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CARVALHO, Giovana Gomes de. Avaliação da influência de leveduras isoladas 
do solo sobre o crescimento in vitro de Paracoccidioides brasiliensis. 2017. 70 
f. Dissertação (Mestrado em Patologia Experimental) – Universidade Estadual de 
Londrina, Londrina, 2017. 
 
 

RESUMO 
 
 
Fungos do gênero Paracoccidioides são os agentes etiológicos da 
paracoccidioidomicose, uma micose granulomatosa sistêmica endêmica na América 
Latina. O Brasil é o país com o maior número de casos e os mais acometidos pela 
doença são trabalhadores rurais do sexo masculino. O habitat de Paracoccidioides 
spp. ainda não está definido, embora estudos sugiram que o fungo habite o solo. O 
estudo sobre a interação deste patógeno com outros organismos presentes no solo 
pode fornecer dados importantes sobre o nicho ecológico do fungo e a dificuldade de 
seu isolamento a partir de amostras ambientais. Este estudo teve como objetivo 
avaliar a influência de leveduras isoladas de amostras de solo sobre o crescimento 
de P. brasiliensis (Pb18 e B-339). As amostras de solo foram coletadas em três 
cidades localizadas na região Sul brasileira: Mauá da Serra (n=8) e Loanda (n=5),  
Paraná e Joaçaba (n=8), Santa Catarina. Foi avaliado o crescimento de P. 
brasiliensis em: (1) co-cultivo com as leveduras; (2) em meio de cultura contendo 
sobrenadante de cultivo filtrado ou autoclavado, produzido pelas leveduras em 
monocultura; e (3) em meio de cultura contendo sobrenadante de co-cultivo de 
leveduras e P. brasiliensis. Adicionalmente, foi realizada a avaliação semiquantitativa 
da produção de enzimas hidrolíticas extracelulares e análise da atividade de 
compostos voláteis produzidos pelas leveduras. Dezenove leveduras inibiram o 
crescimento do Pb18 entre 89 e 100% e 17 leveduras inibiram B-339 entre 95 e 
100% no ensaio de co-cultivo em meio sólido. Os sobrenadantes de cultivo das 
leveduras apresentaram maior efeito inibitório sobre B-339. Quatro leveduras 
isoladas de Mauá da Serra foram utilizadas nos ensaios posteriores. Três destas 
leveduras foram identificadas como Meyerozyma caribbica e uma como Candida sp. 
Os isolados de M. caribbica apresentaram produção de compostos voláteis 
inibitórios sobre P. brasiliensis e produção de proteases e lipases extracelulares, o 
que não foi observado com o isolado de Candida sp. Os sobrenadantes de co-cultivo 
na concentração de 75% apresentaram maior potencial inibitório sobre Pb18 (16,2 a 
25,5% de inibição) e B-339 (43,7 a 57,8%). Os resultados sugerem que a inibição do 
crescimento de Paracoccidioides spp. por leveduras do solo pode ser um dos fatores 
que dificultam o isolamento do fungo a partir de amostras de solo.  
 
Palavras-chave: paracoccidioidomicose; co-cultivo; antagonismo; enzimas 
hidrolíticas. 
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CARVALHO, Giovana Gomes de. Evaluation of the influence of yeasts isolated 
from soil on the in vitro growth of Paracoccidioides brasiliensis. 2017. 70 p. 
Dissertation (Master’s degree in Experimental Pathology) – Universidade Estadual de 
Londrina, Londrina, 2017. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Fungi of Paracoccidioides genus are the etiologic agents of paracoccidioidomycosis, 
a systemic granulomatous mycosis endemic in Latin America. Brazil is the country 
with the highest number of cases and male rural workers are the most affected by the 
disease. The habitat of Paracoccidioides spp. is not yet defined, although studies 
suggest that the fungus inhabits the soil. The study on the interaction of this 
pathogen with other organisms present in the soil can provide important information 
about the ecological niche of the fungus and the difficulty of its isolation from 
environmental samples. This study aimed to evaluate the influence of yeasts isolated 
from soil samples on the growth of P. brasiliensis (Pb18 and B-339). Soil samples 
were collected in three cities located in southern Brazil: Mauá da Serra (n=8) and 
Loanda (n=5), Paraná and Joaçaba (n=8), Santa Catarina. The growth of P. 
brasiliensis was evaluated in: (1) co-cultivation with yeasts; (2) in culture medium 
containing filtered or autoclaved culture supernatant, produced by the yeasts in 
monoculture; and (3) in culture medium containing yeast and P. brasiliensis co-
culture supernatant. Furthermore, a semiquantitative evaluation of the production of 
extracellular hydrolytic enzymes and analysis of the activity of volatile compounds 
produced by yeasts were performed. Nineteen yeasts inhibited Pb18 growth between 
89 and 100% and 17 yeasts inhibited B-339 between 95 and 100% in the solid 
medium co-culture assay. The yeast culture supernatants showed the greatest 
inhibitory effect on B-339. Four yeasts isolated from Mauá da Serra were used in the 
subsequent assays. Three of these yeasts were identified as Meyerozyma caribbica 
and one as Candida sp. The M. caribbica isolates showed production of inhibitory 
volatile compounds on P. brasiliensis and production of extracellular proteases and 
lipases, which was not observed with the Candida sp isolate. The co-culture 
supernatants at a concentration of 75% showed greater inhibitory potential on Pb18 
(inhibition of 16,2 to 25,5%) and B-339 (43,7 to 57,8%). The results suggest that 
inhibition of Paracoccidioides spp. growth by yeasts on the soil may be impairing the 
attempts of the isolation of this pathogen from soil samples.  
 
Key words: paracoccodioidomycosis; co-culture; antagonism; hydrolitic enzymes. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

Os fungos Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii são os agentes 

etiológicos da paracoccidioidomicose (PCM), a micose sistêmica mais prevalente e 

endêmica na América Latina (BRUMMER et al., 1993; THEODORO et al., 2012). A 

PCM foi descrita pela primeira vez em 1908 por Adolfo Lutz ao analisar lesões 

bucais de dois pacientes em São Paulo, Brasil (LUTZ, 1908). Esta doença possui 

elevada importância na saúde pública, uma vez que apresenta grande potencial 

incapacitante e pode levar o paciente a óbito quando não diagnosticada e tratada 

corretamente (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). 

 

1.1. Morfologia, classificação e distribuição geográfica de 

Paracoccidioides 

 

Os fungos do gênero Paracoccidioides possuem termodimorfismo, 

desenvolvendo-se a 25ºC sob a forma de micélio, com aparência macroscópica 

cotonosa e branca (Figura 1 – A). Microscopicamente, exibe hifas finas e septadas e 

clamidoconídios terminais ou intercalados (Figura 1 – B). Nos tecidos do hospedeiro, 

a 37ºC, apresenta forma de levedura. Em meio de cultura as leveduras formam 

colônias cerebriformes de coloração creme (Figura 1 – C) e ao microscópio observa-

se células arredondadas ou ovais com brotamentos únicos ou múltiplos (Figura 1 – 

D) (BRUMMER et al., 1993). 

 

 
Figura 1 – Morfologia de Paracoccidioides brasiliensis. Aspectos macro e microscópico 
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de P. brasiliensis a 23ºC (A e B) e 37ºC (C e D). Fonte: modificado de Imagens do 
Conhecimento – UFMG1 (A e C); SAN-BLAS, 2006 (B e D). 
 

Fungos do gênero Paracoccidioides pertencem à família 

Onygenaceae (filo Ascomicota, classe Euromycetes, ordem Onygenales), a mesma 

de outros fungos patogênicos para humanos como Histoplasma capsulatum, 

Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, C. posadasii e Lacazia loboi, que é 

considerada espécie-irmã de Paracoccidioides (BIALEK et al., 2000; HERR et al., 

2001; SAN-BLAS et al., 2002; RICHINI-PEREIRA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 

2009).  

Em 2004 houve a separação de um clado da família Onygenaceae 

com a criação da família Ajellomycetaceae, onde foram realocados os gêneros 

Blastomyces, Emmonsia, Histoplasma e Paracoccidioides (UNTEREINER et al., 

2004). Os membros destes gêneros são adaptados a hospedeiros vertebrados, 

possuem termodimorfismo e apresentam produção de artroconídios (BAGAGLI et al., 

2008). Acredita-se que estas espécies possam ter evoluído em associação com 

hospedeiros vertebrados, apresentando uma fase saprófita no solo ou em fezes e 

uma fase parasitária em tecidos do hospedeiro (HERR et al., 2001; UNTEREINER et 

al., 2004; BAGAGLI et al., 2006). 

Estudos filogenéticos utilizando genealogia multi loci permitiram a 

classificação do gênero Paracoccidioides em duas espécies: P. brasiliensis e P. lutzii 

(TEIXEIRA et al., 2009). P. brasiliensis é um complexo formado por quatro espécies 

crípticas2 denominadas S1, PS2, PS3 (MATUTE et al., 2006) e PS4 (MUÑOZ et al., 

2016). A espécie S1 é amplamente distribuída pela América do Sul, sendo 

encontrada principalmente no Brasil e Argentina. A PS2 tem sido identificada no 

Brasil e Venezuela. A espécie PS3 aparentemente é restrita à Colômbia e a PS4 tem 

sido reportada somente na Venezuela (MATUTE et al., 2006; THEODORO et al., 

2012; MUÑOZ et al., 2016) (Figura 2).  

Um estudo recente baseado em análises morfológicas e de 

sequências de loci mitocondriais ainda propõe uma nova reclassificação taxonômica 
 

1 CRUZ, R. C. Substâncias inibem ação de fungo causador de micose. Disponível em: 
<https://www2.ufmg.br/imagensdoconhecimento/Imagens/Areas/Ciencias-Biologicas/Substancias-
inibem-acao-de-fungo-causador-de-micose/#cont>. Acesso em 13 abr. 2017. 
2 Espécies crípticas são espécies morfologicamente idênticas, ou seja, que possuem diferenças 
morfológicas imperceptíveis por identificação micológica clássica, mas que geneticamente possuem 
diferenças e estão reprodutivamente isoladas.  
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das espécies crípticas PS2, PS3 e PS4 com a ascensão de três novas espécies ao 

gênero Paracoccidioides: P. americana (PS2), P. restrepiensis (PS3) e P. 

venezuelensis (PS4) (TURISSINI et al., 2017). 

P. lutzii foi reconhecida como uma nova espécie do gênero 

Paracoccidioides em 2008, quando um grupo de pesquisadores observou que um 

isolado de P. brasiliensis (Pb01) não se agrupava com as demais espécies crípticas. 

Esta espécie foi nomeada em homenagem ao médico Adolfo Lutz e tem sido 

encontrada predominantemente nas regiões Central, Sudoeste e Norte do Brasil e 

no Equador (CARRERO, 2008; TEIXEIRA et al., 2009, 2013; THEODORO et al., 

2012) (Figura 1). Ambas as espécies de Paracoccidioides infectam humanos e 

podem levar à PCM, no entanto as características da doença causada por P. lutzii 

ainda não estão completamente esclarecidas.  

 
 

 
Figura 2 - Distribuição geográfica das espécies de Paracoccidioides. Atual distribuição 
das espécies crípticas de P. brasiliensis S1, PS2, PS3 e PS4; e P. lutzii na América do Sul. 
Fonte: Modificado de MUÑOZ et al., 2016. 
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1.2. Paracoccidioidomicose 

  

 A PCM é a micose sistêmica mais importante na América Latina 

(BRUMMER et al., 1993). A taxa de incidência é de 1-3 casos para cada 100.000 

habitantes e a taxa de mortalidade é de 1,4/milhão (COUTINHO, 2002; BOCCA et 

al., 2013). Casos esporádicos tem sido descritos fora das áreas endêmicas em 

pacientes que viveram ou visitaram a América Latina (VAN DAMME et al., 2006; 

BOUSQUET et al., 2007; MAYAYO et al., 2007; WALKER et al., 2008).  

 A maioria dos casos são descritos no Brasil (aproximadamente 

80%), seguido por Colômbia, Venezuela e Argentina (BRUMMER et al., 1993; SAN-

BLAS et al., 1993; 2002; WANKE & LONDERO, 1994; MC EWEN et al., 1995; 

RAMOS-E-SILVA & SARAIVA, 2008). No Brasil a PCM é considerada a oitava causa 

de mortalidade entre as doenças infecciosas e parasitárias (COUTINHO et al., 2002) 

e a maioria dos casos tem sido relatados nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste 

(BRUMMER et al., 1993). Aproximadamente 51% das 3.583 mortes confirmadas no 

Brasil por micoses sistêmicas entre 1996-2006 foram causadas por PCM (PRADO et 

al., 2009). Estima-se ainda que 10 milhões de pessoas podem estar infectadas (MC 

EWEN, 1995). De acordo com Martinez (2010), a estimativa de 3.360 novos casos 

por ano reflete a fatalidade e taxas de mortalidade atribuídas à PCM no Brasil. 

A infecção ocorre provavelmente pela inalação de propágulos 

fúngicos do ambiente (BUSTAMANTE et al., 1985). Ao atingirem os pulmões, 

convertem-se em leveduras (MC EWEN et al., 1987) e podem se disseminar para 

outros tecidos por via hematogênica ou linfática. Geralmente a infecção é 

assintomática e o fungo pode permanecer latente no hospedeiro por anos em lesões 

pulmonares residuais e linfonodos mediastinais (FRANCO et al., 1986). Má nutrição, 

consumo de álcool e tabagismo são considerados fatores de risco para o 

desenvolvimento da doença (SILVA-VERGARA et al., 2000). 

 A doença pode se manifestar nas formas aguda ou crônica 

(FRANCO et al., 1987). A forma aguda/subaguda ou juvenil é a mais grave, uma vez 

que se desenvolve rapidamente e acomete majoritariamente crianças e jovens de 

ambos os sexos. Há o comprometimento de órgãos retículo-endoteliais, pele e 

ossos. Esta forma representa cerca de 10% de todos os casos (RESTREPO et al., 
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2012; 2015).  

A PCM crônica ou adulta é a mais prevalente, representando 80% 

dos casos. Possui progressão lenta e acomete principalmente indivíduos do sexo 

masculino com idade entre 30 e 50 anos, que executam ou executaram atividades 

relacionadas ao manejo do solo (MARQUES, 2003). A infecção pulmonar é a 

manifestação clínica mais comum, seguido da disseminação para outros órgãos e 

tecidos como mucosas, linfonodos, fígado e baço. Pode haver também o 

acometimento mucocutâneo com lesões ulceradas de expansão lenta, envolvendo 

geralmente a face, em especial a região nasal e oral (RESTREPO et al., 2012, 

2015).  

A PCM doença afeta mais homens adultos que mulheres, com razão 

de 13:1 (RESTREPO, 2012, 2015; COLOMBO et al., 2011; BELLISSIMO-

RODRIGUES et al., 2013). O estrogênio, hormônio produzido em maior quantidade 

nas mulheres, inibe a conversão da forma de micélio para levedura, podendo este 

ser um dos fatores que explique esta diferença (SHANKAR et al., 2011). Entre 

pacientes crianças e jovens não é observada essa predominância, com razão de 1 a 

2 homens para cada mulher (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Os medicamento 

classicamente utilizados no tratamento da PCM são a anfotericina B, sulfonamidas, 

como o sulfametoxazol, e derivados azólicos como cetoconazol, imidazol e 

fluconazol (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; TRAVASSOS, TABORDA & 

COLOMBO, 2008). 

 

1.3. Detecção e isolamento de Paracoccidioides de amostras do 

ambiente 

 

Embora muitos aspectos da PCM estejam esclarecidos, o habitat de 

Paracoccidioides ainda não está definido. A maioria dos isolados de 

Paracoccidioides spp. são provenientes de amostras clínicas, porém fatores como o 

longo período de latência, que pode chegar a décadas, e a migração dos pacientes 

dificultam a identificação do período e local exato da infecção (RESTREPO, 2000; 

SHINKANAI-YASUDA et al., 2006).  

Acredita-se que o fungo cresça saprofiticamente no solo, semelhante 

a outros patógenos termodimórficos como Coccidioides immitis e Histoplasma 

capsulatum, cuja associação com o solo já foi determinada (ZEIDBERG et al., 1952; 
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KIRKLAND et al., 1996). No entanto, os relatos de isolamento de P. brasiliensis da 

natureza são escassos e não possuem reprodutibilidade, o que dificulta a 

identificação das características do seu nicho ecológico.  

Isolados ambientais de P. brasiliensis foram obtidos a partir de 

amostras de solo na Argentina (NEGRONI, 1966), Venezuela (ALBORNOZ, 1971) e 

Brasil (SHOME & BATISTA, 1963; SILVA-VERGARA et al., 1998). O fungo também 

foi isolado a partir de amostras de ração canina contaminada com solo no Brasil 

(FERREIRA et al., 1990). O emprego de técnicas de biologia molecular permitiu um 

grande avanço na detecção de Paracoccidioides spp. em amostras de solo e 

aerossol, porém sem seu isolamento (THEODORO, 2005; ARANTES et al., 2013; 

2016).  

Estudos epidemiológicos sugerem que Paracoccidioides spp. 

encontra-se na natureza em locais com temperatura amena (<27ºC) e sem grandes 

alterações. Em altitudes mais elevadas (>800 m); clima temperado, com verões 

chuvosos e invernos secos; regiões mais úmidas, perto de rios e lagos e com taxa 

de precipitação média a alta (2000–2999 mm/ano). Em áreas nativas, com solos 

férteis e presença de florestas tropicais e subtropicais (CALLE et al., 2001; 

RESTREPO, MC EWEN & CASTAÑEDA, 2001; BAGAGLI et al., 2003; 

NASCIMENTO, 2005; NEVES et al., 2006; RESTREPO, GÓMEZ & TOBÓN, 2012; 

RESTREPO, TOBÓN & CANO, 2015). O fungo tem sua adaptação favorecida em 

solos ricos em matéria orgânica, com pH ácido e baixo teor de alumínio trocável 

(RESTREPO et al., 1985; TERÇARIOLI et al., 2007). Terçarioli e cols (2007) 

demonstraram in vitro que isolados de P. brasiliensis conseguem se desenvolver 

bem tanto em solos argilosos quanto arenosos quando em umidade elevada. 

 

1.4. Infecção por P. brasiliensis em animais domésticos e silvestres 

 

Vários estudos demonstraram a infecção por P. brasiliensis em 

diferentes espécies de animais domésticos e silvestres, como cães (MÓS & FAVA-

NETTO, 1974; ONO et al, 2001; RICCI, et al 2004; SILVEIRA et al., 2006; 

CANTEROS et al., 2010; FONTANA et al., 2010; FARIAS et al, 2011), gatos 

(OLIVEIRA et al., 2013), equinos (CONTI-DIAZ et al, 1972; COSTA & FAVA-NETTO, 

1978; CORTE et al, 2009), bovinos (GUTIERREZ et al, 1974; SILVEIRA et al, 2008), 

ovinos e caprinos (COSTA & FAVA-NETTO, 1978; OLIVEIRA et al, 2011; 
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FERREIRA et al., 2013), galinhas (OLIVEIRA et al, 2011), coelhos (BELITARDO et 

al., 2014a), suínos (BELITARDO et al.,  2014b), macacos (JOHNSON, et al 1977; 

COSTA et al, 1995; CORTE et al, 2007) e roedores silvestres (SBEGHEN et al., 

2015). 

A infecção tem sido demonstrada principalmente em tatus (NAIFF et 

al., 1986 e 1989; MACEDO et al., 1998; BAGAGLI et al., 1998; CORREDOR et al., 

1999; SILVA-VERGARA et al., 2000; FERNANDES et al., 2004). O tatu possui o 

hábito de cavar túneis e vive em tocas escavadas no solo (BOCCA et al., 2013). 

Além disso há vários relatos de isolamento de P. brasiliensis deste animal e o fungo 

também foi detectado em amostras de solo de tocas em áreas endêmicas da PCM, 

reforçando a hipótese de que o solo é o habitat de Paracoccidioides spp. O tatu 

também possui a temperatura corpórea ideal para o crescimento do fungo e 

imunidade celular relativamente baixa (BOCCA et al., 2013), podendo ser utilizado 

como marcador epidemiológico da doença (BAGAGLI et al., 2003; ARANTES et al., 

2016).  

 

1.5. Análise in vitro da interação entre microorganismos  

 

A influência de microrganismos sobre o crescimento de fungos 

presentes no solo pode ser avaliada utilizando diversas metodologias. Alguns 

exemplos são o co-cultivo ou pareamento, ensaio de compostos voláteis e o uso de 

sobrenadante de cultivo contendo metabólitos do microrganismo antagonista.  

Muotoe-Okafor & Gugnani (1997) avaliaram a interação in vitro entre 

Histoplasma capsulatum var duboisii e outros fungos isolados de amostras de solo 

por meio do co-cultivo. Com esta técnica foi possível observar que as espécies 

Aspergillus fumigatus e Microsporum gypseum inibiram completamente o 

crescimento do fungo. Houve inibição parcial com Leythophora mutabilis e inibição 

mútua com Wangiella dermatitidis. A cultura filtrada de Chrysosporium indicum 

também inibiu o crescimento do patógeno. 

Mc Donough e cols (1973) demonstraram por meio do co-cultivo em 

solo estéril e em meio de cultura com B. dermatitidis previamente semeado que 

espécies de Streptomyces e Bacillus isolados do solo inibem o crescimento de B. 

dermatitidis.  

Furlani e cols (2007), por sua vez, avaliaram a atividade de células, 
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cultura autoclavada e cultura filtrada de Bacillus spp. no biocontrole de 

Colletotrichum acutatum e puderam observar com estas técnicas que todos os 

isolados bacterianos inibiram o crescimento do fungo. Também verificaram que o 

cultivo bacteriano ativo e a cultura filtrada foram os tratamentos mais eficazes na 

inibição, com redução na produção de colônias, germinação de conídios e 

crescimento fúngico.  

Isaias de cols (2014) também analisaram a ação antagônica de 

Trichoderma spp. e de seus metabólitos bioativos contra os patógenos Sclerotium 

rolfsii e Verticillium dahliae. Foi realizado o ensaio de pareamento e na avaliação dos 

metabólitos não-voláteis foi utilizado sobrenadante de cultivo filtrado do fungo 

incorporado ao meio de cultura fundente. Também foi avaliada a termoestabilidade 

dos metabólitos, no qual os filtrados de cultura foram submetidos a aquecimento a 

121ºC antes de serem incorporados ao meio de cultivo. Houve inibição do 

crescimento de S. rolfsii e V. dahliae quando confrontados com 20 isolados de 

Trichoderma. No ensaio a ação de vários metabólitos não-voláteis e metabólitos 

termoestáveis de isolados de Trichoderma não influíram no crescimento de S. rolfsii. 

Um estudo de Ferraz e cols (2016) combinou o uso de diversos 

ensaios como pareamento, produção de compostos voláteis, uso de sobrenadantes 

de cultivo filtrado e autoclado, atividade killer, competição por nutrientes e produção 

de enzimas hidrolíticas para avaliar a capacidade de biocontrole de leveduras sobre 

o fungo Geotrichum citri-aurantii. Com o emprego destas técnicas, os autores 

puderam observar que nenhum dos isolados de levedura analisados produziram 

compostos voláteis ou compostos inibitórios em sobrenadantes de cultivo em 

quantidade suficiente para inibir o crescimento de G. citri-aurantii. Também não 

houve competição por nutrientes, no entanto três leveduras apresentaram atividade 

killer e produção de enzimas hidrolíticas, sendo apontadas como o provável 

mecanismo de biocontrole do patógeno. 

 

1.6. Leveduras do solo 

 

O solo é um dos ambientes mais adequados para o crescimento 

microbiano (CAVALCANTI et al., 2006), compreendendo diversas espécies de 

bactérias, protozoários, nematóides, fungos, entre outros organismos que interagem 

entre si. Um grama de solo contem até dez bilhões de microrganismos, incluindo 
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entre 1.000 e 10.000 espécies de procariotos desconhecidos (ROSSELLÓ-MORA & 

AMANN, 2001). 

As leveduras são fungos unicelulares e importantes membros de 

muitos ecossistemas, contribuindo significativamente para a biodiversidade (FLEET, 

1998). São encontradas principalmente nos primeiros 10 cm de profundidade do 

solo, em consequência de sua habilidade em crescer aerobicamente em uma grande 

diversidade de compostos de carbono. Podem variar entre menos de 10 a 106 

células cultiváveis por grama de solo (DO CARMO-SOUSA, 1969; PHAFF & 

STARMER, 1987). Dentre as funções das leveduras neste ambiente estão a 

decomposição, o aprimoramento do crescimento de plantas, contribuição no 

processo de mineralização, manutenção da estrutura (agregação) do solo e 

transformação de nutrientes (BOTHA, 2011).  

O desenvolvimento e sobrevivência das leveduras em seu ambiente 

não depende somente das características e habilidades individuais específicas, mas 

é o resultado das interações com a comunidade microbiana do solo (BOTHA, 2006). 

Uma vez que as leveduras coexistem com diversos organismos no solo, vários tipos 

de associações podem ocorrer, como cooperação (ex. simbiose com raízes de 

plantas e outros microrganismos rizosféricos), predação (são presas para micro-

artrópodes, nematóides, protistas, bactérias, entre outros), antagonismo contra 

predadores do solo (como nematóides), competição (com outros fungos e bactérias 

por nutrientes, ferro) e amensalismo (principalmente contra outros fungos, pela 

produção de micocinas) (BOTHA, 2011).  

No entanto, mesmo com todas as funções biológicas das leveduras no 

meio ambiente já descritas, muito ainda necessita ser elucidado a respeito do modo 

de ação de leveduras em ambientes específicos e seu comportamento antagônico 

em relação a outros organismos (ROSA-MAGRI et al., 2011). 

 

1.7. Paracoccidioides e leveduras do solo 

 

Em sua fase saprófita, Paracoccidioides spp. pode estar interagindo 

com outros microrganismos presentes no solo, como as leveduras, que podem ser 

capazes de inibir seu crescimento. Por possuir crescimento lento quando comparado 

a outros fungos e alta demanda nutricional (RESTREPO, 1985), seu 

desenvolvimento também se tornaria limitado neste ambiente, culminando na 
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dificuldade de seu isolamento deste tipo de amostra.  

Foi evidenciado que o crescimento do fungo pode ser inibido in vitro 

por diferentes defensivos agrícolas, o que poderia dificultar seu isolamento de áreas 

agrícolas (ONO et al., 2002). Queiroz-Telles (2008) aponta que o aumento 

expressivo das plantações de cana-de-açúcar na região sudeste do Brasil pode 

contribuir para a diminuição na incidência da PCM em decorrência das práticas 

agrícolas normalmente empregadas neste tipo de cultivo, como a larga utilização de 

pesticidas e a queima do plantio. A queima do plantio pode elevar significativamente 

a temperatura do solo e muitos fungicidas agrícolas utilizados são derivados 

azólicos. A combinação destas práticas pode afetar vários microrganismos 

presentes no solo, incluindo Paracoccidioides spp. 

Os fatores acima citados prejudicam a detecção do fungo em áreas 

agrárias. Por esta razão, o estudo da interação entre Paracoccidioides spp. e outros 

microrganismos provenientes de solo, especialmente em áreas preservadas, se faz 

necessário. A compreensão destas interações pode fornecer dados importantes 

sobre o nicho ecológico do fungo e a dificuldade de seu isolamento a partir deste 

tipo de amostra, bem como auxiliar na elucidação de mais aspectos da 

ecoepidemiologia da PCM.   
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar o antagonismo entre leveduras isoladas de amostras de solo 

e isolados de P. brasiliensis in vitro. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Isolar leveduras de amostras de solo de duas localidades do Paraná e uma de 

Santa Catarina.  

• Avaliar o antagonismo entre leveduras isoladas do solo e isolados de P. 

brasiliensis por meio da técnica de co-cultivo em meio sólido e pela produção 

de compostos voláteis. 

• Obter sobrenadante de cultivo de leveduras isoladas do solo e do co-cultivo 

de leveduras com isolados de P. brasiliensis. 

• Avaliar o efeito de sobrenadante de cultivo de leveduras e co-cultivo sobre o 

crescimento de P. brasiliensis. 

• Avaliar a produção de enzimas hidrolíticas pelas leveduras isoladas do solo. 

• Identificar as leveduras isoladas do solo. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Isolados de P. brasiliensis 

 

 Foram utilizados dois isolados de referência de P. brasiliensis: B-339 

(RESTREPO-MORENO & SCHNEIDAU, 1967) e Pb18 (TEIXEIRA et al., 1987), 

gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Zoilo Pires de Camargo (UNIFESP). Estes 

isolados pertencem à espécie críptica S1 e foram mantidos em ágar Sabouraud 

dextrose (Acumedia®, Lansing, USA) a 36ºC, com repiques semanais. 

 

3.2. Coleta das amostras de solo 

 

Amostras de solo foram coletadas em diferentes localidades em 

áreas nativas das cidades de Mauá da Serra, Loanda (Paraná) e Joaçaba (Santa 

Catarina) (Figura 3).  

 

 
Figura 3 – Localização das cidades de coleta das amostras de solo. Mapa dos estados 
do Paraná e Santa Catarina com a localização das cidades de Mauá da Serra (ponto azul), 
Loanda (ponto verde) e Joaçaba (ponto laranja). Fonte: o autor. 
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As amostras foram coletadas a uma profundidade de até 

aproximadamente oito centímetros utilizando espátula, acondicionadas em frascos 

plásticos estéreis com tampa e trazidas ao Laboratório de Imunologia Animal da UEL 

para processamento e análise. 

 

3.3. Isolamento das leveduras das amostras de solo 

 

As amostras do solo foram diluídas a 1:10 (p/v) em solução salina 

0,9% estéril contendo cloranfenicol a 50 mg/L e agitadas a 100 rpm durante 10 min. 

Após 1 min de repouso, foram semeados 100 µL do sobrenadante de cada amostra 

em placas de Petri contendo ágar Sabouraud, em duplicata, e incubadas a 36°C, 

sendo acompanhadas por 20 dias para a observação do aspecto morfológico das 

colônias formadas e isolamento das leveduras.  

 Para os experimentos foram utilizadas 21 colônias de leveduras 

isoladas das amostras de Mauá da Serra (n=8), Loanda (n=5) e Joaçaba (n=8) 

(Tabela 1). Todos os isolados foram mantidos em ágar Sabouraud a 36ºC. 

 
Tabela 1 – Isolados de levedura do solo. Nomenclatura dos isolados utilizados neste 
estudo e características do local de coleta das amostras de solo correspondentes. 
 

Cidade Nomenclatura Características do local de coleta  

Mauá da Serra 

M1.3ª Próximo a riacho 
M6.1ª Próximo a riacho 
M7.0 Próximo a estrada 
M8.0 Região de banhado 

M50.1 Raiz de árvore 
M96.1 Toca de tatu  
M99.3 Toca não-tatu 
M99.5ª Toca não-tatu 

  
 

Loanda 

L3b1b Região arbórea mista 
L7b6 Toca de tatu 

L37a2b Toca de tatu 
L53a2 Toca de tatu 
L61b4 Canavial  
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Joaçaba 

J1d Próximo a riacho 
J7a Toca de tatu  

J13d Toca de tatu  
J13g Toca de tatu 
J14a Toca de tatu 
J17a Toca de tatu 

J18b2 Toca de tatu 
J19b Toca de tatu 

Fonte: o autor.  
 

3.4. Extração de DNA das leveduras isoladas do solo 

 

Fragmentos de colônias cultivadas por 7 dias foram depositadas em 

microtubos e homogeneizadas em 200 µL de tampão de lise (2% Triton X-100, 1% 

SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8,0). Foram adicionadas seis 

pérolas de vidro e 200 µL de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (24:24:1). Os tubos 

foram homogeneizado a 30 Hz por 3 min em agitador TissueLyser (Qiagen, Hilden, 

Alemanha), duas vezes. Após a homogeneização, 200 µL de Tris-EDTA (100:10) pH 

8,0 foi adicionado, seguido de centrifugação (12.000 rpm, 10 min) e transferência da 

fase aquosa para novo microtubo.  

O DNA foi precipitado com 1 mL de etanol alsoluto gelado, 

centrifugado, lavado duas vezes com etanol 70% e incubado a 40ºC por até 20 min 

para secar. O pellet foi eluído em 20 µL de água ultrapura e a concentração de DNA 

foi mensurada utilizando espectrofotômetro NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher®, 

Wilmington, USA). Como controle positivo foi extraído DNA do isolado B-339 de P. 

brasiliensis e como controle negativo, água ultrapura. As amostras foram diluídas à 

concentração de 10 ng/µL. 

 

3.5. Nested PCR 

 
A técnica de Nested PCR foi realizada para averiguar a presença de 

Paracoccidioides spp. nas amostras de levedura do solo. Na primeira reação foram 

utilizados os primers externos ITS 4 (5’-TCC TCC GCT TAT TEA TAT GC-3’) e ITS 5 

(5’-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’), dispostos entre as regiões gênicas 

18S e 28S (WHITE et al., 1990), gerando um fragmento de 634 pb. Os primers 
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internos foram o Pb ITS-E (5’-GAG CTT TGA CGT CTG AGA CC-3’) e Pb ITS-R (5’-

AAG GGT GTC GAT CGA GAG AG-3’), produzindo um fragmento de 387 pb 

(THEODORO, 2005). No termociclador, cada reação apresentou um período inicial 

de desnaturação por 10 min, seguido de 35 ciclos de: 94ºC por 30 seg, anelamento 

por 30 seg e 72ºC por 45 seg; seguido de extensão final de 72ºC por 10 min. A 

temperatura de anelamento na primeira reação foi de 60ºC e na segunda, 62ºC.  

As reações foram realizadas utilizando 15 µL de água ultrapura, 2,5 

µL de tampão, 1 µL do primer foward e 1 µL do reverse a 10 ng/µL cada, 0,75 µL de 

cloreto de magnésio a 50 mM, 3,0 µL de mix de dNTPs a 1,25 micromolar (µM), 0,25 

µL da enzima Taq polimerase (Invitrogen™ by Life Technologies, São Paulo, Brasil) 

e 2,5 µL do DNA molde a 10 ng/µL. Como controle negativo em todas as reações foi 

utilizada água ultrapura e como controle positivo, DNA de P. brasiliensis. 

Os amplicons foram visualizados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 10% e coloração por prata. O tamanho dos fragmentos foi estimado 

baseado na comparação com ladder de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, USA). 

 

3.6. Identificação das leveduras isoladas do solo 

 

 Amostras de DNA de isolados de levedura do solo selecionados 

(M6.1a, M7.0, M50.1 e M96.1) foram submetidos à uma segunda etapa de PCR 

utilizando os primers ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e ITS4 (5’-TCC 

TCC GCT TAT TEA TAT GC-3’). A amplificação procedeu-se com desnaturação 

inicial por 5 min a 95ºC, 34 ciclos de: 95ºC por 30 seg, 58ºC por 30 seg e 72ºC por 

45 seg; e extensão final por 5 min a 72ºC.  

 Os amplicons foram purificados com acetato de amônio, seguindo o 

seguinte protocolo: em um microtubo contendo 20 µL de produto da PCR foi 

adicionado 20 µL de acetato de amônio 7,5 M. Após homogeneização, foi 

acrescentado 60 µL de etanol alsoluto gelado e homogeneizado novamente. O 

microtubo foi incubado a temperatura ambiente por 20 min, centrifugado a 12.000 

rpm por 10 min a 4ºC e o sobrenadante descartado. Foi adicionado ao pellet 100 µL 

de etanol 70% gelado, centrifugado e o sobrenadante descartado. O microtubo foi 

incubado a 37ºC por 15 min para secagem. O pellet foi eluído em 10 µL de água 

ultrapura e o DNA foi quantificado utilizando o aparelho NanoDrop™ Lite (Thermo 
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Fisher®, Wilmington, USA).   

 O sequenciamento das amostras foi executado no Laboratório de 

Marcadores Moleculares e Citogenética de Plantas da UEL. As reações foram 

realizadas utilizando o kit Big Dye® Terminator Sequencing (Thermo Fisher 

Scientific, USA). As sequências foram analisadas utilizando o software Bioedit 

versão 7.2.6 e comparadas com sequências do banco de dados GenBank (NCBI – 

U. S. National Library of Medicine, Bethesda MD, EUA) utilizando a ferramenta 

BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 

 

3.7. Co-cultivo em meio sólido (pareamento em placa) 

 

Com o auxílio de alça reta, os isolados de leveduras do solo foram 

inoculadas de forma puntiforme no centro de placas contendo ágar Sabouraud e 

cultivadas por sete dias a 36ºC. Após este período, foram adicionados quatro 

fragmentos de P. brasiliensis (Pb18 ou B-339) a 1,5 cm de distância da colônia 

central (Figura 4). Por motivos de segurança, foi utilizado o patógeno leveduriforme.  

Placas controle foram montadas sem a presença da colônia de 

isolado de levedura do solo. O experimento foi realizado em duplicata e as placas 

foram incubadas a 36ºC por 14 dias.  

 

 
Figura 4 - Esquema da inoculação dos isolados de leveduras do solo e de P. 
brasiliensis. O círculo preto ao centro representa a localização da levedura do solo e os 
círculos cinza, fragmentos dos isolados de P. brasiliensis. Fonte: o autor. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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3.8. Cultivo de P. brasiliensis em meio contendo sobrenadante de culturas 

de leveduras isoladas do solo 

 

 Para avaliar a produção de compostos antifúngicos pelas leveduras, 

um fragmento de colônia dos isolados de leveduras do solo cultivada por 7 dias em 

meio ágar Sabouraud foi transferido para erlenmeyers contendo 250 mL de meio 

BHI caldo e incubado a 25ºC e 100 rpm por 5 dias. Para a extração do 

sobrenadante, os cultivos foram centrifugados a 5.000 rpm por 30 min a 4ºC e os 

sobrenadantes foram filtrados em membrana de 0,22 µm de poro (Millipore®, 

Billerica, USA) (Figura 5).  

 Para avaliar a produção de compostos antifúngicos termoestáveis, 

um fragmento de colônia dos isolados de leveduras do solo foi adicionado a 250 mL 

de meio BHI caldo e incubado a 25ºC e 100 rpm por 5 dias, como descrito 

anteriormente. Para a extração do sobrenadante, o cultivo foi filtrado em papel filtro 

e autoclavado a 121ºC por 20 min (Figura 5). Como controle, foram realizados os 

mesmos procedimentos – autoclavagem ou filtração – com erlenmeyers contendo 

somente o meio BHI caldo. 

 Os sobrenadantes foram incorporados ao meio ágar Sabouraud 

fundente na proporção de 50% (v/v) e vertidos em placas de Petri estéreis. Após a 

solidificação do meio, foram inoculados quatro fragmentos de P. brasiliensis (Pb18 

ou B-339) em pontos equidistantes entre si. As placas foram incubadas por 14 dias a 

36ºC (Figura 5). O experimento foi realizado em duplicata. 



35 
 

 

 
Figura 5 - Esquema da produção e processamento do sobrenadante de cultivo das 
leveduras do solo. Fonte: o autor. 
 

 

3.9. Cultivo de P. brasiliensis em meio contendo sobrenadante de co-cultivo  

 

 Foram utilizados neste ensaio quatro isolados de leveduras do solo 

selecionados: M6.1a, M7.0, M50.1 e M96.1, de Mauá da Serra. Para a produção do 

pré-inóculo, um fragmento de colônia de levedura cultivada por 7 dias em meio ágar 

Sabouraud foi transferido para um erlenmeyer contendo 250 mL de meio BHI caldo e 

incubado a 25ºC e 150 rpm por 24 horas.  

 Após este período, foi adicionado em erlenmeyers contendo 250 mL 

de meio BHI caldo: 9 mL do pré-inóculo de isolado de levedura do solo ajustado a 

107 células/mL + 1 mL de suspensão de P. brasiliensis (Pb18 ou B-339) a 106 

células/mL. Os erlenmeyers foram incubados a 25ºC e 100 rpm por 5 dias. 

 Para a extração do sobrenadante do co-cultivo, os meios foram 

centrifugados a 5.000 rpm por 30 min a 4ºC e o sobrenadante foi filtrado em 
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membrana de 0,22 µm de poro (Millipore®, Billerica, USA). Os sobrenadantes foram 

incorporados ao meio ágar Sabouraud fundente nas proporções de 25, 50 e 75% 

(v/v) e vertidos em placas de Petri estéreis. Como controle, um erlenmeyer contendo 

somente meio BHI caldo foi processado sob as mesmas condições citadas para a 

obtenção dos sobrenadantes e incorporado ao meio ágar Sabouraud fundente nas 

mesmas proporções que os sobrenadantes de cultivo das leveduras isoladas do solo 

(25, 50 e 75%). 

 Após a solidificação do meio, quatro fragmentos de P. brasiliensis 

(Pb18 ou B-339) foram inoculados em pontos equidistantes entre si. As placas foram 

incubadas por 14 dias a 36ºC. O experimento foi realizado em duplicata. 

 

3.10. Produção de compostos antifúngicos voláteis  

 

 Os isolados de leveduras do solo selecionados (M6.1a, M7.0, M50.1 

e M96.1) foram cultivados simultaneamente com P. brasiliensis em placas de Petri 

bipartidas contendo meio ágar Sabouraud.  

 Com auxílio de alça reta, cada isolado de levedura foi inoculado de 

forma puntiforme em um dos lados da placa e um fragmento de P. brasiliensis (Pb18 

ou B-339) foi adicionado ao outro. Placas controle foram confeccionadas sem a 

presença de isolado de levedura. Após incubação por 14 dias a 36ºC, o crescimento 

de P. brasiliensis foi avaliado. Este ensaio foi realizado em triplicata. 

 

3.11. Avaliação do crescimento de P. brasiliensis e das leveduras isoladas do 

solo 

 
 A mensuração do diâmetro das colônias de P. brasiliensis e das 

leveduras isoladas do solo foi realizada nos dias 0 e 14 após a inoculação dos 

fragmentos de Pb18 e B-339 nas placas. Para tal, foram tomadas duas medidas por 

colônia em eixos perpendiculares entre si utilizando régua milimetrada e calculado o 

diâmetro médio.  

 O crescimento das colônias foi avaliado a partir do cálculo do 

diâmetro final (dia 14) menos o diâmetro inicial (dia 0). O cálculo do percentual de 

crescimento de P. brasiliensis foi realizado em comparação ao controle, no qual o 
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diâmetro médio do grupo controle correspondeu a 100% de crescimento.  

 

3.12. Avaliação semiquantitativa da produção de enzimas hidrolíticas 

extracelulares por leveduras isoladas do solo 

 
 Quatro isolados de levedura do solo (M6.1a, M7.0, M50.1 e M96.1) 

foram analisadas quanto à capacidade de produzir proteases e lipases 

extracelulares. O meio teste para detecção da atividade de proteases foi produzido  

de acordo com o protocolo de Dingle, Teid & Solomons (1953) e a detecção da 

atividade de lipases foi realizada utilizando a metodologia de Sierra (1957). 

 

3.12.1. Proteases 

 

 A produção de proteases foi avaliada a partir da inoculação das 

leveduras em meio ágar-gelatina-leite contendo 1,8% ágar, 1,0% gelatina, 1,0% leite 

desnatado. Soluções de gelatina, leite e ágar foram preparadas separadamente e 

misturadas sob condições assépticas antes de serem vertidas em placas de Petri 

estéreis. 

 A solução de gelatina foi preparada a partir da adição de 5 g de 

gelatina incolor em 50 mL de tampão citrato-fosfato 0,1 M (pH 5,0). Após a 

incubação por 5 min a 25ºC, a solução foi aquecida para a dissolução completa da 

gelatina e esterilizada a 121ºC por 15 min. 

 A solução de leite desnatado foi preparada com a solubilização de 5 

g de leite desnatado em 50 mL de água destilada. A solução foi esterilizada sob 

vapor fluente por 30 min, por 2 dias consecutivos. 

 A solução de ágar foi preparada com a mistura de 9 g de ágar em 

400 mL de tampão citrato-fosfato e autoclavada a 121ºC por 15 min. 

 Isolados de leveduras cultivados por 48 horas em meio ágar 

Sabouraud foram utilizadas. Após a solidificação do meio, cada isolado de levedura 

foi inoculado de forma puntiforme no centro das placas. A detecção da atividade 

ocorreu com a formação de um halo translúcido ou esbranquiçado ao redor da 

colônia. 

 Após 7 dias a 25ºC, as colônias e os halos foram mensurados em 

dois eixos perpendiculares entre si utilizando régua milimetrada e calculado o 
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diâmetro médio. Com estes valores foi realizado o cálculo do índice enzimático (IE), 

definido como o diâmetro do halo dividido pelo diâmetro da colônia (IE= Dhalo/Dcolônia) 

(HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975). 

 

3.12.2. Lipases 

 

 A produção de lipases foi avaliada a partir da adição dos isolados de 

leveduras do solo em meio contendo 17 g/L de ágar, 10 g/L de peptona, 5 g/L de 

NaCl, 0,1 g/L CaCl. 2H2O e o substrato tween 20 a 10 mL/L. 

 O tween 20 foi esterilizado separadamente por 15 min a 121ºC e 

adicionado ao meio sob condições assépticas antes de ser vertido em placas de 

Petri estéreis. 

 Leveduras isoladas do solo cultivadas por 48 horas foram inoculadas 

da mesma forma que no ensaio de proteases. Após sete dias a 25ºC as placas 

foram incubadas a 4ºC por 12 horas. A detecção da produção de lipases ocorreu 

com a formação de um halo de cristais de sal de cálcio do ácido láurico ou formação 

de zona clara ao redor da colônia. As colônias e halos foram mensurados para a 

determinação do IE.  

 

3.12.3 Ação de enzimas hidrolíticas extracelulares em sobrenadantes de co-

cultivo 

 

 Neste ensaio foi avaliado se a presença de P. brasiliensis no meio 

de cultura contendo levedura isolada do solo estimula a levedura a produzir uma 

quantidade maior de enzimas hidrolíticas. Os sobrenadantes filtrados do co-cultivo 

de leveduras isoladas do solo (M6.1a, M7.0, M50.1 e M96.1) e P. brasiliensis (Pb18 

e B-339) foram avaliados quanto à presença das enzimas hidrolíticas proteases e 

lipases. 

 Para tal, placas contendo os meios ágar-gelatina-leite e meio tween 

foram perfuradas no centro. Nos poços formados foram adicionados 100 µL de 

sobrenadante puro e incubado por 3 dias a 25ºC, sendo recarregado com 100 µL de 

sobrenadante a cada 12 horas, de acordo com Fedatto (2004) com modificações.  

 Após este período, as placas do teste de lipase foram incubadas a 
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4ºC por 12 horas para a visualização do halo. Os halos formados nas placas dos 

testes de lipase e protease foram mensurados utilizando régua milimetrada.  

3.13. Análise estatística 

 
 O cálculo dos percentuais de crescimento de P. brasiliensis foi 

realizado a partir da comparação com o controle, cujo crescimento é igual a 100%. 

Desta forma, a fórmula para calcular o percentual de crescimento foi: % crescimento 

= ([100*diâmetro médio da colônia teste]/ diâmetro médio do controle). 

 A avaliação da diferença entre os grupos no ensaio de co-cultivo em 

meio sólido foi realizada por meio do teste ANOVA one way seguido pelo pós-teste 

de Tukey de comparações múltiplas (software GraphPad Prism 6). Também foi 

determinado o coeficiente de correlação de Pearson (r) entre o crescimento das 

leveduras do solo e o percentual de inibição de P. brasiliensis. 

 Nos ensaios com sobrenadantes de cultivo, no teste de compostos 

voláteis e nos ensaios de atividade de proteases e lipases, a diferença entre os 

grupos e controles foi realizada por meio do teste ANOVA one way seguido pelo 

pós-teste de Bonferroni. A análise do crescimento de P. brasiliensis em meio de 

cultura contendo sobrenadante de co-cultivo foi executada utilizando o teste ANOVA 

two way seguido pelo pós-teste de Bonferroni. Em todos os testes foram 

considerados significativos os valores em que p<0,05.   
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

   

 As amostras de solo foram coletadas em áreas preservadas, uma 

vez que dados demonstram condições desfavoráveis para o crescimento de P. 

brasiliensis e de outros microrganismos em áreas agrícolas (ONO et al., 2002; 

QUEIROZ-TELLES, 2008). 

 Após o isolamento das leveduras, foi averiguada a presença de 

Paracoccidioides spp. nestes isolados por meio da reação de Nested PCR, uma vez 

que o DNA extraído diretamente de algumas amostras de solo dos três locais de 

coleta exibiram positividade para o fungo (dados não publicados). Não foi constatada 

a presença de Paracoccidioides spp. nas leveduras isoladas do solo utilizadas, não 

apresentando a banda correspondente ao fragmento de 387 pb. 

  

4.1. Co-cultivo em meio sólido 

 

 A interação direta entre as leveduras do solo e P. brasiliensis foi 

avaliada pelo método de pareamento em placa. A Tabela 2 apresenta a média de 

crescimento e percentual de inibição dos isolados de P. brasiliensis em co-cultivo 

com as leveduras do solo.  

 A presença das leveduras inibiu significativamente o crescimento de 

Pb18 e B-339 em relação ao controle (p<0,0001). As leveduras de Mauá da Serra 

inibiram o isolado Pb18 entre 97,8 e 99,4% e as de Loanda, acima de 94,3%. Seis 

leveduras de Joaçaba inibiram o Pb18 acima de 89,8%.  

 O crescimento de B-339 foi inibido por todos os isolados de 

leveduras de Mauá da Serra em mais de 87,9%. Quatro leveduras de Loanda 

inibiram B-339 entre 97,5 e 99,6% e cinco amostras de Joaçaba, entre 95,8 e 99,7%. 

Os isolados J14a e J17a apresentaram percentuais de inibição do crescimento de P. 

brasiliensis menores, porém sendo ainda significativos. 
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Tabela 2 – Inibição do crescimento dos isolados Pb18 e B-339 de P. brasiliensis em 
co-cultivo com leveduras do solo. Média do crescimento e percentual de inibição dos 
isolados em relação ao controle. 
 

Levedura 
do solo 

Pb18  B-339 
MC ± DP (mm) Inibição (%)  MC ± DP (mm) Inibição (%) 

M1.3a 0,19 ± 0,12 98,1  0,00 ± 0,12 100,0 
M6.1a 0,22 ± 0,21 97,8  0,00 ± 0,09 100,0 
M7.0 0,16 ± 0,19 98,4  0,00 ± 0,12 100,0 
M8.0 0,16 ± 0,13 98,4  0,09 ± 0,19 98,8 
M50.1 0,19 ± 0,12 98,1  0,09 ± 0,13 98,8 
M96.1 0,09 ± 0,13 99,0  0,16 ± 0,23 97,9 
M99.3 0,12 ± 0,21 98,8  0,06 ± 0,13 99,2 
M99.5a 0,06 ± 0,12 99,4  0,09 ± 0,19 98,8 

 
  

 
  

L3b1b 0,25 ± 0,19 97,5  0,19 ± 0,21 97,5 
L7b6 0,13 ± 0,19 98,7  0,03 ± 0,13 99,6 
L37a2b 0,56 ± 0,55 94,3  4,75 ± 0,53 36,7 
L53a2 0,09 ± 0,13 99,0  0,04 ± 0,27 99,5 
L61b4 0,00 ± 0,09 100,0  0,13 ± 0,19 98,3 

 
  

 
  

J1d 0,09 ± 0,19 99,0  0,03 ± 0,19 99,6 
J7a 1,00 ± 0,46 89,8  0,31 ± 0,35 95,8 
J13d 0,06 ± 0,23 99,4  0,02 ± 0,09 99,7 
J13g 0,16 ± 0,13 98,4  0,03 ± 0,26 99,6 
J14a 3,34 ± 0,88 65,9  4,00 ± 0,71 46,7 
J17a 4,59 ± 1,10 53,1  5,34 ± 0,38 28,8 
J18b2 0,22 ± 0,16 97,8  2,66 ± 0,68 64,6 
J19b 0,63 ± 0,40 93,6  0,19 ± 0,18 97,5 

ANOVA one way seguido pelo teste de Tukey (p<0,0001). MC= média de crescimento. DP= 
desvio padrão. Controle = placa sem a presença de isolado de levedura do solo. 
 

 Adicionalmente, houve fraca correlação entre o crescimento dos 

isolados de leveduras do solo e o percentual de inibição de Pb18 e B-339 (Tabela 3). 

Isto é, a capacidade de inibição apresentada pelas leveduras utilizadas neste estudo 

não se mostrou relacionada ao tamanho de sua colônia. 
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Tabela 3 – Correlação entre o crescimento das leveduras isoladas do solo e o 
percentual de inibição de P. brasiliensis. 

 
Isolados de P. brasiliensis r 

Pb18 0,28 
B-339 0,31 

                       Teste de correlação de Pearson, r= coeficiente de correlação. 

 

4.2. Atividade de sobrenadante de cultivo das leveduras do solo  

  

 Neste ensaio foi avaliada a atividade dos metabólitos presentes nos 

sobrenadantes de cultivo das leveduras isoladas do solo sobre o crescimento de P. 

brasiliensis, uma vez que no ensaio de pareamento em placa todos os isolados de  

leveduras inibiram significativamente o crescimento de P. brasiliensis. Os isolados 

de leveduras do solo foram cultivados a 25ºC, temperatura semelhante à que 

Paracoccidioides spp. se desenvolve na natureza. O sobrenadante foi obtivo a partir 

da filtração do meio de cultivo, com a remoção das células. A termoestabilidade dos 

metabólitos presentes nos sobrenadantes também foi avaliada, com a utilização de 

sobrenadantes submetidos à autoclavagem. 

 O crescimento de Pb18 (Figuras 6, 8 e 10) e B-339 (Figuras 7, 9 e 

11) foi afetado de formas diferentes pela presença do sobrenadante das leveduras 

no meio de cultura. Apresentaram atividade inibitória significativa sobre Pb18 os 

sobrenadantes filtrados M96.1 (Figura 6) e L3b1b (Figura 8) e o sobrenanadante 

autoclavado J1d (Figura 10), com percentuais de inibição de 26,3, 25,8% e 55,5%, 

respectivamente. 

 Inibiram o crescimento de B-339 os sobrenadantes filtrados M6.1a 

(31,9%), M8.0 (18,9%), M99.3 (33,5%) e o autoclavado M50.1 (46,9%) (Figura 7); 

assim como os sobrenadantes filtrados J1d (24,4%), J7a (20,9%) e J13d (37,4) 

(Figura 11). B-339 se mostrou mais sensível à inibição pelos sobrenadantes das 

leveduras isoladas do solo. 
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Figura 6 - Percentual de crescimento do isolado Pb18 de P. brasiliensis em meio contendo 
sobrenadante de cultivo das leveduras de Mauá da Serra. Sobrenadantes produzidos 25ºC, 
autoclavados ou filtrados. Asteriscos indicam diferença significativa em relação ao controle (*= 
p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001). Controle = meio sem sobrenadante de cultivo 
das leveduras isoladas do solo. 
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Figura 7 -  Percentual de crescimento do isolado B-339 de P. brasiliensis em meio contendo 
sobrenadante de cultivo das leveduras de Mauá da Serra. Sobrenadantes produzidos 25ºC, 
autoclavados ou filtrados. Asteriscos indicam diferença significativa em relação ao controle (*= 
p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001). Controle = meio sem sobrenadante de cultivo 
das leveduras isoladas do solo. 

 



44 
 

 

Is o la d o s  d e  le v e d u ra  d o  s o lo

C
r
e

s
c

im
e

n
to

 (
%

)

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 ºC  -  A u to c la v a d o

2 5 ºC  -  F iltra d o

L 3 b 1 b            L 7 b 6           L 3 7 a 2 b           L 5 3 a 2           L 6 1 b 4

**

**
****

**** ****

**

 
Figura 8 -  Percentual de crescimento do isolado Pb18 de P. brasiliensis em meio contendo 
sobrenadante de cultivo das leveduras de Loanda. Sobrenadantes produzidos 25ºC, 
autoclavados ou filtrados. Asteriscos indicam diferença significativa em relação ao controle (*= 
p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001). Controle = meio sem sobrenadante de cultivo 
das leveduras isoladas do solo. 
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Figura 9 -  Percentual de crescimento do isolado B-339 de P. brasiliensis em meio contendo 
sobrenadante de cultivo das leveduras de Loanda. Sobrenadantes produzidos 25ºC, 
autoclavados ou filtrados. Asteriscos indicam diferença significativa em relação ao controle (*= 
p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001). Controle = meio sem sobrenadante de cultivo 
das leveduras isoladas do solo. 
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Figura 10 -  Percentual de crescimento do isolado Pb18 de P. brasiliensis em meio 
contendo sobrenadante de cultivo das leveduras de Joaçaba. Sobrenadantes produzidos 
25ºC, autoclavados ou filtrados. Asteriscos indicam diferença significativa em relação ao controle 
(*= p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001). Controle = meio sem sobrenadante de 
cultivo das leveduras isoladas do solo. 
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Figura 11 - Percentual de crescimento do isolado B-339 de P. brasiliensis em meio 
contendo sobrenadante de cultivo das leveduras de Joaçaba. Sobrenadantes produzidos 
25ºC, autoclavados ou filtrados. Asteriscos indicam diferença significativa em relação ao controle 
(*= p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001). Controle = meio sem sobrenadante de 
cultivo das leveduras isoladas do solo. 
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 Os sobrenadantes das leveduras M6.1a e M8.0 apresentaram 

efeitos opostos sobre B-339 dependendo da forma de processamento: enquanto os 

sobrenadantes filtrados inibiram o crescimento, os autoclavados estimularam 

(Figuras 6 e 7). Ainda, alguns sobrenadantes quando filtrados exibiram inibição e, 

quando autoclavados, o crescimento de P. brasiliensis não apresentou diferença 

com o controle. Este efeito ocorreu com os sobrenadantes das leveduras M96.1 

(Figura 6) e L3b1b (Figura 8) sobre Pb18, assim como os sobrenadantes M99.3 

(Figura 7), J1d, J7a e J13d (Figura 11) sobre B-339. Estes dados indicam a possível 

presença de metabólitos termolábeis nos sobrenadantes das leveduras isoladas do 

solo, cultivadas em monocultura. 

 Houve sobrenadantes que também apresentaram efeito positivo no 

crescimento de P. brasiliensis. Tanto os sobrenadantes filtrados quanto 

autoclavados das leveduras M99.3 (Figura 6) e L53a2 (Figura 8) estimularam o 

crescimento de Pb18, entre 23,5 e 50%. Os sobrenadantes filtrados das leveduras 

L7b6 (Figura 8) e J17a (Figura 10) favoreceram o crescimento de Pb18 em 41,1 e 

33,8%, respectivamente.  

 Estimularam o crescimento de B-339 os sobrenadantes 

autoclavados M1.3a (Figura 7), L37a2b (Figura 9), J14a e J18b2 (Figura 11), com 

percentuais de 47,5, 38,1, 60 e 50%, respectivamente. Nenhum sobrenadante 

filtrado estimulou o crescimento de B-339. Adicionalmente, favoreceram o 

crescimento tanto de Pb18 quanto B-339 o sobrenadante da levedura J13g 

autoclavado, com percentuais de 29,2% (Figura 10) e 51,3% (Figura 11), 

respectivamente; assim como os sobrenadantes autoclavados e filtrados de L61b4, 

entre 17,7 e 50,6% (Figuras 8 e 9). 

 Os percentuais de inibição do crescimento de P. brasiliensis no 

ensaio com sobrenadante de cultivo das leveduras isoladas do solo foram inferiores 

aos apresentados no ensaio de pareamento em meio sólido. Ainda, alguns 

sobrenadantes exibiram atividade estimulatória sobre P. brasiliensis. Estas 

divergências na resposta podem estar relacionadas às diferenças na produção de 

metabólitos bioativos pelos isolados de leveduras do solo. 

 A coexistência de diversos microrganismos que dividem o mesmo 

nicho pode afetar o crescimento, adaptação, morfologia e padrões de 

desenvolvimento dos organismos (SANDLAND et al., 2007), assim como sua 
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habilidade de sintetizar proteínas e metabólitos secundários. A produção de 

metabólitos secundários bioativos, portanto, possui um papel importante na 

sobrevivência de microrganismos em um ambiente competitivo (KNIGHT et al., 

2003), sendo que vários destes metabólitos atuam como defesa dos microrganismos 

contra fatores que geram estresse.  

 No entanto, genes responsáveis pela expressão de metabólitos que 

aumentam a competitividade no meio ambiente podem estar silenciados em 

condições não naturais de cultivo (PETTIT, 2009). A maioria dos trabalhos utilizando 

leveduras de solo são conduzidos in vitro ou utilizando microcosmos, sob condições 

controladas e sem variação dos fatores ambientais que podem influir no 

metabolismo das leveduras na natureza (BOTHA, 2006).  

 Levando em consideração estes fatores, a produção de metabólitos 

secundários com atividade antifúngica pelas leveduras isoladas do solo pode ter sido 

estimulada no co-cultivo com P. brasiliensis, resultando em maiores percentuais de 

inibição, como observado no ensaio de pareamento em meio sólido. A competição 

ou antagonismo que ocorre em co-cultivo é utilizado para aumentar 

significativamente a produção dos compostos constitutivamente presentes e/ou a um 

acúmulo de compostos críticos que não são identificados em monoculturas 

(MARMANN et al., 2014).  

 

4.3. Seleção e identificação de leveduras do solo 

  

 Quatro isolados de leveduras de Mauá da Serra foram selecionados 

para dar continuidade aos experimentos. Estas leveduras foram identificadas a partir 

do sequenciamento das regiões ITS, que se encontram entre os genes das 

subunidades 18S, 5,8S e 28S do DNA ribossomal. Essa região é altamente 

conservada intraespecificamente, no entanto é variável entre diferentes espécies, 

permitindo a diferenciação ao nível específico (FUNGARO, 2000).  

 A Tabela 4 apresenta as leveduras selecionadas, sua identificação, 

o percentual de similaridade entre a região sequenciada analisada e a sequência 

comparada depositada no banco de dados do NCBI e o e-value correspondente 

(acesso em 20 set. 2017). 
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Tabela 4 – Identificação das leveduras isoladas do solo selecionadas. 

 
Isolados de levedura Identificação % similaridade e-value 

M6.1a Candida sp. 99,0 0,0 
M7.0 Meyerozyma caribbica 99,0 0,0 

M50.1 Meyerozyma caribbica 100,0 0,0 
M96.1 Meyerozyma caribbica 100,0 0,0 

Acesso ao banco de dados do NCBI em 20 set. 2017. 

 

 O isolado de levedura do solo M6.1a foi identificado como 

pertencente ao gênero Candida, enquanto os isolados M7.0, M50.1 e M96.1 foram 

identificados como Meyerozyma caribbica (anamorfo Candida fermentati). O gênero 

Candida compreende uma ampla gama de espécies que tem sido estudadas desde 

sua ação como patógenos humanos até suas aplicações em biotecnologia e 

biocontrole, por sua capacidade de produzir enzimas e outros metabólitos com 

atividade biológica (HILBER-BODMER et al., 2017). M. caribbica, por sua vez, faz 

parte do complexo de espécies de M. guilliermondii (VAUGHAN-MARTINI et al., 

2005) e apresenta ação enzimática e fermentativa (DANIEL et al., 2009), além de 

grande potencial no controle biológico de fungos, em especial fitopatógenos (ROMI 

et al., 2014). Sua forma anamorfa, C. fermentati, é reconhecida como um patógeno 

humano (AL-SWEIH et al., 2015).   
 

4.4. Efeito de sobrenadante de co-cultivo sobre o crescimento de P. 

brasiliensis 

 

 Com este experimento foi investigado se o co-cultivo das leveduras 

isoladas do solo com P. brasiliensis em meio líquido induz as leveduras a produzir 

maiores concentrações de metabólitos com atividade antifúngica. As Figuras 12 

(Pb18) e 13 (B-339) apresentam os percentuais de crescimento de P. brasiliensis em 

meio contendo sobrenadantes de co-cultivo. 
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Figura 12 - Percentual de crescimento do isolado Pb18 em meio contendo 
sobrenadante de co-cultivo. 25%, 50% e 75% indicam a proporção (v/v) de sobrenadante 
incorporado ao meio de cultura. Asteriscos indicam diferença significativa em relação ao 
controle (*= p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001). Controle = placas contendo 
meio BHI nas proporções de 25, 50 e 75%. 
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Figura 13 - Percentual de crescimento do isolado B-339 em meio contendo 
sobrenadante de co-cultivo. 25%, 50% e 75% indicam a proporção (v/v) de sobrenadante 
incorporado ao meio de cultura. Asteriscos indicam diferença significativa em relação ao 
controle (*= p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001). Controle = placas contendo 
meio BHI nas proporções de 25, 50 e 75%. 
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 Neste ensaio o sobrenadante de co-cultivo foi filtrado e utilizado na 

confecção de meio sólido nas proporções de 25, 50 e 75% (v/v) para avaliar se a 

atividade inibitória presente nos sobrenadantes de co-cultivo apresentava perfil 

dose-dependente. Para efeitos de comparação, o crescimento de ambos os isolados 

de P. brasiliensis foi avaliado em placas contendo sobrenadantes de todos os co-

cultivos realizados. 

 O sobrenadante M96.1 + Pb18 foi o único que inibiu o crescimento 

de Pb18 em todas as concentrações, entre 18,3 e 29,2%. Os sobrenadantes M6.1a 

+ Pb18, M6.1a + B-339 e M7.0 + Pb18 nas proporções de 25 e 75% inibiram o Pb18. 

Curiosamente, os sobrenadantes M6.1a + Pb18 e M96.1 + B-339 a 50% estimularam 

o crescimento deste isolado em 26 e 17,9%, respectivamente. Os sobrenadantes 

M7.0 + B-339 e M50.1 + B-339 não apresentaram diferença sinificativa em relação 

ao controle. Nenhum sobrenadante apresentou perfil de inibição dose-dependente 

(Figura 12). 

 O crescimento de B-339 foi inibido entre 20,3 e 58,6% pelos 

sobrenadantes M7.0 + B-339 e M50.1 + Pb18 em todas as concentrações. 

Apresentaram resposta inibitória dose-dependente sobre B-339 os sobrenadantes 

M7.0 + Pb18, M7.0 + B-339, M96.1 + Pb18 e M96.1 + B-339. Somente o 

sobrenadante M50.1 + B-339 a 25% estimulou o crescimento de B-339, em cerca de 

30% (Figura 13).  

 Os metabólitos presentes nos sobrenadantes M6.1a + Pb18 e M6.1a 

+ B-339 exibiram maior atividade inibitória sobre Pb18 do que B-339. No entanto, o 

sobrenadante M6.1a + Pb18 a 50% inibiu o crescimento de B-339 e estimulou o de 

Pb18. Apesar destes casos, B-339 mais uma vez se mostrou mais sensível à 

inibição que Pb18, apresentando os maiores valores de inibição. 

  O co-cultivo aumentou a atividade inibitória dos sobrenadantes, 

M7.0, M50.1 (+Pb18) e M96.1 sobre o crescimento de B-339 em comparação à 

monocultura destes isolados de levedura do solo. Não houve alteração significativa 

nos percentuais de inibição de Pb18. 
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4.5. Análise semiquantitativa da produção de enzimas hidrolíticas 

extracelulares 

 

4.5.1. Produção de proteases e lipases por leveduras isoladas do solo 

 

A produção de enzimas pode estar diretamente relacionada com o 

antagonismo entre microrganismos, pois estes podem alterar o ambiente com seus 

produtos metabólicos, assegurando sua dominância no habitat com a criação de 

condições desfavoráveis para a sobrevivência de outros organismos (GOLUBEV, 

2006). Os microrganismos, em culturas mistas, produzem diversas enzimas como 

proteases, β-1,3-glucanases e quitinases que podem levar à degradação da parede 

celular de hifas de microrganismos competidores (GUTHRIE & CASTLE, 2006; 

ALMEIDA et al., 2007; SÁNCHEZ et al., 2007) e atuarem como indutores da 

produção de metabólitos secundários (SHIN et al., 1998). A ação de lipases, em 

conjunto, pode atuar para a desestabilização das estruturas celulares externas. 

Para a avaliação da produção de proteases e lipases extracelulares 

foram utilizados os quatro isolados de leveduras selecionados, sendo cultivados a 25 

e 36ºC para analisar a influência da temperatura no crescimento das colônias e 

formação do halo de degradação. Os resultados encontram-se sob a forma de índice 

enzimático (IE), na Tabela 5.  

 
Tabela 5 – Índice enzimático da atividade de proteases e lipases extracelulares 
produzidas por leveduras isoladas do solo. 

 

  
IE protease 

25ºC 
IE protease 

36ºC 
 IE lipase   

25ºC 
IE lipase   

36ºC 
M6.1a 0,0 ± 0,00 a 0,0 ± 0,00 a  0,0 ± 0,00 a 0,0 ± 0,00 a 
M7.0 0,9 ± 0,09 b 1,9 ± 0,03 bc  1,4 ± 0,03 c 1,8 ± 0,00 c 
M50.1 0,7 ± 0,00 c 0,6 ± 0,00 ab  1,3 ± 0,00 c 2,4 ± 0,09 d 
M96.1 0,0 ± 0,00 a 2,1 ± 0,69 c  0,2 ± 0,07 b 0,9 ± 0,00 b 

IE= índice enzimático, calculado como diâmetro do halo dividido pelo diâmetro da colônia de 
levedura (IE = Dhalo/Dcolônia). Valores apresentados como média ± desvio padrão. Médias 
seguidas por letras iguais em uma mesma coluna não diferem estatisticamente pelo teste de 
Tukey, a 5% de probabilidade.  

 

A avaliação do potencial enzimático de fungos em meio sólido é 

comumente avaliada por meio do IE, um parâmetro semiquantitativo. Os 

microrganismos podem ser considerados produtores potenciais de enzima quando 
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IE > 2,00 (LEALEM & GASHE, 1994; STAMFORD et al., 1998; TERRA, 2008). Os 

isolados que apresentam os maiores IE nos meios de crescimento, portanto, são os 

que possuem maior atividade enzimática extracelular (OLIVEIRA et al., 2006).  

O isolado de levedura M6.1a, Candida sp., não apresentou produção 

das enzimas hidrolíticas avaliadas. Os isolados M7.0 e M96.1 exibiram maior 

produção de proteases e lipases a 36ºC do que a 25ºC e M50.1 apresentou maior 

atividade de lipase quando incubada a 36ºC. As maiores atividades a 25ºC foram 

encontradas com os isolados M7.0 e M50.1. No entanto, valores de IE > 2,00 foram 

observados apenas com o isolado M96.1 no ensaio de protease e M50.1 no teste de 

lipase, a 36ºC.   

 

4.5.2. Atividade de proteases e lipases em sobrenadante de cultivo e co-cultivo 

 

 A produção de proteases e lipases foi avaliada nos sobrenadantes 

filtrados de cultivo dos quatro isolados de levedura do solo selecionados (M6.1a, 

M7.0, M50.1 e M96.1) em monocultura (Tabela 6) e em co-cultivo com P. brasiliensis 

(Tabela 7). Este ensaio foi realizado somente a 25ºC, com o intuito de mimetizar a 

condição ambiental destes microrganismos. 
 
Tabela 6 – Atividade de proteases e lipases em sobrenadantes de cultivo de leveduras 
isoladas do solo. 

 
 Diâmetro do halo protease  

(cm) 
Diâmetro do halo lipase 

(cm) 
M6.1a  1,6 ± 0,08 a 0,0 ± 0,00 a 
M7.0 1,5 ± 0,29 a 0,0 ± 0,00 a 
M50.1 1,5 ± 0,07 a 0,0 ± 0,00 a 
M96.1 1,7 ± 0,13 a 0,0 ± 0,00 a 

Valores apresentados como média ± desvio padrão.Médias seguidas por letras iguais em 
uma mesma coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de 
probabilidade. 
 
 
Tabela 7 – Atividade de proteases e lipases em sobrenadantes de co-cultivo de 
leveduras isoladas do solo e P. brasiliensis. 

 
 Diâmetro do halo protease 

(cm) 
Diâmetro do halo lipase 

(cm) 
M6.1a + Pb18 0,0 ± 0,00 a 3,4 ± 0,18 c 
M6.1a + B-339 0,0 ± 0,00 a 0,0 ± 0,00 a 
M7.0 + Pb18 0,0 ± 0,00 a 3,6 ± 0,12 c 
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M7.0 + B-339 0,0 ± 0,00 a 4,3 ± 0,11 e 
M50.1 + Pb18 0,0 ± 0,00 a 4,1 ± 0,04 de 
M50.1 + B-339 3,2 ± 0,07 b 2,7 ± 0,02 b 
M96.1 + Pb18 0,0 ± 0,00 a 4,2 ± 0,07 de 
M96.1 + B-339 0,0 ± 0,00 a 3,8 ± 0,19 cd 

Valores apresentados como média ± desvio padrão. Médias seguidas por letras iguais em 
uma mesma coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de 
probabilidade. 
 

Os sobrenadantes de cultivo das leveduras isoladas do solo 

apresentaram valores de diâmetro do halo de degradação entre 1,5 e 1,7 cm no 

teste de proteases. No ensaio de lipases, a formação de halo no meio de cultura não 

foi detectável para nenhum dos sobrenadantes testados.  

Somente o sobrenadante do co-cultivo do isolado de levedura M50.1 e 

B-339 (M50.1 + B-339) apresentou formação de halo de degradação tanto no ensaio 

protease quanto de lipase (Figura 14). O sobrenadante M6.1a + B-339 não 

apresentou formação de halo em ambos os testes. Os demais sobrenadantes de co-

cultivo apresentaram somente atividade de lipase detectável, não havendo formação 

visível de halo no teste de protease. Com exceção do sobrenadante do co-cultivo 

M6.1a + B-339, que não exibiu atividade de lipase, todos os sobrenadantes 

apresentaram diâmetros de halo acima de 2,7 cm. 

A atividade de lipases observada nos sobrenadantes de co-cultivo, 

porém não nos sobrenadantes das monoculturas, indica que a produção de lipases 

pelas leveduras isoladas do solo e a elevada atividade observada no sobrenadante 

de co-cultivo pode ser um dos mecanismos presentes no antagonismo das leveduras 

a P. brasiliensis no ambiente. No entanto, além da produção de enzimas hidrolíticas, 

outros mecanismos antagônicos podem estar envolvidos, como a produção de 

compostos voláteis. 
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Figura 14 -  Teste semiquatitativo da atividade de proteases e lipases presentes no 
sobrenadante do co-cultivo da levedura M50.1 e o isolado B-339 de P. brasiliensis 
(M50.1 + B-339). Halos formados (seta vazada) no ensaio de protease (A) e lipase (B).  
 

 

4.6. Produção de compostos antifúngicos voláteis 

  

 Visando verificar a produção de compostos antifúngicos voláteis 

pelas leveduras isoladas do solo, foi realizado um ensaio utilizando placas 

bipartidas, as quais impedem a troca de metabólitos não-voláteis pelo meio de 

cultura.  

 Os resultados obtidos mostram que o isolado de levedura M96.1 

inibiu o crescimento de P. brasiliensis em 60,4% (Pb18) e 92,8% (B-339). B-339 

ainda apresentou crescimento reduzido em cerca de 90% pelos isolados de 

leveduras M7.0 e M50.1 (Figuras 12 e 13), mostrando-se mais sensível à inibição  

que Pb18.  

 As leveduras que apresentaram produção de compostos voláteis 

com atividade antifúngica pertencem à mesma espécie, M. caribbica. O isolado 

M6.1a, pertencente à espécie Candida sp., não influenciou no crescimento de P. 

brasiliensis. 
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Figura 15 -  Percentual de crescimento do isolado Pb18 de P. brasiliensis sob 
influência de compostos antifúngicos voláteis produzidos pelos isolados de 
leveduras. Asteriscos indicam diferença significativa em relação ao controle (*= p<0,05; **= 
p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001). Controle = placa sem a presença do isolado de 
levedura do solo. 
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Figura 16 -  Percentual de crescimento do isolado B-339 de P. brasiliensis sob 
influência de compostos antifúngicos voláteis produzidos pelos isolados de 
leveduras. Asteriscos indicam diferença significativa em relação ao controle (*= p<0,05; **= 
p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001). Controle = placa sem a presença do isolado de 
levedura do solo. 
 

Apesar de pertencerem à mesma espécie críptica, a variabilidade 

genética entre Pb18 e B-339 pode ser um dos fatores que explica as diferentes 

respostas nos ensaios realizados. Roberto e cols (2016), utilizando a técnica de 

RFLP, demonstraram uma possível reclassificação do isolado B-339 como 
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pertencente à espécie críptica PS3, reforçando as diferenças observadas no 

presente estudo. Da mesma forma, Muñoz e cols (2016) demonstraram a presença 

de cinco linhagens distintas filogeneticamente do gênero Paracoccidioides, com B-

339 pertencendo ao grupo PS3. 

Na literatura há poucos estudos sobre a atividade de compostos 

fúngicos contra Paracoccidioides. Mendes e cols (2016) analisaram a ação 

antifúngica de extratos brutos de fungos isolados do deserto do Atacama sobre P. 

brasiliensis (Pb18) com revelação pela técnica de MTT e ensaio de microdiluição em 

caldo para determinação do MIC. Dentre os 78 isolados fúngicos utilizados, um 

isolado de Aspergillus felis apresentou atividade inibitória promissora sobre Pb18, 

com valor de MIC= 15,6 µg/mL. Esta atividade foi amplificada quando realizadas 

alterações nas condições de cultivo do fungo.  

Campos e cols (2011) isolaram e identificaram micotoxinas tricotecenos 

no extrato bruto do fungo endofítico Fusarium sp. e avaliaram a atividade inibitória 

contra várias cepas de Paracoccidioides, dentre elas Pb18 e B-339, por meio da 

técnica de microdiluição em caldo. A toxina T-2 apresentou MIC= 160 nmol/L para 

Pb18 e 320 nmol/L para B-339 e uma mistura contendo os componentes 8-n-

butyrylneosolaniol e 8-n-isobutyrylneosolaniol (65:35) apresentou valores de MIC de 

640 e 490 nmol/L para Pb18 e B-339, respectivamente. Como controles positivos, os 

autores realizaram o mesmo ensaio utilizando anfotericina B e bactrim (trimetoprima-

sulfametoxazol). A anfotericina B, que é um dos fármacos atualmente disponíveis 

para o tratamento da PCM, apresentou MIC= 62 nmol/L para Pb18 e B-339. O 

bactrim, produto primariamente bactericida, obteve valores de MIC= 300.000 nmol/L 

para Pb18 e 75.000 nmol/L para B-339.  

Johann e cols (2012) testaram o derivado bifenílico altenusina presente 

no extrato do fungo Alternaria sp., isolado de folhas da planta Trixis vauthieri DC 

(Asteraceae), contra 11 isolados de Paracoccidioides utilizando a mesma 

metodologia que o trabalho citado anteriormente. A altenusina apresentou atividade 

antifúngica elevada, com MIC= 15,6 e 1,9 µg/mL para Pb18 e B-339, 

respectivamente. Em concordância com o trabalho de Campos e cols (2011) e 

Johann e cols (2012), no presente estudo o isolado B-339 se mostrou mais sensível 

à inibição que Pb18.  

Neste estudo pode-se observar a ação de compostos com atividade 

antifúngica produzidos por leveduras provenientes de amostras ambientais. Após 
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experimentos utilizando sobrenadantes de cultivo, foi investigado a ação específica 

de proteases e lipases extracelulares e compostos voláteis. No entanto, outros 

compostos produzidos por leveduras podem estar atuando na resposta inibitória 

contra P. brasiliensis, como as toxinas killer.  

É praticamente nulo o número os trabalhos na literatura envolvendo 

a ação de toxinas killer sobre Paracoccidioides. Travassos e cols (2004) avaliaram a 

atividade um decapeptídeo killer sintético contra células de Pb18. A síntese deste 

peptídeo foi baseada na sequência de um anticorpo anti-idiopático recombinante de 

cadeia única que age como mimótopo funcional de uma toxina killer. Foi observado 

após 12 horas de incubação a inibição completa das células leveduriformes de P. 

brasiliensis a 39 ng de peptídeo/levedura, quando não houve mais recuperação de 

CFU. 

Há trabalhos envolvendo a atividade de toxinas killer contra fungos 

patogênicos. Utilizando a levedura Pichia anomala, foi observada a produção de 

uma toxina killer com atividade fungistática sobre isolados de C. albicans (SAWANT 

& AHEARN, 1990; THEISEN, MOLKENAU & SCHMITT, 2000). Similarmente, 

Vadkertiová & Sláviková (2007) demonstraram que espécies de basidiomicetos e 

ascomicetos isolados de amostras ambientais (folhas, água e solo) possuem 

atividade killer sobre as espécies patogênicas C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis 

e C. tropicalis.  

Buzzini & Martini (2001) analisaram o efeito de extrato bruto de 

toxinas killer produzidas por isolados de C. maltosa, Debaryomyces hansenii e P. 

anomala contra espécies patogênicas pertencentes aos gêneros Candida, 

Clavispora, Cryptococcus, Filobasidiella, Issatchenkia, Kluyveromyces, Pichia, 

Saccharomyces, Stephanoascus e Trichosporon e observaram um amplo espectro 

de atividade inibitória das toxinas no crescimento das espécies estudadas.  

Os resultados deste estudo apontam que a atividade antifúngica das 

leveduras isoladas do solo pode ocorrer pela sinergia entre os compostos bioativos 

produzidos por estes organismos. Os sobrenadantes que inibiram o crescimento de 

P. brasiliensis possuem potencial de uso para o desenvolvimento de novos 

antifúngicos naturais para a terapia da PCM. Desse modo, mais estudos são 

necessários para a identificação dos metabólitos e das condições que podem estar 

atuando nestas interações, bem como analisar isolados de P. brasiliensis 

pertencentes a outras espécies crípticas e isolados de P. lutzii.  



58 
 

 

A partir dos sobrenadantes que auxiliaram no crescimento de P. 

brasiliensis pode-se buscar o isolamento dos compostos bioativos para serem 

utilizados no desenvolvimento de um meio de cultura que auxilie no isolamento do 

fungo a partir de amostras ambientais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. CONCLUSÕES 

Todas os isolados de leveduras do solo inibiram significativamente o 

crescimento de P. brasiliensis no ensaio de co-cultivo em meio de cultivo sólido.  

Os metabólitos presentes nos sobrenadantes de cultivo das 

leveduras isoladas do solo apresentaram atividades variadas sobre o crescimento de 

P. brasiliensis, sendo que o isolado B-339 se mostrou mais sensível à inibição.  

O isolado de Candida sp. (M6.1a) não apresentou produção de 

compostos voláteis e atividade de enzimas hidrolíticas, no entanto o sobrenadante 

do co-cultivo de M6.1a + Pb18 exibiu atividade lipolítica.  

As leveduras identificadas como M. caribbica (M7.0, M501. e M96.1) 

apresentaram atividade de compostos voláteis e produção de proteases e lipases, 

porém os sobrenadantes de co-cultivo exibiram apenas atividade lipolítica 

observável. O sobrenadante de co-cultivo M50.1 + B-339 foi o único que também 

apresentou atividade proteolítica.  

Os dados indicam que as leveduras possuem a capacidade de 
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produzir metabólitos com modo de ação diferentes, levando à inibição do 

crescimento de P. brasiliensis e dificultando seu isolamento a partir de amostras de 

solo. 
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