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Resumo - A poliploidia é uma alternativa para melhorar o desempenho zootécnico e é amplamente
empregada na aquicultura mundial. No Brasil, o emprego de técnicas de poliploidia em moluscos,
em escala comercial, limita-se a espécie exoética de ostra Crassostrea gigas. O objetivo deste estudo
foi avaliar a sobrevivéncia apds aplicacdo de protocolos de inducéo a triploidia em Anomalocardia
brasiliana através de agentes quimicos, como Citocalasina B (CB) e 6 - Dimetilaminopurina (6-
DMAP), e métodos fisicos, por choque térmico frio e choque hiposmético. A inducdo a triploidia
por CB foi realizada a 1 mg. L™, enquanto que a 6-Dimetilaminopurina a 450 pmol.L™. As
inducBes por choque térmico frio foram realizadas a 2, 5 e 7°C, e as indugdes por choque
hiposmético a 12%o0 de salinidade. As indugdes quimicas a triploidia apresentaram baixa
sobrevivéncia larval ap6s as primeiras 24 horas, diferentemente dos tratamentos fisicos, que
obtiveram mais de 90% de sobrevivéncia, assim como o tratamento controle. Estes resultados
demonstram que os tratamentos fisicos neste periodo sdo menos agressivos aos ovos e larvas.
Porém novos estudos deverdo ser realizados, a fim de aprimorar 0s protocolos para obtencdo de
poliploides para espécie.

Palavras-chave: Molusco bentonico; manipulacdo cromossémica; tratamentos fisicos.

SURVIVAL AFTER INDUCTION TO TRIPLOIDIA IN ANOMALOCARDIA BRASILIANA (VENERIDAE)
THROUGH CHEMICAL, HYPOTONIC AND THERMAL TREATMENT

Abstract - Polyploidy is an alternative to improve zootechnical performance and is widely used in
aquaculture worldwide. In Brazil, the use of polyploidy techniques in molluscs, in commercial scale
is limited to exotic specie of Crassostrea gigas. The objective of this study was to evaluate survival
after application of triploidy induction protocols in Brazilian anomaly by means of chemical agents,
such as Cytochalasin B (CB) and 6 - Dimethylaminopurine (6-DMAP), and physical methods by
cold thermal shock and shock hyposmotic Induction to triploidia by CB was performed at 1 mg. L-
1, whereas 6-Dimethylaminopurine at 450 pmol.L-1. Induction by cold thermal shock was
performed at 2, 5 and 7 °C, and the inductions by hyposmotic shock at 12 %o of salinity. The
chemical inductions to triploidia showed low larval survival after the first 24 hours, unlike the
physical treatments, who obtained more than 90% of survival, as well as the control treatment.
These results demonstrate that the physical treatments in this period are less aggressive to eggs and
larvae. However, new studies should be carried out in order to improve the protocols for poliploid
species.

Keywords: Benthic mollusc; chromosome manipulation; physical treatments.
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INTRODUCAO

Os moluscos estdo entre as principais espécies capturadas pela pesca e produzidas pela
aquicultura ao redor do mundo. A producdo aquicola de moluscos se destaca no cenario mundial
com mais de 16,4 milhdes de toneladas, correspondendo a 21% da producéo total de pescado em
2015 (FAO 2016).

Os moluscos diploides, aqueles que apresentam dois conjuntos cromossémicos, sdo 0s mais
frequentes no ambiente natural. Estes herdam um conjunto materno de cromossomos e outro
paterno, porém esta condicdo pode ser alterada através da manipulagdo cromossémica a fim de
melhorar o crescimento (Guo et al. 2009).

A poliploidia tem sido amplamente utilizada pela aquicultura mundial nas ultimas décadas
como alternativa para aumentar a producao de espécies comerciais. Bivalves triploides (3n) contém
trés conjuntos cromossdmicos e sdo produzidos desde 1981, enquanto os tetraploides (4n) com
quatro conjuntos cromossomicos desde 1994 (Piferrer et al. 2009).

Trés hipoteses tém sido propostas para explicar o crescimento superior nos moluscos
triploides (Wang et al. 2002). A primeira sugere que a esterilidade dos triploides faz com que a
energia que seria usada na reproducdo seja transferida para o crescimento (Nell 2002). Ja a segunda
hip6tese, aponta para o aumento da heterozigosidade dos triploides. Triploides obtidos a partir da
retencdo da meiose | sdo mais heterozigotos do que aqueles produzidos pela retencdo da meiose 1l e
dos diploides de acordo com os resultados de Stanley et al. (1984) e Hawkins et al. (1994). E a
terceira hipo6tese sugere o aumento do tamanho das células, ja que as células triploides tém 50% a
mais de DNA.

A interacdo entre organismos cultivados e selvagens, ambos diploides, representa um dos
principais desafios ambientais enfrentados pela aquicultura. Os escapes em aquicultura séo
frequentes e os triploides constituem uma alternativa a essa introducdo genética, uma vez que nao
reproduzem (Guo et al. 2009; Piferrer et al. 2009; Fjelldal et al. 2014).

Os métodos mais tradicionais usados para induzir a triploidia em bivalves utilizam quimicos
como a citocalasina B (CB) e 6 - Dimetilaminopurina (6-DMAP). O método fisico mais usado é
através da manipulacdo da temperatura, técnica eficiente e que ndo apresenta risco de toxicidade
(Guo et al. 2009; Piferrer et al. 2009; Melo et al. 2015; Peachey e Allen 2016), assim como o
tratamento hipotonico (Wang et al. 2009; Kong et al. 2011; Meng et al. 2012; Zhang et al. 2014).

O objetivo dos métodos de indugdo a triploidia em moluscos € promover a interrup¢do da
meiose, quer seja pela retencdo do primeiro corpo polar (Meiose I) ou do segundo corpo polar
(Meiose 1) (Colas e Dubé 1998; Guo et al. 2009; Piferrer et al. 2009). Estes métodos ndo garantem
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que 100% dos individuos sejam triploides, devido ao desenvolvimento assincronico dos ovos
durante a meiose (Li et al. 2000). Outra forma de se obter triploides € através do cruzamento de
tetraploides e diploides (Guo et al. 2009; Piferrer et al. 2009). Atualmente, este segundo método é o
mais usado na producdo comercial de bivalves, pois este produz 100% triploides, e também diminui
o risco para o manipulador (Piferrer et al. 2009; Peachey e Allen 2016).

O Brasil passou a produzir ostras triploides somente nos Gltimos anos, usando a espécie
exotica Crassostrea gigas (Melo et al. 2015). No entanto, ndo ha registros no pais de cultivo de
bivalves nativos triploides ou tetraploides, tampouco estudos referentes a poliploidia em espécies
nativas com potencial aquicola.

A Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791), pertencente a familia Veneridae, pode ser
encontrada no Atlantico desde o México até o Brasil (Turgeon et al. 2009). A espécie apresenta
grande importancia econdmica e social para pesca, mas seus estoques estdo sobrexplotados com
sinais de reducdo do tamanho médio de captura. O desenvolvimento recente de protocolos de
producdo de sementes trouxe a possibilidade de inseri-la em sistemas comerciais de aquicultura
(Lagreze et al. 2015; Oliveira et al. 2016a). Neste sentido, a triploidia pode ser uma alternativa para
aquicultura desta espécie, contribuindo assim com a atividade pesqueira. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a sobrevivéncia larval de Anomalocardia brasiliana apos a aplicacdo de diferentes
métodos quimicos e fisicos de inducdo a triploidia com a finalidade de subsidiar o desenvolvimento
de um protocolo eficiente.

MATERIAL E METODOS

Os espécimes foram capturados no litoral brasileiro, ao norte de Pernambuco (regido
Nordeste), na praia de Mangue Seco nas coordenadas 7°49'18.57"S e 34°50'11.31"W, e no sul do
Espirito Santo (regido Sudeste), na praia de Piima nas coordenadas 20°50'39.45"S e
40°4325.60"W. Os gametas foram obtidos por inducdo, através da manipulagdo da temperatura,
alimentacéo e adicdo de gametas na agua de acordo com Lavander et al. (2014). Durante o inicio da
liberacdo dos gametas na agua dos tanques de reproducdo, machos e fémeas foram identificados e
separados em béqueres distintos. Os ovocitos foram filtrados em malhas de 35um e mantidos em
um litro de 4gua marinha a 26°C e 35%o de salinidade, e contabilizados com auxilio de uma camara
de Sedgwick-Rafter e microscopio dptico para fertilizagéo e preparacdo dos experimentos.

As inducBes quimicas a triploidia foram realizadas no Laboratério de Maricultura Sustentavel
em Pernambuco, no Departamento de Pesca e Aquicultura da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Os ensaios foram realizados com dois tratamentos: 1) com citocalasina B (CB) a 1
mg. L™ e 1 ml de Dimetil Sulfoxido, e 2) com 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) a 450 pumols.L™

115



Lavander et al. Rev. Bras. Eng. Pesca 11(1): 113-126, 2018 Artigo

(Mccombie et al., 2005; Melo et al., 2015). As solucdes foram manipuladas no Laboratorio de
Genética Aplicada, no Departamento de Pesca e Aquicultura da Universidade Federal Rural de
Pernambuco.

Apos a fertilizacdo dos gametas, os ovos foram submetidos aos tratamentos separadamente,
aos nove minutos apoés fertilizacdo de acordo com Lavander et al. (2017) (momento préximo a
liberagéo do primeiro corpo polar). Assim os ovos foram expostos durante 15 minutos a indugao por
CB e por 6-DMAP, apds este periodo, 0s ovos provenientes do tratamento com CB, foram imersos
em solucdo de Dimetil Sulfoxido (DMSO) a 1% por mais 15 minutos, lavados em agua marinha e
filtrados em malhas de 35um. Ja na inducdo por 6-DMAP, os ovos foram apenas lavados em agua
marinha e filtrados em malhas de 35um.

Os experimentos de inducdo quimica foram conduzidos em béqueres de 300 ml, com trés
repeticbes para cada tratamento CB, 6-DMAP e controle (sem manipulacdo quimica). Cada
repeticdo apresentava dois mil ovos, densidade média de aproximadamente sete ovos/ml. Apos a
inducdo, estes ovos foram armazenados em incubadoras com 30 litros de 4gua marinha a 26°C de
temperatura ¢ 35%o de salinidade até atingir a fase larval D — veliger ap6s 24 horas.

As induc0es a triploidia por chogue térmico frio foram realizadas de acordo com Yang e Guo
(2006), com adaptacdes para espécie A. brasiliana, onde os ovos obtidos foram fertilizados a 26°C
e expostos em experimentos separados, a 2, 5 e 7°C por 15 minutos, depois transferidos para 26°C.
O outro método fisico utilizado foi o choque hiposmético, de acordo com adaptacdes dos protocolos
de Kong et al. (2011), Meng et al. (2012) e Zhang et al. (2014). Os ovos obtidos foram fertilizados
nas mesmas condi¢des de temperatura descritas anteriormente e mantidos a 35%o, € entdo, expostos
a 12%o de salinidade por 15 minutos, durante a liberacdo do primeiro corpo polar, depois re-
transferidos para 35%o. Os tratamentos fisicos foram realizados com trés repeticdes, nas mesmas
condicdes experimentais descritas anteriormente.

Estes experimentos foram realizados em dois locais: 1) no Laboratério de Maricultura
Sustentavel em Pernambuco, em que 105 mil ovos por repeticdo foram usados para a inducdo por
choque térmico, 75 mil ovos por repeticdo no choque hipotdnico, enquanto que para o controle 90
mil ovos foram utilizados, com densidade média entre 250 e 350 ovos/ml. Apds o método de
inducdo, os ovos foram armazenados em incubadoras com 30 litros de agua marinha, com
densidade media entre 2,5 e 3,5 larvas/ml e 2) no Laboratério de Nutricdo e Produgdo de
Organismos Aquaticos no Espirito Santo. Cada repeticdo apresentava entre 2 mil e duzentos a 3 mil
ovos, e densidade média entre 7 e 10 ovos/ml. Os gametas foram obtidos em regides e épocas
diferentes, e os espécimes apresentaram diferentes condicbes de gbdnadas, proporcionando

diferencas entre o quantitativo de ovos para os experimentos.
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A taxa de sobrevivéncia foi calculada para cada tratamento, pela relacdo do nimero de larvas
vivas ap0s 24 horas. Tais procedimentos foram realizados com auxilio de uma camara de
Sedgwick-Rafter e microscopio Optico, assim como fotografadas. Os resultados foram descritos
atraves do valor percentual médio e desvio padrdo entre as repeticbes de cada tratamento. As
diferencas entre os tratamentos foram avaliadas utilizando Andlise de Variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Tukey para a comparagdes de médias (p > 0,05), com auxilio do programa Statistica 7.

Para o acompanhamento da meiose e constatacdo da fecundacdo dos ovos, amostras dos
gametas (ovocitos e espermatozoides) foram realizadas durante a fertilizacéo e liberacdo do corpo
polar. Estas foram enxaguadas com agua destilada e coradas em 8 uL de 4'.6-diamidino-2-
fenilindole (DAPI) a uma concentragdo de 2 pg / ml (Lavander et al. 2017). As imagens foram
capturadas com uma camera acoplada ao microscopio de fluorescéncia usando o programa de
software Leica QFISH.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos foram iniciados apos a fertilizacdo, periodo de meiose | antes da saida do

primeiro corpo polar (Figura 1A e B).

Figura 1. Gametas de Anomalocardia brasiliana. (A) Ovocito com espermatozoides na parte
externa em destaque nos circulos, momento antes da fertilizacdo. (B) Em destaque no
circulo, a liberagdo do primeiro corpo polar dez minutos pos-fertilizagdo do ovacito e seta
indicando material genético masculino. Imagens obtidas em microscopia de
epifluorescéncia com corante 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).

A inducdo quimica a triploidia por CB demonstrou baixa sobrevivéncia larval apds as
primeiras 24 horas, com 29,35+0,49%. Neste tratamento, apenas 587+9,84 larvas D véliger
sobreviveram por réplica. Na indugdo por 6-DMAP, a sobrevivéncia larval foi de 42,50+1,39% e
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apenas 845+27,83 larvas D véliger por réplica, sobreviveram as primeiras 24 horas. As larvas
provenientes do tratamento controle quimico (CQ) apresentaram maior sobrevivéncia 95,21+0,20%
e 1905+4,04 larvas por réplica para 0 mesmo periodo (Figura 2).

O experimento por choque frio a 2°C apresentou mortalidade total apds as primeiras 24 horas.
Entretanto, a inducdo a triploidia por temperatura (choque frio a 5°C) demonstrou elevada
sobrevivéncia larval apds as primeiras 24 horas, com 91,84+2 57%, e 96.435+2.707 larvas D
véliger por réplica. A inducgdo a triploidia por choque frio a 7°C também demonstrou elevada
sobrevivéncia larval apos as primeiras 24 horas, com 95,45+0,81%, e 2.863+24,44 larvas D véliger
sobreviveram em cada réplica (Figura 2).

Nos tratamentos hipotonicos (salinidade 12%.), a sobrevivéncia larval também foi elevada,
alcancando 93,71+0,25% e 70.285+187 larvas D véliger por réplica no primeiro experimento. E
94,98+2,06% de sobrevivéncia larval, destes um total de 2.089+45,39 larvas D Véliger
sobreviveram as primeiras 24 horas por cada réplica no segundo experimento. Nos tratamentos
controle fisico (CFl), as larvas apresentaram maior sobrevivéncia 96,03+3,00%, sendo
86.435+2.710 larvas atingiram a fase D véliger neste periodo, em cada réplica e 96,77+1,37% com
2129+85,45de sobrevivéncia no (CF2) (Figura 2).

As sobrevivéncias das larvas de A. brasiliana foi significativamente maior (p<0,05) nos
tratamentos por inducdo térmica, hipotonico e controle, diferindo estatisticamente dos tratamentos
por inducdo quimica e fisica a 2°C (apresentou mortalidade total das larvas). O tratamento por CB e
6Dmap apresentaram diferenca sigificativa entre si, e em relacdo a todos os outros tratamentos. O
tratamento térmico a 5°C diferiu do controle fisico. Ja os tratamentos controle, 7 °C e hipotdnico

12%o0 ndo apresentaram diferenca estatistica entre si de acordo com ANOVA.
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Figura 2. Sobrevivéncia larval apés 24 horas de indugdo a triploidia. Tratamento (CB) Citocalasina
B; (6-Dmap) 6 Dimetilaminopurina; (CQ) Controle quimico; Choque térmico frio (2°C,
5°C, 7°C); (12%o) Hipoténico; (CF) Controle fisico.

O processo de fertilizacdo é fundamental na producdo comercial de moluscos bivalves (Dong
et al. 2012). A reproducdo e o desenvolvimento embrionéario e larval sdo considerados periodos
criticos do ciclo de vida (Gosling 2003). Wang et al. (2012) relatam que a determinagdo da
temperatura e salinidade ideal sdo fatores fundamentais para eficiéncia da producéo de sementes de
moluscos.

A espécie A. brasiliana apresenta ampla distribuicdo latitudinal, pode ser encontrada nas
regides costeiras do Atlantico, desde o sul do México, Mar do Caribe, Mar das Antilhas, até o sul do
Brasil (Worms 2016). Eurihalina e osmorreguladora sdo organismos tolerantes as variacdes de
salinidade (Lima et al. 2009), e euritérmica, suportando grandes amplitudes de temperatura
(Schaeffer-Novelli 1976). Os espécimes utilizados neste estudo foram capturados em duas regides
diferentes no pais, no litoral do Nordeste e do Sudeste. Sabe-se que o periodo reprodutivo para uma
mesma espécie pode variar substancialmente de regido para regido, principalmente em funcéo de
diferentes condicBGes climaticas e ambientais (Grotta e Lunetta 1980). Embora capturadas em
regibes distintas, os reprodutores aqui utilizados liberaram seus gametas em laboratério ao longo de
todo ano, nas duas regides, o que corrobora com Grotta e Lunetta (1980). Nas desovas obtidas para
estes experimentos foram observadas diferencas nos quantitativos de gametas obtidos entre os picos
reprodutivos descritos para espécie, onde durante a primavera as desovas foram maiores e nos
periodos de verdo e inverno as desovas foram menores.

Caracteristicas como alta fecundidade, fertilizacdo externa e fases larvais fazem com que 0s
moluscos sejam bons candidatos a manipulacdo cromossémica, permitindo o bloqueio dos corpos
polares I e Il (Guo et al. 2009). A retencdo do primeiro corpo polar ndo proporciona apenas um
conjunto extra de cromossomos, triploidia, mas também tetraploides e aneupldides (Guo et al.
1992). Os triploides obtidos pela meiose | podem crescer mais rapido do que aqueles obtidos na
meiose Il (Stanley et al. 1984; Hawkins et al. 1994). Contudo, a retencéo do primeiro corpo polar
nem sempre € eficiente para gerar triploides. Yang et al. (2000) relatam que a triploidia por inibigédo
do segundo corpo polar foi mais eficiente para a vieira Chlamys farreri.

De acordo com a revisao feita por Maldonado-Amparo et al. (2016), seis estudos diferentes
realizados entre 1989 e 1995 com Ruditapes decussatus e Ruditapes philippinarum (Veneridae),
utilizando citocalasina B (CB) para induzir a triploidia através de 0,5 a 1 mg/L em protocolos
semelhantes ao nosso alcangaram entre 40 e 95% de éxito, mas a sobrevivéncia larval na fase inicial
D véliger variou de 19 a 68%. Gerard et al. (1994) encontraram os maiores valores de sobrevivéncia

larval (68%) na menor concentracdo de 0,5 mg/L CB utilizada, alcangando 63% de éxito na
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obtencdo de triploides. J& em concentracdo de 1,0 mg/L, apenas 31% de sobrevivéncia larval foi
obtida com 95% de éxito na obtencdo de triploides. Tais estudos demonstram uma grande variagdo
na sobrevivéncia larval por esse método, a despeito dos registros de alta porcentagem de éxito. No
presente estudo a inducdo quimica por CB também demonstrou baixa sobrevivéncia larval. Alguns
fatores abaixo podem ajudar a explicar esses valores obtidos, que foi descrito por Guo et al. (2009),
relataram resultados semelhantes em uma revisdo envolvendo diversos artigos produzidos entre
1988 e 1996, para espécies de bivalves de sedimento. Downing e Allen (1987) descreveram alguns
dos principais fatores que influenciam a eficacia da CB para induzir a triploidia, sendo eles a
dosagem, a duracdo do tratamento, e a temperatura em que o tratamento € realizado, pois a variacéo
da temperatura afeta a velocidade dos eventos meidticos.

Outra forma de avaliar esses resultados também esta bastante relatada na literatura, onde a CB
que € um antibidtico fangico conhecido por apresentar elevada toxidade. Assim varios protocolos
foram desenvolvidos a fim de aperfeicoar os resultados, elevando a sobrevivéncia larval e
diminuindo os riscos ao operador (Peachey e Allen 2016). Um deles esta na administracdo eficiente
dos métodos de inducdo através da observagdo dos percentuais de corpos polares presentes, onde se
faz necessario conhecer os momentos de liberacdo desses corpos polares com precisao, para que se
possa impedi-los (Eudeline et al. 2000).

O uso do 6-DMAP proposto por Desrosiers et al. (1993) também é uma alternativa a CB, pois
os resultados obtidos ao longo dos anos demostraram indices semelhantes, além de ser considerado
mais seguro ao operador e mais barato (Peachey e Allen 2016).

No Brasil, Melo et al. (2015) avaliaram a eficiéncia da CB a 0,5 mg/L™ e 6-DMAP em duas
concentracdes (390 e 450 pmols L™), como também o choque térmico & temperatura de 36°C para
inducdo a triploidia em Crassostrea gigas. Os autores relataram que obtiveram sucesso em todas as
técnicas aplicadas: 57% de triploides com CB, 56% com 6-DMAP e 45% pela inducdo por
temperatura, mas nos tratamentos com CB observaram elevada mortalidade larval. A sobrevivéncia
larval apds 48 horas variou de 55 a 71% nas indugdes com CB, de 51 a 61% com 6-DMAP, de 56%
com choque por temperatura e até 83% no tratamento controle.

No presente estudo a indugéo quimica por CB e 6-DMAP obteve sobrevivéncia larval inferior
ao descrito por Melo et al. (2015), mas apresentaram diferengas nos resultados por inducgéo fisica
usando a temperatura, onde temperaturas quentes nao obtiveram elevado indice de sobrevivéncia,
enquanto temperaturas frias usadas neste estudo atingiram alta sobrevivéncia larval.

Diversos pesquisadores obtiveram éxitos na triploidia por manipulacdo da temperatura, como
Quillet e Panelay (1986), Yamamoto e Sugawara (1988) e Toro e Sastre (1995). Gosling e Nolan
(1989) observaram 56% de triploides através da inducdo por choque térmico a 32°C em Ruditapes
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philippinarum (Veneridae), ressaltando a facilidade para aplicacdo da técnica e auséncia de riscos
por manipulacgéo.

Yamamoto e Sugawara (1988) relatam elevada sobrevivéncia larval obtido por choques
térmicos no mexilhdo Mytilus edulis, tanto na retencdo do primeiro e do segundo corpo polar com
sobrevivéncia larval superior entre 89% e 99%. Eles alcancaram sucesso tanto em choques com
temperaturas altas quanto baixas, mas relataram que temperaturas muito elevadas causam
mortalidade, por alterarem o desenvolvimento mei6tico.

Choques térmicos também foram aplicados na obtencdo de tetraploides em Mercenaria
mercenaria (Veneridae) durante a primeira mitose (Yang e Guo 2006). O método com choque frio
se mostrou eficiente para interromper a mitose, mas ndo para produzir tetraploides. J& o método por
choque quente foi eficiente para producdo de tetraploides, mas ndo apresentou bons resultados para
sobrevivéncia.

No presente estudo ndo foram avaliados métodos de inducdo a triploidia por choque quente,
tanto por tratar-se de uma espécie tropical como por resultados negativos obtidos por Lavander et
al. (2017), que demonstraram aceleracdo da meiose e alto indice de ovos deformados em
temperaturas proximas (32 °C) as usadas nos protocolos para obtencédo de poliploidia.

A inducdo a triploidia por choque hipoténico vem sendo aplicada em alguns estudos com
vieiras e ostras (Meng et al. 2012; Wang et al. 2009 e Zhang et al. 2014) Kong et al. (2011)
testaram sete tratamentos hipotdnicos distintos para inducéo a triploidia na ostra Crassostrea gigas,
e observaram que o choque hipotonico a 8%o alcangou maior percentual de triploides, com 89% de
éxito. Os autores ainda compararam este tratamento com a inducdo quimica por 6-DMAP e fisica,
por temperaturas quente e fria, mas o método por choque hipotdnico se mostrou mais eficiente,
demonstrando viabilidade técnica, seguranca na aplicacdo do método e baixo custo.

Nossos resultados comprovaram que tanto os choques térmicos (5 e 7°C), como o choque
hipotdnico a 12%. em ovos de A.brasiliana geraram as maiores taxas de sobrevivéncia larval,
compativeis com os controles. No entanto, a falta de informacao sobre o percentual de éxito em
todos os métodos empregados, nos impede de indicar a metodologia mais promissora para a
obtencéo de triploides.

Podemos especular que se o objetivo da técnica venha a ser produzir triploides em larga
escala, que os métodos quimicos ndo serdo eficientes em produzi-los em quantidade. Se a obtencao
de tetraploides para a geracdo de triploides vier a ser objetivo dessa atividade, entdo os métodos
quimicos poderdo ser considerados, se comprovada sua eficiéncia quanto a taxa de sucesso,
independente da sobrevivéncia, uma vez que 0 quantitativo (sobrevivéncia) teria menor

importancia.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a inducdo a triploidia por métodos fisicos
como temperaturas e salinidades baixas apresentou maior sobrevivéncia larval em Anomalocardia
brasiliana. Novos estudos deverdo ser realizados, a fim de aprimorar os protocolos para obtencéo
de poliploides para espécie com avaliacdo do sucesso das técnicas por citometria de fluxo
(percentual de poliploides).
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