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1. INTRODUCHO

A capacidade de fungos produzirem lipidios em grande
quant idade € conhecida hd bastante tempo. Segundo Woodbine
(1959), wuma das primeiras referéncias X produ¢ido de lipldios por
fungos filamentosos foi a de Ficinias em 1873, em estudos
realizados em Claviceps purpurea,seguindO*se os trabalhos de
Cramer, em 1894, que estudou lipldios em Penicilliun glaucum e
Laborde em 1897, que comparou Aspergillus niger € P. glaucum com
Eurotropsis gayoni, em relaglo & temperatura de incuba¢do, pH e
consumo de ACUCAares, € verificou que adicionando #dlcool ao
substrato obtinha 30 por cento de lipidios.

No final da Primeira Guerra (1914-191i8), devido & acentuadsa
necessidade de dleo, na Alemanha, foram implantados alguns
rrojetos de utilizaclo de fungos para a producio de lipidios,
visando o seu uso nao sé como alimento, mas também como reserva
de energia (Hesse, 1949).

Esses projetos foram abandonados depois da guerra pois
apresentaram algumas dificuldades no cultivo,além de altos custos
e alta demanda de m3o-de-obra. Entretanto, a produclo em escala
comercial foi novamente tentada, antes e durante a Segunda
Guerra Mundial, por dois grupos industriais alemaes, usando
desta vez, culturas submersas de Torula ou Fusarium. Excetuando o
sucesso técnico, o projeto foi mais uma wvez considerado n3o

econbmico depois da guerra (Woodbine, 1959).
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No Brasil s30 poucos os estudos realizados nesse campo.
Contudo, tendo em vista as nossas caréncias na produgido de
combust fveis 1fquidos, e as possibilidades de utilizagdo de
resfduos industriais, como o vinhoto, o uso de fungos para a
producRo de lipidios € uma possibilidade a ser explorada e faz-se
necessdrio ampliar o conhecimento do material bioldgico e de
técnicas adequadas & exploracio desée material.

Dentro desse aspecto € extremamente importante a dnalise
gendtica da produgldo de lipidios por fungos.

0 presente trabalho utiliza Aspergillus nidulans para =a
andlise gendtica da produglo qualitativa de lipldios e estabelece
comparacbes entre as produgdes quantitativas dos dcidos graxos
encontrados nas linhagens estudadas.

Foi escolhido (24=%-1:) fungo por apresentar, além da
putencialidade de acumulaglo lipldica, outras vantagens, a de ser
um  fungo bem conhecido geneticamente e, apresentar formacldo de
tirldides e segregantes .

O trabalho tem como objetivos principaiss

a) Andlise qualitativa da produclo de liplfdios na linhagem
MSE, na linhagem pro A ; paba A 3+ 4 A e na linhagem bi A ; meth

i 6 i i
G em MC e MM suplementado.
i

b) Isolamento dos dipldides, formados a partir dessas
linhagens, € de segregantes provenientes desses dipldides.

c) Andlise gendética da produclo de lipidios nos dipldides €
segregantes.

d) Anflise quantitativa de lipfdios nas linhagens hapldides

e dipldides{ determinando-se a porcentagem de dcidos grados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LLinhagens geneticamente alteradas e produglo de

lipfdios em fungos

A utilizaclo de microrganismos como fornecedores de produtos
comercialmente importantes pode apresentar algumas vantagens

(Monteiro, 1984), como por exemplo:

a - Crescimento nddio rdpido.

b - Certa facilidade no controle das condi¢tes de cultivo.
¢ - Area requerida pequena.
d - Possibilidade de se aumentar a produglo através da selecglo de

linhagens por mutacﬁo,.recombinacﬁo e otimizacdo das condi¢des de
crescimento.

Entre outras vantagens destaca-se certamente, a facilidade
de selecionar e melhorar linhagens para alta produglo, o0 que sem
divida implica na necessidade de se conhecer melhor os fenbmenos
genéticos envolvidos. |

0 uso da mutaglo induzida € um método convencional aplicado
tanto em laboratdrios como em inddstrias de fermentaglo, que- se
utiliza de microrganismos para a produglo de metabdlitos de
interesse comercial (Demain, 1973).

Das (1972) cita trabalho de Kresling e Stern,os quais,jd em
1935, obtiveram mutantes de Aspergillus niger com produglo de
dcido cltrico aumentada sapds o uso de agentes mutagénicos, porém,
0o uso intensivo da técnica foi iniciado em 1945 com trabalhos

feitos em Penicillium chrysogenum, usando raiog—s como
3
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mutagénico, que culminaram na obtengRo da linhagem X-1612 com
produ¢io superando duas vezes a da linhagem parental ( Bonatelli
Jro, 1981).

As mutagdes que condicionam auxotrotfia podem determinar
ganho, perda ou ndo-alteragio na producio dos metabblitos
(revises em Sermonti, i949; Demzmin, 1973; Hopwood e Merrick,
1977).

Quanto & produgio de lipfidios em leveduras, =analisando
mutantes morfolégicos podemos nos referir aqui a um estudo feito
por Mahler gt aliil (1964) com mutantes citoplasmiticos "petite de
Saccharomyces. Sob coﬁdicﬁes fisiolbgicas controladas nfo foram
consideradas signiticativas as diferencas existentes no confeddo
total de lipidios insaponificdveis entre as espécieé sglvagens e
os mutantes "petite".‘

Unz  andlise em Neurospora crassa revelou que a quantidade
de &cido o - linolénico de mutante Poky (20%) era bem maior do
que a quant idade encontrada no tipo normal (9,Q%), (Shaw, 1966).

Em mutantes morfoldgicos de Candida 1lipolytica podemos
encontrar um estudo da producio de lipidios feitos por Thomazini
(1981) onde foi observado que o0s mutantes estudados apresentavam
diferengas quantitativas entre os acidos graxos.

A composigio e a produglo lipidica de alguns mutantes
auxotréficos de Aspergillus nidulans pode ser verificada em
Monteiro (1984), onde foram encontradas diferengas quantitativas
e qualitativas. Na linhagem MSE verificou~-se o mais alto indice
de lipfdios totais (53,92 mg/100 ml? € a maior porcentagem do
dcido linoleico (38,3 %); j& no mutante Y4 pic 5 ribo 5 encontrou-

s€ 0 mais baixo {ndice de lipfdios totais (31,688 mg/i00 ml) ¢ a

4
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maior porcentagem do dcido palmlitico (38,9 %).

Em relagdo aos dipldides hd dois casos a considerar. Deve-se
levar em conta se o dipldide € formado a partir de 1linhagens
isogénicas, ou de linhagens nio—-isogénicas. No primeiro caso € de
s€ esperar que a produgio nlo difira da produg¢fo da linhagem que
deu origem =aos mutantes. Isso tem sido verificado em vdrios
trabalhos. HA, contudo, algumas referéncias ao aumento de
produclo, mesmo neste caso (Sermonti, 1969; Das e Roy, 1978).

Quanto aos dipldides provenientes de linhagens nao-
isogénicas, hd casos em que a produgio aumenta, e outros em que o
nivel de ﬁroducﬁo ou se mantém intermedidrio ou desce a limites
inferiores ao da linhagem de mais baixa produglo (Sermonti,i969).

Estudos reFerenfes % produglo lipfdica de dipldides de
Aspergillus podem ser encontrados em Monteiro (1984) que
trabalhou com A. nidulans comparando a produ¢lo dos dipldides €
dos hapldides em meio minimo + 3% de glicose. Foi constatado
nesse trabalho que o conteddo total da produglo lipifdica do
dirldide se apresentava em limites intermedidrios entre a
producido minima € mdxima dos hapldides.

Com relag¢lo & produgldo de liplfdios, Baracho (1985) procurou
analisar mutantes auxotrdficos e dipldides de Aspergillus niger e
A. flavus, comparando-os com as linhagens originais. 0s mutantes
de A. niger foram obtidos por Bonatelli Jr. (4981), a partir da
linhagem 10vi@®, linhagem de alta produclo de dcido cltrico, em
cultura de superficie. Jd os mutantes de A. flavus foram obtidos

por Messias (1979), a partir de dois isolados, o isolado A a e

l\‘:‘
0 isolado A e.

é
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A produclo de lipidios totais dos mutantes, dos dipldides e
das linhagens originais, foram analisadas estatisticamente e
constatou-se diferengas significativas entre tratamentos, tanto
para A. flavus como para A. niger. No caso de A; niger constatou-
se que os mutantes pur e pirg gly (oliva) tiveram produglo mais
alta que o dipldide que deles se originou. 0s dipldides ndo
diferiram da linhagem 10vi@, que deu origem aos mutantes. Algumas
reversoes esponténeas dos mutantes pur e pite oly também foram

analisadas, e apresentaram produgdes semelhantes % da linhagem

iovie.
No caso de A. flavus, o dipldide A a arg W // A e, pro eaba
o : [
foi superior as linhagens originais e aos mutantes que lhe deram

origem.

Portanto, as alteracoes gendéticas podem ter efeito na
qualidade € na quantidade de produglo de lipifdios e hd uma
indicaglo em A. niger, segundo Baracho (1985), de que a mutaglo
para deficiéncia em purinas pode contribuir para aumentar‘ a
producfo de lipldios.

Além da andlise de linhagens mutantes e de dipldides,
podemos recorrer a andlise de segregantes, e através do ciclo
sexual e parassexual efetuar a andlise gendtica € o melhoramento
de fungos. Com referéncia & produclo de lipidios, isso resta como

uma possibilidade a ser explorada.
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2.2 Meio de cultura e producBo de lipifdios em Aseergillus
nidulans
¢ conteddo lipfdico e a composi¢Ro de Hcidos graxos de
vdrios microrganismos tém sido invest igados por vidr ios

pesquisadores. Uma completa revisldo foi feita por Woodbine (1959)
até 1950 e revisbes mais recentes podem ser encontradas em Weete
(1980), Thomazini (1984), Ratledge (1982), Monteiro (1984) e
Baracho (198%5).

l.eveduras e Fungoé SA0 0% microrganismos mais xtensamente
:studados por suas capacidades de produzirem lipidios e
condig¢bes de laboratdrio. Os principais fungos capazes de
produzirem uma alta quaﬁtidade de liplfdio s80 as espdcies de
Claviceps, Penicilluim, Aspergillus,Mucor, Fusarium e Phycomyces
(Woodbine, 1959).

Segundo Ratledge (1978) a maioria dos fungos filamentosos
crescem menos que as leveduras, mas,em compensaglao,podem produziv
dleo com altas concentragdes de dcidos graxos polinsaturados.

Além da escolha do microrganismo apropriado que PpPOSSUA
potencial de acumulagdo lipfdica, slo necessdrios-também certas
condig¢bes de cultura para se conseguir uma alta produclo
lipidica. Essas condig¢oes, s30 entre outras, suplemento
necessdrio de carboidrato , oxigénio, agdcar e nitrogénio,
indculos de cultura jovens, pH e temperatura adequados e tipo de
superficie .

Garrido € Walker (1953 b) estudaram o comportamento de A.

nidulans, quando crescidos em frascos, e verificaram que a

7
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atividade bioquimica dos fungos crescidos em superficie &
influénciada por fatores flsicos em consequéncia do tipo de vidro
para o cultivo, em particular, por uma média de drea de
superficie /7 volume. |

Quanto a fonte de carbono, muitos investigadores
observaram que carboidratos s3o tidos como os melhores substratos
de carbono para fungos e que esses convertem de 1S5 a 18 7 de
agdcar em lipidios (Wassef, 1977). A glicose € o agdcar mais
usado sendo facilmente convertido em liplidios pela maioria dos
fungos. A capacidade para converter agdcares em gorduras ¢
varidvel em cada espécie de fungo, porédm os melhores carboidratos
encontrados para a producao de lipldio pela maioria dos fungos

sao, em ordem decrescentes glicose, sacarose € frutose (Wassef,

i977).

Gad e Walker (1994) estudaram a forma¢lo de 1lipidios
utilizando como fonte carbdnica a sacarose nos fungos
Aspergillus nidulans, Penicillium javanicum e P. spinulosum.
Garrido e Walker (1956) utilizaram as seguintes diferentes
fontes de carbono: glicose, arabinose, ®ilose, ribose,
galactose, maltose, lactose, inulina e amido, € compararam &
eficiéncia da produglo lipifdica, concluindo que a xilose era a
melhor fonte de carbono depois da glicose. Nesse trabalho
também foram estudadas seis fontes de nitrogénio, dentre essas,
o nitrato de ambnio € o nitrato de sddio mostraram-se com oS
melhores resultados depois de 6 a 8 dias de crescimento a 285

graus cent lgrados.
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Outro efeito de cultura envolvendo fonte de carbono € a

média da relagBo entre carbono € nitrogénio, no meio de cultura.

A metade a

Prill et alii (193%9) verificaram que reduzindo-se
quant idade de glicose e mantendo-se as concentracoes de
nitrogénio, os lipidios de leveduras e de A. nidulans eram mais
paixos . Mantendo-se a média de C:N, mas aumentando-se a
concentraclo de glicose de 10 para 20% a conversio de agdcar em
lipfdio diminuia. Eles concluiram que uma relagBo média alta de
C:N favoreceria a produ¢io de proteinas e uma relaclo média baixa
de C:iN favoreceria a produ¢lo de lipifdios.

Um estudo mais detalhado foi feito por Gregory € Woodibine
(1953) em A. nidulans, Penicilluim spinulosum e P. Javanicum
Em que se inclui a _variacﬁo de pH, temperatura, perlfodo de
incubagl0o e concentragBes de nitrogénio e agdcar.

0 efeito da concentragBo de sacarose (10 - 40 %) foi
reportado por Singh e Datt (1957) onde a concentracBo dtima de
acdcares para o mdximo de rendimentos de massa micelial e
formag3o lipfdica foi de 20 X e a producho de 1lipfdios nesta
concentracdo exibiu © mais alto grau de saturaclo. A menor
quantia de gordura € formada com 40% de agudcar. Nessas
condi¢bes a gordura contém a menor propor¢io de dcidos saturados
nos quais a quantidade de oleico € linoleico s8%o mais altas que
em concentra¢des mais baixas de agdcar.

Kolesnikova e Tolstikova (1984) estudando o efeito de
diferentes fontes de carbono na composigao lipfdica de
Aspergillus wverificaram a predominéncia dos dcidos linoleico e

linolénico.
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Assim como o carbono, o0s diversos minerais suplementados no
meio podem influenciar na composicldo lipidica. Garrido gt alil
(1953), trabalhando com A. nidulans, P. spinulosum € P. javanicum
conseguiram observar que a forma¢lo de lipldios em fungos poderia
ser aumentada por ajustes nas quantidades e propor¢des de sdédio,
potdssio, magnésio, sulfato e ions de fosfatos. Em um wmeio
contendo (por 100 ml) 500 mg de sulfato de magnésio para todos os
3 fungos, 1395 mg de fdsforo e 10 mg de potdssio para A. nidulans
1% mg de fdsforo e 195 mg de potdssio para P. javanicum € 7 mg de
fdsforo e 1959 mg de potdssio para P. spinulosum; os conteddos
lipfdicos foram respectivamente 50%, 24% e 25%.

A influéncia de nutrientes inorgénicos na produglo lipidica
de fungos foi revista por Woodbine (1959). Fosfatos e Cloreto de
sddio influenciaram fortemente na acumulagilo lipidica de
leveduras, porém o cdlcio, sddio e ferro nBo apresentaram
qualquer efeito (Wassef, 1977).

0O A. nidulans também mostrou-se capaz de crescimento em
meio com alta concentraglo salina (como residuos agro-
industriais), quando cultivado sem agitagiao, mas em culturas
submersas foram obtidos melhores rendimentos com baixas
concentragdes de sal (Garrido e Walker, 1953 a).

Garrido et alii (1958) determinaram concentragdes dtimas de
fosfatos dihidrogenado de sddio, sulfato de @agnésio e sulfato de
potdssio, em culturas agitadas. Sob essas condigbes, os mais
altos [Indices de lipfdio (g/1) das culturas foram: A. nidulans,

8,9; Pe Javanicum, 3,7 e P. spinulosum, 9,1.

10
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Garrido e Walker (i258) comparando métodos de cultura em
A. nidulans, P. javanicum ¢ P. spinulosum atribuiram os valores
mais baixos de acumulagio lipfdica ao fato de haver uma tendéncia
dos micélios em crescimento aderirem & parede do' fermentador,
formando densa camada de agregados os%  quais recebem menos
oxigénio, com consequente diminuiclo da producio.

Ribeiro dos Santos e Baracho (1984) estudando alguns fatores
ambientais que poderiam influenciar na produgio de lipidios em
Aspegillus oryYyzaes verificaram que  nio houve diferenga
significativa na produ¢gio de lipfdios a #8 graus centigarados € =
37 graus centigrados, em MM e MC. As concentragcBes de glicose
utilizadas, smbora interferigﬁem no desenvolvimnento do fungo, n&Hho

aumentaram a  porcentagenm de lipfdios. Porém, em relagido  ao

crescimento de micélio, a andlise revelou diterenga significativa
entre o peso seco obtido, & concentragcio de {1 %4 e dewmais
concentractes no meio completo, enguanto no meio minimo Aag
concentragBes de 1% diferiram das demais.

Outro trabalho utilizando-se diferentes meios de cultura e
veritficando-se seuns efeitos {oi feito por Monteiro € Marcus
(1986). Eles utilizaram meio minimo modificado (MMM, C:N 291) e
meio mining N & 8 (C:N &%) para 0' crescimento de A. niduians.
Verificaram 9gque para MMM houve uma produgfo de 22,5% de lipidios
totais comparados com 4,8% no meio N & § porédm, a composigldao do
meio ndo teve efeito na composicio lipfdica a qual consistiu em
75% de lipidins neutros e 7% de Jfosfolipidios e 8% de

glicolipidios.

11
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Com POUCAS EMCEesS0ESs, o mais pronunciado efeito da
temperatura na composigio lipfdica de Fungoé ¢ na relagio
saturado / insaturado. Observa—-se que quanto mais baixa a
temperatura mais aumenta a quantidade de dcidos graxos
insaturados. Esse feﬁ&meno tem sido interpretado como um efeito
ecoldgico. 0 acrédscimo de dcidos insaturados altera as
propriedades flsicas do lipldio, resultando em uma resposta
fisioldgica adaptativa que facilita a sobrevivéncia do organismo
naquela temperatura (Wassef, 1977).

Pordm Singh e Walker (1956 ¢) encontraram em A. nidulans,
que a sintese lipfdica a 17 graus centigrados continha mais
insaturaclo que a 25 graus centlgrados, mas insaturaclo maior foi
observada a 30 graus centlgrados do que a 25, de modo que uma
simples relaglo entre temperatura de crescimento e g9raus de
insaturagfo ndo pode ser constatada.

Normalmente o0s meios de cultura jd possuem um valor de pH
dtimo para o crescimento de fungos, portanto, altera¢io nesse pH
pode ter alguma influéncia na composicldo liplfdica. Um estudo mais
detalhado sobre essa influéncia na composicldo lipidica de A.
nidulans foi feito por Singh e Walker (19546 b). Eles verificaram
que o valor ibdico dos dcidos graxos aumentam com o pH do wmeio,
devido a0 aumento do dcido oleico com correspondente
decrescimo na quantia de dcidos saturados.

Singh € Walker (1956 a) verificaram que poderiam ocorrer
trocas na composigao lipidica deste fungo de acordo com a idade
da cultura. Eles também estimaram o wvalor da acidificaglo,
equivalente de saponificaglo, valor da iodinizaclo € substéncias

insaponificdveis.
12
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A maioria dos fungos requer vitaminas para o crescimento e
reproducdo. A relaglo entre produgio de lipldios ¢ adig¢lo de
vitaninas nao estd ainda estabelecida, NAas geralmente
deficiéncias de vitaminas causam redugio nol conteddo 1lipidico,
por exemplo, a deficiéncia de biotina no meio causa acdmulo do

dcido palmitico e reduglo do dcido estedrico (Wassef,1977).

13



2.3. Lipfdios em fungos

i'tidos graxos sXo produzidos por todos os organismos vivos €

potencialmente representam a mais abundante classe de lipldios na

natureza. Entretanto, dcidos araxos livFres nao OCOFrem
naturalmente, nas s20 principalmente esterificados como
constituintes do acilgliceridio (tri,di-e monoglicerfdio),

fosfolipidios, glicoiipfdios e esteres de esterdis.

0s lipfdios de microrganismos procariotos tem um grande
nimero de variedade de dcidos graxos, muitos dos quais s3o
incomuns ou desconheéidos nos fungos e em outros eucariotos
(0’'Leary, 1967). Sob este aspecto a maior diferenga entre
procariotos € fungos filamentosos € outros eucariotos, estd no
fato dé que bactérias e outras células procariotas nAo sintetizam
dcidos graxos polinsaturados (polindicos), exceto algumas algas

zuis e verdes, a0 passo que esses dcidos se encontram em todas
as cé€lulas eucariotas (Shaw, 1966).

A maioria dos dcidos graxos dos organismos eucario?os contém
até um certo ndmero de dtomos de carbono em cadeias continuas com
um grupo terminal carboxil e pode estar completamente saturado ou
contendo uma ou mais (até€ seis) duplas ligagOes as quais
geralmente tém cis-configuracdes.

0s d&cidos graxos saturados mais encontrados em eucariotos
sdo: mirfstico (44 @), palmlitico (16 * @) e estedrico (18 : @)

e os insaturados, oleico (18 & 1) e linoleico (48 = 3).

14
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A composi¢lo de Acidos graxos de fungos e leveduras em geral
se  apresenta  como a seguir:. palmitico é o 4cido grax saturado
predominante e oleico e linoleico sR0 0s insaturados

prodominantes. & proporgRo de linoleico é mais alta em fungos do
il 2m leveduras, as quais geralmente possuen oleico como sendo
a maioria dos acidos insaturados (Whitworth e Ratledge, 1974).

Estudos da  formagio de lipfdios em A. nidulans foram
iniciados com o trabalho de Woodbine gt alii(i9%1), que estudaram
o potencial gorduroso de 43 linhagens de fungos representado por
19 géneros, todas as linhagens tiveram como fonte de carbono =a
alicose. Eles obtiveram 9 diferentes médias de acumulagio
lipfdica.

Priil ef alil (1935 encontraram bons resultados de
acumulacio em  A. nidulans (25% p/p), A. flavipes (40X p/p) e
Fusarium lini (35% p/p).

3

S

Ch

Em condigcies experimentais semelhantes, Murray et =lii(i?
examinaram o comportamento de 43 linhagens, todas com sacarose
como  fonte de carbono, e obtiQeram 4 diferentes médias de
acumulacd@o lipfdica onde o mais alto conteddo lipidico foi de 35%
em Penicillium seppi, 28% em F. lini & 24% &m A. nidulans.

Segundo Monteiro (i984) =a formagio média de gordura em
cultura de supertfcie € lenta durante a primeira semans de
incubag¢®o, mas transforma-se muito rapidamente no oitavo ou nono

dia, quando o mdximo desenvolvimento do fungo & alcangado. Depois

‘do nono dia a reserva lipidica do fungo decresce em peso. Nos

primeirns estdgios da sintese, & gordura é€ mais acida € contém

grande porcentagemn de substancias insaponificéveis. Os

‘componentes Acidos, saturados e insaturados, continuam aumentando

15



até atingirem a fase estdcionaria da cultura, mas na fase
subsequente 0 peso de cada componente diminui.
A conposi¢ldo dos dcidos graxos dos lipfdios de A. nidulans

estudada por Singh et alii (193%5) usando a técnica de baixa

temperatura de cristaliza¢lo para a andlise, foi na seguinte
porcentagem? mirlstico = 0,7 ; palmitico = 20,9 : palmitoleico =
1,3 ;3 estedrico = 15,9 3 oleico = 40,3 linoleico = 47,0

linolénico = 0,2 ; eicosapoliendico = 3,8.

Lipldios extraldos de organismos vivos, s3o normalmente,
complexas misturas de esteres de alto peso molecular. Essas
misturas podem ser separadas dentro de fragdes liplfdicas neutras
ou polares. Lipfdios neutros comuns slo os triglicerfdios,
esterdides e esteres de esterdides. Lipidios polares
predominantes s3o os fosfolipldios e glicolipidios. A. pPropore¢ao
de cada fragdo depende do organismo e das condi¢bes de cultura.

Usualmente a mais abundante classe de lipfdios extraidos de
fungos € a de trigliceridios. As propriedades dos trigliceridios.
sdo governadas principalmente pelos constituintes ‘dos dcidos
graxos, mas, também, em parte pelas trés posicoes diferentes que
ocupam os dcidos graxos na moldécula de glicerol. Triglicerfdios

vegetais tendem a ter poucos dcidos graxos saturados na posigRo

‘ 2, O que nAo ocorre com triglicerfdios animais (Ratledge, 1982).

Comercialmente os triglicerifdios sfo usados em manufaturas
de 'margarinas, dleos para saladas e cozimento, tendo suas
qualidades muito dependentes da composiglo € distribuigcio dos

fcidos graxos.

16



Mono e digliceridios raramente s3o encontrados em plantas e
tecidos animais, onde i,2-digliceridios tem import8ncia
particular como precursores de triglicerideos ¢ outros complexos
lipfdicos (Christie, 1982).

Esterdis est3o presentes na maioria dos microrganismos
euncariotos exceto em condigdes anaerdbicas quando, em principio,
os esterdis nlo podem ser biossintetizados, uma vez que a
introdu¢io do grupo 3 ~ hidroxil é uma reagadoc que requer
oxigénio (Nes, 1977).

0 ergosterol compbe a maioria dos esterdis de fungos €
leveduras, vindo frequentemente acompanhado de alguns outros
esterdis em baixas propor¢des.

0s esterdis que ocorrem em fungos € suas funcdes foram
objeto de estudo pafa Brennan gt alil (1974), Elliot (4977) e
Weete (1980).

Esterdis s&oc importantes na arquitetura das membranas
podendo também regular a permeabilidade atravds da viscosidade
interna € movimentaglo molecular dos lipfdios daquela membrana.
Sensibilidade para antibidticos poliénicos tem sido relatada em
membranas contendo esterol ctles sRo também requeridos por alguns
fungos para a reprodugio sexual e podem estimular o cresciﬁento
em culturas aeradas. Alguns fungos requerem esterdis para uma
atividade dtima de certas enzimas como as ATPases (Weete, 1980).

0 conteddo esterol de alguns microrganismos €& altamente
sensivel a concentragbes de a¢udcar e carbono usados. Em geral
alto conteddo de ergosterol estd associado a condi¢Oes
admitidas de crescimento ou a condicbes de “stress”, como

temperaturas muito baixas ou muito altas, exposigRo a fungicidas
17
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ou outras subst8ncias tdxicas.

A importéncia do potencial comercial dos esterdides €
exemplificada pela utilizaglo do ergosterol na inddstria
farmacéutica como Precursor de outros esterdides
economicamente importantes (Brennan gt alii, 1974).

Outros esteres de esterol sfo amplamente distribuidos na
natureza e também ocorrem em fungos, onde hd pouco conhecimento
sobre suas fun¢des e localizaglo na célula.

Parece possivel que os esteres de esterol sirvam como
reserva de esterol para a sintese de algumas membranas e s3o
estocados em pequenas vesliculas de baixa densidade (Ellijot,
19773 Rosé, i981).

A composicio de fcidos graxos e esteres de esterol de fungos
apresentam cadeias de 14 =a i8 carbbnos, esterificados
primariamente para ergosterol (Wassef, 1977).

Mais recentemente, o ergosterol,foi identificado como a maior
parte de esterol livre de A. nidulans por Shapiro e Gealt (1982).

Gutros componentes lipfdicos, considerados abundantes em
fungos, sdo o0s fosfoliplfdios e os glicolipfdios e geralmente
rstfo associados as membranas.

Em geral, a maioria dos fosfolipfdios encontrados em fungos
sA0: fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) com
fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI),
fosfatidilglicerol (PG) e cardiolipina (CL).

As fung¢bes dos fosfolipidios estBo principalmente associadas
com @& membrana, tendo uma forte influéncia nas atividades

celulares através do controle de permeabilidade da membrana e das

18



‘N o

g,

@Y

UNICAMP
atividades enzimdticas ligadas a esta membrana. Muitos desses
sistemas tém sido estudados em mamiferos; entretanto, hd alguns
xemplos desse tipo de interagdo em fungos. Por.exemplo, sabe-se
que CL estd associado especificamente com mitocbndrias em
leveduras e em A. niger, como em outros eucariotos . PE estd
associado a absor¢do da lisina em Neurospora crassa. PI parece
estar particularmente envolvido com o transporte de fosfato e
arsenato, e transporte de prdtons e outros cdtions através de
membranas de leveduras (revisfo por Brennan e Liosel, 1978).

Craig e Peberdy (1983) estudaram efeitos de fungicidas em A.
nidulans e verificaram que esses fungicidas influénciaram na
qual idade dos esterdis e fosfolipidios, pordm, n3o interfiriram
na quant idade de acumula¢lo lipldica.

Glicolipfdios s80 complexos lipfdicos que n3o tém sido muito
estudados em fungos, e € relativamente pequeno o conhecimento
sobre sua ocorréncia nesses organismos (Weete, 1988). Porém
glicolipidios baseados em gicerol tém sido encontrados. Os
principais componente de gliceroglicolipidios de plantas s8R0 O
mono e digalactosildiacilglicerol. Um grande ndmero de
glicosildiacilglicerol tem sido isolado em algumas espécies de
bactérias. A ocorréncia desse complexo grupo de lipifdio , em
fungos foi revisado por Weete (1980).

E pouco o conhecimento sobre a fun¢Ro dos glicolipidios
fdngicos. Alguns podem servir como reéervas de dcidos graxos ,
outros aparecem como reservas enddgenas nos ESPOros € Seu
metabolismo parece ser dependente da dorméncia reprodutiva dos

esporos (Brennan et alii, 1974).
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A acumulaglo lipldica pode, portanto, apresentar-se de una
forma variada, tanto qualitativamente como quantitativamente, em
diferentes microrganismos. Essa variaclo pode estar na
dependéncia de fatores ambientais (revisados no item 2.2.), como
também pode estar na dependéncia de fatores genédticos, que
segundo Ratledge (1982), observa~se quando a capacidade para
acumulag¢lo lipfdica, por determinada linhagem, € perdida, mesmo
em condigBes estdveis ou quando hd uma considerdvel variaglo
lipfdica, entre isolados diferentes de uma mesma espécie, sob

condi¢gdes idénticas.



3. MATERIAL e METODOS

Foram wutilizadas linhagens mutantes de Aspergillus
nidulans (Eidam5 Winter que s30 referidas a seguir. A origem e
descri¢iao dos mutantes podem ser encontrados em Clutterbuck
(19742, Os grupos de ligacﬁb e a localizag¢lo dos marcadores

genéticos estBo representados na Figura {.

3.4. Linhagens utilizadas
a. Linhagem MSE (“Master Strain E”): possui um marcador
gendtico em cada um dos oito grupos de ligaglo (McCully & Forbes,

1965) .
b. Linhagem hbi A 1 neth G ¢ possui o marcador genédti-
. i i .
co bi A no grupo de liga¢ldo I e npeth G no grupo de ligaglo IV.
i ‘ i
c. Linhagem pre A 3 pabha A ; 4 A I possui 0s
i 6 i

marcadores genéticos prog A 5 paba A 4 A no grupo de
i 6 i

ligagdao I.

As  linhagens foram obtidas da cole¢Ro existente no
laboratdrio de Gendtica de Microrganismos do Instituto de
Biologia da UNICAMP. Foram mantidas em tubos de meio completo

inclinado & cerca de 4 graus centigrados.
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0s simbolos usados
deficiéncia

STmbolos

para indicarem as respectivas

nutricionais das linhagens sao:

Fendtipos (deficiéncia)

ad adenina

bi biotina

neth met ionina

nic dcido nicotinico
eaba dcido p-aminobenzdico
RLQ prolina

puUL pPUrinas

RYt 0 piridoxina

ibo riboflavina

S ‘tiossulfato
Sfmbolos utilizados para indicarem cor dos confdios.
Simbolo Fendtipo

] rbranco

u amarelo

Os seguintes simbolos indicam:

fac — ndo crescimento em meio de acetato como fonte de
carbono.

gal - nRo crescimento em meio de galactose como fonte

de carbono.
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su A; ad Ez pro A, paba Ag yA; adEze bi Ay
I | ] "‘_ | | ] 1 1} ]
w' As
11 ! 2
' gal A;
I1l !
meth G pyro Ay
1v ! O !
fac Asps
v .
8 B3
vi !
nic By
VIl !
ribo Bs
VIII —~0— :
FIGURA \{i. Grupos de ligagRo e localizaglo dos marcadores

genéticos, das linhagens de A. nidulans utilizadas. As disténcias

dos marcadores nio estfo em escala no mapa. © = centrbmero.
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3.2. Meios de Cultura

3.2.4. Meio mInimo ( Pontecorvo et alii.,i953) (MM)

Nitrato de sddiOcuecavevnasnnscecannnnsd,00 gramas
Sulfato de magnésio heptahidratado.....9,52 gramas
Cloreto de potdsSiOnecnnnunnannnnsnneaa®,52 granas
Fosfato dihidrogenado de potdssioc.....1,52 gramas
Sulfato de FerrO.ecnscnncnnsnnnaasnesnatagos
Sulfato de ZiNCO.eewanssnnaunnsnnsanseatlF@Gos

DEHtr OBC wwennmnnennanannannannnannnannel@,00 gramas

AQUR----.--.-------.------------.-.-;-.1@00 l‘nl

0O pH foi ajustado para 6,5 com NaOH 4% ou HC1 4N.

3.2.2. Meio Completo (Azevedo e Costa, 1973) (MC)

Foi adicionado ao meio minimo:

Peptonaueceececennncnnncbnunncansnsnanesnnnnenacd, @@ gramas
Caselna hidrolisada@eeecescncanncnnnnsennsed,30 gramas
Extrato de levedurleeccecanssnccsnanseenssaa®,50 gramas
Hidrolizado de €cido nucleico de
levedUuras.cacenassncassnusanannssnnnnannaa, s Ml
Solucdo de vitaminaS.ueeasncccncncnnananaai,® ml

O pH foi ajustado péra 6,5 com NaOH 4 % ou HC1 4iN.
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3.2.3. Meio de Galactose

GalaCtOSE eaausaunnuananunnvnnnannunnandi®,® gramas
MM 17quido sem dertroSEesenannenunasssli®00 ml

Bl ttnunanunnnnnanannnannnnnnuaannnnaad@,® gramas

3.2.4. Meio de Acetato de AmbBnia (Apirion, 1962)

Acetato de anmBnideecwcessancenannnnnenid,® gramas
Cloreto de S6di0cenuccnnannnnsnnanenns 2,9 gramas
Sulfato de magnésio heptahidratado.... 0,5 gramas
Fosfato dihidrogenado de potdssio..... 3,0 gramas
Sulfato de‘Ferro................;.....tracos

Sulfato de ZiNCOuanasunuasunnanunnnnneatF RGOS

Aguan--------------------------------.1000 n\l

O pH foi ajustado para 6,1 com NaOH 4%Z ou HC1 iN.

3.2.5. Meio minimo 1fquido + 2% meio completo
Foi adicionado 2% de meio completo liquido ao meio

minimo 1lfquido. A mistura foi distribuida em tubos (2,5 ml em

cada tubo)sendo posteriormente autoclavados € mantidos no escuroe.
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3.2.6. Meio sdlido

Foi adicionado ,d9ar em pd, na concentraglo final de

1,5% para fazer o meio sdlido.

3.3 Solucaes

3.3.1. Hidrolizado de dcido nucleico de leveduras

ficido nucleico de l1evVedUulrBesansssenesad Gramas em

15 ml de solu¢Ro normal de HC1.

Acido nUCleico de 1eVedUulrAesceeenesnneed Gramas e€m

19 ml de solugRo normal de NaOH.

As solugdes foram aquecidas por 20 minutos em banho-
maria, misturadas e o pH foi ajustado para 6,9 com NaOH 47Z ou HC1
iN. A solugBo foi filtrada, o volume completado para 40 ml e a
seguir, guardada em vidro escuro, com clorofdrmio como

conservante , a 5 graus centigrados.

3.3.2. Soluglo de cloroneb

i,4 dicloro 2,5 dimetoxil benzeno....-.1000 mg

Ag'..la dE‘Stilaqa--.-.----..---.--------- 50 ml
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3.3.3. Soluc¢io salina
Foi preparada uma solu¢lo de NaCl 0,85% com Hgua
de-cilada. Amostras contendo 9 ml da soluglo foram distribuldos

em frascos. A esterilizaglo destes foi feita em autoclave, sendo

posteriomente mantidos X temperatura ambiente.

3.3.4. Soluglo de “Tween”

Foi adicionado “tween” 80 &% dgua destilada em uma
concentraglo de @,4i% (v/v). Cerca de 2,5 ml da solu¢glo foram
colocados em tubos e esses sendo em seguida, autoclavados e

nant idos & temperaturs ambiente.

3.3.5. Solugfo de vitaminas

Acido NicotNiCOeeuacacannnnuunnnnannnai@d,0 mg
Acido p-aminobenzdicCOiesanannnannnnnese 10,0 mg
ANEUK iNBeuunnssnsnnunnnannannnannnunnane 90,0 mg
BiotinAuuussssennnnsnnennsnnnnnnanannus 9,2 mg
Piridortinaesseecsanaacennnannnnnnnnannna 30,9 mg

RibO‘FlaVina.---------q-----n-----------100,0 l“g

Agua dE‘Sti]ada-------------------------100;@ mg

A solugio foi colocada em frasco escuro e
‘esterilizada em banho-maria a 60 graus centlgrados por 30
" minutos, durante 3 dias consecutivos. A conservagio foi feita em

refrigerador sobre clorofdrmio.
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autoclave

3.3.6. SubstéAncias adicionadas ao meio minimo

Subst&ncia

3.4.

{micrograma/ml)

ACidO I'liCOt(niCO-------n--.-----------0125

Acido aminobenz@iCOuevannsnnsnsnnnnea®, 20
BiOtiNBuuwsuanennunsnsunnnnnnnannnnunun-",10
MEt iON i iNAcuuevanunenunanasvnannnnunnnaaa?®,00
Pirido inAQeeasssssnnanavnsncannnnnnnaa@,20
PrFOlinN@essenuancnuusannnunsunnannansnad?®,00
Riboflavina@eaeusunasananunnsunnnannnnass@,30

TiossUlfatOwewenvananunnnanaununnunnxi@0,00

Esterilizag¢lo

Os meios de cultura foram esterilizados

Concentra¢io final

emn

N presslo de { atmosfera durante 15 minutos e mantidos

A temperatura ambiente, no escuro.
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3.5. Andlise de lipldios.

3.5.4. Determinagio da qualidade dos lipidios por
cromatografia gasosa.

Para a obten¢Ro do micélio, as linhagehs de A.
nidulans se desenvolveram em meio 1fquido (meio completo e
meio minimo suplementado, para os hapldides: meio minimo, para os
dipldides € meio suplementado,para os segregantes) durante 5 dias
em estufa regulada para 37 graus centlgrados. O micélio obtido

foi filtrado em funil de Buchner e lavado em dgua esterilizada

sendo posteriormente macerado em almofariz com N (1fquido) e

2

colocado em um “Thimble”. A extraglo foi feita em Extrator
Soxhlet “overnigth” com a mistura clorofdrmio/metanol 2341 (v/v) 3

em seguida o clorofdrmio/metanol foi evaporado com N (gasoso) €

2

o resfduo considerado como os lip(djos totais.

Os lipfdios obtidos foram saponificados com solugio
de KOH/metanol 0,5N em refluxo durante 5 minutos. Em seguida foi
acidificado com soluglo de HC1 6N e esterificado em refluxo com
mistura de esterificagldo (600 ml metanol, 20 g de NH C1 e 30
ml de HqSO : colocar em refluxo atd dissoluglo do sal). ?

=4 0s dcidos graxos esterificados obtidos de micélio
foram transferidos para um funil de. separagao onde foi
adicionado Hexano, sendo ent3o, o funil, agitado wvigorosamente.
Houve a forma¢io de 2 fases, a mais densa foi transferida para um
segundo funil de separagfo onde se adicionou o Hexano e agitou-se

fortemente; a fase do Hexano obtida foi tranferida para o funil

"de separagio,utilizado inicialmente,onde lavou-se a mistura em
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Hgua desti’'ada.

Os dcidos graxos metil ésteres obtidos em soluglo
de Hexano foram filtrados em funil contendo NaqSO anidro.

Para a identificaglo dos éZidgs graxos foi
utilizado um cromatdgrafo CG modélo 37-D de ioniza¢io de chama,
com coluna de vidro medindo 153,4 cm ¢ 3,2 mm de diémetro
interno com suporte de Cromossorb WHP 100/120 mesh, revestido com

127 de Dietileno Glicol Sucinato (DEGS). As condi¢Oes de operagao

foram: temperatura de vaporizador? 182 graus cent{grados, gds de

arraste mantido a 295 ml por minuto, temperatura da coluna 182
graus cent fgrados € tenmperatura do detector 285 graus

cent fgrados. As identificagbes foram baseadas nos tempos de
retenglo, e a relativa porcentagem dos Hcidos graxos foram

determinadas pelas dreas dos picos dos cromatogramas.

3.6. Técnica Geral

As linhagens foram analisadas quanto & produgio de
lipfdios pela técnica jd descrita. A seguir essas linhagens
foram cruzadas e a partir desses cruzamentos foram obtidos
heterocdrios; e desses, o0s dipldides que também foram analizados

quanto & producio qualitativa e quantitativa de lipfdios.
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3.6.1. Obtengl0 de Heterocdrio

Para obten¢lo de heterocdrios procedeu—se de acordo
com a téecnica descrita por Pontecorvo ebf alil (1993).
0s conifdios de duas linhagens com marcadores
genéticos diferentes foram colocados em 2,5 ml de meio minimo
liquido + 2% meio completo (ftem 3.2.5.).
Este meio completo favorece um pequeno crescimento
para que possa ocorrer anastomose das hifas. A  suspenslo foi
incubada durante 4-6 dias apds a qual a massa micelial formada

na superficie do meio de cultura foi removida, cortada e

transferida para placas com meio minimo.

3.6.2. Isolamento de Dipldides

0s dipldides heterozigotos foram obtidos usando-se
a tédcnica de ROPER (4i1952). Cerca de 106 confdios de um
heteroc#€rio balanceado foram semeados em meio minimo. Os confdios
hapldides nio se desenvolvem neste meio, entretanto, com a fusio
de ndcleos hapldides hd a formaglo de ndcleos dipldides
heterozigotos que originaﬁ os confdios capazes de crescer em meio
minimo. As colbnias dipldides isoladas foram purificadas e
mant idas em meio minimo inclinado.

Por conven¢Bo os componentes de um ndcleo dipldide

foram separados pelo sinal //.
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3.6.3. Andlise Mitdtica

Procedeu-se a haploidizaglo dos dipldides usando-se
cloroneb ( SANT'ANA, 1974), na concentra¢io de 15 microgramas/ml.
0~ confdios dipldides foram inoculados em quatro pontos
ooidistantes em placas com meio completo mais & droga. Apds sete

st o de incuba¢fo os setores hapldides produzidos foram
ivivados por estrias em meio completo.

A segrega¢io somdtica induzida envolve segregagio
de wramossomos inteiros de  forma que todos os marcadores
genéticos de um grupo de ligaglo segregam como uma upidade.
Consequentemente, genes mutantes podem ser relacionados com um

grupo de ligacﬁo em particular.

Os segregantes hapldides isolados foram
classificados quanto aos fatores de crescimento e morfologia (cor

dos conidios).
3.7. Medida dos di&metros de confdios
Confdios em suspenslo foram colocados em uma l&mina
com uma gota de lisol 10X e observados ac microscdpio dptico,

sendo entdo medido o difmetro de cadeias de 5 confdios,

utilizando-se para isso uma ocular micrométrica.
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1« RESULTADOS

4.4. Dipldides obtidos

Trés dipldides heterozigotos foram isolados de acordo com o
item 2.6.2. da combinaglo de trés mutantes auxotrdficos de
Aspergillus nidulans ({tem 3.1). Os didmetros dos confdios
dirldides sBo mostrados na Tabela i. Os resultados representam a

média de 50 confdios de cada linhagem.

TABELA 4. Difmetro dos confdios dipldides (nddia de 50 confdios)

de Aspergillus nidulans.

T ST TR SR 500 500 Sam Son S S8 005 WSS G500 0000 s b ete Seis marm ees Mie bese Shes %06 eee 4 MeSs Sare eee 44 Ghes Seat Geve Meet %00 BHts FeaS Feee Save Shis Sees brde Mea Some GONE Sems Gave H4Se Semd Sese Sess Moem mite Seee Pees Smse m eve Ses Seme ares et tore ceme

Linhagens Di&metro (Um
ere A s paba A ;s 4 A // MSE 4,06
i 6 i _
pre A s epaba A ; 4w A // bi A ; meth G 3,724
i é i i i
MSE /7 hi A ; meth G 3,924
i i

T D D ST RN G000 M0 070n 508 S0 S WS 4900 000 e e S Grme G4 SH5 S UL Gase 600 ern S s Seen e Sar Sr0s Ged fmds SRS G404 St0n FReR S0% SHs St mer SeEe MM dwan fmem S00S MM Enes S48 SHSN S dm (e SeRe G066 S00e Aie Sere SPVE 2008 Mis mree Sm Sove Sare

4.2. Setores obtidos.

De acordo com o item 2.6.3. foram isolados 9 setores do
dipldide prg A ; paba A : y A // MSE. O0s nove setores

i ) i
- apresentaram confdios de cor branca.
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4.3. Ardlise de lipidios.

K Andlise qualitativa de 1lipfidios das linhagens

mutanics .

Os dados referentes a anfilise lipfdica das linhagens pro A

i

ioeabka A s 4 A, MSE e hi A 5 meth 6 em MC, obtidos de acordo
é i 1 1

com o item 2.9.1i., estAo expressos nos graficos I, II e I11I

respect ivamente. No gré&tico I relativo a linhagem Pro A ipaba

i
A 4 A em MO foram constatados oito picos de Acidos graxos, o
& i
mesmo ocorrendo nos graficos (I e 11 relzativos as linhagens MSE

em MC e hi ﬁ, i meth Gy em MOC.

Os gréaficos IV, V e VI referem—se o CSS3S MESNAS linhagens
Parém crescidas em MM suplementado. No gréfico IV referente a

ltinhagem prpo A pabaz A i4 A encontram-se 19 picos de Acidos
i é i

graxos. No grafico V referente a linhagem MSE encontram-se 8

picos de 4cidos araxos € no cromatograma da linhagem bi & i neth
i
G encontram~se ¥ picos de Acidos graxos.
i
0s dados referentes a diversidade dos &cidos graxos encon-

trados nas linhagens mutantes estio distribuidos da seguinte

maneira: Na Tabela 2, 4cidos graxos da linhagenm pro A i paba &
1 é

Y A em MC e MM suplementado; na Tabela 3, 4cidos graxos da
i
linhagem MSE em MC e MM suplementado; na Tabela 4, 4cidos graxos

da linhagem bi A ; wmeth G em MC ¢ MM suplementado .
i i
As principais diferengas das linhagens desenvolvidas em MU e

MM suplementado sHo as seguintes:
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a) Na Tabela 2 as diferengas encontradas sio as seguintes:
s 4cidos margérico, insatuwracio do margdrico e eicosapoliendico
g6  aparecem quando a linhagem & desenvolvida em MC. J& o ‘4cido

miristoleico s6 aparece em MM suplementado.

b) Na Tabela 3 verifica-se que os Acidos miristicos e
insaturacio do margdrico s6 ocorrem em MC enquanto que os Acidos
miristoleico 2 palmitoleico 56 QCorrem nas linhagens

desenvolvidas em MM suplementado.

c) Na Tabela 4 verifica-se que o0 Acido miristico,
insaturacdo do margdrico € cicosapoliendico sb aparecem quando a
linhagem # desenvolvida em MC;i Jj4 os &cidos wmiristoleico e
palmitoleico s6 aparecem guando a linhagem é desenvolvida em MM

suplementado.

A Tabela 5 refere-se a comparagio da produgio das linhagens

haplbides estudadas em MM suplementado tendo cComo Principais

diferengas:

&) 0 4cido miristico encontra-se apenas na linhagem pro &
i

paba & i 4 A .
& 1

b 0 4cido margédrico n¥o é encontrado na linhagem pro A
i

epaba A i 4 A .
6 i
A Tabela 6 refere-se a comparacio da produglo das 1inhagens

estudadas em MC tendo como principais diferencas:

a) 0 4Acido palmitoleico s6 aparece na linhagem pra A ; paha
i

A i 44 .
b 1 _
b 0 4cido eicosapolienfico nio se verifica na linhagem MSE.
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TABELA 2: ACIDO GRAXO PRODUZIDO PELA LINHAGEM prg Ay s eabd Agi 4 Ayen il el SUPLEMENTADO.

PICOS DE ACIDOS

GRAXOS

PrQ A5 pabg Ag Y A, en NC

PP Ay e3b3 Agi Y A, en HH SUPLEHENTADO

PICO § Ci4:0
PICO 2 Ci4:f
PICO 3 Cié6:0
PICO 4 Ci6:4
PICO 5 Ci7:0
PICO 6 Ci7:f
PICO 7 CiB:9
PICO 8 CiB:f
PICO 9 CiB:2
PICO 10 Ci8:3
PICO 11 C20:2

PICO §2 C20:4

KIRfSTICO
PALNITICO
PALMITOLEICO

HARGARICO

" INSATURACAD DO

NARGARICO
ESTERRICO

OLEICO
LINOLEICO
LInoLENICO

EICOSAPOLIEROICO

NIRISTICO
NIRISTOLEICO
PALMETICO

PALKITOLEICO

o o s 0

ESTEARICO
OLEICO
LINOLEICO

LINOLENICO

e B2 e ey

UM AMT
BIBLICTECAK OF



TABELA 3: ACIDOS GRAX0S PRODUZIDOS PELA LINHAGEM NSE EM MC E N SUPLEWENTADO

PICOS DE ACIDOS
GRAXOS

HSE em HC

HSE em MM SUPLEMENTADO

PICO § Ci4:0
PICO 2 Ci4:f
PICO 3 Cié:0
PICO 4 Ci6:4
PICO 5 Ci7:0
PICO 6 Ci7:4
PICO 7 Ci8:0
PICO 8 CiB:{
PICO 9 CiB:2
PICO 10 C18:3
PICO i1 C20:2

PICO 12 C20:4

KIrfsTIco

MARGARICO
INSATURACAO DO
ARGARICO
ESTEARICO
OLEICO
LINOLEICO

LINoLENICO

KIRISTOLEICO
pALKTTICO
PALMITOLEICO
HARGARICO
ESTEARICO
OLEICO
LINOLEICO

LINoUBNICO
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TABELA 4 ¢ ACIDOS GRAXOS PRODUZIDOS PELA LINHAGEN bi A meth G, em NC e NN SUPLEMENTADO.

PICOS DE ACIDOS
GRAX0S

—

bi Ag; meth G, e AC

i Ay meth G, e MM SUPLENENTADO

PICO § Ci4:@
PICO 2 Cid:f
PICO 3 Cié:0
PICO 4 Cib:4
PICO 5 Ci7:0
PICO 6 Ci7:%
PICO 7 Ci8:0
PICO 8 Ci8:{
PICO 9 Ci8:2
PICO 18 Ci8:3
PICO 1§ C20:2

PICO {2 C20:4

KIRISTICO

HARGARICO
INSATURACAO DO
HARGARICO
ESTEARICO
OLEICO
LINOLEICO
LINOLENICO

EICOSAPOLIENSICO

MIRISTOLEICO
paLKITICO
PALNITOLEICO
HARGARTCO
ESTEARICO
OLEICO
LINOLEICO

LINOLENICO

a4



TABELA 5: COHPARAQKO ENTRE A PRODUCAD DAS LINHAGENS HAPLUIDES ESTUDADAS EN MM SUPLENENTADO.

PICOS DE ACIDOS B0 A,i paba Agi 4 A, HSE bi A meth G,
GRAXOS

PICO 1 Ci4:0 MIRISTICO e .
PICO 2 Ci4:f MIRISTOLEICO KIRISTOLEICD HIRISTOLEICO
PICD 3 C14:0 pALMITICO pALNITICO PALNTTICO
PICO 4 C16:4 PALKITOLEICD PALKITOLEICO PALMITOLEICD
PICOS C7:0 . HARGARICO MARGARICO
PIO 6 €74 o
PICO 7 Ci8:@  EsTEARICD ESTEARICO ESTEARICO
PICO-8 Ci8: OLEICO OLEICO OLEICD
PICC 9 €18:2 LINOLEICO LINGLEICO LINGLEICO
PICO 10 C18:3 LINOLENICD - LinoBwico LnocEhaco
PICO 11 €20:0 e -
PICO 2 €204
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TABELR 6: COHPARAPKb ENTRE A PRODUCAD DAS 3 LINHAGENS HAPLOTDES ESTUDADAS EM MC.

PICOS DE ACI0OS pro Ay paba Aciy A, HSE bi A peth 6,
GRAX0S
PICO § Ci4:@ MIR{STICO KIRISTICO MIRISTICO
PICD 2 CIA4
PICO 3 Ci4:0 PALMITICO PALNITICO PALNITICO
PICO 4 Ci6:4 PALKITOLEICO e
PICO 5 Ci7:@ HARGARICO HARGARICO HARGARICO
PICO 6 Ci7:1 - INSATURACAO DD INSATURACAD DO INSATURACAD DD
HARGARICO HARGARICO HARGARICO
PICO 7 CiB:@ ESTEARICO £sTaRICO ESTEARICO
PICO § Ci8:4 QELICO OLEICO OLEICO
PICO § Ci8:2 LINOLEICD LINOLEICO LINDLEICO
PICO 10 C18:3 cinocENIco LINoLENICO LINOVENICO
PICO 1§ C20:0 EICOSAPOLIENOICO .

PICO {2 C20:4

————————
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UNICAMP
4.3.2. Anflise qualitativa de lipfdios dos dipldides.
Os dados referentes a andlise lipidica dds dipldides pro A ;
i
paba Ay uy A /7 bhi A peth 6 estio expressos no grdfico VII

é i i i
onde verificam—se 8 picos de dcidos graxos.
0 grdfico VIII refere~se a #nalise lipfdica do dipldide pro
4 3 paba A 3y A // MSE, onde foram detectados 7 picos de dcidos

i 6 i
LTAKOS .

No cromatograma do dipldide bhi A 3 pneth O /7 MSE,

i i
re; ..o uentado no grdfico IX, foram constatados 10 picos de dcidos
gr oS .
0s dados referentes a diversidade dos <cidos Qraxos

encontrados nos dipldides se apresentam da seguinte maneira: A
Tabela 7 refere-se X produglo dos dipldides estudados em MM e
apresentam as seguintes diferengas:

a) 0 dcido palmitoleico nlo se verifica no dipldide pro A :
b
paba A 5 4 A // MSE.
6 i
b)Y O dipldide MSE /7 hi A ; weth 6 &€ o dnico a apresentar
i i
os dcidos eicosapoliendico; e aracdbnico.
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meth G // MSE
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ANALISE LIPIDICA DO DIPLOIDE hi A
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TABELA 7 ACIDOS GRAXOS PRODUZIDOS PELOS DIPLOIDES EM M.

PICOS DE ACIDOS BLp Ayi paba Agi 4 Ay// MSE /7 ni Ayi meth G pro A, paba Agis. A// MSE
. 1 6 1

GRAXOS _hl_A1 i meth Gy

PICO Y Ci&c@¢  _________ e e

PICO-2 Ci4: MIRISTOLEICD HIRISTOLEICO KIRISTOLEICD

PICO 3 Ci4@ paLkiTICO pALK{TICO paLKiTICO

PICN 4 C16 PALMITOLEICO PALKITOLEICD PALMITOLEICD

PICD 3 a2 HARGARICO NARGARICO #eRGARICO

PICO 6 Ci7:%

PICO 7 Cig8'e ESTEARICO ESTEARICO ESTE#:RICG
PICO B CiB:4 OLEICO ' OLEICD OLEXCO

PICO ¢ FiBIQ LINGLEICO LINOLEICO LINGLEICO
PICO {0 CiB:3 LINoLENICO v LINOLENICO LINbLfNICD
PICO {f C2&:2  _________ £1cosapoLIENTICO S

PICO §2 C20:4 ARACTONICO R
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UNICAMP

4.3.3. Andlise qualitativa de 1lipfdios encontrados nos

ceetores.

A andlise lipldica, obtida de acordo com o item 2.5.1., dos
nove setores do dipldide pro A ; paba A ; Q A // MSE, encontra-
se nos grdficos X a XVIII qée se re#grem :espectivamente aos
setores 4, 2, 3, 4, 9, 6, 7, 8 e 9. |

No grdfico X verificam-se 9 picos de dcidos graxos; nos
grdficos XI, XII, XIV, XV e XVI, referente aos setores 2, 3, 5, &
e 7,encontram-se 6 picos de dcidos graxos e os setores 4, 8 e 9
apresentam 7 picos de dcidos graxos, os quais est3o representados
nos gr&ficos XIII, XVII e XVIII respectivamente.

Os dados referentes X diversidade de Hcidos graxos
apresentados pelos 9 setores em MM suplementado encontram—-se na
tabela 8, onde verificam-se as seguintes diferengas: |

a) 0 dcido miristico encontra-se apenas nos setores i, 4 e 9

b) O #cido miristoleico € linolénico apenas se encontra no
setor 1.

c) O setor 8 € o dnico a apresentar o dcido pentadecendico.

d) Os dcidos - insaturaglo do margdrico, estedrico,

eicosapoliendico e aracdbnico n3o ocorrem em nenhum setor.
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UNICAMP

4.4. Comparaclo entre a produ¢lo qualitativa dos dipldides e as

linhagens que lhe deram origem em MC e MM suplementado.

4.4.1. Compara¢lo entre a produclo do dipldide pro A ; paba

i
A 4 A /7 bi A ;: pneth G em MM e as linhagens que lhe deram

r

6 i i i
origem em MC e MM suplementado.

Na Tabela 9 referente wno dipldide pro A 3 paba A 3 4 A // bi
i é i

A 3 meth G e as linhagens gue lhe deram origem em MC encontramos

i i
os seguintes resultadost Os dcidos miristicos, insaturagio do

margdrico e eicosepoliendico encontram—se na linhagem 'RCQ A 3

1 .

paba A 4 A € hi A : peth 6 pordm n3o se encontram no
‘ & i i i

dipldide; Ja o dcido miristoleico sd se encontra no dipldide. O

dcido palmitoleico ocorre na linhagem pro A 3 paba A § 4 A € no

i o) i
dipldide pordm n2o ocorre na linhagem hi A : meth 6 .
i i -
Na Tabela 190 encontramos os resultados do dipldide pra A @
; i
paba A :; u A // biA: meth 6 e as linhagens que lhe deram

& i i i
origem em MM suplementado, verificando—-se as seguintes diferen~

cas: O dcido mir{stico encontra~-se somente na linhagem pro A @
i

paba A ;7 4 A . Jd o dcido margdrico ocorre na linhagem bi A
é 1 i
nmeth G .
i
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TABELA 9: CONPARACRD ENTRE A PRODUGRO 0O DIPLOIDE pro Ay i paba Ag i X Ay // bi Ay i meth Gy en A

E AS LINHAGENS QUE LHE DERAM ORIGEM em MC .

PICOS DE ACIDOS pro Agi paha Agiy Ay hi A¢i meteh G B Aqi Paba Agi 4 Ay//
GRAXOS bi Ay aeth By
PICO 1 C14:0 HIRTSTICD WRiSTIO .
PICO2 CH4t MIRISTOLEICO
PICO 3 Ci6:0 PALKITICO PALKITICO PALKITICO
PICO 4 Cié:4 PALMITOLEICO . PALMITOLEICO
PICO 5 Ci7:0 HARGARICO HARGARICO HARGARICO
PICO 6 C17:4 INSATURACAD DO INSATURACAD DO _________
HARGARICO HARGARICD
PICO 7 C18:0 ESTEARICO EsTEARICO ESTEARICO
PICO 8 CiB:1 OLEICD OLEICO OLEICD
PICO 9 C18:2 LINOLEICO LINOLEICO LINOLEICO
PICO 10 €18:3 LinoLENICo LInoeENICo LINOUENICO
PICO 11 C20:2 EICOSAPOLIENGTCO EICOSAPOLIENOTCO _
PICO 42 €04 .
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TABELA 16: COMPARACAD ENTRE A PRODUGAD 00 DIPLOIDE pro Ay i paba Ag i 4 Ay // bj Ay i meth Gy en M .
E AS LINHAGENS QUE LHE DERAM ORIGEM en M SUPLEMENTADO . |

PICOS OE ACIDOS pro Ay eal Agin A, i A meth 6 Bro Ayi paba Agi 4 A //
GRAXDS bi A, sethe,
PICO & Cid:0 WiRfstico N
PICO 2 Ci4:1 MIRISTOLEICO MIRISTOLEICO MIRISTOLEICO
PICO 3 Ci6:@ PALMITICO PALMITICO PALKITICO
PICO 4 Cié:4 PALKITOLEICO _ PALMITOLEICD PALMITOLEICO
PICOS C17:6 . HARGARICO MARGARTCO
PICO 6 C7:1 e
PICO 7 C1i8:0 ESTEARICO ESTEARICD ESTEARICO
PICO 8 Ci8:4 OLEICO OLEICO OLEICO

PICD 9 CiB:2 LINOLEICO © LINDLEICD LINOLEICO
PICO 16 C18:3 LINOLENICO LINOLENICO LINGEENICO

PICO 11 C20:2

PICO 12 C20:4
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4.4.2. Comparacio entre a produ¢fo do dipldide pro A ;7 paba
i

A Y4UA // MSE em MM € as linhagens que lhe deram origem em MC
é i
e MM suplementado.

0s dados referentes ao dipldide HEQ'A s paba A 3 4 A // MSE
e as linhagens que lhe deram origem em MCiencontraz~se n; Tabela
i1 onde verificam~se as seguintes diferencas: Os dcidos mirlsticos
¢ insaturaglo do margdrico ocorrem nas linhagens hapldides, porém
noc ocorre no dipldide, enquanto que o dcido miristoleico sd
ocorre no dipldide e o palmitoleico e eicosapoliendico sd
encontra$~se na 1inhagém pre A 3 epaba A 5 4 A .

A Tabela 12 refere-se ao ;ipldide gum A i paba & 3 v A //
MSE e as 1linhagens que lhe deram origem ém MM suglement;do,
verificam-se 4 os seguintes resultados: O dcido palmitoleico
encontra-se nas linhagens pro A 3 paba A ; 4 A e MSE,porém ndo

i é i

ocorre no dipldide enquanto que o dcido margdrico ocorre na

linhagem MSE € no dipldide e o dcido mirifstico sd ocorre em pro

A ;3 paba A 5 u A .
i é i
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TABELA 11: COMPARACAD ENTRE A PRODUCAD DO DIPLUIDE pro A, ; paba Ag i 4 Aq // MSE en MY

E AS LINHAGENS QUE LHE DERAM ORIGEM em MC .

PICOS OE ACIDOS Bro Ay paba Agi 4 A MSE BrO i paba Agi 4 Aq// HSE
GRAXOS
PICO 1 C14:0 KIRTSTICO NIRISTIO
pICS2 oL KIRISTOLEIED
PN 3 01410 pALKITICO PALKITICO PALKITICO
PrL 4 isid PALKITOLEICO
pidS Clig HARGARICO HARGARTCO HARGARICO
P g 047y INSATURACAD DO - INSATURACAD DO - _________
HARGARICO HARGARTCD
PICO 7 Ci8.¢ ESTEARICO ESTEARICO ESTEARICO
PICO 8 Ci8:3 OLEICO OLEICO OLEICO
PICO 9 Cid:2 LINDLEICO LINOLEICO LINOLEICO
PICO 18 C18.3 Linoinrco LINOCENICO LINoCENICO
PICO 1f €20:2 EICOSAPOLIENOTCO
PICOS2C204
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TABELA 12 CONPARALED ENTRE A PRODUGRO DO DIPLUIDE pro A, i paba Agi .y Ay // HSE en HH

% AS LINHAGENS QUE LHE DERAM ORIGEM em MM SUPLEMENTADD .

PICOS DE ArTROS pro Aqi paba Agi y Ay HSE BrO Ay paba Agi 4 Ay // HSE
GRAXOS ‘

PICO § Ci4:@ wefstco
PICO 2 Ci4:f MIRISTOLEICO KIRISTOLEICD KIRISTOLEICO
PICO 3 Ci4:0 paLkfTIC PaLNITICO PALMITICO
PICO 4 Ci4:4 PALKITOLEICO PALKITOLEICD R
PICO S Ci7:0 R | HARGARICO HARGARICO
PICO & Ci7:4 N
PICO 7 C18:0 ESTERICO ESTEARICO ESTEARICO
PICO 8 Ci8:1 OLEICO OLEICO OLEICO

PICO 9 Ci8:2 LINOLEICO LINOLEICO LINOLEICO
PICO 16 C16:3 LinoLENIC) LINOLENICD LINOCENICD

PICO 11 C20:¢ ——— ———- S

PICO 12 C20:4

= - ——— -
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4.4.3. Comparaclo entre a produ¢lo do dipldide bi A ; meth
i

G /7 MSE e as linhagens que lhe deram origem em MC e MM
1 .
supl-~~~ntado.

Gs dados da Tabela 13 referente ao dipldide hi A ;3 meth 6 //
i i
MEE e as linhagens que lhe deram origem em MC s¥o os seguintes:

O dcidos mirfsticos e insaturaglo do margdrico encontram-se nas

linhagens bhi A ;3 meth G e MSE porém nlo se encontram no
dipldide, enquaito que oi dcidos miristoleico e aracddnico
ocorrem - - ste nos dipldides. 0 dcido eicosapoliendico ocorre na
linahgem ="~ A 3 meth G e no dipldide, porém, n0 ocorre na
linahgem : ' '

Na = .« 2la 14 referente ao dipldide hi Ai; meth Gi // MSE e

as linhagens que lhe deram origem em MM suplementado, encontramos
0o seguinte resultado: Os dcidos eicosapoliendico e aracdbnico

ocorrem somente nos dipldides.
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TABELA 132 COHPARAPﬁb ENTRE A PRODUQKb 00 DIPLOIDE HSE // bi Ay ; meth G4 en MM

E AS LINHAGENS QUE LHE DERAM ORIGEM em MC.

PICOS DE ACIDOS MSE bi A meth 6, MSE // bi Ay meth 6,
GRAX0S

PICO 4 Ci4:0 HIR{STICO 110363 (v J
PICO2 Ci4st el HIRISTOLEICO
PICO 3 C16:0 PALKITICO pALKITICO PALNTTICO
PICO4 Ci:d ... PALKITOLEICO
PICO 5 Ci7:9 MARGARICO HARGARICO HARGARICO

PICO 6 Ci7:4 INSATURACAO DO INSATURACAO DO _________

HARGARICO HARGARICO

PICO 7 CiB:0 ESTEARICO ESTEARICO ESTEARICO

PICO 8 Ci8:4 OLEICO OLEICO OLEICO

PICO 9 C1i8:2 LINOLEICO LINOLEICO LINOLEICO
- PICO 10 C18:3 LnoLENICo LINOCENICO LINoLENICO

PICO 41 C20:2 . EICOSAPOLIENOICO E1C0SAPOLIENGICO
PICO 12 C20:4 aracoBiico
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TABELA 14. CONPARALKO ENTRE A PRODUGAD DO DIPLOIDE bi A, & neth 64 // SE en M

E AS LINHAGENS QUE LHE DERAM ORIGEM em MM SUPLEMENTADO .

PICOS DE ACIDOS bi Aqi Beth By MSE bi Aqi meth Gy // MSE
GRAXOS

PICOL CH4:0 e

PICO 2 C14: MIRISTOLEICO : KIRISTOLEICO MIRISTOLEICO
PICO 3 C16:0 PALKITICO PALKITICO | PALMITICO

PICO 4 Cié:4 PALKITILEICO PALKITOLEICO PALKITOLEIED
PICO 5 Ci7:0 HARGARCO ' HARGARICO | HARGARICO

PICO 6 C47:1 o L

PICO 7 Ci8:0 ESTEARICO ESTEARICO ESTEARICO

PICO 8 Ci8: ~ OLEICO OLEICO OLEICD

PICO 9 Ci8:2 LINOLEICO LINDLEICO LINOLEICO

PICO 1 C18:3 LinoLfNIco LinotEiico Linoenico

PICO i1 C20:2 _________ e excosapoLIenfIco
PICO 12 €204 . AracoBiIco
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4.5. Andlise quantitativa de lipfdios.

4.5.1. Determinac®o da porcentagem de dcidos graxos.

De acordo com o item 2.5.1. foram obtidos os resultados
expressos na Tabela 159, referente a porcentagem de #dcidos graxos
nas linhagens mutantes estudadas em MM suplementado € nos

dipldides estudados em MM.
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5.1. Lipidios nas linhagens hapldides, dipldides e

segregantes em diferentes meios de cultura.

A composicio de acidos graxos extraidos das linhagens MSE ;

BEro A 5 paba A, 4 A e bhi A ; meth 6 analisados em MC e MM
i & i 1 i

[

suplementado encontra-se nas Tabelas 5 e &.
Quanto & composi¢io lipidica verificou-se o seguinte:
a - Em MC o dcido miristico aparece nas 3 linhagens e em MM

suplementado s6 aparece na linhagem pro & ; paba A ; 4 A .
i & 1

b - Em MC o acido palmitoleico aparece somente no mutante BPLQ A ;
i
paha A ; 4 A porém em MM suplementado todas as linhagens
& i
apresentam esse acido.
¢ - 0 &Acido margdrico se apresenta em todas as linhagens

crescidas em HMC porém em MM suplementado nf%o se apresenta na
linhagem pro A ; paba A ; 4 A
i é i
Farece ficar claro aqui a influéncia do meio na composicio
lipidica.
A predominancia de alguns Acidos graxos em meios diferentes

também foi observada por Singh e Datt (1957) que verificaram que

0 acido oleico e linoleico apareceriam com mais frequéncia em

meios cujas concentragdes de agucar eram altas. Kolesnikova e
Tolstikova (1984) também obsevaram que o &acido linoleico

Juntamente com o0 linolénico eram predominantes quando estudaram
o efeito de diferentes fontes de carbono no crescimento de

Aspergillus.
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A composicio lipidica apresentada pela linhagem MSE em MC €

MM suplementado encontra-se na Tabela 3, onde verifica-se:

a - 0 acido miristico e insaturacfio do margarico s6 se encontram
em MC.
b - 0 acido miristoleico e adcido palmitoleico so se encontram em

MM suplementado.

¢ - Dg aAcidos palmitico, margarico, estearico, oleico, linoleico
e linolénico aparecem tanto em MC como em MM suplementado sendo o
dcido linoleico o mais abundante com 59,37 % seguido do palmitico
com 24,60 %, como podemos verificar na Tabela 15.

Monteivro (i984) estudando a composigfo lipidica total da
linhagem MSE encontrou resultados onde o conteddo lipidico da
linhagem consiste nos seguintes &Acidos: palmitico, margarico,
estedrico, oleico, lgnoleico e possivel isOmero do linoleico,
sendo o #dcido linoleico mais abundante com 38,3 %X seguido do
margarico com 22,8 % e do palmitico com 17,9 X%.

A presenca do acido linolénico foi evidenciada no presente
trabalho, na linhagem referida, mas ndo consta no trabalho acima
citado, enquanto que o possivel isdmero referido por HMonteiro
(1984) nio foi encontrado. Isso possivelmente se deve a
diferencas de métodos de extracfo ou diferengas no meio de

cultura utilizados.

Os acidos graxos produzidos pela linhagem bi A ; meth G , em

» i i
MC ¢ MM suplementado encontra-se na Tabela 4 constatando-se que:
Os dcidos miristico, insaturac®o do margdrico e eicosapoliendico

s0 aparecem quando a linhagem cresce em MC. Ja os Aacidos

miristoleico e palmitoleico sd aparecem em MM suplementado. Os
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acidos palmititco, margarico, estearico, oleico, linoleico e
linolénico aparecem tanto em MC como em MM suplementado, sendo
predominante o &cido linoleico com 64,47 % seguido do palmitico

<

com 22,55

Ax 3
o\

como podemos observar na Tabela 19.
Entre as linhagens MSE e bhi A ; meth 6 podemos constatar
i i
uma constancia qualitativa de Acidos graxos independentes do
meio.
Esta const@ncia ja nio é verificada na linhagem proA ; paba
i
A, 4 A que apresenta a seguinte composiclo lipidica: 0 acido
6 i .

margarico, insaturagio do margarico e eicosapoliendico s6
aparecem em MO enquanto que o miristoleico so6 se apresenta em MH
suplementado. Ja os acidos mivistico, palmitoleico, palmitico,
estearico, oleico, linoleico e linolénico se apresentam tanto em
MC como em MM suplementado.

Verificando-se a Tabela 15 constata-se que o acido linoleico
& o acido mais abundante com 39,01 % seguido do acido
palmitoleico com 33,3 ¥%.

Essa wvariaclo de acidos graxos apresentada por uma mesma
linhagem sob condigBes diferentes de cultivo, pode estar na
dependéncia de fTatores ambientais como parece indicar os dados
apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4.

A constancia de determinados Acidos graxos independentes do
meio de cultura e a variagdo lipidica entre linhagens diferentes
crescidas sob condigbes idénticas, observado nas Tabelas 5 e 6,

segundo Ratledge (1982) pode indicar uma dependéncia de fatores

genéeticos.
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Os acidos graxos apresentados nos diplodides estudados em MM
encontram-se na Tabela 7 onde podemos observar que:
a - 0s Acidos miristico e insaturacfo de margarico nHo se
apresentam em nenhum dipldide.
b - 0Os acidos eicosapoliendico e aracdbnico aparecem somente no

dipldide MSE // hi A& ; meth G

i ]
¢ - Os acidos miristoleico, palmitico, palmitoleico, margarico,
estearico, oleico, linoleico e linolénico aparecem nos trés

dipg?Sides estudados.

Monteiro (1i984) trabalhando com dipldides de Aspergillus
nidulans constatou que os anicos acidos que aparecem em todos os
dipldides sHo os écidos miristico, oleico e linoleico e também
constatou que o acido eicosapoliendico € observado apenas em um
dos diploides.

A porcentagem de Aacidos graxos encontrados tanto nos
dipldides como nos hapldides estudados em MM suplementado
encontram-se na Tabela 15, onde podemos verificar que em média os
acidos graxos mais abundantes sHo: linoleico com 55,3 ¥,
palmitico com 26,04 % € oleico com i4,25%.

D diplodide pro A ; paba A ; 4 A& // HMSE pPareceu menos

i é i
produtivo quanto ao acido oleico do que as linhagens que 1lhe
deram origem . Nos demals casos pﬁo se verificam diferengas
grandes entre dipldides e linhagens envolvidas.

Diferencas na composiclo lipidica também s8o0 encontradas
entre os noves setores estudados em MM suplementado. Verificando-

se a Tabela 8 podemos constatar que o acido miristico so apareceu

nos setores i, 4 ¢ 9, enquanto que o setor 8 foi o Unico a
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apresentar o acido pentadecendico € o setor 1 foi o uGnico em
que se constatou acidos miristoleico e linoleico. J& os A&cidos
rentadecandico, palmitico, palmitoleico, margarico, oleico e
1i ‘oleico se encontram em todos 0s setores enquanto os acidos
ingwturagio do margarico e estearico nfo se apresentam em nenhum
seto;

Na literatura revista podemos constatar que os acidos graxos
mais encontrados em A. nidulans sio: oleico com 40,3 %; palmitico
com £2¢,9 %; linoleico com 17,0 % e estearvico com 15,9% (Singh et
alii, 1955). |

Monteivro (i984) trabalhando com Aspergillus nidulans
encontrou vresultados onde a porcentagem de Acide graxo em
linhagens desse organismo se apresentou da seguinte maneira: 0
acido graxo mais abqndante foi oﬂlinoleico com 35 X seguido do
palmitico com 21 %, oleico com 20 % ¢ estearico com 18 %.

Dentre as diferencas constatadas na produclo lipidica dos
hapldides MSE e pro A ; paba A ; 4 A , do dipldide respectivo e

i b i
dos nove setores obtidos desse dipldide, & interessante observar

aqui o seguinte: )

a - 0 acido pentadecandico que se apresenta em todos os setores
ndo aparece nem no dipldide que originou os setores tampouco nas
linhagens hapldides que devam origem ao dipldide como constatado

nas Tabelas 11 e i2. 0 mesmo ocorre com o acido pentadecendico

que apenas se verifica no setor 8.
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b - Como constatado na Tabela 8 o acido insaturag@o do margarico

nio se apresenta em nenhum setor estudado em MM suplementado e
observando-se a Tabela {2 verifica-se que tal &cido n8o se
apresenta nem no dipldide nem nas linhagens haplodoides que
originaram o dipldide, quando crescidas em MM suplementado. Forém
segundo a Tabela 11 constata-se a ocorréncia do dcido insaturagio

do margarico nas linhagens hapldides crescidas em MC.

c - 0 acido estedrico ndo se apresenta nos nove setores estudados
em MM suplementado,o que pode ser verificado na Tabela 8. Forém,
segundo observado nas Tabelas 4ii e 12 podemos constatar a
ocorvréncia do Acido estedrico tanto no dipldide como nos
haploides, que lhe dervam origem,crescidos em MM suplementado

(Tabela i2) ou em MC (Tabela 11i).

d - Comparando-se a produgfo lipidica dos setores estudados em MM
suplementado, que se encontra na Tabela 8,e dos dipldoides €
hapldoides em MM sgplementados observado na Tabela 12, podemos
constatar que os acidos que se mantém constantes em todas as
linhagens estudadas em MM suplementado so: o acido palmitico,
oleico e linoleico.

Honteiro (1984) verificou que 05 Unicos acidos graxos que se
mantinham constantes nas linhagens selvagens, nos hapldides e nos
dipldides de A. nidulans eram os acidos palmitoleico, oleico e

linoleico.
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¢ ~ Comparando~se a produgfo lipidica dos nove setores crescidos
em MM suplementado que é encontrado na Tabela 8, dos dipldides
e hapldides crescidos em MC observado na Tabela {i, podemos

constatar que os Aacidos que se mantém constantes em todas as
linhagens estudadas sfo: palﬁitoleico, margarico, oleico e
linoleico.

Fortanto, segundo as Tabelas 8, 11 e 12 constata-se que o0s
dacidos palmitico, oleico e linoleico se apresentam em todas as
linhagens independentes do meio de cultura. Ja o acido margarico
ndo se apresenta na linhagem pro A ; paba A& ; 4 A quando

i é i
crescida em MM suplementado.

fs diferan¢gas constatadas entre a produgio lipidica dos

haploides prao A& ; paba & ; 4 A e biA; meth G em MC e HH
suplementado e i dipléideérespecéivo enconzram-se nai Tabelas 9 ¢
io.

Quanto a composi¢Xo lipidica do dipldide pro A ; paba A ; 4
A /7 hi A ; meth 6 crescido em MM e as linhagensique lhe dzram
o:igem em ;C, que s; encontram na Tabela 9, podemos verificar o
seguinte:
a - 0 dipldide €& o dnico a ndo apresentar os acidos miristico,

insaturagfo do margarico e eicosapoliendico.
b - 0 acido palmitoleico nio se apresenta apenas no hapldide bi
A ; mweth G
i i
c - 0 acido miristoleico sé aparece no dipldide.
d - 0s seguintes Acidos aparecem tanto nos hapldides como no

dipldide: palmitico, margarico, estearico, oleico, linoleico e

linolénico e o acido aracddnico n#o aparece nestas linhagens.

80



Vg,
Y

UN'CAMP . ot . K4 . - LK)
Na tabela 10 encontramos a composicio lipidica do diploide
pro A ; paba A 4 A // bi A meth G crescidos em MM e as
i 6 v i i i
linhagens que lhe deram origem em MM suplementado onde podemos
obearvar:
a - 0.dcido miristico 6 ocorre no haploide pro A ; paba A ; 4
i b
a .
i
b - 3 &Acido margarico so6 nido se apresenta na linhagem pro A ;
i
pabe & 5 4 A
é i
¢ - O- dcidos insaturacio do margarico, eicosapoliendico e
aracddnico nio aparecem nem nos hapldides nem nos diplodides.
d - Ds Acidos miristicos, miristoleico, estedrico, oleico,

linoleico e linolénico ocorvem tanto nos haploides como no
dipldide.
Fortanto, segundo as Tabelas 9 e 10 podemos constatar que os

acidos que se apresentam nas linhagens hapldides pro A ; paba A

‘ i 6

4y A e hi A ; meth 6 e no dipldide independentes do meio de
i i i

crescimento s#o: palmitico, estearico, oleico, linoleico €

linolénico.

As diferen¢as constatadas entre a produgfo lipidica da
linhagem MSE e da linhagem bhi A ; meth 6 em MCV e M
suplementado, e o diploide respectivoiencontram~s: nas Tabelas 13
e 14.

Quanto a composi¢fo lipidica do diploide MSE // bi A ; wmeth
G crescido em MM € as linhagens que lhe deram origem ciescidas

i
em HC, que se encontram na Tabela i3, podemos verificar o

seguinte:
a -0 dipldide é o Gnico a apresentar os acidos miristoleico,

palmitoleico e aracddnico.
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b =~ 0Os haplbides sHo o0s Anicos que apresentam os dcidos
insaturagio do margirico & mirfstico.

¢ - 0 &cido eicosapolienbdico nio ocorre na linhagem MSE.

d - (s seguintes &cidos se apresentam tanto nos haplbdides como no

fiplbide: palmitoleico, margérico, esteidrico, oleico, linoleico e
“tnolénico.

Na Tabela 14 encontramos a composicio lipidica do diplbide
MEE /7 hi A 5 peth G crescido em MM onde podemos observar:

a - D-dipléide & o 3nic0 a apresentar os &cidos eicosapolienbico
e aracdonico.

b~ 0s &cidos miristicos e insatura¢io do margérico nio ocorrem
nem nos hapldides nem nos diplbides.

c - 0Os 4cidos miristoleico, palmitico, palmitoleico, margérico,
estedrico, oleico, linoleico & linolénico aparecem tanto nos
hapldbides como no dipldide.

Portanto, pela observagio das Tabelas 13 e 14 notamos que o
dcido aracdénico nHo se apresenta nem na linhagem MSE nem na
linhagemn bi A meth 6 sejam elas crescidos em MC ou MM

i i :
suplementado, porém se apresenta no dipléide. Ji& os A&cidos
palmftico, estedérico, oleico{ linoleico & linolénico apresentam—
se tanto nos haplbides crescidos em MC como nos hapléides
crescidos  em MM suplementado e também no diplbide MSE // bi A
1
meth G .

i
Revistes feitas por Whitworth e Ratledge (1i974) contfirmam os

dados anteriores, onde constatou-se que a composiclo lipidica
predominante em fungos era a do Acido saturado palmitico e do

4cido insaturado oleico.
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5.2. Genética da produgfio de lipidios

Como mencionado anteriormente, as condi¢des ambientais podem
influenciar nas caracteristicas de acumulagfo lipidica, tanto
gquantitativamente como na qualidade dos @cidos graxos. Forém
‘ambém existe um componente genético a ser considerado (Ratledge,
soapy

Buscando uma interpretacio genética para os resultados
obtidos, nesse trabalho,tentaremos a seguir, discutir alguns
esquemas, propostos para a producfo lipidica de alguns acidos
graxos apresentados pelas linhagens estudadas.

Tendo em vista a ocorréncia do dcido miristico nos

haplodides, dipldoides e segregantes podemos propor o seguinte:

A producfio do acido miristico estaria na dependéncia de um
gene regulado} (R) € de um gene estrutural (E),que,possivelmente,
produziria uma enzima, que atuaria na sintese do acido miristico.
0 gene regulador (R) seria responsavel pela produgdo de uma
substancia repressora que agiria sobre o gene estrutuwral (E).
0 meio completo deve conter uma subst@ncia que inibe a ag¢do
do repressor (R} (Figura 2).

A linhagem pro A ; paba A ; 4 A provavelmente tem o0 gene

i é i
R mutante (R7).

Essa hipdtese pode ser justificada pela presenga do acido
miristico nas 3 linhagens hapldides estudadas em MC (Tabela 6) e
na linhagem pro A& ; paba A ; 4 A em MM suplementado (Tabela 35) e

: i é i

pela auséncia de tal Acido nos 3 dipldides estudados em MM

(Tabela 7).
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Através da andlise mitotica (Tabela 16) n¥o foi possivel
indicar o grupo de ligacio desse gene regulador pois os dados sdo

insuficientes para uma conclusio segura.

=
0

FIGURA 2. Esquema proposto para a andlise genética da sintese do

acido Miristico

‘endo em vista os resultados obtidos de que o dAcido

re arico se apresenta nas 3 linhagens hapldides estudadas em MC

~{iabela 6), nos 3 dibléides estudados em MM (Tabela 7) € nos 9

setores estudados em MM suplementado (Tabela 8), n#o ocorrendo

apenas na linhagem pro A ; paba A ; 4 A quando crescida em MM
suplementado, podemos proéor o seéugnte eszuema:

A produc8o do Acido margadrico estaria dependente de um
sistema indutiveo constituido de um gene estruturél (E), que
produziria uma enzima capaz de atuar na sintese do acido
margarico e de um gene regulador (R).

Como constatado nas Tabelas S e 6, o0 acido margdrico apenas
ndo se apresenta na lihhagem ero A ; paba A ;4 A ¢trescida em MM
suplementado, sendo coerente, portinto} propgr a :xisténcia de um

gene'regulador mutante R~ que nio funcione nem em MM suplementado

nem em MC e um gene regulador R* que funcione em MM suplementado
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mas nao funcione em MC. A linhagem pro A ; paba A ; 4 A , poderia
i & i
entio, possuir esse gene Rt (Figura 3).

Através da andlise mitotica (Tabela ié) n¥o foi possivel
localizar o grupo de ligacio desse gene regulador (R). Entretanto
a analise dos segregantes (Tabela 8) nio mostra incoeréncia com a

hipotese apresentada.

MSE R™ E
bi A, ; meth G, K™ E

-* -
Pro A,; paba Pgi M A1 [N E

FIGURA 3. Esquema proposto para a andlise genética da sintese do

acido Margarico.
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TABELA16: NOYERD DE SETORES COM RESPECTIVOS HARCADORES GENETICOS € ACIDOS GRAXDS PRODUZIDIS.

€005 |Cs4:¢ C14:f C45:0 C45:1 C46:0 C6:4 Ci7:0 C 7.4 C48:0 C48:4 C18:2 C18:3 C@2e:2 Cobd

HARCADORES

paba 2 { 5 ) 5 5 5 (] (] 5 5 { ) ‘
pabs { ' 4 { T A ' ' A 4 ' ¢ )
v ' ¢ ¢ ' ] 0 ¢ ] ] ¢ ' ’ ] ¢
v 3 £ 9 { 9 9 9 ] ¢ 9 9 1 ' ¢
qal® 2 5 ' 5 5 5 ' ' 5 5 8 ¢ '
gal’ 1 1 { 4 A 4 ¢ 0 A A f "R |
pra® 3 g 7 ¢ 7 7 7 ' 0 7 7 { ¢ 0
pyro” ] ] 2 i 2 4 2 ) (] 2 2 1] ) (]
fac* 2 t T 5 s 5 5 ¢ 0 5 5 ! ¢ 0
fac £ -0 PR A 1 4 ¢ ' A 4 ¢ R |
s 2 { 5 ' 5 5 5 ] 0 5 5 { ¢ ¢
s { ¢ A { 4 4 A 0 * 4 4 ] ) ?
nic* 2 t s ¢ 5 5 5 0 ¢ 5 5 { ¢ '
pic” { 0 1 { 4 4 1 0 0 4. ' ¢ '
ribo* 2 { 5 ] 5 5 5 0 ] 5 5 i ' ¢
ribo- { ' . A 4 1 0 ' 4 A ¢ " |
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6 RESUMO

Tree  mutantes adxotrb6Fticos de A, niddlans foram cruzades

entre i obtendo-se Lras

7/RenD

dipldides. Do dhipldide MEE

10, nove setores.

3t

paba & 5 4 A Foram obbtidos, por haplordz
b 1
s Tinhaaens hapléides foram creecidas em MC e

suplenentado. s diplbides Pforam  cultivados  #=m MM &

JrEGRNLEs Crescaramn em MM o suplemsntado.

A COmpostgER. Tipfdica  dos  orgsniasmos estudados

determinads por cromatagrafis JaRs0E!R, utilrrando-se para 15%0

cromatograto 06 modele 37 - I de lontsacio de  Chamd.

A

1

fot

m

Az

ident i Fioaghes forazm baseadss no tempo de retengio e a0 raolativa

poFcentagem dos Acidos graxos Foram determinadas pelas Hress

ncos dos CrOomRtOgramRs.

As prrincipars diferengas encontradas relactonadas com

dns

as

mmflutncias do me1o  podem ser observadas sm relagio ao  &cido

miristico que nas linhagens bhi A& metlh, G & MSE apenas aparece

1 1
em M. JA o palmitoleico sb6 ocorre em MM suplementado

nas

linhagens MSE & hi A 5 meth 6 enguanto aue o &cido insaturagHo

i 1

do margdrico s& aparece nos hapldides crescidos em MO, 0 Ao

eicosapoliendico também $6 se encontras nos hapldides prog A
1

i 04 A e phi & i meth G em MC € no dipltdide MBE /7 b

& i 1 i
meth G .
1

Alguns dcidos se mantiveram constantes em todas as linhagens

estudadas independentes do meio de culibursa, sAo =les: Palmitico,

oleico & linoleico o que pode ser uma indicagio de uma nfluencia

. aenética na composicio lipfdica de A. nidulans. Uma interpretacio

genética da producio dos Acidos miristico € margdrico é sugerida.
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7. SUMMARY

Mhree suxotrophics mutants of A. nidulans were crossed anong
themselves, as result we obtained three diploids. From fhe
diploig Mok //  pPro A1 ipaha ﬁe ; 4 ﬁ1 were obtalneﬁ
nine sectors by haploidization.

The haploidse straine were cultivated 1n a conplete medium
and n oa minimun suplemented mediume The diploids were grown in a
minomdm o mand the seareqgates arew in & mintmum suplemented medium.

The Tiptd composition of the <studied COF QAN | SE WHE
determined by gaseouns chromatograhy. The instrument used was a C6
mod 370 cromatogranvher with 1onitzaton Flame. The rdentificatiions
were  pased  on the retention time and relative pertentaoe of
G ERGSE acids WRE determined by  bthe peak areas on Ehe
Chromatograms.

The diftsrences found related to the medium can be observed
in relation fto miristic acid in the bl ﬁ1 ; meth Gy and MSE
strains (n complete mediuw. The palmitoleic occurs in the minomum
suplemented medium in the MSE and b Ay imeth G1. The insaturated
acid of margaric only occurs in the haploids arown in complete
mEdiuni. The C 20:2 acid occurs only in the pro 91 ipaha Ae | A1
and bl Ay i meth Gy haploids in complet medium and in diploid MSE
A/ bE Ay i ometh Gy .

Some acirds  remained constant in wll strains studied
independently from the medium. They are’ palwmitoleic, linoleic
and linolenic which may indicate & genetic influence on the
lipi1ds composition of A. nidulans. A genetic interpretation of

production of acids miristic and margaric is suggested.
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