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RESUMO
Os cogumelos sao alimentos funcionais que promovem efeitos biolégicos nos organismos por meio de agao
sobre a expressado génica. Este estudo teve por objetivo analisar os efeitos de extratos aquosos dos
cogumelos Pleurotus ostreatoroseus e Lentinula edodes sobre o desenvolvimento vegetativo de Aspergillus
nidulans. Foi verificado que estes extratos promovem a aceleragéo de cada fase de germinagéo do conidio
por meio da ativagdo do metabolismo, estabelecimento e manutengcdo do crescimento polarizado da hifa.
Também foi notado que os extratos apresentam efeito pro-apoptético em conidios malformados, estimulo ao
crescimento radial da col6nia e aumento de biomassa micelial. As andlises indicam que estes extratos sdo
capazes de modular a expressao de genes responsaveis pelo desenvolvimento vegetativo em Aspergillus
nidulans. E ao comparar 0s cogumelos analisados, constatou-se de que Pleurotus ostreatoroseus promove
efeito bioldgico sobre Aspergillus nidulans de maneira superior a Lentinula edodes nos parametros testados.
Estes resultados sdo promissores e contribuem com a popularizacdo de Pleurotus ostreatoroseus,
incentivando a producdo comercial, 0 consumo e pesquisas que determinam as propriedades biolégicas
deste cogumelo.
Palavras-Chave: Shimegi rosa; Expresséo génica; Germinagéo de conidios; Desenvolvimento da coldnia;
Biomassa micelial.

ABSTRACT

Mushrooms are functional food that enhances biological effects in organisms through their activities on the
genic expression. Current study analyzes the effects of water extracts of the mushrooms Pleurotus
ostreatoroseus and Lentinula edodes on the vegetal development of Aspergillus nidulans. Extracts
accelerate each germination phase of the conidium by activating metabolism, establishment and
maintenance of the hypha’s polarized growth. Further, extracts have a pro-apoptotic effect in malformed
conidia, stimulus to the colony’s radial growth and increase of mycelial biomass. Results show that extracts
are capable of modulating genes which cause vegetal development in Aspergillus nidulans. When the
mushrooms are compared, it has been verified that Pleurotus ostreatoroseus has a biological effect on
Aspergillus nidulans which is higher than that by Lentinula edodes within the tested parameters. The above
results are highly promising  and contribute towards the popularization of Pleurotus ostreatoroseus,
triggering commercial production, consumption and research that determine the biological properties of the
mushroom.

Key Words: Oyster pink; Genic expression, Germination of conidia, Golony development; Mycelial biomass.
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INTRODUCAO

Os cogumelos sao tradicionalmente
utilizados na alimentacdo humana devido as
suas propriedades organolépticas,
gastronémicas e nutricionais (1). O crescente
interesse em cogumelos € justificado pela
procura por alimentos que possam beneficiar
a saude. Nesse sentido, estudos mostram
que alguns cogumelos sao alimentos
funcionais e produtos nutracéuticos que
consumidos de maneira regular podem
beneficiar a saude (2-5).

Estes cogumelos possuem
compostos bioativos como os polifendis e
flavonoides, carotenoides, B-glucanos e
acidos fenodlicos (6-9). Estes compostos
bioativos sao responsaveis pela promocao
de efeitos Dbioldégicos antioxidantes e
antimutagénicos, aumento na fungéo celular
e humoral do sistema imune e antitumoral
(10-13).

Pleurotus  ostreatoroseus  Singer,
conhecido popularmente como shimegi rosa
€ um cogumelo comestivel nativo no Brasil,
encontrado em remanescentes da Mata
Atlantica. Este cogumelo é produzido para
fins comerciais, e neste caso apresenta
caracteristicas que favorece seu cultivo
quando comparado a outros cogumelos. E
capaz de colonizagao rapida e vigorosa com
potencial de competi¢ao e resisténcia contra
outros fungos e bactérias, além de garantir
fluxos de producao, com eficiéncia biologica
e rendimento superior a outras espécies (14).
Embora o género Pleurotus seja reconhecido
como medicinal pouco é conhecido sobre 0s
efeitos bioldgicos de Pleurotus
ostreatoroseus.

Para avaliar os efeitos bioldgicos dos
cogumelos podem ser utilizados diferentes
ensaios, nesse sentido o fungo filamentoso
Aspergillus nidulans é um eficiente modelo
para andlise e monitoramento in situ. A.
nidulans apresenta caracteristicas que
favorece sua utilizacdo para estudos de
efeitos biolégicos como um ciclo de vida
curto, haploidia e morfogénese definida (15).
Assim, o0 estudo da germinagdo e
crescimento da colénia pode fornecer
informagbes sobre compostos com agéo
antifingica, a promotora de germinagao do
conidio e desenvolvimento da colbnia,
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contribuindo com informagdes sobre efeitos
biolégicos de compostos bioativos de
interesse.

Nesse sentido o presente estudo € o
primeiro relato da utilizagdo do cogumelo
brasileiro Pleurotus ostreatoroseus com
efeito biol6gico sobre um sistema-teste. E
para comparar os efeitos bioldgicos foi
utilizado o cogumelo Lentinula edodes visto
que suas propriedades medicinais sao
reconhecidas. Assim, este estudo analisou
os efeitos de extratos aquosos dos
cogumelos  Pleurotus ostreatoroseus e
Lentinula edodes sobre o desenvolvimento
vegetativo de Aspergillus nidulans.

MATERIAL E METODOS

Cogumelos e extratos

Os basidiomas foram adquiridos
frescos em mercado local e em seguida
foram fracionados e liofilizados. O
pulverizado (2,5g) foi colocado em 100 mL
de agua destilada para extracdo dos
compostos soluveis, durante 2 horas, em
repouso, a temperatura ambiente. Cada
extrato foi filtrado duas vezes em papel filtro,
e em seguida em filtro Millipore com poro de
20um de diametro. Os extratos foram
nomeados como extrato aquoso de L.
edodes (EAL), e extrato aquoso de P.
ostreatoroseus (EAP).

Linhagens de Aspergillus nidulans

Foram utlizadas as linhagens
biAimethG1 e MSE normais para o
desenvolvimento vegetativo e os mutantes
CLB3 (mutante para crescimento,
esporulacdo e ciclo sexual) e G422UV
(mutante para crescimento, esporulacdo e
para sistema de reparo por excisdo de
bases).

Meios de cultura

O meio de cultura utilizado para A.
nidulans foi o Meio Completo (MC) liquido e
solido, preparados segundo Pontecorvo et al.
(16), Clutterbuck (17) e Rocha (18).



Tratamentos

As concentracdes dos extratos EAL e
EAP foram estabelecidas segundo proposto
por Reis e Rocha (19), evitando uma
possivel  atividade  antifungica, mas
possibilitando efeitos biologicos sobre A.
nidulans. Assim, foi utilizada a concentracédo
de 0,16 % (v / v) de extrato em 100 puL de MC
liquido para a andlise da germinacédo. Para
as analises de desenvolvimento da colbnia e
biomassa  micelial  foi utiizada a
concentracao de 0,24 % (v / v) de extrato em
20 mL de MC solido. Foi considerado
controle (CO) a cultura sem extratos.

Analise da germinacao

A germinacdo A. nidulans foi avaliada
em lamina por meio da preparagdo de
conidios dormentes suspendidos em solucao
de Tween 80 a 0,01 % (v / v), filtrada em 1a
de vidro e inoculada (1x10° sobre 100 pL
dos respectivos tratamentos. As laminas
foram transferidas para camara Umida e
incubadas a 37°C durante 8 horas.
Posteriormente a leitura foi realizada em
intervalos de 2 horas, sendo as laminas de
cada tratamento analisadas ao microscopio
Optico. Em cada leitura foram analisados 200
conidios e calculados as porcentagens de
conidios em cada fase da germinacao
(conidio dormente, embebido, com botao
germinativo e tubo germinativo).

Analise do desenvolvimento da colOnia

O desenvolvimento da colbnia de A.
nidulans foi determinado por meio da
inoculagéo por picada de conidios dormentes
no centro de placas de Petri com MC sélido
de acordo com os tratamento, e crescimento
em estufa a 37°C durante 5 dias. A avaliacéo
do crescimento micelial consistiu na
determinacédo do didmetro das colénias (cm)
de cada linhagem/tratamento usando-se a
média de 4 leituras efetuadas em dois
sentidos diametralmente opostos utilizando
régua milimetrada.

Analise da biomassa micelial
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Conidios dormentes de A. nidulans
foram inoculados no centro de placas de
Petri sob um recorte de membrana de didlise
colocada sobre o meio MC solido. Ap6s 10
dias de incubacdo a 37°C foi verificado o
didmetro da colénia e a biomassa micelial
determinada pela diferengca entre o peso da
colénia subtraindo o peso da membrana de
didlise antes da inoculagéo.

Analise Estatistica

Todas as andlises foram realizadas
em duplicata, sendo as laminas e placas de
Petri com tratamentos considerados uma
unidade experimental. Aos resultados foram
aplicadas a analise de variancia (ANOVA), e
as médias agrupadas pelo teste de Tukey
(p<0.05) utilizando o programa SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram investigados os
efeitos bioldgicos de extrato aquoso de L.
edodes (EAL) e P. ostreatoroseus (EAP)
sobre o desenvolvimento vegetativo de
linhagens normais e mutantes de A. nidulans,
para tanto foram analisados os parédmetros
de germinagdo, didmetro da colénia e
biomassa micelial. Estes parédmetros foram
utilizados, pois as espécies de Aspergillus
apresentam uma variedade de enzimas que
degradam polimeros do substrato
transformando-os em moléculas que podem
ser utilizadas como nutrientes (20), assim
possibilitando o emprego destes fungos para
analisar o efeito bioldégico de extratos de
cogumelos.

O efeito biolégico de EAL e EAP na
germinagdo dos conidios de A. nidulans foi
analisado em intervalos de 2 horas (02, 04,
06 e 08 horas). Foi observado que os
extratos EAL e EAP na concentragao testada
nao inibiram a germinacdo dos conidios,
embora cada linhagem respondeu de
maneira diferente aos tratamentos, como
mostra a Figura 1. Quando analisada a
germinagdo dos conidios da linhagem
biA1MethG1 foi verificado que EAL e EAP
promovem estimulo no estabelecimento da
polaridade da hifa (fase de botao
germinativo) em 04 horas e aceleragcdo do
processo de formagédo do tubo germinativo



de maneira significativa a 06 horas de
germinagao pelo tratamento com EAL.

A germinagdo dos conidios da
linhagem  mutante CLB3  apresentou
aceleragado no processo de embebicdao a 02
horas, com diferenga significativa entre os
tratamentos e CO, com EAP apresentando
efeito biolégico de estimulo superior a EAL. A
04 horas de germinacéo foi observado que o
extrato EAP acelera de maneira significativa
0 processo de formagdo do botao
germinativo. As 06 horas de germinagéao foi
observado que os tratamentos com EAL e
EAP estimulam a formacdo e manutencao do
crescimento polarizado da hifa.

Na germinacdo da linhagem normal
MSE a 04 horas foi detectado estimulo a
formagdo de botdo germinativo de maneira
significativa pelo tratamento com EAL. E as
06 e 08 horas de germinacéao foi observado
que o tratamento com EAP estimula o
crescimento e manutencdo do crescimento
polarizado da hifa.

Com relagéo ao efeito bioldégico dos
tratamentos EAL e EAP sobre a linhagem
mutante G422UV, foi observado que néao
ocorre estimulo a germinacdo, embora é
possivel afirmar que aqueles conidios que
ainda ndo germinaram estdo mortos.

Nesse sentido na linhagem mutante
G422UV foi observado em todas as fases da
germinacdo elevado numero de conidios
dormentes, sendo que este numero é
superior com o tratamento com os exiratos
EAL e EAP. E possivel que os cogumelos
atuem na inducédo de apoptose de conidios
malformados.

A germinac@o do conidio dormente é
iniciada pelo reconhecimento de uma fonte de
carbono e agua, e se torna visivel a 02 horas
de germinacdo quando os conidios absorvem
agua aumentando o seu volume sendo
chamado de conidio embebido. Segundo Oh
et al. (20), nesta fase ocorre a ativagao de um
amplo grupo de proteinas envolvidas com o
metabolismo de sintese e transcricao,
modificagdes pos-transcricionais, e aquelas
relacionadas a prépria organizagao celular e
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biogénese, estresse e defesa. Nossos
resultados sugerem que os extratos dos
cogumelos, principalmente EAP, atuem na a
ativacdo de genes como dewA e fluG
relacionados a ativacdo metabolismo do
conidio durante a germinacdo (21). A 04
horas de germinacgéo, a analise da morfologia
do conidio permite visualizar o
estabelecimento do crescimento polarizado,
neste momento o conidio recebe o nome de
botdo germinativo, pois ocorre dilatagdo de
uma Unica regido no conidio. Para o
desenvolvimento  desta  morfologia, €
necessdria a ativacao do ciclo celular, que em
A. nidulans é dependente da quinase NIMA e
progressado da fase S de modo que quando
estes fatores sédo estimulados o crescimento
polarizado acompanha esta estimulagdo (22-
23). O crescimento polarizado da hifa é
controlado por genes responsaveis em
estabelecer um local no conidio onde sera
iniciado o crescimento da hifa (24-25). Neste
estudo o extrato EAP estimulou o
desenvolvimento do botdo germinativo nas
linhagens biA1methG1 e CLB3, e EAL na
linhagem MSE. Estes resultados sugerem que
estes extratos EAL e EAP atuem na
expressao da quinase A que regula o inicio do
crescimento polarizado da hifa (26). A 06
horas de germinagdo € confirmada a
manutengdo do crescimento polarizado pelo
alongamento da hifa (27), nesta fase o gene
sidB  promove o alongamento do tubo
germinativo (28). Ap6s 08 horas de
germinagdo se inicia o desenvolvimento do
micélio, e os conidios dormente encontrados
nesta fase podem ser considerados mortos.
Logo o elevado numero de conidios
encontrados nesta fase, neste estudo revela
acao de EAL e EAP como indutores de efeito
pro-apoptético. O efeito  pro-apoptotico
sugerido €& observado nos cogumelos
Ganoderma lucidum, L. edodes, P. sajor-caju
que apresentam atividade de inducdo de
apoptose em células tumorais em mamiferos
(29-30).
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Figura 1. Germinagdo de conidios de A. nidulans tratados com exirato de L. edodes (EAL), P.
ostreatoroseus (EAP) e controle (CO). Fases da germinacao: A: conidio dormente; B: conidio embebido; C:
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conidio com botédo germinativo; D: conidio com tubo germinativo. Os dados foram expressos como média da
porcentagem da germinagéo + desvio padrdo. Trios de colunas marcados sdo estatisticamente diferentes
(p <0,05): * para diferenca entre tratamento e controle, * para diferenca entre os tratamentos.

Para analisar o efeito biolégico de
EAL e EAP no desenvolvimento vegetativo
de A. nidulans foi observado diariamente o
didmetro da col6nia (Figura 2). Os extratos
nao promoveram efeito biolégico
morfologicamente visivel no didmetro da
colénia da linhagem biA1methG, quando
comparado ao controle. E, embora este
resultado possa sugerir que o0s extratos
possam inibir o crescimento radial da colénia,
€ relevante lembrar que a conidiogénese e 0
ciclo sexual ocorrem a partir de um tempo de
crescimento vegetativo, simultaneamente
com a continuidade do desenvolvimento
vegetativo da col6nia. Neste caso,
Timberlake e Clutterbuck (15) afirmam que o
crescimento vegetativo € desacelerado,
quando é iniciado o ciclo assexual, a
conidiogénese. Se os extratos EAL e EAP
podem promover efeito biolégico de
promogdo da conidiogénese, isto pode
explicar porque a linhagem biA1methG nao
foi responsiva no parametro didmetro da
colénia.
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As linhagens CLB3, MSE e G422UV
quando tratadas com os extratos EAL e EAP
apresentaram desenvolvimento da colénia
superior ao controle de maneira significativa
(b <0,05), mas ndo entre os extratos. A
linhagem CLB3 ¢é um mutante para
crescimento vegetativo, mas quando tratada
com EAL e EAP supera esta deficiéncia,
apresentando desenvolvimento da colénia
superior e significativo ao controle nos dois
primeiros dias de tratamento com o extrato
de cogumelos. A linhagem MSE respondeu
aos tratamentos com EAL e EAP
completando o desenvolvimento da colbnia
em tempo inferior quando comparado ao
controle de maneira significativa (p <0,05). E
G422UV respondeu ao tratamento com EAL
e EAP de maneira significativa em relagéo ao
controle (p <0,05, mas ndo entre o0s
tratamentos.

10 -

CLB3

Tempo (dias)

——CO EAL =—A—EAP

G422UV

Tempo (dias)

——CO EAL =A—EAP



49

Figura 2. Desenvolvimento de colbnias de A. nidulans tratadas com os extratos de L. edodes (EAL), P.
ostreatoroseus (EAP) e controle (CO). O diametro da colbnia foi expresso como média * desvio padrdo. *

para significativo pelo teste de Tukey (p>0,05).

Os resultados sugerem que EAL e
EAP promovem efeito biol6gico sobre a
colénia de A. nidulans, estimulando o
crescimento radial do micélio, principalmente
em linhagens mutantes. Este mecanismo em
A. nidulans esta relacionado ao gene acoD
que controla a ativagdo do gene brlA nos
casos em que o crescimento vegetativo é
limitado (31). Neste estudo os resultados
sugerem que os EAL e EAP sejam capazes
de ativar a expressdao do gene acoD
promovendo o crescimento do didmetro da
colénia de maneira superior ao controle.

O diametro da colénia € um
parametro que precisa ser analisado com
atencao, pois um aumento ou diminui¢cdo de
didmetro nao é obrigatoriamente proporcional
ao crescimento micelial. Por este motivo,

andlise de desenvolvimento vegetativo de
colénias deve levar em consideragdo o0s
parametros peso UmMido Ou peso Seco
(biomassa micelial).

Foi analisada a biomassa micelial
(Tabela 1) de colbénias de A. nidulans
tratadas com extratos EAL e EAP. O
tratamento da linhagem biATMethG1 com
EAL e EAP n&o proporcionou aumento de
biomassa micelial da colénia quando
comparado ao controle. As linhagens CLB3 e
MSE quando tratadas com os extratos EAL e
EAP apresentaram aumento significativo de
biomassa da colénia quando comparada ao
controle. E para a linhagem G422UV quando
tratada com os extratos houve aumento de
biomassa micelial significativa quando
comparada ao controle (p <0,05), mas sem
diferencas entre os tratamentos.

Tabela 1. Biomassa Micelial de A. nidulans tratada com EAL e EAP

Linhagens de A. nidulans

biA1MethG1 CLB3

MSE G422UV

co 1,880,012 0,76+0,01°
EAL 1,38+0,532 0,96+0,012

EAP 0,91+0,022

1,78+0,012

0,93+0,15° 0,74+0,05°

1,76+0,122 0,82
+0,00%

1,82+0,032 0,85
+0,02°

Biomassa Micelial de A. nidulans tratada com extrato aquoso de L. edodes (EAL), P. ostreatoroseus (EAP) e
controle (CO). Valores de biomassa micelial foram expressos como média + desvio Padréo. abe Medias
seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Ao analisar o efeito dos extratos EAL
e EAP sob o desenvolvimento vegetativo é
possivel afirmar que estes promovem
crescimento de biomassa de A. nidulans. E
possivel que os extatos dos cogumelos
também atuem ativando a expressao de
genes que controlam esta etapa de
densenvolvimento de A. nidulans. Em A.
nidulans foi observado que o gene phaA atua
sob a producdo da biomassa micelial, pois
quando suprimido diminui 0 peso do micélio,
porém nao interfere no crescimento da
colénia (32). Ja a proteina expressa nesta
fase do desenvolvimento de A. nidulans é a
Translationally Controlled Tumor Protein
(TCTP) que controla a ramificagdo normal
das hifas durante o densenvolvimento

vegetativo (33). Ja a overexpression de pkaB
aumanta a proliferacdo de hifas e recupera
os defeitos causados pela proteina Delta
pkaA indicando que esta poteina
desempenha um papel relevante no
crescimento vegetativo (34). Estudos relatam
a atividade de cogumelos em elevar ou
reduzir os niveis de expressao génica de
proteinas relacionadas a modulagdo do
sistema imune e atividade anti-tumoral.
Nesse sentido foi discutido que Agaricus
blazei apresenta atividade de modulagédo do
sistema imune diminuindo a expressdo de
interleucinas e interferon e Pholiota adipose
eleva os niveis de expressdo da enzima
antioxidante superéxido dismutase (35). Ja
o0 extrato aquoso de Clitocybe nuda e o
composto grifolina isolado de Albatrellus



confluens atuam sobre a expressdao génica
de proteinas relacinadas a progressdao do
ciclo celular (36-37).

Estes resultados mostram que os
extratos de L. edodes e P. ostreatoroseus
promovem efeitos biolégicos sobre a
expressao génica de A. nidulans, acelerando
cada fase de germinagcdo do conidio e
favorecendo o desenvolvimento da colbénia e
biomassa micelial, além de inducdo a
apoptose. Estes resultados sdo promissores,
pois apontam que P. ostreatoroseus é capaz
de promover efeito bioldgicos superior a L.
edodes.

Pouco sao os estudos que relatam os
efeitos biolégicos de P. ostreatoroseus, mas
€ sugerido que este cogumelo atue na
inibicdo da conidiogénese a favor na entrada
do cilo sexual em A. nidulans, além da
composicao quimica sugerir uma potente
atividade antioxidante (38-39).

Nesse sentido, estes resultados
contribuem com a popularizagdo de P.
ostreatoroeus impulsionando o cultivo
comercial e consumo, além de incentivar a
pesquisa sobre a composicdo quimica
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