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A "sindrome do virus mancha branca" (WSSV) foi relatada pela primeira vez em Taiwan
em 1992 e foi assim denominada apds os sinais clinicos sob a forma de pequenas manchas brancas
na carapaga de camardes infectados. O virus ndo € apenas altamente infeccioso para o camaréo,
mas também para muitos outros crustaceos incluindo caranguejos e lagostins, além de copépodos,
microalgas marinhas, rotiferos, plancton, poliquetas e moluscos. Os poliquetas, que vivem nos
sedimentos de viveiros de cultivos, sdo presas altamente nutritivas e preferidas pelos camardes e
estdo entre 0s muitos vetores biol6gicos com potencial para ser infectado pelo WSSV.

Para a identificacdo da presenca do virus no ambiente e em animais, € necessario fazer a
extracdo de DNA do hospedeiro ou diretamente de amostras do sedimento. De modo geral, 0o DNA
extraido de amostras frescas ou congeladas é o ideal para analises moleculares, pois as
macromoléculas encontram-se bem preservadas. Porém, dependendo do material biolégico, o
alcool 70% e 100% acabam servindo melhor como fixador para analises de DNA. Para tanto, antes
de iniciar as analises da presenca de WSSV em poliquetas fez-se necessario definir o método de
fixacdo das amostras coletadas e o protocolo de extracdo de DNA que melhor se aplicam a
Laeonereis culveri.

Os poliquetas utilizados nos testes foram coletados e triados vivos do sedimento na lagoa
Santo Antdnio dos Anjos, Laguna - SC. Os espécimes selecionados foram mantidos vivos sem
alimentacdo para esvaziar o tubo digestivo em aquarios com agua do mar, recirculacdo e aeracéo.
Antes do inicio do protocolo de extracdo os organismos foram lavados com agua destilada, cortados
na sec¢do da cabeca e da cauda, sendo utilizado apenas a sec¢do mediana do corpo. Os poliquetas
foram dispostos separadamente em micro tubos de 0,5 ml, em diferentes solugdes: 3 exemplares
em alcool 70%, 3 exemplares somente congelados e 3 exemplares frescos.

Ap0s a preparacdo, foram utilizados dois protocolos de extragdo, o primeiro foi o protocolo
SALT adaptado de Lopera - Barrero N, M (2008) para extracdo de DNA gendmico que se baseia
na desidratac&o e precipitacdo de proteinas; o segundo foi um protocolo de extra¢do com proteinase
K e CTAB combinados. Apos a extracdo do DNA foram realizadas as eletroforeses das amostras
de todos os testes para verificar a presencga e integridade do DNA. Foram feitas em gel de agarose
1%, com dois intercalantes, gel read no teste 1 ao 3 e brometo no teste 4. Em seguida, para atestar
a qualidade do DNA das amostras, foi feito a quantificacdo em espectrofotometria.
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Tabela 1. NUmero de amostras com presenca de bandas em gel de agarose em diferentes condi¢des
de fixagéo e extragao.
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Positivos
Alcool Congelado Vivo
Teste 1 1 0 o0
Teste 2 3 2 2
Teste 3 0 0 0
Teste 4 5 5 5
TOTAL S 7 7

De acordo com a Tabela 1, podemos perceber que as amostras que mostraram um melhor
resultado perante a eletroforese foram as fixadas em &lcool 70 e 100%. Nos valores de 260/280 da
espectrofotometria, uma proporcdo de ~ 1,8 € aceita como puro para DNA. Assim, as amostras
positivas do primeiro protocolo de extracdo, teste 1 ao teste 3, foram submetidas a analise de
quantificacdo em Nanodrop, na qual verificamos que nenhuma amostra continha DNA puro. Nos
resultados analisados do teste 4, que foi feito com o segundo protocolo de extracdo, tivemos a
presenca de DNA puro em duas amostras em alcool, trés frescas e trés congeladas. Nas amostras
restantes a relacdo 260/280 foi menor, 0 que indica a presenca de proteina, fenol ou outros
contaminantes que absorvem fortemente em ou perto de 280 nm. Ja os valores de 260/230 para
DNA puro, sdo frequentemente mais altos do que na relacdo 260/280, geralmente na faixa de 2,0.
Nas amostras do teste 4, todas as amostras mostraram a presenca de leves contaminantes que
absorvem a 230nm. Portanto, a partir dos resultados das anlises de eletroforese e, principalmente,
pela espectrofotometria, pode-se constatar que dentre as opcdes testadas, foi obtido DNA de L.
culveri de melhor qualidade a partir de amostras frescas e protocolo de extragcdo com proteinase K
e CTAB combinados. Os resultados ndo foram conclusivos pois a académica, por questdes
pessoais, ndo deu continuidade ao trabalho.
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