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Introducao

Devido as propriedades saprofitica e lignolitica do basidiomiceto Pleurotus sajor-caju, este produz,
durante o seu crescimento, um grupo enzimatico conhecido como fenol-oxidases. Nesse grupo de enzimas
destacam-se as lacases, as quais se caracterizam por ndo serem especificas quanto ao substrato e
apresentarem capacidade de atuar sobre uma variedade de substratos semelhantes a lignina. Dessa forma, as
lacases constituem uma alternativa para processos biotecnoldgicos de remediagdo de danos ambientais, tais
como detoxificagdo de efluentes e descoloragdo de corantes téxteis, porém o custo de produgdo destas
enzimas é muito elevado. Uma possivel estratégia de melhorar a produgdo destas enzimas em basidiomicetos
é a obtengdo de variantes genéticos a partir de protoplastos que foram tratados com substancias mutagénicas.
Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi obter linhagens que produzam maior quantidade desta enzima a
partir da linhagem de P. sajor-caju PS-2001, tratando protoplastos com radiagdo UV e utilizando um processo
seletivo baseado na descoloragdo do corante Reactive Blue 220.

Materiais e Métodos

Linhagem: Pleurotus sajor-caju PS-2001, pertencente a colegdo de microrganismos do IB-UCS.

Meio de Manutengao: 2% de agar, 2% de farelo de trigo moido, 2% de serragem de Pinus sp. moida e
0,2% de CaCOj3,

Solugdo de Regeneragdo: Os protoplastos serdo regenerados em 10mL contendo 0,02g de peptona,
0,1g de glicose e 1mL de solugdo de sais ( Mandels & Reese ( 1957)) e 2,088g de sacarose (0,6 M de sacarose).

Meio Sélido com Corante: Constituido de 0,01% do corante Reactive Blue 220, 2% de agar, 2% de
glicose, 30% de 4gua de lavagem de farelo de trigo, obtido apés fervura de 50 g de farelo de trigo em 1L de
4gua destilada, 1% de (NH4)2 S04 e 65% de agua destilada

Obtengdo de Protoplasto: O micélio de uma placa de Petri, recentemente cultivado com P. sajor-
caju, foi inoculado em um frasco Erlenmeyer 500 mL, com 100 mL de Meio de Cultivo Submerso, incubados a
28°C por 24h do qual foi obtido 0,1g de massa fungica por filtragem. A esta massa foi acrescentado 5 mL da
solugdo de Glucanex (100 mg de Glucanex” em 100mL de tamp3o citrato 0,05M e 0,6M de KCl) e condicionada
a 34°C a uma agitagdo de 120rpm por 3h para hidrélise da quitina da parede fiingica e obten¢do de
protoplastos. Em seguida os protoplastos foram filtrados e lavados com KCl 0,6M e apés centrifugados por
15mina 3000rpm.

Mutagénese e Regeneracdo: O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso com 1mL
de solugdo de regeneragdo, a qual foi disposta em uma placa de Petri aberta e irradiada com luz UV por 150s, o
que causou a morte de aproximadamente 90% dos protoplastos. Completou-se com Solugdo de Regeneragdo
para 10mL em um frasco que foi incubado por 72h a 28°C na auséncia de luz, para regeneragdo da parede
celular.

Selecdo de Variantes: A solucdo de Regeneragdo contendo os protoplastos foi plagueada em Meio
Sélido com Corante. Para selegdo de variantes o halo de degradagdo do corante foi observado (Figura 1).
Variantes que demonstraram halo precoce ou maior em relagdo ao halo produzido pelo parental foram
selecionados e cultivados em placas de Meio de Manutengédo
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Ensaio de Screening: Variantes selecionados foram cultivados em triplicatas em Placas de Petri
contendo Meio de Selegdo juntamente ao parental PS-2001. Devido a secre¢do de lacases pela col6nia, o
corante contido no meio foi descolorido. Para mensuragéo da produgdo dessas enzimas foi medido o didmetro
da col6nia e seu respectivo halo de descoloragdo em cada dia de crescimento, durante sete dias. A partir desses
valores é possivel calcular a relagdo do halo sobre a col6nia (fig. 2).

Ensaio de Crescimento Micelial: Variantes selecionados e o parental 0S-2001 foram cultivados em
Placas de Petri contendo Meio de Manutengdo. Durante sete dias, o didmetro da col6nia foi medido. A partir
desses valores pode-se ter o perfil de crescimento da col6nia.

Resultados e Discussoes

Inicialmente estudou-se um meio para selecionar clones que apresentassem potencial para
secregdo de enzimas, para tanto observamos que o meio em que adicionamos 1% (NH,), SO, tornou a
atividade de descoloragdo mais tardia, sendo este escolhido para o processo de selecdo, o qual se baseou na
sele¢do de clones com mais rapida capacidade de descoloragéo.

Foram obtidos variantes de Pleurotus sajor-caju em clones provenientes de protoplastos irradiados
com luz UV, onde verifica-se distintas morfologias no crescimento em placa e formagdo de halo de
descoloragdo do corante (Fig. 2). A relagdo halo/colénia revela que o variante Tai 01/2009 teve maior
produgdo enzimatica por quantidade de micélio desenvolvido (Fig. 4).

Ao observar o crescimento em placas com Meio de Manutengéo, os variantes demonstram distintas
morfologias de col6nias (Fig. 3) e diferentes perfis de velocidade de crescimento (Fig. 5).
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Fig. 3— Placas colonizadas demonstrando o perfil de colonizagdo (4° dia).
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Fig. 4 — Grafico Relagdo Halo/Colénia X Tempo — Compara
relagdo halo/coldniaentre parental e alguns variantes.
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