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Protocolo para Obtencao de Protoplastos
de Fusarium decemcellulare Visando a
Transformacao Genética

Clara Victéria Souza de Oliveira’
Joelma dos Santos Fernandes?
Gilvan Ferreira da Silva®

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis Mart.
Duck) é uma cultura de grande importancia econémica
para o Brasil e para os estados do Amazonas e da Bahia, a
qual vem sendo acometida pelo superbrotamento, doenca
causada pelo fungo Fusarium decemcelullare Brick, que
prejudica consideravel parte da producao. Na biologia
molecular, a utilizacao de ferramentas para o estudo desse
patogeno € essencial para melhor entendimento da doenga,
por exemplo, a utilizacao de genes repodrteres por meio
de transformacao genética. Muitos protocolos sugerem
a utilizacao de protoplastos pela facilidade que o vetor
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2Biotecnodlogo, mestre em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazodnia, bolsista do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, Universidade Federal
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tem de ser inserido na célula hospedeira. Portanto, neste
trabalho, objetivou-se definir as condi¢coes necessarias
para a obtencao de protoplastos de F decemcelullare.
Os procedimentos utilizados seguiram o Protocolo de
Visser e colaboradores (2004)* para Fusarium oxysporum
f. sp. cubense com algumas modificacbes, que foram
fundamentais para o éxito deste trabalho. Em vez da
utilizacao do mix de enzimas sugerido, usou-se apenas
Lysing enzyme (Sigma-Aldrich) com teste de concentracao
que variou de 100 mg/mL a 150 mg/mL, bem como teste
da quantidade de micélio utilizada (0,3 g — 4 g) e o tempo
de incubacao para a acao da enzima (2 horas — 4 horas).
Determinou-se um periodo suficiente de até 3 horas para a
obtencao de protoplastos, assim como o uso de até 1 g de
micélio do fungo F decemcellulare para 150 mg/mL de L.
enzyme.

Termos para indexacao: protoplasto, Fusarium decemcellulare,
superbrotamento.
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