o periodo primavera-verdo e, geralmente, a liberagdo de ovdcitos ocorria durante a madrugada e o inicio
da manha. Estes resultados assemelham-se aos de Beach (1959) e Kobayashi et al. (2002), ambos em goldfish.

O numero de ovdcitos liberados por fémea, a cada postura, variou de 4 a 97 (A) e 8 a 716 (K), ¢ a
fecundidade foi de 509 a 815 (A) e 326 a 3.240 (K), havendo diferengas significativas entre as caracteristicas
avaliadas (P < 0,05). Os maiores valores médios de fecundidade foram registrados em janeiro de 2008 para os
dois sistemas, 167,4 (A) e 518 (K) ovdcitos. No entanto, nos kakabans, notaram-se duas modas bem definidas,
outubro de 2007, 314,4 ovocitos liberados ¢ janeiro de 2008, acima citado. Pdde-se observar um aumento
expressivo apds o més de novembro, provavelmente atribuido a recuperagdo dos peixes nos meses subsequentes.

E importante salientar que os kinguios alimentavam-se das raizes dos aguapés ou mesmo dos ovos,
mascarando, assim, a contagem do nimero de ovocitos, pois, conforme Froese e Pauly (2009), as plantas
aquaticas fazem parte da dieta desses peixes. Portanto, esporadicamente, houve necessidade da substitui¢do dos
aguapés.

O intervalo entre as desovas dos kinguios variou de um a 46 (A) e de um a 86 dias (K), mostrando
diferencas significativas (P < 0,05) entre os substratos, onde as fémeas dos aguapés desovaram, em média, em
oito dias, e as dos kakabans em 13. Segundo McEvoy e McEvoy (1992), pouco se sabe sobre a regulagdo do
intervalo entre as ovulagdes, mas parece estar relacionada a temperatura da agua e, também, ao comportamento
de corte dos machos. Os machos de kinguios nos aguapés mostraram-se mais agressivos € com comportamento
reprodutivo de perseguicdo mais evidente. Bessert et al. (2007) afirmaram, ainda, que a utilizagdo de diferentes
tipos de substrato tende a aumentar a competi¢do entre os machos de Pimephales promelas (Cyprinidae).
Bieniarz et al. (1979) mostraram que ndo existe relagdo entre a temperatura da agua ¢ o momento das ovula¢des
em carpas. Neste experimento, parece ndo ter havido relagdo entre a temperatura da agua ¢ o numero de desovas,
bem como entre os intervalos de desovas que se mostraram distintos, pois a temperatura da agua que abastecia o
laboratorio, em ambos os sistemas, foi constante (T = 23 £ 2°C).

Exemplares de kinguios apresentaram padrdes anatomicos e histomorfologicos dos foliculos ovarianos
similares aos de outros ciprinideos (Beach, 1959; Selman et al., 1993). Observaram-se ovarios pares, alongados e
saciformes, presos a bexiga gasosa pelo mesovario, fundindo-se na regido caudal, formando um unico ducto, que
se abre na papila urogenital. Na fase em que as fémeas se encontravam, seus ovocitos eram de cor amarela,
caracteristica também descrita por McMillan (2007).

A evolugdo da morfologia ovariana aqui descrita foi similar a descrita por Beach (1959) para goldfish,
porém a classificagdo utilizada foi de Romagosa (1998), adaptada para kinguios. Foi possivel visualizar que as
lamelas ovuligeras dos kinguios apresentavam células germinativas nas diferentes fases de maturagdo (Fig. 2A),
organizadas de maneira aleatoria, em dois estagios: o primario: cromatina-nucleolar - Fig. 2B ¢ perinucleolar -
Fig. 2C; e o secundario: alvedlo cortical - Fig. 2D e 2E, vitelogénese - Fig. 2F, maduro - Fig. 2G ¢ 2H. A
ovulagdo envolve ovocitos liberados, foliculos pds-ovulatorios (FPO; Fig. 3), indicando a ocorréncia de desova
anterior, bem como foliculos atrésicos (degeneragdo ovocitaria; Fig. 4), fases tipicas da maioria dos teledsteos de
agua doce que apresentam desenvolvimento assincronico ou desova parcelada (Vazzoler, 1996).

Nos ovarios observou-se, no estdgio de crescimento primario, a presenca de diminutos ovocitos
poligonais (Fig. 2A, 2B, 2C), semelhantes aos descritos por Beach (1959). Em seguida, no estagio de
crescimento secundario, caracterizado pelo aparecimento de inclusdes citoplasmaticas, foram observados
alveolos corticais na periferia da célula, de aspecto vacuolado, esféricos, ndo corados, como mencionado por
Beach (1959; Fig. 2D e 2E). O citoplasma aumentou de tamanho consideravelmente, devido a incorporagdo do
vitelo exdgeno, denominada de vitelogénese (Fig. 1F), com a formagdo de granulos de vitelo arredondados e
estriagOes radiais (zona radiata) ¢ uma camada mais desenvolvida (pelucida ou granulosa; McMillan, 2007). A
zona radiata de carpa comum, C. carpio, ¢ sintetizada nos ovarios, diferindo, portanto, da maioria dos teledsteos
que a sintetizam no figado, porém este mecanismo ainda ¢é bastante discutido (Modig et al., 2007).

Nos ovdcitos maduros, o nucleo se posiciona, geralmente, na parte central, a membrana nuclear
desaparece e o material nuclear se dispersa pelo citoplasma, raramente encontrando-se fragmentos de nucléolos,
similares as caracteristicas descritas por Beach (1959). Segundo Beach (1959) e Yaron (1995), na carpa comum a
maturagdo final dos ovdcitos ocorre pouco tempo antes da ovulagdo, quando o nucleo ou vesicula germinativa
migra para o polo animal. O mesmo fato foi observado neste estudo para kinguios (Fig. 2G). Podem-se, também,
visualizar granulos de vitelo de diferentes formas, arredondados, elipticos, semelhantes aos relatados por Selman
et al. (1993) para ciprinideos. A zona radiata torna-se mais espessa do que na fase anterior (Fig. 2H).
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Figura 2: Ovécitos de Carassius 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 (ntiicleo = N; granulos de vitelo
= GV; membranas = seta); G. Maduro (nucleo periférico = Np; granulos de
vitelo = GV; membranas = seta); H. Envoltorio folicular (granulos de vitelo
= GV, zona radiata = ZR; camada folicular = seta).

Os reprodutores de kinguios desovam espontaneamente mesmo quando mantidos em laboratorios,
tanques, viveiros ou represas (Mafiands et al., 2009). E possivel identificar se ocorreu a ovulagdo pela presenca
de FPO, cujas membranas das células foliculares (granulosa) encontram-se dobradas e contorcidas, e observa-se,
também, a presenca do lume (Fig. 3). Esta camada se contrai e, segundo Romagosa (1998), sera invadida por
células fagocitarias do estroma ovariano, sendo entio absorvida.

Durante o processo acima descrito, pode ocorrer a degeneracdo dos foliculos imaturos, sendo,
geralmente, bastante rapida, com hipertrofia da zona granulosa, comum em kinguios durante todo o ano, porém
mostrando-se mais evidente ao final do verdo (Beach, 1959). Tal degeneragdo pode ocorrer também em foliculos
nas fases de vitelogénese ou madura, caracterizadas por alteragdes no volume e na coloragdo dos ovarios. Além
disso, pode haver presenga de granulos de vitelo disformes ou alongados, contorno celular irregular,
invaginagdes ou liquefa¢do do citoplasma e fusdo das camadas do envoltdrio folicular (Fig. 4), caracteristicas
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constatadas também por Volodin et al. (1974) e Blazer (2002). Entretanto, neste trabalho, optou-se pela
classifica¢do preconizada por Andrade (1992), caracterizando esses ovocitos nas seguintes fases: (1) inicial,
ondulados e granulos de vitelo disformes ou alongados, contorno celular irregular, invaginagdes ou liquefagéo
do citoplasma e fusdo das camadas do envoltorio folicular (Fig. 4); (2) intermediaria, células foliculares
atrofiadas, zona radiata fragmentada sem estriagdes radiais ¢ (3) final, células foliculares desaparecem, restando
um aglomarado de granulos de vitelo com pigmentos castanho-amarelados, caracterizados pela presenca de
nucleos picnoéticos.

Queirdz-Silva et al.Substratos para a postura de ovos de kinguios, Carassius auratus (Linnaeus, 1758).
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Figura 3: Foliculos pds-ovulatorios (FPO) de Carassius auratus. A.
enovelados (setas; vaso sanguineo = VS); B. corddo irregular de células
foliculares (seta) e lume vazio (*); C. reentrancias e redugdo do lume (lume

=*); D. camadas foliculares (= CF)
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Figura 4: Ovocitos atrésicos de Carassius auratus. A. Inicial (seta); B.
Intermediaria (seta); C. Detalhe da figura anterior; D. Final, presenga de
nucleos picnoéticos (seta)

Por meio da quantificagdo das fases de desenvolvimento dos ovocitos, foi possivel constatar que houve
diferenca significativa (P < 0,05), exceto para os ovocitos atrésicos (P > 0,05; Fig. 5).

As duas primeiras fases (cromatina-nucleolar ¢ perinucleolar), quando somadas, representaram valores
superiores & metade dos ovocitos quantificados, 64% (A) e 58% (K). De acordo com Bieniarz et al. (1979), em
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carpas, hda um desenvolvimento gradual no processo de reabsor¢do dos ovocitos depois de completa a
vitelogénese, no qual o estoque de ovdcitos vai sendo progressivamente substituido por ovocitos nos estddios
menos avangados de desenvolvimento.

As diferencas encontradas entre o nimero de FPOs nos diferentes substratos (P < 0,05) eram esperadas,
pois, durante o experimento, as fémeas que se encontravam no substrato natural (A) desovaram com maior
frequéncia do que a dos kakabans.

Os ovocitos atrésicos nos dois substratos ndo mostraram diferencga significativa (P > 0,05; Fig. 5), pois,
conforme Beach (1959), o processo de reabsorcdo dos foliculos se mostra evidente no final do verio em
Carassius auratus. Segundo Glasser et al. (2003), em experimentos realizados com carpa-capim,
Ctenopharyngodon idella, no estadio final de vitelogénese foi constante a presenca de ovocitos atrésicos.

No final do experimento, as taxas de fertilizacdo diminuiram, provavelmente devido ao fato de as
fémeas ja se encontrarem no inicio do processo de regressdo ovariana. Pode-se observar, também, que ndo
ocorria mais a fertlizacdo dos ovocitos, o que, a principio, pareceu significar que a produgdo de espermatozoides
havia cessado. Porém, histologicamente, os testiculos apresentavam-se ainda repletos de espermatozoides (marcgo
de 2008), confirmando, portanto, que os ovocitos se encontravam na fase de atresia, sendo, assim, impossivel de
serem fertilizados. Segundo Cole et al. (1999), os machos de goldfish estdo aptos a fertilizagdo, uma vez que as
fémeas estejam receptivas, e Mafiands et al. (2009) acreditam que a espermiagdo em carpas ocorre 0 ano inteiro.

O indice gonadossomatico (IGS) foi utilizado como indicador quantitativo da atividade reprodutiva
durante o ciclo reprodutivo de fémeas de kinguios potencialmente ativas (Romagosa, 1998). As fémeas
apresentaram valores médios do IGS de 7,07 £ 1,73% (A) ¢ 8,26 £+ 2,34% (K), respectivamente. Bjerselius et al.
(2001) mostraram valores médios de IGS inferiores (6,03 £ 1,05 e 24 meses de idade), quando comparados aos
descritos neste estudo.Constatou-se que os valores do IGS dos kakabans foram ligeiramente superiores quando
comparados aos dos aguapés, podendo estar relacionados com o maior nimero de ovdcitos presentes na fase
madura (K; P > 0,05).
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Figura 5: Quantificagdo das diferentes fases de ovocitos de Carassius auratus nos substratos, aguapés e
kakabans, durante o experimento (FI/II = fase de cromatina-nucléolo e perinucleolar, CN = cromatina-nucléolo,
PN = perinucleolar, AC = alvéolo cortical, VG = vitelogénese, MD = maduro, FPO = foliculo p6s-ovulatério e
AT = atrésico), *P < 0,05.

Conclusio
Para Carassius auratus, mantidos em condi¢des laboratoriais, foi possivel observar que o substrato
artificial do tipo kakaban mostrou-se mais eficiente do que o natural, aguapé, pois a fecundidade foi superior. A
quantificagdo dos ovoécitos nas diferentes fases de desenvolvimento, no final do periodo de desova, mostrou que
os kinguios estdo aptos a reproducao de setembro a fevereiro.
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