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O presente trabalho teve como objetivo o levantamento de fungos endófitos e do filoplano isolados de folhas
sadias de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) da Estação Ecológica de Tapacurá, São Lourenço da Mata,
Pernambuco, Brasil. Durante os períodos seco (março) e chuvoso (julho) de 2007, foram coletadas 360 folhas sadias
de C. echinata em cinco pontos da Estação de Tapacurá e levadas ao laboratório para análise. Todo o material foi
fragmentado em discos de 5mm de diâmetro, totalizando 360 discos. Metade dos discos passou pelo processo de
desinfestação em álcool 70% por 1 minuto, hipoclorito (NaOCl) 3% por 4 minutos, novamente em álcool 70% por 30
segundos, em seguida, lavados em água destilada esterilizada, e plaqueados em Batata Dextrose Ágar (BDA),
acrescido de cloranfenicol (50 mL-1), e a outra metade foi esterilizado segundo a técnica de lavagens sucessivas em
água destilada esterilizada e plaqueados em câmara-úmida. Os fragmentos foram incubados em triplicata, à temperatura
ambiente (28 ± 2°C), durante três a quinze dias, para o desenvolvimento das colônias fúngicas e posterior identificação.
Foram obtidas 12 espécies endófitas e 40 espécies do filoplano, representantes dos fungos anamórficos e do filo
Zygomycota. Pestalotiopsis maculans (endófito = 42,86%; filoplano = 37,5%) foi a espécie mais frequente no
estudo. Cladosporium cladosporioides, Colletotrichum gloesporioides, Curvularia pallescens, Lasiodiplodia

theobromae, P. maculans e Scopulariopsis fimicola foram espécies comumente isoladas como endófitas e do
filoplano de pau-brasil.

Palavras-chave: Pestalotiopsis maculans, mata atlântica, pau-brasil

Endophytes and phylloplane fungi of Caesalpinia echinata Lam. of Estação
Ecológica de Tapacurá, PE. The aim of the current study was to survey fungal endophytes and
phylloplane isolates from healthy leaves of Caesalpinia echinata Lam. (Brazil wood) at Tapacurá Echological
Station in São Lourenço da Mata, Pernambuco, Brazil. During the dry (March) and rainy (July) season in 2007, were
collected from 360 healthy leaves of C. echinata in five points Station Tapacurá and taken to the laboratory for
analysis. The material was fragmented in 5mm diameter discs, totaling 360 foliar discs. Half of the discs passed the
disinfestation process in ethanol 70% for 1 minute, hypochlorite (NaOCl) 3% for 4 minutes, again in ethanol 70% for
30 seconds to remove the excess of hypochlorite, then washed in distilled and sterilized water and plated were
plated in Potato Dextrose Agar (PDA) added with chloramphenicol (50 mL-1) and the other half was sterilized
according to the technique of successive washes in sterile water and plated in moist chambers. The fragments were
incubated in triplicate at room temperature (28 ± 2 °C) for three to fifteen days the development of fungal colonies
and subsequent identification. We obtained 12 endophytes species and 40 species of phylloplane, representatives
of anamorphic fungi and of the phylum Zygomycota. Pestalotiopsis maculans (endophyte = 42.86%; phyloplan =
37.5%) was the most frequent species in the study. Cladosporium cladosporioides, Colletotrichum gloeosporioides,
Curvularia pallescens, Lasiodiplodia theobromae, P. maculans and Scopulariopsis fimicola species were commonly
isolated as endophytes and phylloplane Brazil wood.
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Introdução

A Mata Atlântica é um dos biomas tropicais com
maior diversidade biológica e que apresenta muitas
espécies vegetais endêmicas (Peixoto, 1992). Dentre
elas destaca-se o pau-brasil (Caesalpinia echinata

Lam.), uma espécie endêmica brasileira, típica da
floresta atlântica, cuja ocorrência consiste numa área
que se estende desde o Estado do Rio Grande do Norte
ao Rio de Janeiro (Carvalho, 1994), que em função da
exploração predatória/comercial sofrida durante a
ocupação da costa brasileira, reduziu sua distribuição
a pequenos remanescentes na atualidade (Mello Filho,
1992; Cardoso et al., 1998; Barbosa e Thomas, 2002).

Os fungos desempenham importante função nos
ecossistemas, onde vivem como sapróbios, parasitas
de plantas, animais, de outros fungos ou em simbiose,
formando associações com vários organismos (Dudka,
1974). Como cosmopolitas, colonizam diferentes
ambientes e substratos (Maia et al., 2002), tais como
as superfícies  foliares (fungos de filosfera) ou o
interior de diferentes partes de plantas sadias, sem
causar danos (fungos endofíticos) (Carrol, 1989). Os
fungos endófitos podem inicialmente habitar a
superfície da planta como epífitas, penetrando através
dos estômatos da folha ou feridas (Maccheroni Jr. et
al., 2004). As folhas são órgãos com maior incidência
de estudos endofíticos, apresentando altas taxas de
infecção (Arnold, 2007).

Estudos anteriores já relacionaram diferentes grupos
de fungos ao pau-brasil, vivo ou morto (Auer et al., 1989;
Bezerra e Costa, 2001; Araújo et al., 2005; Santos e
Vinha, 1982; Grandi e Silva, 2003; Grandi e Silva, 2006).
Porém, devido à importância, representatividade no
quadro histórico nacional e contemporâneo, e o risco de
extinção, sobrando apenas pequenas populações isoladas
dessa espécie (IBAMA, 2006), este trabalho teve como
objetivo o levantamento de fungos filamentosos do
filoplano e endófitos de folhas sadias de C. echinata

da Estação Ecológica de Tapacurá, no município de São
Lourenço da Mata, um dos principais remanescentes
de pau-brasil do Estado de Pernambuco.

equidistantes, de 360 folhas sadias (180 por coleta) de
C. echinata na Estação Ecológica de Tapacurá, São
Lourenço da Mata, Pernambuco, Brasil (8°05’S e
35°13’W) e levadas ao laboratório para análise.

Isolamento de fungos endófitos e do filoplano

As folhas foram fragmentadas em discos foliares
de 5mm de diâmetro com um furador comum
esterilizado, totalizando 360 discos (180 por coleta)
retirados principalmente da porção mediana das folhas.

Metade dos discos (90) passou pelo processo de
desinfestação em etanol 70% (1 minuto), hipoclorito
de sódio a 3% (4 minutos), novamente em álcool 70%
por 30 segundos, e três lavagens com água destilada
esterilizada (Araújo et al., 2002; Pereira et al., 1993).
Após a assepsia, seis discos foram transferidos para
placas de Petri, em triplicata, contendo o meio de
cultura Batata-Dextrose-Ágar (BDA), acrescido de
cloranfenicol (50mL-1), totalizando assim 15 placas e
90 discos incubados por coleta. As placas foram
deixadas a temperatura ambiente (28 ± 2°C) e
observadas diariamente por 3-10 dias quanto ao
crescimento de fungos endófitos. Foram totalizados
15 placas e 90 discos incubados por coleta. À medida
que ocorria formação de colônias nas bordas dos discos,
as mesmas foram transferidas para tubos de ensaio
contendo o meio BDA (Pereira et al., 1993).

Para o isolamento de fungos do filoplano, a outra
metade do material (90 discos) foi submetida à técnica
de lavagens sucessivas em água destilada esterilizada
por 10 vezes (Grandi e Gusmão, 1998). Durante cada
lavagem, os frascos foram agitados vigorosamente por
um minuto, e os discos acondicionados (seis por placa),
em triplicata, em câmara-úmida. As placas foram
incubadas à temperatura ambiente de 28 ± 2 ºC, durante
cinco a quinze dias (período de isolamento dos fungos)
e acrescida de água destilada esterilizada para manter
a umidade (Grandi, 1998; 1999). O processo de
isolamento dos fungos foi procedido sob microscópio
estereoscópico, onde as estruturas reprodutivas foram
transferidas dos discos para placas, contendo o meio
Batata-Dextrose-Ágar (BDA) acrescido de
cloranfenicol (50 mL-1).

A identificação das espécies foi efetuada através
da observação macroscópica das colônias, seguida de
elaboração de lâminas com visualização e exame das
características microestruturais, análise comparativa

Durante os períodos seco (março) e chuvoso (julho)
de 2007, foram realizadas duas coletas, em cinco pontos

Material e Métodos
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com parâmetros estabelecidos na taxonomia
convencional, de acordo com a literatura especializada:
Ellis (1971; 1976), Sutton (1980), Domsch et al. (1993),
dentre outras.

Análise de dados

A frequência de ocorrência das espécies fúngicas
foi calculada, segundo Araújo et al. (2002) e
classificadas nas seguintes categorias: muito frequente
(F > 70 %), frequente (F < 70 > 30%), pouco frequente
(F < 30 > 10%) e esporádica (F < 10%). O índice de
Sorensen (1948) foi aplicado para análise da
similaridade entre os substratos.

Resultados e Discussão

Dos fragmentos de folhas sadias de C. echinata

semeados em meio de cultura, foram assinalados 11
gêneros distribuídos em 12 espécies pertencentes aos
fungos anamórficos (Tabela 1). Essas espécies foram
classificadas como esporádicas (maioria), pouco
frequentes e frequentes endófitos de folhas de pau-
brasil. Dentre os fungos identificados, Pestalotiopsis

maculans (42,86%) e Colletotrichum

gloeosporioides (28,56%) foram os mais isolados.
O gênero Colletotrichum abrange espécies

fitopatógenas que provocam grandes perdas
econômicas em todo o mundo, sendo também
predominantemente isolado em diversas variedades de
plantas sadias como endófito (Pereira et al., 1993),
podendo estar em seu estado latente (Azevedo et al.,
2002) sem causar qualquer doença aparente, e até
atuar na defesa da planta por produção de metabólitos
bioativos (Souza et al., 2004).

Pestalotiopsis, gênero com ampla distribuição
mundial, pode ocorrer em vários substratos (Wang et
al., 2005). Como endofítica, Pestalotiopsis sp. foi
isolada de  palmeiras (Rodrigues e Samuels, 1990),
Rhizophora (Kumaresan e Suryanarayanan, 2002),
bananeiras (Photita et al., 2001) e  umbuzeiro (Freire
e Bezerra, 2001).

Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia,
Drechslera, Geotrichum, Lasiodiplodia,
Nigrospora, Paecilomyces, Pestalotiopsis,
Scopulariopsis e Trichoderma, isolados em C.

echinata da Estação de Tapacurá, estão enquadrados,

como gêneros endofíticos de comum isolamento entre
plantas de regiões tropicais e subtropicais (Mendes et
al., 2004; Costa et al., 2011) e de algumas culturas de
importância econômica, como soja (Glicine Max L.),
cacau (Theobroma cacao L.), cana-de-açúcar
(Saccharum sp.), citrus (Citrus limon L.), milho (Zea

mays L.), fumo (Nicotina tabacum L.) e café (Coffea

arabica L.) (Franken et al., 1998; Araújo, 2001; Mendes,
et al., 2001; 2004; Mendes e Azevedo 2007; Raviraja,
2005; Sette et al., 2006; Tejesvi et al., 2005, 2006; Gond
et al., 2007).

Nas amostras de filoplano de C. echinata, foram
isolados 22 gêneros, distribuídos em 40 espécies (Tabela
1), dos quais 99,4% pertencem aos fungos anamórficos
e 0,60% ao filo Zygomycota. A maioria dessas espécies
foram classificadas como esporádicas para o filoplano
de pau-brasil. Dos fungos identificados, Acremonium

strictum (14,34%), Beltrania rhombica (9,50%),
Colletotrichum gloeosporioides (9,16%) e
Pestalotiopsis maculans (37,50%), foram os mais
isolados no material pesquisado.

Pestalotiopsis maculans foi o táxon mais
representado durante os períodos de coleta, sendo
principalmente encontrado no período chuvoso,
juntamente com C. gloeosporioides e B. rhombica,
enquanto que A. strictum foi mais evidenciado no
período seco. Espécies de Acremonium são citadas
por Eicker (1973) como presente no filoplano na forma
de propágulos.

Colletotrichum gloeosporioides é  bastante
comum para o filoplano de diferentes plantas (Lira,
1990; Cabrera, 2003; Urdenata e Delgado, 2007),
apresentando ampla distribuição e estando relacionado
a queimas de folhas, manchas foliares (Obazee e
Ikozun, 1985) e antracnoses (Urdenata e Delgado,
2007).

Espécies do gênero Pestalotiopsis são em sua
maioria fitopatógenas de plantas (Barguil et al., 2008),
podendo apresentar-se também como sapróbias (Zhang
et al., 2003).

Alternaria alternata, C. gloeosporioides,
Fusarium moniliforme, F. oxysporum, Lasiodiplodia

theobromae e Nigrospora sphaerica, foram
constatadas com alta frequência no filoplano de
Theobroma cacao L. (cacau) na Venezuela (Urdenata
e Delgado, 2007). Os gêneros Aspergillus,
Cladosporium, Curvularia, Cylindrocladium,

Fungos endófitos e do filoplano de C. echinata
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Tabela 1. Frequência das espécies endófitas e do filoplano isoladas de folhas de Caesalpinia echinata da Estação Ecológica de
Tapacurá, 2007

Espécies
Frequência

(%)

Absidia corymbifera (Cohn) Sacc. & Trotter (=Lichtheimia

corymbifera (Cohn) Vuill.)

Acremonium kiliense Grütz (=Sarocladium kiliense

(Grütz) Summerb.)

A. murorum (Corda) W. Gams. (=Gliomastix murorum

(Corda) S. Hughes)

A. strictm W. Gams (=Sarocladium strictum (W. Gams)
Summerb.)

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.

Aspergillus alliaceus Thom & Church.

A. awamori Nakaz.

A. caespitosus Raper & Thom

A. flavipes (Bainier e R. Sartory) Thom & Church

A. flavus Link.

A. fumigatus Fresen.

A. oryzae (Ahlb.) E. Cohn (=Aspergillus flavus var. oryzae

(Ahlb.) Kurtzman, M.J. Smiley, Robnett & Wicklow)

A. parasiticus Speare

A. tamarii Kita

A. wentii Wehmer

Beltrania rhombica Penz.

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries

C. sphaerospermum Penz

Categoria de
frequência

Filoplano Endófito Frequência

(%)
Categoria de
frequência

+ 0,32 Esporádica

+ 0,91 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 14,34 Pouco frequente

+ 0,91 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 2,14 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 1,53 Esporádica

+ 1,53 Esporádica

+ 0,61 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 1,23 Esporádica

+ 9,50 Esporádica

+ 1,06 Esporádica + 0,32 Esporádica

+ 1,06 Esporádica

+ 28,56 Pouco frequente + 9,16 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 5,82 Esporádica + 1,83 Esporádica

+ 0,61 Esporádica

+ 0,91 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 0,61 Esporádica

+ 1,59 Esporádica

+ 1,53 Esporádica

+ 0,91 Esporádica

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.

Cunninghamella elegans Lendn.

Curvularia pallescens Boedijn (=Pseudocochliobolus

pallescens Tsuda & Ueyama)

Cylindrocladium parvum  P.J. Anderson
(=Cylindrocladiella parva (P.J. Anderson) Boesew.)

Dictyochaeta assamica (Agnihothr.) Aramb., Cabello &
Mengasc.

Drechslera australiensis Bugnic. ex M.B. Ellis
(=Cochliobolus australiensis (Tsuda & Ueyama) Alcorn)

D. hawaiiensis Bugnic. ex M.B. Ellis (=Cochliobolus

hawaiiensis Alcorn)

D. rostrata (Drechsler) M.J. Richardson & E.M. Fraser
(=Setosphaeria rostrata K.J. Leonard)

Fusarium heterosporum Nees & T. Nees
(=Gibberella gordonii C. Booth)

F. lateritium Nees (=Gibberella baccata (Wallr.) Sacc.)

Lima et al.
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F. moniliforme J. Sheld. (= Gibberella fujikuroi

(Sawada) Wollenw.)

F. oxysporum Schltdl.

Geotrichum sp. Link

Humicola grisea Traaen

+ 1,53 Esporádica

+ 0,61 Esporádica

+ 1,06 Esporádica

+ 0,91 Esporádica

+ 7,94 Esporádica + 2,44 Esporádica

+ 4,23 Esporádica

+ 0,61 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 0,91 Esporádica

+ 42,86 Frequente + 37,50 Frequente

+ 0,61 Esporádica

+ 0,32 Esporádica

+ 1,06 Esporádica + 0,32 Esporádica

+ 3,70 Esporádica

+ 1,23 Esporádica

+ 0,91 Esporádica

12       100       - 40     100       -

Continuação

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.

Nigrospora oryzae (Berk. & Broome) Petch
(=Khuskia oryzae H.J. Huds.)

N. sphaerica (Sacc.) E.W. Mason (=Khuskia oryzae

H.J. Huds.)

Penicillium citreonigrum Dierckx

P. islandicum Sopp (=Talaromyces islandicus (Sopp)
Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert)

P. purpurogenum Stoll (=Talaromyces purpurogenus

(Stoll) Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert)

Pestalotiopsis maculans (Corda) Nag Raj

Phomopsis archeri B. Sutton

Scopulariopsis brumptii Salv.-Duval

S. fimicola (Costantin & Matr.) Vuill. (=Scopulariopsis

coprophila (Cooke e Massee) W. Gams)

Trichoderma hamatum (Bonord.) Bainier

T. harzianum Rifai

Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold

Total

Drechslera, Humicola, Nigrospora, Penicillium,

Pestalotiopsis, Scopulariopsis, Trichoderma e
Verticillium, encontrados no filoplano de plantas de
C. echinata da Estação Ecológica de Tapacurá,
também foram isolados em folhas de bananeiras
(Musa sp.) (Urdenata et al., 2002).

Alternaria alternata, N. sphaerica e espécies de
Curvularia, Verticillium, Fusarium, Cladosporium e
Drechslera são fungos cosmopolitas presentes em
regiões tropicais, estes podem viver como saprófitas,
epífitas ou como fracos parasitas, podendo ocasionar
lesões foliares em uma ampla diversidade de cultivos
(Cabrera, 2003; Urdenata et al., 2002; Urdenata e
Delgado, 2007), juntamente com L. theobromae, estão
relacionados à morte regressiva da planta, afetando
diversas culturas na Venezuela como: manga, abacate,
citros, goiaba e outros, causando podridão em frutos
(Capriles de Reyes, 1979; Farr et al., 1995; Pereira, 2000).

Beltrania rhombica é uma espécie com ampla
distribuição em regiões tropicais e temperadas (Grandi
e Gusmão, 2002), juntamente com A. alternata e H.

grisea, foram isoladas em C. echinata, como
decompositores do folhedo (Grandi e Silva, 2006),
sendo, agora, também constatados no filoplano desta
vegetação na Estação Ecológica de Tapacurá.

O gênero Aspergillus foi bastante representativo
no filoplano (8,64%), com a identificação de 10
espécies. Esse gênero também tem sido isolado da
filosfera de samambaias (Scheidegger e Payne, 2003).

Ao comparar as espécies endófitas com as isoladas
do filoplano de pau-brasil, constatou-se baixa
similaridade (2,5%), e o isolamento de apenas seis
espécies comuns: Cladosporium cladosporioides,
Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia

pallescens, Lasiodiplodia theobromae,
Pestalotiopsis maculans e Scopulariopsis fimicola.

Fungos endófitos e do filoplano de C. echinata
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Segundo Gamboa (1998) é comum à variação entre
as comunidades de fungos endófitos e epifíticos no
mesmo substrato.

Conclusão

Constatou-se a associação de várias espécies de
fungos anamórficos em folhas de pau-brasil na reserva
de Tapacurá. Mais pesquisas devem ser realizadas
para conhecer a diversidade de fungos nesta planta,
devido, principalmente, a sua importância histórica para
o Brasil.
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