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RESUMO 

A família Bromeliaceae é nativa de regiões neotropicais e inclui uma ampla variedade de 

gêneros e espécies, sendo altamente adaptadas devido à presença dos tricomas foliares, 

estruturas essenciais para a absorção de água e nutrientes. O gênero Tillandsia contém o maior 

número de espécies dentro da família e é completamente epífito, apresentando um padrão de 

interação com microrganismos crucial para a proteção, crescimento vegetal e nutrição, 

especialmente quanto à fixação de nitrogênio e solubilização de fosfato. Assim, a importância 

das comunidades bacterianas nas espécies de Tillandsia torna-se um amplo campo de pesquisa 

focado na diversidade microbiana em bromélias brasileiras, o qual até o momento tem sido 

negligenciado. Este estudo teve como objetivo o isolamento e a caracterização de bactérias 

endofíticas e epifíticas encontradas em espécies de Tillandsia do sudeste brasileiro, dada a 

escassez de estudos focados nestas interações e suas potenciais aplicações biotecnológicas. 

Para isso, foram coletadas em árvores e cercas amostras das espécies Tillandsia pohliana, 

Tillandsia tricholepsis e Tillandsia recurvata no campus da Universidade Federal de São 

Carlos em São Carlos (SP). As plantas foram devidamente desinfectadas para o isolamento de 

bactérias de interesse, com alíquotas semeadas em placas de Petri contendo meios TSA a 10% 

e Caseína Glicerol e incubadas a 30°C durante 30 dias. Os microrganismos foram isolados em 

culturas puras, com as quais foram realizados testes de fixação de nitrogênio em meio NFb, 

solubilização de fosfato inorgânico em meio de cultura sólido contendo fosfato de cálcio 

tribásico, produção de Ácido Indol-Acético e atividade antimicrobiana contra patógenos de 

interesse médico. A partir de 7 amostras vegetais coletadas, foram obtidas 54 culturas 

bacterianas isoladas, das quais 46% foram obtidas das coletas de árvores e, o restante, de 

cercas. Ao todo, 46% das bactérias foram positivas para fixação de nitrogênio, 59% foram 

capazes de solubilizar fosfato e todas produziram AIA in vitro. Um isolado 

apresentou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. As análises estatísticas 

demonstraram destaque do meio ACG para isolamento, e revelaram não haver diferença 

significativa nas médias dos valores obtidos nos ensaios quanto à espécie de bromélia e o 

local de coleta. Esses resultados demonstram a grande diversidade microbiana presente na 

superfície foliar e no interior dos tecidos das bromélias do gênero Tillandsia, indicando a 

importância crucial desses isolados na nutrição e no crescimento vegetal e comprovando o 

interesse na potencial utilização dessas bactérias como bioinsumos. 

Palavras-chave: bioprospecção; isolamento; Bromeliaceae; fixação de nitrogênio; 
solubilização de fosfato; AIA. 



ABSTRACT 

Isolation and characterization of endophytic and epiphytic bacteria isolated from 

Tillandsia genus 

The Bromeliaceae family is native to neotropical regions and includes a wide variety of 

genera and species, being highly adapted due to the presence of foliar trichomes, structures 

essential for the absorption of water and nutrients. The genus Tillandsia contains the 

largest number of species within the family and is completely epiphytic, exhibiting a 

pattern of interaction with microorganisms that is crucial for protection, plant growth, 

and nutrition, especially regarding nitrogen fixation and phosphate solubilization. Thus, the 

importance of bacterial communities in Tillandsia species represents a broad research 

field focused on microbial diversity in Brazilian bromeliads, which has so far been 

largely neglected. This study aimed to isolate and characterize endophytic and epiphytic 

bacteria found in Tillandsia species from southeastern Brazil, given the scarcity of studies 

focused on these interactions and their potential biotechnological applications. For this 

purpose, samples of Tillandsia pohliana, Tillandsia tricholepsis, and Tillandsia 

recurvata were collected from trees and fences on the campus of the Federal University 

of São Carlos (São Carlos, SP). The plants were properly disinfected for the isolation of 

bacteria of interest, with aliquots plated on Petri dishes containing 10% TSA and Casein 

Glycerol media, and incubated at 30°C for 30 days. Microorganisms were isolated in pure 

cultures, which were then subjected to tests for nitrogen fixation in NFb medium, 

inorganic phosphate solubilization in solid culture medium containing tricalcium 

phosphate, indole-3-acetic acid (IAA) production, and antimicrobial activity against 

medically relevant pathogens. From the seven plant samples collected, 54 bacterial 

isolates were obtained, of which 46% came from tree collections and the remainder from 

fences. Overall, 46% of the bacteria were positive for nitrogen fixation, 59% were 

capable of phosphate solubilization, and all of them produced IAA in vitro. One isolate 

exhibited antimicrobial activity against Staphylococcus aureus. Statistical analyses 

highlighted the efficiency of the ACG medium for bacterial isolation and revealed no 

significant differences in the mean values obtained from the assays regarding bromeliad 

species or collection site. These results demonstrate the high microbial diversity present on 

the leaf surfaces and within the tissues of bromeliads from the genus Tillandsia, 

indicating the crucial role of these isolates in plant nutrition and growth, and confirming 

their potential use as bioinoculants. 

Keywords: bioprospecting; isolation; Bromeliaceae; nitrogen fixation; phosphate 
solubilization; IAA 
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1 INTRODUÇÃO 

A família Bromeliaceae é característica de regiões neotropicais, apresentando grande 

quantidade de gêneros e espécies que podem ser encontrados em diferentes tipos de nichos 

ambientais, desde florestas a desertos. Uma característica fundamental dessa família vegetal é 

a presença de tricomas na superfície foliar, estruturas especializadas em absorver umidade e 

nutrientes disponíveis na atmosfera ou em reservatórios (Benzing, 1990). 

Devido à existência dos tricomas, as bromélias apresentam adaptações essenciais ao 

epifitismo, uma relação cujos mecanismos de aquisição de sais essenciais e captação de água 

em situações de estresse hídrico são fundamentais para a sobrevivência. O padrão de 

distribuição de espécies epífitas da família Bromeliaceae é influenciado por vários fatores 

ambientais. Assim, existe uma variação temporal na criação e modificação de micro-hábitats 

entre os forófitos que as sustentam, com condições particulares para o desenvolvimento 

vegetal de acordo com a disponibilidade e captação de recursos (Benzing, 1990).  

​Entre a família Bromeliaceae, o gênero Tillandsia contém o maior número de espécies 

de bromélias, das quais todas são essencialmente epífitas, devido à total perda de contato com 

o solo (Smith & Downs, 1977; Brighigna et al., 1992). O epifitismo nesse gênero é muito

particular, principalmente devido à alta funcionalidade e adaptação morfológica dos tricomas

presentes na região foliar, dispensando a necessidade de absorção radicular. Logo, é possível

observar a presença de espécies de Tillandsia em estruturas inertes como cercas e cabos

elétricos de alta tensão, nas quais as raízes apresentam apenas a função de adesão (Brighigna

et al., 1992).

 Considerando esses fatores, Brighigna e colaboradores (1992) descreveram a 

importância em investigar como as espécies de Tillandsia são capazes de atender suas 

demandas nutricionais em condições de desenvolvimento tão diversas, considerando 

principalmente a obtenção de nitrogênio. Em especial, as comunidades de microrganismos 

epifíticos e endofíticos podem ser a chave para a sobrevivência desses vegetais, sobretudo 

com atividades relativas à fixação de nitrogênio e à solubilização de fosfato. 

 Como definido por Lindow e Brandi (2003), epifíticos são microrganismos que 

habitam e se reproduzem na superfície foliar, dos quais os mais abundantes são as bactérias. A 

grande variação de fatores físicos, como umidade e temperatura, somada às condições de 

disponibilidade de nutrientes, ocasiona alterações nos padrões populacionais dos epifíticos ao 

longo do tempo. Por compartilharem o mesmo nicho que alguns patógenos foliares, esses 

microrganismos competem por nutrientes e assim têm a capacidade de produzir substâncias 
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antimicrobianas contra os invasores, tornando-as benéficas ao seu hospedeiro (Blakeman & 

Brodie, 1997). 

​As bactérias endofíticas estão presentes no interior da maioria das plantas vasculares, 

colonizando o meio intra ou intercelular sem causar danos aparentes ou alterações físicas e 

fisiológicas na planta hospedeira (Firáková et al., 2007; Joo et al., 2020). Na literatura, os 

endofíticos têm sido caracterizados por sua capacidade de produzir compostos promotores de 

crescimento vegetal e metabólitos antimicrobianos, além da proteção contra patógenos, 

fixação de nitrogênio atmosférico e solubilização e assimilação de fosfato (Neto et al., 2002; 

Rosenblueth & Martínez-Romero, 2007). Comparado aos epifíticos, esse grupo apresenta 

vantagem ecológica devido ao ambiente mais protegido de condições adversas no interior 

vegetal, como mudanças de temperatura, potencial osmótico, radiação ultravioleta e 

competição com outros microrganismos (Hallmann et al., 1997). 

​Em pesquisas realizadas com espécies desérticas de Tillandsia, foram observadas nas 

superfícies foliares comunidades bacterianas distintas altamente adaptadas ao modo de vida 

epífito dos hospedeiros (Hakobyan, 2023). Essa relação é facilitada principalmente pelas 

características estruturais das bromélias, as quais permitem o acúmulo de serapilheira entre as 

folhas, criando um microambiente rico em fonte de matéria orgânica para várias comunidades 

microbianas (Ospina-Bautitsta & Varón, 2016). Ademais, também são encontradas diversas 

bactérias endofíticas nos tecidos internos de espécies de Tillandsia. Conforme demonstrado 

por Giongo et al. (2013), os benefícios da associação dessas bactérias com as bromélias 

envolvem a solubilização de fosfato e produção de fito-hormônios vitais ao crescimento 

vegetal. 

​Ainda existem poucos estudos demonstrando a diversidade microbiana em bromélias 

nativas da região sudeste do Brasil, sendo a maior parte deles focados em espécies de fungos 

endofíticos. Porém, as pesquisas com destaque em bactérias têm caracterizado a alta 

diversidade de espécies epifíticas e endofíticas, que colabora com a adaptação vegetal em 

ambientes cujas condições nutricionais são limitadas e promove o crescimento do hospedeiro 

(Ambrosini et al., 2007; Giongo et al., 2013; Viana et al., 2020). Logo, trata-se de um campo 

de estudo com alto potencial para a bioprospecção de microrganismos e definição de 

características como fixação de nitrogênio, solubilização de fosfato e produção de hormônios 

vegetais. 

Pesquisas recentes destacam a importância de explorar os microbiomas únicos das 

espécies vegetais diversas para a caracterização de microrganismos e metabólitos de interesse 
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biotecnológicos, os quais podem ser úteis para a agricultura, formulação de fármacos e 

conservação da biodiversidade (Aghdam & Brown, 2021; Strobel, 2003). Portanto, o presente 

trabalho tem como justificativa o grande potencial no isolamento e estudo de características 

das bactérias endofíticas e epifíticas presentes em espécies de Tillandsia típicas do sudeste 

brasileiro, considerando o baixo número de estudos que descrevem as relações estabelecidas 

entre os microrganismos e o gênero de bromélias em questão.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 O Gênero Tillandsia 

A família Bromeliaceae abrange aproximadamente 56 gêneros e 3.010 espécies 

epífitas ou terrestres (Brown; Gilmartin, 1987; Luther, 2004). Suas subfamílias são dividas em 

Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae, as quais são classificadas de acordo com 

tipo de tricoma e fruto, posição do ovário e modo de crescimento (Smith & Downs, 1979).

Um padrão de epifitismo interessante pode ser encontrado na subfamília 

Tillandsioideae, cujas espécies não demonstram qualquer contato com o solo, crescendo em 

árvores ou até estruturas inertes (Brighigna et al., 1992) (Figura 1). O gênero Tillandsia é o 

maior da família Bromeliaceae, com mais de 650 espécies registradas (Estrella-Parra et al., 

2019). Essas plantas se destacam pela sua habilidade em absorver água e nutrientes 

diretamente do ar, tornando-se bioindicadores de poluição e presença de metais como 

chumbo, cobre e cádmio no ambiente (Brighigna et al., 1997). 

Figura 1 - Espécies de Tillandsia encontradas em galhos de árvores (A) e fixadas em 
cerca metálica. Fonte: autoria própria (2025). 

Uma adaptação crucial à sobrevivência dessas plantas em condições ambientais 

consideradas extremas ao nicho epífito é o refinamento da forma e função dos tricomas 

foliares, visto que as raízes são incapazes de absorver água e têm função exclusiva de fixação 

ao substrato (Papini et al., 2010; Smith & Downs, 1974). Os tricomas têm a função de 

melhorar a camada de captação de nutrientes na superfície foliar, reduzindo a perda de água 

para o ambiente e facilitando o transporte para o interior da planta (Figura 2). A morfologia e 
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densidade dessas estruturas varia não somente entre espécies, mas também entre indivíduos a 

depender da localização da folha e da idade da planta (Benz & Martin, 2006). 

 

 
Figura 2 - Estrutura dos tricomas foliares de Tillandsia usneoides sob 
aumento a 20x no microscópio. Fonte: Mark Smith (2016). 
 

​ Por conta dessas características particulares, o gênero Tillandsia desperta grande 

interesse de autores que buscam estudar as interações ecológicas dessas bromélias com o 

ambiente. Além disso, possui relevância cultural e econômica por conta de sua diversidade 

morfológica que se destaca no paisagismo e também é utilizado na medicina tradicional para 

o tratamento de diversas condições, como tosse, bronquite, febre e dor de ouvido 

(Estrella-Parra et al., 2019). 

 

2.2 Bioprospecção de microrganismos de interesse biotecnológico 

​ O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial, porcentagem que pode ser 

considerada também para microrganismos. A diversidade biológica é uma implicação da 

diversidade química adquirida evolutivamente para garantir a sobrevivência dos ecossistemas. 

Dessa forma, existe um grande potencial para bioprospecção de microrganismos que 

apresentem propriedades de interesse derivadas de vias bioquímicas relacionadas a interações 

que estes apresentam com o ambiente (Strobel & Daisy, 2003; Val et al., 2022). 

​ Atualmente, substâncias bioativas produzidas por microrganismos são investigadas 

para aplicação biotecnológica em áreas distintas, como a industrial, agrícola e da saúde. 

Sabe-se, por exemplo, que diversos microrganismos podem promover o crescimento de 

plantas às quais se associam, assim sendo considerados bioinsumos capazes de substituir os 

sintéticos que causam impactos negativos no meio ambiente (Chagas et al., 2017). Além 
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disso, microrganismos são capazes de produzir moléculas antimicrobianas, o que se destaca 

na atualidade em que cepas resistentes a antibióticos têm surgido e se tornado cada vez mais 

difíceis de controlar com os medicamentos disponíveis no mercado (Strobel & Daisy, 2003). 

​ O número de espécies de microrganismos conhecidos descritos na literatura representa 

apenas uma pequena parte da diversidade microbiana total encontrada na natureza. Estudos de 

diversidade de bactérias em ecossistemas brasileiros ainda são escassos, tanto pela limitação 

na classificação em comparação à plantas e animais quanto pela dificuldade de definição das 

condições ideais de cultivo em laboratório (Manfio, 2003). Dessa forma, mais estudos de 

isolamento e caracterização microbiana são necessários para dimensionar a biodiversidade de 

microrganismos encontrados nos biomas brasileiros, tanto para fins de conservação quanto 

para a prospecção de características de interesse biotecnológico (Chagas et al., 2017). 

 

2.3 Fixação Biológica de Nitrogênio 

​ O nitrogênio é o principal nutriente limitante do crescimento vegetal, sendo essencial 

para a síntese de biomoléculas como proteínas, ácidos nucléicos e metabólitos primários e 

secundários. Apesar da abundância do nitrogênio na atmosfera, as plantas são incapazes de 

assimilá-lo diretamente, sendo necessária a ação de microrganismos fixadores que tornem 

esse composto disponível no solo em formas que possam ser absorvidas, como amônio, nitrito 

e nitrato. Dessa forma, a fixação biológica de nitrogênio (FBN) é, após a fotossíntese, o 

processo biológico mais importante para as plantas (Gallo & Basso, 2012; Rezende et al., 

2021).  

As bactérias fixadoras de nitrogênio podem estabelecer associação simbiótica com 

leguminosas, como é o caso dos gêneros Rhyzobium e Bradyrhizobium, e podem também ser 

espécies de vida livre ou endofíticas, como as do gênero Azospirillum. A FBN é comum a 

todas elas por meio da ação da enzima nitrogenase, cujas subunidades são compostas por 

proteínas codificadas pelo grupo de “operons” nif. O uso de inoculantes naturais capazes de 

realizar FBN é um grande campo de interesse para a agricultura, pois pode reduzir o uso de 

fertilizantes nitrogenados e aumentar a disponibilidade de nitrogênio no solo de forma 

sustentável (Chang et al., 2015; Rezende et al., 2021). 

​  
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2.4 Solubilização Biológica de Fosfato 

O fósforo é o segundo nutriente limitante ao crescimento das plantas, associado a 

processos fisiológicos essenciais para o desenvolvimento vegetal como fotossíntese e 

respiração (compondo o ATP e NADPH) além da formação da membrana celular (bicamada 

fosfolipídica). Esse composto é encontrado em minerais e matéria orgânica, sendo necessária 

a ação de microrganismos capazes de absorvê-lo em sua forma insolúvel e convertê-lo para 

formas orgânicas de fosfato, que podem ser incorporadas por células vivas (Khan et al., 

2014). Bactérias capazes de solubilizar fosfato, como espécies pertencentes aos gêneros 

Agrobacterium, Pseudomonas e Bacillus, secretam ácidos orgânicos, quelando os íons 

minerais e acidificando o meio. Esse processo permite a solubilização do fósforo e, 

consequentemente, sua absorção e processamento no ambiente (Marra et al., 2012; Rezende et 

al., 2021). 

2.5 Ácido Indol-3-Acético 

O hormônio vegetal ácido indol-3-acético (AIA) é uma auxina responsável pela 

regulação de vários processos celulares no desenvolvimento vegetal, como a divisão celular, 

alongamento e diferenciação de tecidos, crescimento das raízes, folhas e frutos, e modulação 

das respostas à luz e às condições de estresse (Glick, 2012). 

Alguns microrganismos são capazes de produzir AIA, sendo as vias de biossíntese 

mais utilizadas dependentes de triptofano, como as vias do indol-3-acetamida (IAM), 

indol-3-acetonitrila (IAN), cadeia lateral da triptofano oxidase (TSO), indol-3-piruvato (IPA) 

e triptamina (TA) (Estenson et al., 2018). A síntese exógena dessa auxina é ainda mais 

significativa quando as condições para produção vegetal são desfavoráveis, beneficiando a 

planta ao favorecer a proliferação das raízes, e consequente aumento da capacidade de 

absorção de água e nutrientes (Lambrecht et al., 2000). 

Dentre bactérias conhecidas capazes de realizar a produção de AIA, estão gêneros 

como Arthrobacter, Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas. A aplicação de bactérias 

produtoras de fito-hormônios na agricultura, pode ser útil para melhorar a fisiologia, biomassa 

e rendimento de culturas vegetais, aumentando o tamanho, número de ramos e área de 

superfície das raízes (Rezende et al., 2021). 
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2.6 Substâncias antimicrobianas produzidas por microrganismos 

​ O desenvolvimento de mecanismos de resistência aos compostos antimicrobianos 

existentes por microrganismos patogênicos é um grande problema de saúde pública. Esse 

cenário traz urgência à busca por novos antibióticos que apresentem resposta eficaz no 

tratamento de doenças infecciosas. Na última década, produtos naturais foram utilizados como 

as principais fontes de agentes antimicrobianos, sendo biomoléculas produzidas por plantas, 

fungos e bactérias altamente exploradas na medicina, veterinária, agricultura e biotecnologia 

(Amaning Danquah et al., 2022; O’Neill, 2014). 

​ Microrganismos são reconhecidos como produtores de compostos bioativos com 

atividade antibacteriana e fungicida por conta da riqueza funcional dos metabólitos 

secundários que produzem para sobreviver às diversas condições ambientais e ter sucesso na 

competição por nutrientes contra outros microrganismos (Swift et al., 2021). Dessa forma, são 

considerados reservatórios de biomoléculas promissoras inexploradas que possuem atividade 

antimicrobiana e estrutura variável em comparação aos compostos tipicamente utilizados na 

medicina, fato que torna a bioprospecção e identificação de novas moléculas bioativas 

altamente desejável (Amaning Danquah et al., 2022). 

​ Em especial, microrganismos associados às plantas são um alvo significativo para a 

bioprospecção de antimicrobianos, pois desempenham um papel importante na proteção de 

seu hospedeiro contra fitopatógenos (Crawford et al., 1993). Atualmente, existem registros 

significativos na literatura de compostos antimicrobianos obtidos de bactérias isoladas de 

amostras vegetais, como por exemplo metabólitos bioativos incluindo alcalóides, esteroides, 

terpenos e fenóis. Isso demonstra que esses microrganismos são fontes valiosas para a busca 

de biomoléculas com essas características (Eshboev et al., 2024; Sharma & Sharada, 2022). 
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3 OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

​ Isolar e caracterizar bactérias endofíticas e epifíticas de bromélias das espécies 

Tillandsia recurvata, Tillandsia tricholepsis e Tillandsia pohliana. 

3.2. Objetivos específicos 

●​ Caracterizar in vitro bactérias com capacidade de fixação de nitrogênio, solubilização 

de fosfato e produção do hormônio vegetal Ácido Indol-acético. 

●​ Quantificar a solubilização de fosfato e a produção do hormônio vegetal Ácido 

Indol-acético pelas culturas isoladas. 

●​ Testar a atividade antimicrobiana das suspensões bacterianas Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. 

●​ Comparar estatisticamente as diferentes condições de isolamento para a obtenção de 

bactérias de interesse biotecnológico. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Coleta 

Foram realizadas saídas de campo para os jardins localizados na Universidade Federal 

de São Carlos (UFSCar), em São Carlos, no estado de São Paulo, para a coleta de bromélias 

das espécies Tillandsia recurvata, Tillandsia tricholepsis e Tillandsia pohliana, identificadas 

visualmente com o auxílio de técnicos do Departamento de Botânica (DB) da UFSCar. Foram 

coletados no total 7 exemplares, dos quais 3 correspondem às árvores localizadas nos 

arredores do estacionamento do Departamento de Morfologia e Patologia (Figura 3 A-C) e 4 

às cercas localizadas próximas à Portaria Sul (Figura 3 D-E). A coleta foi realizada 

diretamente em sacos plásticos transparentes esterilizados, evitando contato com as 

mãos, e as plantas foram transportadas em caixas isotérmicas até o laboratório para o início 

das análises, sem ocorrer mistura de modo a garantir a identificação das amostras. 

Figura 3 - Bromélias coletadas para o isolamento de bactérias. Da 
esquerda para a direita: Tillandsia pohliana (A, D), Tillandsia 
recurvata (B, E) e Tillandsia tricholepsis (C, F). Fonte: autoria 
própria (2025). 

4.2 Desinfecção das amostras 

Com as amostras no laboratório, foi realizada a adaptação da técnica de desinfecção 

superficial demonstrada por Qin et al. (2009). As plantas foram lavadas com água autoclavada 
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dentro dos sacos plásticos utilizados na coleta para a retirada de resíduos de poeira e terra, e 

então foram separados pedaços de caule e folhas de cada unidade de amostra, utilizando 

pinças e bisturi esterilizados. Em seguida, as amostras foram acondicionadas em tubos de 50 

mL com solução tampão fosfato (PBS - Phosphate-Buffered Saline) e agitadas durante 1 

minuto para a total remoção de resíduos e alguns microrganismos epifíticos não adaptados à 

superfície foliar. 

Uma parte das folhas foi separada para o isolamento de bactérias epifíticas, sendo 

inoculada em solução tampão PBS e não seguindo com as técnicas de desinfecção 

subsequentes para conservar os microrganismos de interesse. Já o restante do material 

coletado foi submerso em álcool 70% durante 3 minutos e, em seguida, em solução de 

hipoclorito de sódio 5% (m/v) por 7 minutos. Finalizando o procedimento, as amostras foram 

neutralizadas em solução de tiossulfato de sódio 2,5% por 10 minutos e submersas novamente 

em álcool 70% por 30 segundos. Em seguida, foi realizada a lavagem das amostras com água 

destilada autoclavada por 3 vezes, submergindo-as então em solução de bicarbonato de sódio 

10% durante 10 minutos para impedir e retardar o crescimento de fungos. Todo o 

procedimento foi realizado em cabine de segurança biológica, e as amostras foram deixadas 

para secar em placas de Petri esterilizadas. 

Para verificar a eficácia do processo de desinfecção completo, foram realizados 2 

testes como proposto por Qin et al. (2009). A superfície do tecido vegetal esterilizado foi 

impresso em meio de cultura Ágar Triptona de Soja (TSA) a 10% (Araújo et al., 2010), e 

incubando a 28°C. Essas amostras também foram adicionadas a tubos com 5mL de água 

esterilizada, agitando durante 1 minuto para então inocular 200 µL em meio de cultura e 

incubar na mesma temperatura. Foi verificada a presença de crescimento microbiano durante 

os próximos dias, a fim de confirmar se as amostras realmente foram devidamente 

esterilizadas. A Figura 4 esquematiza as etapas do procedimento de desinfecção realizadas 

nessa etapa.
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Figura 4 - Esquema das etapas de desinfecção, conforme descritas na metodologia. Fonte: autoria própria 
(2025). 

4.3 Isolamento de bactérias endofíticas e epifíticas 

As amostras vegetais de acordo com as bactérias a serem isoladas (epifíticas e 

endofíticas) foram transferidas para tubos cônicos de 50 mL e placas de Petri esterilizados 

devidamente identificados.  

Para isolamento de bactérias epifíticas, os tubos com as folhas e 5 mL de PBS  foram 

acondicionados em cuba ultrassônica a 160W por 15 minutos, para a remoção das bactérias da 

superfície. As suspensões foram transferidas para microtubos esterilizados e diluídas em PBS 

até 10-3, sendo então inoculados 0,1 mL de cada diluição e da suspensão inicial na superfície 

dos meios Ágar caseína-glicerol e TSA 10%. As folhas também foram comprimidas por 15 

segundos na superfície dos mesmos meios de cultura. 

Os tubos contendo folhas destinadas ao isolamento de endofíticos, após o 

procedimento de desinfecção, tiveram seu conteúdo macerado com bastão de vidro 

esterilizado, sendo a eles adicionados 3 mL de PBS para cada 1g de amostra. Os tubos 

cônicos dos grupos foram homogeneizados durante 2 minutos em agitador de tubos. Em 

seguida, as suspensões foram transferidas para microtubos esterilizados e diluídas em PBS até 

10-3. Foram semeados 0,1 mL tanto das suspensões quanto das diluições em meios de cultura

Ágar caseína-glicerol e TSA 10%. Além das suspensões, fragmentos de folhas foram

colocados diretamente na superfície de meios de cultura.
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As placas foram incubadas a 30°C por 30 dias, verificando semanalmente se houve 

crescimento bacteriano. Observando entre as checagens frequentes crescimento microbiano, 

as colônias morfologicamente distintas eram estriadas em novas placas contendo meio de 

cultura TSA a 10% (Araújo et al., 2010) e Ágar caseína-glicerol (Kleiner et al., 2010) para a 

obtenção de culturas puras, cultivando-as em condições adequadas. A representação visual 

das etapas de isolamento se encontra na Figura 5.  

 

 
Figura 5 - Esquema das etapas de isolamento, separadas por amostras destinadas à obtenção de bactérias 
epifíticas e endofíticas. Fonte: autoria própria (2025). 

 

A caracterização dos isolados foi realizada por aspectos macroscópicos, levando em 

consideração tamanho, pigmentação, aspecto, forma, elevação e margem. A fim de conservar 

os isolados para os experimentos subsequentes, as colônias foram repicadas em TSB a 10% e 

após a verificação de crescimento microbiano, foram transferidos 500 µL do cultivo para 

criotubos contendo 500 µL de glicerol. Em seguida, foram estocados em freezer a -20°C. 

 

4.4 Ensaios de fixação biológica de nitrogênio 

Para a seleção de bactérias fixadoras de nitrogênio, os isolados foram inoculados em 

tubos de ensaio contendo 4 mL de meio de NFb líquido com composição em g.L-1 : ácido 

málico, 5; K2HPO4, 0,5; MgSO4.7H2O, 0,2; NaCl, 0,1; CaCl2.2H2O, 0,02; KOH, 4,5; e em 

mL: solução de micronutrientes, 2; solução de azul de bromotimol (0,5% em 0,2 N de KOH), 

2; solução de FeEDTA (1,64%), 4; e solução de vitaminas, 1; pH 6,5 (Döbereiner et al., 

1995). Foi realizada a incubação a 28 ºC durante 72 horas. Os experimentos foram realizados 

em triplicata, sendo os resultados positivos indicados pela mudança de cor do meio devido ao 
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aumento do pH e pela presença de halo de crescimento no meio de cultura próximo à 

superfície dos tubos (Figura 6). 

 

 
Figura 6 - Esquema do teste de fixação biológica de nitrogênio. Fonte: autoria própria (2025). 

 

 

4.5 Ensaios de solubilização de fosfato inorgânico 

Os testes de solubilização de fosfato foram realizados a partir da inoculação de 10 µL 

de suspensão dos isolados em meio de cultura sólido contendo fosfato de cálcio tribásico, 

conforme descrito por Verma et al. (2001). As placas foram incubadas a 28 ºC durante 7 dias 

e então foi verificada a presença de halos de solubilização de fosfato ao redor das colônias 

(Figura 7). 

 

 
Figura 7 - Esquema do teste de solubilização de fosfato. Fonte: autoria própria (2025). 
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As linhagens que apresentaram resultados positivos tiveram seus índices de 

solubilização calculados, definidos pela divisão entre o diâmetro do halo e o diâmetro da 

colônia (Equação 1). Os experimentos também foram realizados em triplicata. 

 

   (Equação 1) Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑆𝑜𝑙𝑢𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎çã𝑜 =  𝐷𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑜 ℎ𝑎𝑙𝑜
𝐷𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑙ô𝑛𝑖𝑎

 

4.6 Testes de produção de Ácido Indol-acético (AIA) 

A fim de determinar a capacidade de produção do hormônio vegetal AIA pelos 

isolados, foram realizados ensaios colorimétricos utilizando o reagente Salkowski, conforme 

proposto por Bric et al. (1991) e adaptado por Husen (2003).  

As bactérias foram repicadas em triplicata em meio contendo Caldo Triptona de Soja 

TSB 10%, suplementado com 5 mM de L-triptofano, e incubadas no escuro a 28 ºC em 

agitação durante 7 dias. Após esse período, foi realizada a centrifugação de 1 mL de cada 

cultivo por 5 minutos a 10.000 g, e 100 µL dos sobrenadantes foram transferidos para 

microplacas de 96 poços adicionando 100 µL do reagente Salkowski (2 mL de FeCl3 0,5 

mol/L em 98 mL de HClO4 35%). O grupo de controle negativo foi composto pelo mesmo 

meio de cultura estéril acrescido do reagente. Após 30 minutos do início da reação, com as 

placas no escuro em temperatura ambiente, a densidade óptica foi medida em comprimento de 

onda a 520 nm no espectrofotômetro de microplacas Multiskan SkyHigh com auxílio do 

software SkanIt RE 7.1. A Figura 8 ilustra as etapas do teste. 

 

 
Figura 8 - Esquema das etapas do teste de produção de AIA pelos isolados. Fonte: autoria própria (2025). 
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As leituras foram normalizadas por meio da construção de uma curva padrão obtida a 

partir da leitura de diferentes concentrações de Ácido Indol-Acético no mesmo comprimento 

de onda (Figuras 9 e 10). 

 

 
Figura 9 - Reação do reagente Salkowski com concentrações de AIA de 0 a 100 µg/mL. 

Fonte: autoria própria (2025). 
 

 
Figura 10 - Curva padrão relacionando a absorbância a 520 nm com as concentrações 

AIA. Fonte: autoria própria (2025). 

 

4.7 Ensaios de atividade antimicrobiana contra microrganismos de interesse médico 

Para o teste da atividade antimicrobiana dos isolados, foi utilizado o método de 

difusão em Ágar segundo a metodologia de Li et al. (2012). Os isolados foram repicados em 

meio TSB e incubados por 7 dias a 28 ºC. Após esse período, o caldo foi transferido para 

tubos falcon 15 mL e centrifugado a 3.000 g por 15 minutos, utilizando o sobrenadante para 

os experimentos. 
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​ Os microrganismos utilizados nos testes foram cepas de Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Esses 

patógenos foram escolhidos por conta de sua relevância clínica, sendo causadores de 

infecções oportunistas e apresentando cepas resistentes a antibióticos (Doust et al., 2012). 

Foram realizados repiques a partir de culturas devidamente estocadas no Laboratório de 

Microbiologia e Parasitologia do Departamento de Morfologia e Patologia da UFSCar, 

provenientes da Microbiologics®, Lab-EliteTM CRM (Certified Reference Material). O 

cultivo foi realizado em TSB e padronizado até a turvação 0,5 da escala McFarland por leitura 

da absorbância em espectrofotômetro (comprimento de onda 600 nm). Com o auxílio de um 

swab esterilizado, os inóculos padronizados foram espalhados na superfície de meio 

Müller-Hinton. 

Antes do espalhamento, um perfurador de metal esterilizado foi utilizado para criar 

orifícios de 8 mm de diâmetro no Ágar, onde posteriormente foram adicionados 50 μL dos 

sobrenadantes dos isolados. Após a incubação a 36 ºC durante 24 horas, foi verificada a 

formação de halo de inibição. Simultaneamente, foram preparadas placas com controle 

negativo, contendo apenas meio estéril nos orifícios, e controle positivo, contendo clorexidina 

a 0,2% (Souza, 2011). 

A Figura 11 representa visualmente a realização dos ensaios descritos. 

 

 
Figura 11 - Esquema das etapas dos ensaios de atividade antimicrobiana. Fonte: autoria própria (2025). 
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4.8 Análise estatística dos resultados 

Os resultados obtidos foram organizados por meio de tabelas e gráficos. Para 

comparação entre meios de isolamento, locais de coleta e espécies de planta nos dados obtidos 

pelos isolados nos diferentes ensaios, foi realizado o teste de variância ANOVA OneWay 

juntamente ao Teste de Tukey, sendo determinado como padrão de análise uma significância 

de 5% (p < 0,05). Para normalização dos resultados, os valores foram convertidos para log10 

(Milone, 2009).  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Isolamento e caracterização dos isolados 

Conforme pode ser visualizado na Tabela 1, foram isoladas no total 54 bactérias, 

sendo 25 obtidas das coletas de árvores localizadas no estacionamento do Departamento de 

Morfologia e Patologia e as 29 restantes isoladas de plantas coletadas de cercas. 

Dentre as bactérias obtidas de coletas realizadas em árvores, 13 foram isoladas da 

espécie Tillandsia pohliana, 5 de Tillandsia recurvata e 7 de Tillandsia tricholepsis. Quanto 

às coletas realizadas em cercas, 12 foram de Tillandsia pohliana, 8 de Tillandsia recurvata e 9 

de Tillandsia tricholepsis. A partir desses dados, observa-se que a espécie Tillandsia pohliana 

apresentou maior diversidade microbiana em comparação aos outros exemplares coletados. 

A relação do número de bactérias isoladas por quantidade de amostras coletadas em 

árvores foi de 8,33%, enquanto para amostras coletadas em cercas, 7,25%. Foi possível isolar 

mais bactérias epifíticas do que endofíticas com as metodologias utilizadas, e o meio TSA 

10%, por ser um meio não seletivo rico em nutrientes, resultou na maior diversidade de 

bactérias obtidas (Araújo et al., 2010).  

Tabela 1 - Visão geral no número de bactérias isoladas por local de coleta, espécie de Tillandsia, meio de cultura 
e método de isolamento epifítico ou endofítico. 

Amostras 

Meios de Cultivo 

Nº de 
bactérias 
isoladas 

TSA 10% Ágar Caseína-Glicerol 

Epifíticas Endofíticas Epifíticas Endofíticas 

Árvores 

T. pohliana 5 5 2 1 13 

T. recurvata 1 2 2 0 5 

T. tricholepsis 1 0 2 4 7 

Total Árvores 7 7 6 5 25 

Cercas 

T. pohliana 6 3 1 2 12 

T. recurvata 1 1 5 1 8 

T. tricholepsis 3 3 1 2 9 

Total Cercas 10 7 7 5 29 

Total das 
Coletas 17 14 13 10 54 

Fonte: autoria própria (2025). 
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Morfologicamente, os isolados obtidos apresentaram grande diversidade de texturas, 

elevação, margens e produção de pigmentos. Visualmente, foi possível observar a grande 

diversidade microbiana presente nas bromélias das espécies coletadas considerando as 

bactérias cultiváveis. Isso pode ser observado nas Figuras 12, 13 e 14, as quais contêm as 

bactérias devidamente isoladas de cada espécie e local de coleta das bromélias. As 

caracterizações morfológicas, assim como local de coleta e meio de cultura para isolamento 

podem ser visualizadas no Apêndice A.  

 

 
Figura 12 - Bactérias isoladas de Tillandsia pohliana. A) Coletadas de árvores. B) Coletadas de cercas. Fonte: autoria 
própria (2025). 

 
 

 

Figura 13 - Bactérias isoladas de Tillandsia tricholepsis. A) Coletadas de árvores. B) Coletadas de cercas. Fonte: 
autoria própria (2025). 
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Figura 14 - Bactérias isoladas de Tillandsia recurvata. A) Coletadas de árvores. B) Coletadas de cercas. Fonte: 
autoria própria (2025). 

 

Em isolamentos de bactérias de espécies de Tillandsia realizados por Giongo e 

colaboradores (2013), foram obtidos perfis de alta diversidade morfológica, fisiológica e 

genética, indicando a importância econômica e ecológica do conhecimento sobre essa 

variedade de microrganismos, que podem ser úteis para o manejo e conservação das próprias 

bromélias, além de apresentarem características de interesse agronômico e farmacológico. Os 

resultados deste trabalho demonstram a grande diversidade de características morfológicas 

das colônias observadas, que remetem às características típicas de diversos grupos de 

interesse para a bioprospecção como o gênero Bacillus e Actinomicetos. 

​  

5.2 Fixação biológica de nitrogênio (FBN) 

O teste de fixação biológica de nitrogênio foi positivo para 25 dos isolados, 

correspondendo a 46% do perfil total de bactérias (Tabela 2). Esse resultado foi evidenciado 

pela mudança da cor do meio NFb para um tom azulado por conta da produção de amônia, um 

composto alcalino, sendo o pH indicado pelo Azul de Bromotimol presente na formulação 

(Figura 15). A película próxima à superfície do meio também foi considerada para a 

confirmação da atividade de fixação de nitrogênio, demonstrando crescimento bacteriano 

mais próximo do ar devido à ausência desse elemento no meio de cultura (Döbereiner et al., 

1995). Dos resultados positivos, 11 foram isolados de Tillandsia pohliana, 8 de Tillandsia 

recurvata e 6 de Tillandsia tricholepsis.  
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Figura 15 - Em A, B, C: Culturas de bactérias em meio NFb positivas com 
película de crescimento indicado pelas setas e mudança de coloração. Em D, 
resultado negativo para fixação de nitrogênio. Fonte: autoria própria (2025). 
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Tabela 2 - Resultados da atividade de fixação de nitrogênio pelos isolados, com (+) indicando 
resultado positivo e (-), resultado negativo. 

Fonte: autoria própria (2025). 

Entre as bactérias fixadoras de nitrogênio, 59% são Epifíticas, indicando uma maior 

variedade de isolados com atividade de fixação na superfície foliar das bromélias. Conforme 

descrito por Brighigna e colegas (1992), os tricomas presentes nas folhas de espécies do 

gênero Tillandsia têm o papel de criar um ambiente protegido e com altas trocas de nutrientes 

Código do isolado 
Fixação de 
Nitrogênio Código do isolado 

Fixação de 
Nitrogênio 

TP001 + TR003 - 

TP002 - TR004 + 

TP003 + TR005 + 

TP004 - TR006 + 

TP005 + TR007 + 

TP006 - TR008 - 

TP007 + TR009 + 

TP008 + TR101 - 

TP009 - TR102 - 

TP010 - TR103 - 

TP011 - TR104 + 

TP012 - TT001 - 

TP013 + TT002 + 

TP014 + TT003 - 

TP101 - TT004 - 

TP102 - TT005 - 

TP103 - TT006 - 

TP104 - TT101 - 

TP105 + TT102 - 

TP106 + TT103 - 

TP107 - TT104 + 

TP108 - TT105 - 

TP109 + TT106 - 

TP110 - TT107 + 

TP111 + TT108 + 

TR001 + TT109 + 

TR002 + TT110 +
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entre a filosfera e o interior da planta, havendo uma alta proporção de carbono/nitrogênio, 

temperatura ótima, alta umidade e disponibilidade de recursos energéticos, condições que 

favorecem a fixação de nitrogênio. 

A maior parte das informações sobre a tomada de nutrientes em bromélias epífitas é 

relativa às vias de metabolização do nitrogênio, indicando a importância de microrganismos 

fixadores para a conservação desse grupo vegetal e potencial aplicação econômica (Giongo et 

al., 2013). Diferentes estudos realizados no México identificaram, tanto na filosfera quanto no 

interior de espécies de Tillandsia, bactérias fixadoras de nitrogênio dos gêneros Bacillus e 

Pseudomonas, respectivamente (Brighigna et al., 1992; Puente & Bashan, 1994). 

Esses resultados revelam a importância das bactérias fixadoras de nitrogênio para as 

bromélias estudadas, principalmente em ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes 

visto que essas plantas não apresentam atividade de absorção radicular. Desse modo, os 

microrganismos da superfície foliar e interior vegetal são fontes interessantes de estudo e 

investigação quanto à FBN. 

 

5.3 Solubilização de fosfato inorgânico 

​ Os isolados com capacidade de solubilizar fosfato produziram um halo de 

solubilização no meio contendo fosfato de cálcio tribásico, como pode ser observado na 

Figura 16.  

 
Figura 16 - Placas de Petri contendo meio com fosfato de cálcio tribásico, sendo os 
halos translúcidos em volta das colônias indicadores de solubilização. Fonte: 
autoria própria (2025). 

 

Dentre as 54 bactérias testadas, 32 tiveram resultado positivo para a solubilização de 

fosfato. A eficiência da solubilização foi baseada no limiar de seleção adaptado de Silva & 
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Filho (2000), sendo índices de solubilização iguais ou maiores que 2 considerados altos, 

enquanto menores que 2 considerados baixos. Logo, 7 isolados apresentaram índice de 

solubilização baixo, enquanto os 25 restantes apresentaram índices de solubilização baixos. 

Conforme observado na Figura 17, os isolados com índices de solubilização de fosfato altos 

foram, respectivamente: TR104, TT002, TT104, TP003, TP013, TR102 e TP103.  

 

 

Figura 17 - Gráfico de barras contendo os valores médios dos índices de solubilização de fosfato e 
desvio padrão obtidos pelos isolados com resultados positivos nos testes em meio contendo fosfato 
de cálcio tribásico. Fonte: autoria própria (2025). 

 

O fósforo é o segundo nutriente mais limitante ao crescimento vegetal, associado à 

processos fisiológicos essenciais como fotossíntese, respiração e formação da membrana 

celular. Apesar da alta disponibilidade desse elemento no solo, as plantas não podem 

absorvê-lo sem que este esteja em sua forma solúvel. Logo, bactérias capazes de solubilizar 

fosfato como os gêneros Pseudomonas e Bacillus, tornam o fósforo disponível às plantas, 

tornando-se alvos de estudos para a formulação de bioinsumos alternativos ao uso de 

fertilizantes sintéticos (Baby et al., 2016; Rezende et al., 2021).  

Existem poucos estudos relacionando microrganismos solubilizadores de fosfato com 

gênero de Tillandsia, sendo esse um interesse recente. Considerando essas pesquisas, Marín e 

colaboradores (2020) isolaram bactérias endofíticas capazes de solubilizar fosfato inorgânico 

pertencentes aos gêneros Bacillus, Shigella e Klebsiella, enquanto Giongo e colegas (2013) 

obtiveram mais de 94% de microrganismos positivos para essa característica no perfil total de 

isolados de Tillandsia aeranthos. Essas observações somam-se aos resultados obtidos pelos 

testes realizados no presente projeto, afirmando a importância dessas bactérias para o 
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desenvolvimento, crescimento e permanência das bromélias epífitas em ambientes com 

disponibilidade de nutrientes baixa ou irregular. 

 

5.4 Testes de produção de AIA 

Todos os isolados foram testados para a produção de AIA em meio contendo baixas 

quantidades de triptofano, precursor dessa auxina. Os positivos foram indicados pela mudança 

de coloração do meio para rosa após a adição do reagente de Salkowski. Uma coloração mais 

escura indica maior concentração de AIA, havendo um nível maior de oxidação na reação 

(Figura 18). 

A avaliação quantitativa desse teste por meio de leitura de absorbância e correlação 

com a curva padrão permitiu a determinação das concentrações de AIA produzidas pelas 

bactérias, que variou de 4,22  µg/mL a 305,5 µg/mL (Apêndice B).  

 

​  

Figura 18 - Amostras do teste de produção de Ácido Indol-Acético, com 

intensidade de coloração indicando maior concentração. Fonte: autoria 

própria (2025). 

 

A produção de AIA pelos isolados foi caracterizada conforme a adaptação dos 

critérios propostos por Hartmann et al. (1983), sendo classificada como: baixa (abaixo de 10 

µg/mL), média (entre 10 e 40 µg/mL) e alta (acima de 40 µg/mL). Dentre os 54 isolados, 24 

apresentaram uma produção baixa de AIA, 19 obtiveram produção média e, 11 isolados, 

produção alta. Os que se destacaram pela alta obtenção da auxina são apresentados pela 

Figura 19, verificando-se uma alta variação de concentrações entre 43,9 e 305,5 µg/mL. 
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Dentre os maiores produtores de AIA estão os isolados TT102, TR005, TR006 e TR002, 

respectivamente, com concentrações acima de 150 µg/mL. Apesar desses valores serem 

satisfatórios, sabe-se que concentrações muito elevadas de AIA podem inibir o crescimento 

vegetal, tendo um efeito contrário ao desejável se tratando do uso de um microrganismo como 

promotor de crescimento (Davies, 1995). Visto que os testes realizados in vitro indicam um 

potencial metabólico de produção de AIA, para a avaliação do efeito dessas concentrações em 

plantas seriam necessários testes in vivo. Quanto às espécies de Tillandsia, é necessária uma 

maior investigação sobre a contribuição do ácido indol-acético produzido pelos isolados nas 

bromélias encontradas na natureza, porém, sabe-se que essa auxina tem efeito sobre as raízes 

e na absorção de nutrientes, podendo estar relacionada à capacidade de epifitismo do gênero 

(Giongo et al., 2013; Vargas et al., 2010). 

 

 

Figura 19 - Gráfico de barras contendo as concentrações de AIA (µg/mL) obtidas 
pelos isolados que apresentaram alta produção desse composto. Fonte: autoria 
própria (2025). 

 
A busca por microrganismos produtores de fito-hormônios como Ácido Indol-acético 

é um grande interesse para a agricultura, visto que estes podem contribuir para a melhoria da 

habilidade da planta hospedeira em sobreviver a ambientes extremos (Asghar et al., 2002). 

Em espécies de Tillandsia, Giongo e colegas (2013) obtiveram produção de AIA em todos os 

seus 23 isolados de T. aeranthos, dos quais a maior parte pertencia a espécies de Bacillus 

gram-positivos produtores de esporos. Isso indica que, de fato, esse gênero tem alto potencial 

de exploração de microrganismos promotores de crescimento, sendo necessários mais testes 
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quanto à produção de AIA em diferentes condições para potencial aplicação como 

bioinsumos. 
 

 
5.5 Ensaios de atividade antimicrobiana contra microrganismos de interesse médico 

​ Dentre todos os isolados testados, apenas o sobrenadante de um deles apresentou 

efeito de atividade antimicrobiana contra as cepas testadas. O isolado TP009, uma bactéria 

epifítica isolada de T. pohliana coletada em cerca, foi capaz de inibir o crescimento de 

Staphylococcus aureus. No teste positivo, o isolado TP009 produziu um halo de inibição com 

11,3 mm de diâmetro, enquanto o controle positivo contendo clorexidina a 0,2% resultou em 

26 mm (Figura 20). Contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, nenhum dos isolados 

apresentou efeito inibitório. 

 

 
Figura 20 - Placas de Petri contendo resultados dos testes 
antimicrobianos por difusão em poço, com setas indicando 
halos de inibição do crescimento de S. aureus por clorexidina a 
0,2% e pelo isolado TP009. Fonte: autoria própria (2025). 

 

​ Na literatura, bactérias epifíticas são descritas como potenciais produtoras de agentes 

antimicrobianos por conta da competição por recursos na superfície foliar, consequentemente 

prevenindo o crescimento de patógenos e parasitas. Actinobactérias do gênero Streptomyces, 

por exemplo, produzem substâncias antimicrobianas que evitam a colonização da superfície 

de folhas e algas por outros microrganismos (Aachath & Rupawalla, 2025; Kembel et al., 

2014; Younas, 2024). Considerando essas informações, é possível considerar que o isolado 

TP009 produz substâncias antimicrobianas que servem a esse propósito e podem, assim, ser 

estudadas e aplicadas contra cepas de patógenos de interesse médico, ideia sustentada pelo 

halo de inibição produzido contra Staphylococcus aureus. 
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As bromélias do gênero Tillandsia já tiveram seus extratos caracterizados em testes de 

atividade antimicrobiana, com base no uso medicinal das folhas e raízes associado ao 

conhecimento tradicional e à cultura local. Conforme caracterizado por Vite-Posadas e 

colaboradores (2011), extratos de folhas de Tillandsia imperialis apresentaram atividade 

biológica específica contra Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, microrganismos 

associados à infecções das vias aéreas, sugerindo a presença de compostos antimicrobianos 

nas bromélias. Extratos de T. recurvata, T. fasciculata e T. bergeri também foram registrados 

na literatura, caracterizando-se pela presença de terpenos, flavonóides e compostos fenólicos 

com características antibacterianas (Estrella-Parra et al., 2019; Lo et al., 2022; Pérez-López et 

al., 2020). A literatura, porém, carece de estudos que investiguem o efeito antimicrobiano de 

bactérias isoladas dessas plantas contra patógenos de interesse médico. 

​ A busca por novos compostos com potencial antimicrobiano tem se intensificado 

recentemente com o uso banalizado de antibióticos e o surgimento de cepas resistentes aos 

terapêuticos presentes no mercado (Amaning Danquah et al., 2022). Dessa forma, a avaliação 

de microrganismos endofíticos e epifíticos isolados do ambiente é um campo de interesse na 

área. Considerando que um dos isolados apresentou resultados promissores nos testes 

realizados neste estudo, é interessante estudar a microbiota foliar de diferentes espécies do 

gênero Tillandsia presentes em ambientes diversos e verificar as interações que essas 

bactérias apresentam contra patógenos, considerando também que podem estar relacionadas à 

produção de compostos de interesse obtidos em extratos vegetais observados nos artigos 

citados.  

 

5.6 Comparações entre meios utilizados, locais de coleta e espécies de Tillandsia na 

obtenção de isolados com potencial no estímulo do crescimento vegetal. 

​ As avaliações iniciais dos resultados no isolamento foram quantitativas, indicando que 

o meio TSA 10% resultou na maior quantidade de bactérias diferentes obtidas, e que foram 

isoladas mais bactérias epifíticas do que endofíticas (Tabela 1). Porém, torna-se interessante 

uma avaliação qualitativa dos métodos de isolamento visando a obtenção de bactérias com 

maior potencial biotecnológico com base nos resultados obtidos nos testes realizados. 

​ Considerando o meio de cultura, o Ágar Caseína-Glicerol obteve aproximadamente 

78% mais isolados com capacidade de fixação de nitrogênio, 13% a mais com atividade de 

solubilização de fosfato e 166% a mais produtores de AIA em alta concentração em 
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comparação ao meio TSA 10% (Figura 21). A análise estatística indicou diferença 

significativa entre os dois meios quanto aos valores obtidos nos resultados de produção de 

AIA, com o Ágar Caseína-Glicerol apresentando uma média mais elevada; para as medidas 

dos halos de solubilização de fosfato, porém, não houve diferença significativa (Figura 22). 

Esse meio adaptado é seletivo e inibe a maioria dos microrganismos de crescimento 

rápido, favorecendo o isolamento de bactérias fastidiosas de crescimento lento incluindo 

actinobactérias, que têm significativa aplicação no setor biotecnológico (Kleiner et al., 2010; 

Lechevalier, 1975). Dessa forma, pode-se considerar que o meio é efetivo no isolamento e 

seleção de bactérias específicas com potencial biotecnológico. 

 

 
Figura 21 - Gráfico de barras comparando os números de bactérias obtidos 
em cada meio de isolamento quanto a FBN, solubilização de fosfato e alta 
produção de AIA. Fonte: autoria própria (2025). 
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Figura 22 - Box-plot contendo uma visualização dos resultados obtidos nos diferentes meios de isolamento 
utilizados. A) Teste de solubilização de fosfato, meios com resultados estatisticamente semelhantes. B) Teste 
de produção de AIA, apresentando diferença significativa nos resultados obtidos entre os meios TSA e ACG. 
Fonte: autoria própria (2025). 

 

Quanto à comparação entre os resultados obtidos por espécie de Tillandsia e local de 

coleta, a análise estatística demonstrou não existir diferença significativa na capacidade de 

solubilização de fosfato ou produção de AIA (Figura 23). Mesmo que alguns isolados tenham 

se destacado quanto aos valores obtidos, a variabilidade dentro dos grupos de comparação foi 

alta, fazendo com que a média entre eles fosse semelhante. Dessa forma, avaliando as médias 

dos resultados obtidos nos ensaios de forma geral por uma perspectiva estatística, os 

exemplares de Tillandsia associados à árvores são um alvo tão interessante para 

bioprospecção de bactérias quanto os associados à cercas, o que também se aplica para as 

espécies de T. pohliana, T. recurvata e T. tricholepsis.  
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Figura 23 - Box-plot contendo uma visualização dos resultados obtidos nos isolamentos quanto às diferentes 
espécies de Tillandsia e locais de coleta. A) Testes de solubilização de fosfato, condições com resultados 
estatisticamente semelhantes. B) Testes de produção de AIA, condições com resultados estatisticamente 
semelhantes. Fonte: autoria própria (2025). 
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6 CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos demonstraram a grande diversidade das bactérias isoladas de 

bromélias do gênero Tillandsia, tanto morfologicamente quanto nas características de 

interesse biotecnológico. Foram isoladas no total 54 bactérias, sendo 46% obtidas das coletas 

de árvores localizadas no estacionamento do Departamento de Morfologia e Patologia (das 

quais 52% foram isoladas da espécie Tillandsia pohliana, 20% de Tillandsia recurvata e 28% 

de Tillandsia tricholepsis). Os restantes 53% foram isolados de plantas coletadas de cercas 

(sendo 41% de Tillandsia pohliana, 28% de Tillandsia recurvata e 31% de Tillandsia 

tricholepsis). 

Em relação aos ensaios realizados relacionados a estímulos do crescimento vegetal, 

46% dos isolados apresentaram atividade de fixação de nitrogênio, dos quais 59% foram 

caracterizados como epifíticos, indicando alta FBN na superfície foliar das bromélias. Dentre 

todas as bactérias isoladas, 22% solubilizaram fosfato com eficiência, obtendo um índice de 

solubilização satisfatório. Todas as bactérias produziram AIA, sendo 20% produtoras desse 

hormônio em altas concentrações (maiores que 40 µg/mL). Quanto aos testes de atividade 

antimicrobiana, apenas um isolado teve resultado positivo, sendo este contra Staphylococcus 

aureus. 

A análise da metodologia revelou que o meio Ágar Caseína-Glicerol rendeu na maior 

quantidade de isolados com características de interesse, principalmente quanto a produção de 

AIA, indicando que é um meio valioso para uso em procedimentos de isolamento de 

microrganismos. Comparando a média geral dos valores obtidos nos testes realizados, os 

locais de isolamento e as espécies de Tillandsia estudadas têm o mesmo valor estatístico 

quanto às características de interesse biotecnológico. 

Considerando todos esses fatores, conclui-se que o gênero Tillandsia apresenta um 

microbioma diverso tanto na superfície foliar quanto em seus tecidos internos, e que a 

associação dessas bactérias com as bromélias envolvem a metabolização e produção de 

compostos vitais ao crescimento vegetal. Portanto, se trata de um grupo com alto valor para 

bioprospecção, com potencial em diferentes espécies vegetais localizadas em habitats com 

características variadas. 

​
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APÊNDICE A - Caracterização Morfológica dos isolados 

 

 

Local de 
Coleta 

Espécie 
vegetal 

Classificação 
do isolamento Código Identificação Morfológica 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Epifítico TP001 

filamentosa opaca com pigmento 
amarelado claro 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Epifítico TP002 

circular elevada, transparente com 
pigmento esverdeado 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Epifítico TP003 

irregular plana lobada, transparente com 
pigmento amarelo 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Epifítico TP004 

puntiforme elevada mucóide, 
transparente 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Epifítico TP005 

circular papiforme, núcleo opaco branco 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Epifítico TP006 

rizóide opaca salmão 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Epifítico TP007 

irregular plana lobada, transparente com 
pigmento rosa 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP008 

circular plana, opaca branca 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP009 

irregular elevada ondulada, opaca branca 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP010 

irregular plana ondulada, transparente 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP011 

irregular plana lobulada, transparente 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP012 

circular plana, opaca, pigmento rosa 
claro 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP013 

puntiforme plana, opaca branca 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP014 

circular plana, opaca com pigmento rosa 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Endofítico TP101 

circular convexa, opaca com pigmento 
amarelo 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Endofítico TP102 

circular plana, transparente com borda 
opaca branca 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Endofítico TP103 

puntiforme plana, transparente com 
pigmento rosa 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Endofítico TP104 

puntiforme plana, transparente 

Estacionamento 
DMP T. pohliana Endofítico TP105 

circular plana, opaca com pigmento rosa 
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Estacionamento 
DMP T. pohliana Endofítico TP106 

circular plana, transparente com 
pigmento rosa 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Endofítico TP107 

filamentosa opaca branca 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Endofítico TP108 

irregular plana ondulada, transparente 
branca 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Endofítico TP109 

irregular elevada lobulada, opaca branca 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Endofítico TP110 

irregular elevada espiral, transparente 
com pigmento rosa 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Endofítico TP111 

circular convexa, opaca com pigmento 
rosa 

Estacionamento 
DMP T. recurvata Epifítico TR001 

colônia grande irregular plana ondulada, 
transparente 

Estacionamento 
DMP T. recurvata Epifítico TR002 

filamentosa, transparente com pigmento 
amarelo 

Estacionamento 
DMP T. recurvata Epifítico TR003 

irregular plana ondulada, transparente 
com pigmento laranja 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR004 

puntiforme convexa, transparente 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR005 

filamentosa, opaca com pigmento 
amarelo 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR006 

irregular plana lobulada, opaca com 
pigmento amarelo 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR007 

fusiforme plana, transparente 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR008 

circular papilada, transparente 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR009 

filamentosa opaca, pigmento vermelho 

Estacionamento 
DMP T. recurvata Endofítico TR101 

irregular plana ondulada, opaca com 
pigmento amarelo 

Estacionamento 
DMP T. recurvata Endofítico TR102 

irregular papilada ondulada, núcleo 
opaco alaranjado 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Endofítico TR103 

rizóide opaca branca 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Endofítico TR104 

irregular elevada ondulada, opaca 
alaranjada 

Estacionamento 
DMP T. tricholepsis Epifítico TT001 

irregular papilada ondulada, núcleo 
opaco alaranjado 

Estacionamento 
DMP T. tricholepsis Epifítico TT002 

irregular plana lobulada, transparente 
com pigmento amarelo 

Estacionamento T. tricholepsis Epifítico TT003 irregular plana lobulada, transparente 
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DMP 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Epifítico TT004 

irregular elevada lobulada , opaca creme 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Epifítico TT005 

puntiforme plana, transparente 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Epifítico TT006 

irregular elevada ondulada, transparente 
com pigmento amarelo 

Estacionamento 
DMP T. tricholepsis Endofítico TT101 

irregular plana ondulada, transparente 
branca 

Estacionamento 
DMP T. tricholepsis Endofítico TT102 

irregular elevada ondulada, opaca com 
pigmento rosa 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Endofítico TT103 

puntiforme plana, mucóide transparente 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Endofítico TT104 

irregular plana lobulada, mucóide 
transparente 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Endofítico TT105 

circular convexa, pigmento laranja 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Epifítico TT106 

circular papilada, opaca branca 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Endofítico TT107 

circular convexa, transparente com 
pigmento rosa 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Endofítico TT108 

circular convexa, opaca com pigmento 
rosa 

Estacionamento 
DMP T. tricholepsis Endofítico TT109 

circular plana, transparente com 
pigmento rosa 

Estacionamento 
DMP T. tricholepsis Endofítico TT110 

puntiforme papilada inteira, transparente 
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Figura Apêndice A - Ampliação de isolados com diferentes características morfológicas. Fonte: autoria própria (2025).
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APÊNDICE B – Resultados dos testes de fatores de crescimento vegetal 

 

Local de 
Coleta 

Espécie 
vegetal 

Classificação 
do isolamento Código 

Fixação de 
Nitrogênio ISF AIA (µg/mL) 

Estacionament
o DMP T. pohliana Epifítico TP001 + 1,7 8,34 

Estacionament
o DMP T. pohliana Epifítico TP002 - 1,6 14,14 

Estacionament
o DMP T. pohliana Epifítico TP003 + 2,2 99,57 

Estacionament
o DMP T. pohliana Epifítico TP004 - 1,6 7,00 

Estacionament
o DMP T. pohliana Epifítico TP005 + 1,9 12,30 

Estacionament
o DMP T. pohliana Epifítico TP006 - 1,9 5,44 

Estacionament
o DMP T. pohliana Epifítico TP007 + 1,6 9,39 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP008 + 1,6 79,78 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP009 - - 34,70 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP010 - - 5,49 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP011 - - 36,02 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP012 - - 4,69 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP013 + 2,2 15,42 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Epifítico TP014 + - 4,22 

Estacionament
o DMP T. pohliana Endofítico TP101 - 2 21,25 

Estacionament
o DMP T. pohliana Endofítico TP102 - - 4,24 

Estacionament
o DMP T. pohliana Endofítico TP103 - 1,8 6,58 

Estacionament
o DMP T. pohliana Endofítico TP104 - - 27,84 

Estacionament
o DMP T. pohliana Endofítico TP105 + 1,7 8,33 

Estacionament
o DMP T. pohliana Endofítico TP106 + 1,4 7,07 
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Cerca 
paulistinha T. pohliana Endofítico TP107 - - 19,69 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Endofítico TP108 - - 15,98 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Endofítico TP109 + - 42,93 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Endofítico TP110 - 1,2 8,85 

Cerca 
paulistinha T. pohliana Endofítico TP111 + - 9,90 

Estacionament
o DMP T. recurvata Epifítico TR001 + 1,2 49,36 

Estacionament
o DMP T. recurvata Epifítico TR002 + 1,6 176,48 

Estacionament
o DMP T. recurvata Epifítico TR003 - - 57,70 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR004 + - 8,75 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR005 + 1,9 200,41 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR006 + 1,9 194,26 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR007 + - 17,14 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR008 - - 23,00 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Epifítico TR009 + - 8,55 

Estacionament
o DMP T. recurvata Endofítico TR101 - 1,4 7,93 

Estacionament
o DMP T. recurvata Endofítico TR102 - 2,2 8,16 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Endofítico TR103 - - 43,11 

Cerca 
paulistinha T. recurvata Endofítico TR104 + 3,3 12,44 

Estacionament
o DMP T. tricholepsis Epifítico TT001 - - 6,73 

Estacionament
o DMP T. tricholepsis Epifítico TT002 + 2,6 5,38 

Estacionament
o DMP T. tricholepsis Epifítico TT003 - - 21,36 

Cerca T. tricholepsis Epifítico TT004 - 1,5 17,97 
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paulistinha 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Epifítico TT005 - - 6,25 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Epifítico TT006 - - 13,53 

Estacionament
o DMP T. tricholepsis Endofítico TT101 - 1,4 9,16 

Estacionament
o DMP T. tricholepsis Endofítico TT102 - 1,4 305,53 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Endofítico TT103 - 1,8 33,51 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Endofítico TT104 + 2,4 16,88 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Endofítico TT105 - 1,4 33,38 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Epifítico TT106 - - 8,81 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Endofítico TT107 + 1,5 8,90 

Cerca 
paulistinha T. tricholepsis Endofítico TT108 + - 8,06 

Estacionament
o DMP T. tricholepsis Endofítico TT109 + 1,3 70,79 

Estacionament
o DMP T. tricholepsis Endofítico TT110 + 1,2 12,99 
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ANEXO 1 - Composição de meios de cultura e soluções 

1.1 Composição do meio Ágar Caseína-Glicerol (KLEINER et al., 2010) 

Componente Concentração (g/L) 

Glicerol 10,0 mL 

Nitrato de potássio (KNO3) 2,0 

Caseína 0,3 

Cloreto de sódio (NaCl) 2,0 

Fosfato de potássio dibásico (K2HPO4) 2,0 

Sulfato de magnésio (MgSO 4 .7H2O) 0,05 

Carbonato de cálcio (CaCO3) 0,02 

Sulfato de ferro (FeSO 4 .7H2O) 0,01 

Ágar 15 

 

 

1.2 Composição do meio NFb (DÖBEREINER et al., 1995) 

Componente Concentração (g/L) 

Ácido Málico (C4H6O5 ) 5,0 

Fosfato de potássio bibásico (K2HPO4.3H2O) 0,5 

Sulfato de magnésio (MgSO 4 .7H2O) 0,2 

Cloreto de cálcio (CaCl2 .2H2O) 0,02 

Cloreto de sódio (NaCl) 0,1 

Hidróxido de potássio (KOH) 4,5 

Ágar 2,3 

FeEDTA 1,64% 4 mL/L 

Solução de micronutrientes 2 mL/L 

Solução de vitaminas 1 mL/L 

Solução de azul de bromotimol (0,5%) 2 mL/L 
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Solução de micronutrientes 

Sulfato de manganês (MnSO4 .H2O) 1,17 

Sulfato de cobre (CuSO4 .5H2O) 0,04 

Molibdato de sódio (Na2MoO4.2H2O) 1,0 

Sulfato de zinco (ZnSO4. 7H2O) 1,2 

Ácido bórico (H3BO3) 1,4 

 

Solução de vitaminas 

Biotina 0,1 

Piridoxina 0,02 

 

1.3 Composição do meio fosfato de cálcio tribásico (VERMA et al., 2001) 

Componente Concentração (g/L) 

Glicose 10,0 

Cloreto de sódio (NaCl) 5,0 

Cloreto de amônio (NH4.Cl) 5,0 

Sulfato de magnésio (MgSO4 .7H2O) 1,0 

Extrato de levedura 0,5 

Fosfato de cálcio tribásico (Ca5OH(PO4)3) 5,0 

Ágar 15,0 
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