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RESUMO

A familia Bromeliaceae ¢ nativa de regides neotropicais e inclui uma ampla variedade de
géneros e espécies, sendo altamente adaptadas devido a presenga dos tricomas foliares,
estruturas essenciais para a absor¢ao de agua e nutrientes. O género Tillandsia contém o maior
numero de espécies dentro da familia e ¢ completamente epifito, apresentando um padrao de
interacdo com microrganismos crucial para a protecdo, crescimento vegetal e nutricdo,
especialmente quanto a fixacdo de nitrogénio e solubiliza¢cdo de fosfato. Assim, a importancia
das comunidades bacterianas nas espécies de 7illandsia torna-se um amplo campo de pesquisa
focado na diversidade microbiana em bromélias brasileiras, o qual at¢é o momento tem sido
negligenciado. Este estudo teve como objetivo o isolamento e a caracterizagdo de bactérias
endofiticas e epifiticas encontradas em espécies de Tillandsia do sudeste brasileiro, dada a
escassez de estudos focados nestas interagdes e suas potenciais aplicagdes biotecnoldgicas.
Para isso, foram coletadas em arvores e cercas amostras das espécies Tillandsia pohliana,
Tillandsia tricholepsis e Tillandsia recurvata no campus da Universidade Federal de Sao
Carlos em Sao Carlos (SP). As plantas foram devidamente desinfectadas para o isolamento de
bactérias de interesse, com aliquotas semeadas em placas de Petri contendo meios TSA a 10%
e Caseina Glicerol e incubadas a 30°C durante 30 dias. Os microrganismos foram isolados em
culturas puras, com as quais foram realizados testes de fixa¢do de nitrogénio em meio NFb,
solubilizagdo de fosfato inorganico em meio de cultura sélido contendo fosfato de calcio
tribasico, produgdo de Acido Indol-Acético e atividade antimicrobiana contra patogenos de
interesse médico. A partir de 7 amostras vegetais coletadas, foram obtidas 54 culturas
bacterianas isoladas, das quais 46% foram obtidas das coletas de arvores e, o restante, de
cercas. Ao todo, 46% das bactérias foram positivas para fixa¢do de nitrogénio, 59% foram
capazes de solubilizar fosfato e todas produziram AIA in vitro. Um isolado
apresentou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. As andlises estatisticas
demonstraram destaque do meio ACG para isolamento, e revelaram ndo haver diferenca
significativa nas médias dos valores obtidos nos ensaios quanto a espécie de bromélia e o
local de coleta. Esses resultados demonstram a grande diversidade microbiana presente na
superficie foliar e no interior dos tecidos das bromélias do género Tillandsia, indicando a
importancia crucial desses isolados na nutricdo € no crescimento vegetal ¢ comprovando o

interesse na potencial utilizagdo dessas bactérias como bioinsumos.

Palavras-chave: bioprospeccdo; isolamento; Bromeliaceae; fixacdo de nitrogénio;
solubilizacao 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 T7illandsia 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 Sdo Carlos (Sdo 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
1solates 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 TAA 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 INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae ¢ caracteristica de regides neotropicais, apresentando grande
quantidade de géneros e espécies que podem ser encontrados em diferentes tipos de nichos
ambientais, desde florestas a desertos. Uma caracteristica fundamental dessa familia vegetal ¢
a presenga de tricomas na superficie foliar, estruturas especializadas em absorver umidade e
nutrientes disponiveis na atmosfera ou em reservatorios (Benzing, 1990).

Devido a existéncia dos tricomas, as bromélias apresentam adaptagdes essenciais ao
epifitismo, uma relagdo cujos mecanismos de aquisicdo de sais essenciais e captagcdo de agua
em situagdes de estresse hidrico sdo fundamentais para a sobrevivéncia. O padrio de
distribuicdo de espécies epifitas da familia Bromeliaceae ¢ influenciado por varios fatores
ambientais. Assim, existe uma variagdo temporal na criacao ¢ modificacdo de micro-habitats
entre os forofitos que as sustentam, com condi¢des particulares para o desenvolvimento
vegetal de acordo com a disponibilidade e captagdo de recursos (Benzing, 1990).

Entre a familia Bromeliaceae, o género Tillandsia contém o maior nimero de espécies
de bromélias, das quais todas sdo essencialmente epifitas, devido a total perda de contato com
o solo (Smith & Downs, 1977; Brighigna et al., 1992). O epifitismo nesse género ¢ muito
particular, principalmente devido a alta funcionalidade e adaptagdo morfoldgica dos tricomas
presentes na regido foliar, dispensando a necessidade de absor¢do radicular. Logo, ¢ possivel
observar a presenca de espécies de Tillandsia em estruturas inertes como cercas € cabos
elétricos de alta tensdo, nas quais as raizes apresentam apenas a fungao de adesao (Brighigna
etal., 1992).

Considerando esses fatores, Brighigna e colaboradores (1992) descreveram a
importancia em investigar como as espécies de Tillandsia sdo capazes de atender suas
demandas nutricionais em condicoes de desenvolvimento tdo diversas, considerando
principalmente a obten¢do de nitrogénio. Em especial, as comunidades de microrganismos
epifiticos e endofiticos podem ser a chave para a sobrevivéncia desses vegetais, sobretudo
com atividades relativas a fixacao de nitrogénio e a solubilizacao de fosfato.

Como definido por Lindow e Brandi (2003), epifiticos sdo microrganismos que
habitam e se reproduzem na superficie foliar, dos quais os mais abundantes sao as bactérias. A
grande variagdo de fatores fisicos, como umidade e temperatura, somada as condi¢des de
disponibilidade de nutrientes, ocasiona alteracdes nos padrdes populacionais dos epifiticos ao
longo do tempo. Por compartilharem o mesmo nicho que alguns patogenos foliares, esses

microrganismos competem por nutrientes e assim tém a capacidade de produzir substancias



14

antimicrobianas contra os invasores, tornando-as benéficas ao seu hospedeiro (Blakeman &
Brodie, 1997).

As bactérias endofiticas estdo presentes no interior da maioria das plantas vasculares,
colonizando o meio intra ou intercelular sem causar danos aparentes ou alteragdes fisicas e
fisiologicas na planta hospedeira (Firdakova et al., 2007; Joo et al., 2020). Na literatura, os
endofiticos t€m sido caracterizados por sua capacidade de produzir compostos promotores de
crescimento vegetal e metabolitos antimicrobianos, além da protegdo contra patdgenos,
fixacdo de nitrogénio atmosférico e solubilizacdo e assimila¢do de fosfato (Neto et al., 2002;
Rosenblueth & Martinez-Romero, 2007). Comparado aos epifiticos, esse grupo apresenta
vantagem ecoldgica devido ao ambiente mais protegido de condigdes adversas no interior
vegetal, como mudancas de temperatura, potencial osmotico, radiagdo ultravioleta e
competicdo com outros microrganismos (Hallmann ef al., 1997).

Em pesquisas realizadas com espécies desérticas de 7Tillandsia, foram observadas nas
superficies foliares comunidades bacterianas distintas altamente adaptadas ao modo de vida
epifito dos hospedeiros (Hakobyan, 2023). Essa relagdo ¢ facilitada principalmente pelas
caracteristicas estruturais das bromélias, as quais permitem o acimulo de serapilheira entre as
folhas, criando um microambiente rico em fonte de matéria organica para varias comunidades
microbianas (Ospina-Bautitsta & Varon, 2016). Ademais, também sdo encontradas diversas
bactérias endofiticas nos tecidos internos de espécies de Tillandsia. Conforme demonstrado
por Giongo et al. (2013), os beneficios da associagdo dessas bactérias com as bromélias
envolvem a solubilizacdo de fosfato e producdo de fito-hormonios vitais ao crescimento
vegetal.

Ainda existem poucos estudos demonstrando a diversidade microbiana em bromélias
nativas da regido sudeste do Brasil, sendo a maior parte deles focados em espécies de fungos
endofiticos. Porém, as pesquisas com destaque em bactérias tém caracterizado a alta
diversidade de espécies epifiticas e endofiticas, que colabora com a adaptagdo vegetal em
ambientes cujas condigdes nutricionais sdo 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 bioprospeccdo de microrganismos e definicdo de
caracteristicas como fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producao de hormonios
vegetais.

Pesquisas recentes destacam a importancia de explorar os microbiomas unicos das

espécies vegetais diversas para a caracterizagdo de microrganismos e metabdlitos de interesse
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biotecnoldgicos, os quais podem ser uteis para a agricultura, formulacdo de farmacos e
conservagao da biodiversidade (Aghdam & Brown, 2021; Strobel, 2003). Portanto, o presente
trabalho tem como justificativa o grande potencial no isolamento e estudo de caracteristicas
das bactérias endofiticas e epifiticas presentes em espécies de Tillandsia tipicas do sudeste
brasileiro, considerando o baixo nimero de estudos que descrevem as relagdes estabelecidas

entre os microrganismos ¢ o género de bromélias em questao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 O Género Tillandsia

A familia Bromeliaceae abrange aproximadamente 56 géneros e 3.010 espécies
epifitas ou terrestres (Brown; Gilmartin, 1987; Luther, 2004). Suas subfamilias sao dividas em
Pitcairnioideae, Tillandsioideac e Bromelioideae, as quais sdo classificadas de acordo com
tipo de tricoma e fruto, posi¢cdo do ovario e modo de crescimento (Smith & Downs, 1979).

Um padrio de epifitismo interessante pode ser encontrado na subfamilia
Tillandsioideae, cujas espécies ndo demonstram qualquer contato com o solo, crescendo em
arvores ou até estruturas inertes (Brighigna et al., 1992) (Figura 1). O género Tillandsia é o
maior da familia Bromeliaceae, com mais de 650 espécies registradas (Estrella-Parra et al.,
2019). Essas plantas se destacam pela sua habilidade em absorver 4gua e nutrientes
diretamente do ar, tornando-se bioindicadores de poluigdo e presengca de metais como

chumbo, cobre e cddmio no ambiente (Brighigna et al., 1997).
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Figura 1 - Espécies de Tillandsia encontradas em galhos de arvores (A) e fixadas em
cerca metalica. Fonte: autoria propria (2025).

Uma adaptacdo crucial a sobrevivéncia dessas plantas em condi¢des ambientais
consideradas extremas ao nicho epifito é o refinamento da forma e fungdo dos tricomas
foliares, visto que as raizes sdo incapazes de absorver agua e tém fungdo exclusiva de fixacao
ao substrato (Papini et al., 2010; Smith & Downs, 1974). Os tricomas tém a fun¢do de
melhorar a camada de captacdo de nutrientes na superficie foliar, reduzindo a perda de agua

para o ambiente e facilitando o transporte para o interior da planta (Figura 2). A morfologia e



17

densidade dessas estruturas varia ndo somente entre espécies, mas também entre individuos a

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

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

Por conta dessas caracteristicas particulares, o género Tillandsia desperta grande
interesse de autores que buscam estudar as interagdes ecologicas dessas bromélias com o
ambiente. Além disso, possui relevancia cultural e economica por conta de sua diversidade
morfologica que se destaca no paisagismo e também ¢ utilizado na medicina tradicional para

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

(Estrella-Parra et al., 2019).

2.2 Bioprospecciao de microrganismos de interesse biotecnolégico

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial, porcentagem que pode ser
considerada também para microrganismos. A diversidade bioldgica ¢ uma implicacdo da
diversidade quimica adquirida evolutivamente para garantir a sobrevivéncia dos ecossistemas.
Dessa forma, existe um grande potencial para bioprospeccdo de microrganismos que
apresentem propriedades de interesse derivadas de vias bioquimicas relacionadas a interagdes
que estes apresentam com o ambiente (Strobel & Daisy, 2003; Val et al., 2022).

Atualmente, substancias bioativas produzidas por microrganismos sdo investigadas
para aplicacdo biotecnoldgica em areas distintas, como a industrial, agricola e da saude.
Sabe-se, por exemplo, que diversos microrganismos podem promover o crescimento de
plantas as 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 sdo capazes de produzir moléculas antimicrobianas, o que se destaca
na atualidade em que cepas resistentes a antibidticos tém surgido e se tornado cada vez mais
dificeis de controlar com os medicamentos disponiveis no mercado (Strobel & Daisy, 2003).
O ntmero 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 sdo escassos, tanto pela limitacao
na classificagdo em comparagdo a plantas e animais quanto pela dificuldade de defini¢cdo das
condigdes ideais de cultivo em laboratorio (Manfio, 2003). Dessa forma, mais estudos de
isolamento e caracterizacdo microbiana sdo necessarios para dimensionar a biodiversidade de
microrganismos encontrados nos biomas brasileiros, tanto para fins de conservagdo quanto

para a prospeccao de caracteristicas de interesse biotecnologico (Chagas et al., 2017).

2.3 Fixacao Biologica de Nitrogénio

O nitrogénio € o principal nutriente limitante do crescimento vegetal, sendo essencial
para a sintese de biomoléculas como proteinas, acidos nucléicos e metabdlitos primarios e
secundarios. Apesar da abundancia do nitrogénio na atmosfera, as plantas sdo incapazes de
assimila-lo diretamente, sendo necessaria a acdo de microrganismos fixadores que tornem
esse composto disponivel no solo em formas que possam ser absorvidas, como amonio, nitrito
e nitrato. Dessa forma, a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) ¢, apos a fotossintese, o
processo bioldgico mais importante para as plantas (Gallo & Basso, 2012; Rezende ef al.,
2021).

As bactérias fixadoras de nitrogénio podem estabelecer associagdo simbidtica com
leguminosas, como ¢ o caso dos géneros Rhyzobium e Bradyrhizobium, e podem também ser
espécies de vida livre ou endofiticas, como as do género Azospirillum. A FBN é comum a
todas elas por meio da acdo da enzima nitrogenase, cujas subunidades sdo compostas por
proteinas codificadas pelo grupo de “operons” nif. O uso de inoculantes naturais capazes de
realizar FBN ¢ um grande campo de interesse para a agricultura, pois pode reduzir o uso de
fertilizantes nitrogenados e aumentar a disponibilidade de nitrogénio no solo de forma

sustentavel (Chang et al., 2015; Rezende et al., 2021).
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2.4 Solubilizacio Biologica de Fosfato

O fosforo ¢ o segundo nutriente limitante ao crescimento das plantas, associado a
processos fisioldgicos essenciais para o desenvolvimento vegetal como fotossintese e
respiracdo (compondo o ATP e NADPH) além da formagao da membrana celular (bicamada
fosfolipidica). Esse composto ¢ encontrado em minerais e matéria organica, sendo necessaria
a acdo de microrganismos capazes de absorvé-lo em sua forma insolivel e converté-lo para
formas organicas de fosfato, que podem ser incorporadas por células vivas (Khan et al.,
2014). Bactérias capazes de solubilizar fosfato, como espécies pertencentes aos géneros
Agrobacterium, Pseudomonas e Bacillus, secretam acidos organicos, quelando os ions
minerais e acidificando o meio. Esse processo permite a solubilizacdo do fosforo e,
consequentemente, sua absor¢do e processamento no ambiente (Marra et al., 2012; Rezende et

al., 2021).

2.5 Acido Indol-3-Acético

O hormoénio vegetal acido indol-3-acético (AIA) ¢ uma auxina responsavel pela
regulagdo de varios processos celulares no desenvolvimento vegetal, como a divisdo celular,
alongamento e diferenciacao de tecidos, crescimento das raizes, folhas e frutos, e modulacao
das respostas a luz e as condigoes de estresse (Glick, 2012).

Alguns microrganismos sdo capazes de produzir AIA, sendo as vias de biossintese
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 sintese exodgena dessa auxina ¢ ainda mais
significativa quando as condi¢des para producdo vegetal sdo desfavoraveis, beneficiando a
planta ao favorecer a proliferacdo das raizes, e consequente aumento da capacidade de
absorcdo de agua e nutrientes (Lambrecht et al., 2000).

Dentre bactérias conhecidas capazes de realizar a produg¢do de AIA, estdo géneros
como Arthrobacter, Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas. A aplicagdo de bactérias
produtoras de fito-hormonios na agricultura, pode ser 1til para melhorar a fisiologia, biomassa
e rendimento de culturas vegetais, aumentando o tamanho, nimero de ramos e area de

superficie das raizes (Rezende ef al., 2021).
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2.6 Substincias antimicrobianas produzidas por microrganismos

O desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos compostos antimicrobianos
existentes por microrganismos patogénicos ¢ um grande problema de satde publica. Esse
cenario traz urgéncia a busca por novos antibidticos que apresentem resposta eficaz no
tratamento de doencas infecciosas. Na ultima década, produtos naturais foram utilizados como
as principais fontes de agentes antimicrobianos, sendo biomoléculas produzidas por plantas,
fungos e bactérias altamente exploradas na medicina, veterindria, agricultura e biotecnologia
(Amaning Danquah et al., 2022; O’Neill, 2014).

Microrganismos sdo reconhecidos como produtores de compostos bioativos com
atividade antibacteriana e fungicida por conta da riqueza funcional dos metabdlitos
secundarios que produzem para sobreviver as diversas condigdes ambientais e ter sucesso na
competi¢dao por nutrientes contra outros microrganismos (Swift et al., 2021). Dessa forma, sao
considerados reservatorios de biomoléculas promissoras inexploradas que possuem atividade
antimicrobiana e estrutura varidvel em comparacdo aos compostos tipicamente utilizados na
medicina, fato que torna a bioprospeccdo e identificacdo de novas moléculas bioativas
altamente desejavel (Amaning Danquah et al., 2022).

Em especial, microrganismos associados as plantas sao um alvo significativo para a
bioprospeccdo de antimicrobianos, pois desempenham um papel importante na protecao de
seu hospedeiro contra fitopatogenos (Crawford et al., 1993). Atualmente, existem registros
significativos na literatura de compostos antimicrobianos obtidos de bactérias isoladas de
amostras vegetais, como por exemplo metabdlitos bioativos incluindo alcaldides, esteroides,
terpenos e fendis. Isso demonstra que esses microrganismos sdo fontes valiosas para a busca

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

3.1. Objetivo Geral
Isolar e caracterizar bactérias endofiticas e epifiticas de bromélias das espécies

Tillandsia recurvata, Tillandsia tricholepsis e Tillandsia pohliana.

3.2. Objetivos especificos

e (aracterizar in vitro bactérias com capacidade de fixa¢dao de nitrogénio, solubilizagao
de fosfato e produgio do horménio vegetal Acido Indol-acético.

e Quantificar a solubilizagdio de fosfato e a producdo do horménio vegetal Acido
Indol-acético pelas culturas isoladas.

e Testar a atividade antimicrobiana das suspensdes bacterianas Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

e Comparar estatisticamente as diferentes condigdes de isolamento para a obtencao de

bactérias de interesse biotecnologico.
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4 METODOLOGIA
4.1 Coleta

Foram realizadas saidas de campo para os jardins localizados na Universidade Federal
de Sdo Carlos (UFSCar), em Sao Carlos, no estado de Sao Paulo, para a coleta de bromélias
das espécies Tillandsia recurvata, Tillandsia tricholepsis e Tillandsia pohliana, identificadas
visualmente com o auxilio de técnicos do Departamento de Botanica (DB) da UFSCar. Foram
coletados no total 7 exemplares, dos quais 3 correspondem as arvores localizadas nos
arredores do estacionamento do Departamento de Morfologia e Patologia (Figura 3 A-C) e 4
as cercas localizadas proximas a Portaria Sul (Figura 3 D-E). A coleta foi realizada
diretamente em sacos plasticos transparentes esterilizados, evitando contato com as
maos, e as plantas foram transportadas em caixas isotérmicas até o laboratorio para o inicio

das analises, sem ocorrer mistura de modo a garantir a identificagdo 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
propria (2025).

4.2 Desinfeccio das amostras

Com as amostras no laboratorio, foi realizada a adaptacdo da técnica de desinfeccao

superficial demonstrada por Qin ef al. (2009). As plantas foram lavadas com agua autoclavada
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dentro dos sacos plasticos utilizados na coleta para a retirada de residuos de poeira e terra, e
entdo foram separados pedacos de caule e folhas de cada unidade de amostra, utilizando
pingas e bisturi esterilizados. Em seguida, as amostras foram acondicionadas em tubos de 50
mL com solugdo tampao fosfato (PBS - Phosphate-Buffered Saline) e agitadas durante 1
minuto para a total remog¢ao de residuos e alguns microrganismos epifiticos ndo adaptados a
superficie foliar.

Uma parte das folhas foi separada para o isolamento de bactérias epifiticas, sendo
inoculada em solucdo tampdo PBS e ndo seguindo com as técnicas de desinfec¢do
subsequentes para conservar os microrganismos de interesse. J4 o restante do material
coletado foi submerso em alcool 70% durante 3 minutos e, em seguida, em solugdo de
hipoclorito de sddio 5% (m/v) por 7 minutos. Finalizando o procedimento, as amostras foram
neutralizadas em solucdo de tiossulfato de sodio 2,5% por 10 minutos e submersas novamente
em alcool 70% por 30 segundos. Em seguida, foi realizada a lavagem das amostras com agua
destilada autoclavada por 3 vezes, submergindo-as entdo em solugdo de bicarbonato de s6dio
10% durante 10 minutos para impedir e retardar o crescimento de fungos. Todo o
procedimento foi realizado em cabine de seguranga bioldgica, e as amostras foram deixadas
para secar em placas de Petri esterilizadas.

Para verificar a eficacia do processo de desinfeccdo completo, foram realizados 2
testes como proposto por Qin et al. (2009). A superficie do tecido vegetal esterilizado foi
impresso em meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA) a 10% (Aratjo et al., 2010), e
incubando a 28°C. Essas amostras também foram adicionadas a tubos com 5SmL de 4gua
esterilizada, agitando durante 1 minuto para entdo inocular 200 uL em meio de cultura e
incubar na mesma temperatura. Foi verificada a presen¢a de crescimento microbiano durante
os proximos dias, a fim de confirmar se as amostras realmente foram devidamente
esterilizadas. A Figura 4 esquematiza as etapas do procedimento de desinfecgdo realizadas

nessa etapa.
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Figura 4 - Esquema das etapas de desinfec¢do, conforme descritas na metodologia. Fonte: autoria propria
(2025).

4.3 Isolamento de bactérias endofiticas e epifiticas

As amostras vegetais de acordo com as bactérias a serem isoladas (epifiticas e
endofiticas) foram transferidas para tubos conicos de 50 mL e placas de Petri esterilizados
devidamente identificados.

Para isolamento de bactérias epifiticas, os tubos com as folhas e 5 mL de PBS foram
acondicionados em cuba ultrassonica a 160W por 15 minutos, para a remogao das bactérias da
superficie. As suspensdes foram transferidas para microtubos esterilizados e diluidas em PBS
até 107, sendo entdo inoculados 0,1 mL de cada dilui¢do e da suspensio inicial na superficie
dos meios Agar caseina-glicerol ¢ TSA 10%. As folhas também foram comprimidas por 15
segundos na superficie dos mesmos meios de cultura.

Os tubos contendo folhas destinadas ao isolamento de endofiticos, apos o
procedimento de desinfec¢do, tiveram seu conteido macerado com bastdo de vidro
esterilizado, sendo a eles adicionados 3 mL de PBS para cada 1g de amostra. Os tubos
conicos dos grupos foram homogeneizados durante 2 minutos em agitador de tubos. Em
seguida, as suspensoes foram transferidas para microtubos esterilizados e diluidas em PBS até
107, Foram semeados 0,1 mL tanto das suspensdes quanto das dilui¢des em meios de cultura
Agar caseina-glicerol ¢ TSA 10%. Além das suspensdes, fragmentos de folhas foram

colocados diretamente na superficie 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 colonias morfologicamente distintas eram estriadas em novas placas contendo meio de
cultura TSA a 10% (Aratjo et al., 2010) e Agar caseina-glicerol (Kleiner et al., 2010) para a
obtencdo de culturas puras, cultivando-as em condi¢des adequadas. A representagdo visual

das etapas de isolamento se encontra na Figura 5.
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Figura 5 - Esquema das etapas de isolamento, separadas por amostras destinadas a obtengdo de bactérias
epifiticas e endofiticas. Fonte: autoria propria (2025).

A caracterizagdo dos isolados foi realizada por aspectos macroscopicos, levando em
consideragdo tamanho, pigmentacdo, aspecto, forma, elevacao e margem. A fim de conservar
os isolados para os experimentos subsequentes, as colonias foram repicadas em TSB a 10% e
apos a verificagdo de crescimento microbiano, foram transferidos 500 pL do cultivo para

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

4.4 Ensaios de fixacio biologica de nitrogénio

Para a sele¢do de bactérias fixadoras de nitrogénio, os isolados foram inoculados em
tubos de ensaio contendo 4 mL de meio de NFb liquido com composi¢do em g.L' : 4cido
malico, 5; K2HPO4, 0,5; MgS04.7H20, 0,2; NaCl, 0,1; CaCl2.2H20, 0,02; KOH, 4,5; ¢ em
mL: solu¢do de micronutrientes, 2; solu¢ao de azul de bromotimol (0,5% em 0,2 N de KOH),
2; solucao de FeEDTA (1,64%), 4; e solu¢ao de vitaminas, 1; pH 6,5 (Dobereiner et al.,
1995). Foi realizada a incubagdo a 28 °C durante 72 horas. Os experimentos foram realizados

em triplicata, sendo os resultados positivos indicados pela mudancga de cor do meio devido ao



26

aumento do pH e pela presenga de halo de crescimento no meio de cultura proximo a

superficie dos tubos (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema do teste de fixagdo biologica de nitrogénio. Fonte: autoria propria (2025).

4.5 Ensaios de solubilizaciao de fosfato inorganico

Os testes de solubilizacdo de fosfato foram realizados a partir da inoculagao de 10 pL
de suspensdo dos isolados em meio de cultura sélido contendo fosfato de célcio tribasico,
conforme descrito por Verma et al. (2001). As placas foram incubadas a 28 °C durante 7 dias

e entdo foi verificada a presenca de halos de solubilizacdo de fosfato ao redor das coldnias

(Figura 7).

TSB 10%
-_—

10 pL

Isolado o —
Meio com Fosfato

de calcio tribasico

Figura 7 - Esquema do teste de solubilizacdo de fosfato. Fonte: autoria propria (2025).
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As linhagens que apresentaram resultados positivos tiveram seus indices de
solubilizacdao calculados, definidos pela divisdo entre o diametro do halo e o diametro da

colonia (Equagdo 1). Os experimentos também foram realizados em triplicata.

Diametro do halo
Diametro da colonia

Indice de Solubilizagio = (Equagdo 1)

4.6 Testes de producio de Acido Indol-acético (AIA)

A fim de determinar a capacidade de producdo do hormonio 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 °C em
agitacdo durante 7 dias. Apds esse periodo, foi realizada a centrifugacdo de 1 mL de cada
cultivo por 5 minutos a 10.000 g, ¢ 100 pL. dos sobrenadantes foram transferidos para
microplacas de 96 pocos adicionando 100 pL. do reagente Salkowski (2 mL de FeClI3 0,5
mol/L em 98 mL de HCIO4 35%). O grupo de controle negativo foi composto pelo mesmo
meio de cultura estéril acrescido do reagente. Apds 30 minutos do inicio da reacdo, com as
placas no escuro em temperatura ambiente, a densidade dptica foi medida em comprimento de
onda a 520 nm no espectrofotometro de microplacas Multiskan SkyHigh com auxilio do

software Skanlt RE 7.1. A Figura 8 ilustra as etapas do teste.
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Figura 8 - Esquema das etapas do teste de producdo de AIA pelos isolados. Fonte: autoria propria (2025).
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As leituras foram normalizadas por meio da constru¢do de uma curva padrao obtida a
partir da leitura de diferentes concentracdes de Acido Indol-Acético no mesmo comprimento

de onda (Figuras 9 e 10).

- e e\ Y Y | B ENER VRO jm
‘F‘ r*.m' e 2 | it | e it | | i;-—q‘ *E-\‘m -

b—‘!'!‘-r—viva-‘ " ”—' , , f

Figura 9 - Reacdo do reagente Salkowski com concentragdes de AIA de 0 a 100 pg/mL.
Fonte: autoria propria (2025).
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Figura 10 - Curva padrdo relacionando a absorbancia a 520 nm com as concentragdes

AIA. Fonte: autoria propria (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
difusdo em Agar segundo a metodologia de Li ez al. (2012). Os isolados foram repicados em
meio TSB e incubados por 7 dias a 28 °C. Apo6s esse periodo, o caldo foi transferido para
tubos falcon 15 mL e centrifugado a 3.000 g por 15 minutos, utilizando o sobrenadante para

0s 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
patogenos foram escolhidos por conta de sua relevancia clinica, sendo causadores de
infecgdes oportunistas e apresentando cepas resistentes a antibidticos (Doust et al., 2012).
Foram realizados repiques a partir de culturas devidamente estocadas no Laboratorio 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 turvagao 0,5 da escala McFarland por leitura
da absorbancia em espectrofotometro (comprimento de onda 600 nm). Com o auxilio de um
swab esterilizado, os inoculos padronizados foram espalhados na superficie de meio
Miiller-Hinton.

Antes do espalhamento, um perfurador de metal esterilizado foi utilizado para criar
orificios de 8 mm de didmetro no Agar, onde posteriormente foram adicionados 50 uL dos
sobrenadantes dos isolados. Apos a incubagdo a 36 °C durante 24 horas, foi verificada a
formacdo de halo de inibicdo. Simultaneamente, foram preparadas placas com controle
negativo, contendo apenas meio estéril nos orificios, e controle positivo, contendo clorexidina
a 0,2% (Souza, 2011).

A Figura 11 representa visualmente a realizacdo dos ensaios descritos.
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Figura 11 - Esquema das etapas dos ensaios de atividade antimicrobiana. Fonte: autoria propria (2025).
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4.8 Analise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos foram organizados por meio de tabelas e graficos. Para
comparagao entre meios de isolamento, locais de coleta e espécies de planta nos dados obtidos
pelos isolados nos diferentes ensaios, foi realizado o teste de varidancia ANOVA OneWay
juntamente ao Teste de Tukey, sendo determinado como padrdo de analise uma significancia
de 5% (p < 0,05). Para normalizagdo dos resultados, os valores foram convertidos para logio

(Milone, 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento e caracterizaciao dos isolados

Conforme pode ser visualizado na Tabela 1, foram isoladas no total 54 bactérias,
sendo 25 obtidas das coletas de arvores 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 arvores, 13 foram isoladas da
espécie Tillandsia pohliana, 5 de Tillandsia recurvata e 7 de Tillandsia tricholepsis. Quanto
as 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 comparagao aos outros exemplares coletados.

A relagcdo do numero de bactérias isoladas por quantidade de amostras coletadas em
arvores foi de 8,33%, enquanto para amostras coletadas em cercas, 7,25%. Foi possivel isolar
mais bactérias epifiticas do que endofiticas com as metodologias utilizadas, e o0 meio TSA
10%, por ser um meio nao seletivo rico em nutrientes, resultou na maior diversidade de

bactérias obtidas (Araujo et al., 2010).

Tabela 1 - Visdo geral no numero de bactérias isoladas por local de coleta, espécie de Tillandsia, meio de cultura
e método de isolamento epifitico ou endofitico.

Meios de Cultivo
TSA 10% Agar Caseina-Glicerol N° de
bactérias

Amostras Epifiticas Endofiticas Epifiticas Endofiticas isoladas
Arvores
T. pohliana 5 5 2 1 13
T recurvata 1 2 2 0 5
T. tricholepsis 1 0 2 4 7
Total Arvores 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 propria (2025).
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Morfologicamente, os isolados obtidos apresentaram grande diversidade de texturas,
elevagdo, margens e produgdo de pigmentos. Visualmente, foi possivel observar a grande
diversidade microbiana presente nas bromélias das espécies coletadas considerando as
bactérias cultivaveis. Isso pode ser observado nas Figuras 12, 13 e 14, as quais contém as
bactérias devidamente isoladas de cada espécie e local de coleta das bromélias. As
caracterizagdes morfologicas, assim como local de coleta e meio de cultura para isolamento

podem ser visualizadas no Apéndice A.

TR0

Figura 12 - Bactérias isoladas de 7illandsia pohliana. A) Coletadas de arvores. B) Coletadas de cercas. Fonte: autoria
propria (2025).

Figura 13 - Bactérias isoladas de Tillandsia tricholepsis. A) Coletadas de arvores. B) Coletadas de cercas. Fonte:
autoria propria (2025).




33

TRoa7 TRo08.

TRoos TR103 TR104

Figura 14 - Bactérias isoladas de Tillandsia recurvata. A) Coletadas de arvores. B) Coletadas de cercas. Fonte:
autoria propria (2025).

Em isolamentos de bactérias de espécies de Tillandsia realizados por Giongo e
colaboradores (2013), foram obtidos perfis de alta diversidade morfologica, fisiologica e
genética, indicando a importancia econdmica e ecoldgica do conhecimento sobre essa
variedade de microrganismos, que podem ser uteis para o manejo e conservacao das proprias
bromélias, além de apresentarem caracteristicas de interesse agrondmico e farmacoldgico. Os
resultados deste trabalho demonstram a grande diversidade de caracteristicas morfoldgicas
das colonias observadas, que remetem as caracteristicas tipicas de diversos grupos de

interesse para a bioprospecc¢do como o género Bacillus e Actinomicetos.

5.2 Fixacao biolégica de nitrogénio (FBN)

O teste de fixacdo bioldgica de nitrogénio foi positivo para 25 dos isolados,
correspondendo a 46% do perfil total de bactérias (Tabela 2). Esse resultado foi evidenciado
pela mudancga da cor do meio NFb para um tom azulado por conta da produg¢ao de amdnia, um
composto alcalino, sendo o pH indicado pelo Azul de Bromotimol presente na formulagao
(Figura 15). A pelicula proxima a superficie do meio também foi considerada para a
confirmagdo da atividade de fixacdo de nitrogénio, demonstrando crescimento bacteriano
mais proximo do ar devido a auséncia desse elemento no meio de cultura (Ddbereiner ef al.,
1995). Dos resultados positivos, 11 foram isolados de Tillandsia pohliana, 8 de Tillandsia

recurvata e 6 de Tillandsia tricholepsis.



Figura 15 - Em A, B, C: Culturas de bactérias em meio NFb positivas com
pelicula de crescimento indicado pelas setas ¢ mudanca de coloragdo. Em D,

resultado negativo para fixagdo de nitrogénio. Fonte: autoria propria (2025).

34



35

Tabela 2 - Resultados da atividade de fixagdo de nitrogénio pelos isolados, com (+) indicando
resultado positivo e (-), resultado negativo.

Fixacio de Fixacio de
Cddigo do isolado Nitrogénio Cédigo do isolado Nitrogénio
TPOO1 + TROO03 -
TP002 - TR004 +
TP003 + TRO05 +
TP004 - TRO06 +
TP005 + TROO7 +
TP006 - TRO08 -
TPOO7 + TRO09 +
TP008 + TR101 -
TP009 - TR102 -
TPO10 - TR103 -
TPO11 - TR104 +
TPO12 - TTOO1 -
TPO13 + TT002 +
TPO14 + TTO03 -
TP101 - TTO04 -
TP102 - TTO05 -
TP103 - TTO06 -
TP104 - TT101 -
TP105 + TT102 -
TP106 + TT103 -
TP107 - TT104 +
TP108 - TT105 -
TP109 + TT106 -
TP110 - TT107 +
TP111 + TT108 +
TROO1 + TT109 +
TR002 + TT110 +

Fonte: autoria propria (2025).

Entre as bactérias fixadoras de nitrogénio, 59% sao Epifiticas, indicando uma maior
variedade de isolados com atividade de fixagdo na superficie foliar das bromélias. Conforme
descrito por Brighigna e colegas (1992), os tricomas presentes nas folhas de espécies do

género Tillandsia tém o papel de criar um ambiente protegido e com altas trocas de nutrientes
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entre a filosfera e o interior da planta, havendo uma alta propor¢do de carbono/nitrogénio,
temperatura Otima, alta umidade e disponibilidade de recursos energéticos, condigdes que
favorecem a fixagdo de nitrogénio.

A maior parte das informacdes sobre a tomada de nutrientes em bromélias epifitas €
relativa as vias de metaboliza¢do do nitrogénio, indicando a importancia de microrganismos
fixadores para a conservagdo desse grupo vegetal e potencial aplicagdo econdmica (Giongo et
al., 2013). Diferentes estudos realizados no México identificaram, tanto na filosfera quanto no
interior de espécies de 7Tillandsia, bactérias fixadoras de nitrogénio dos géneros Bacillus e
Pseudomonas, respectivamente (Brighigna et al., 1992; Puente & Bashan, 1994).

Esses resultados revelam a importancia das bactérias fixadoras de nitrogénio para as
bromélias estudadas, principalmente em ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes
visto que essas plantas ndo apresentam atividade de absor¢do radicular. Desse modo, os
microrganismos da superficie foliar e interior vegetal sdo fontes interessantes de estudo e

investigagcdo quanto a FBN.

5.3 Solubilizacao de fosfato inorganico

Os isolados com capacidade de solubilizar fosfato produziram um halo de
solubilizacdo no meio contendo fosfato de calcio tribasico, como pode ser observado na

Figura 16.

Figura 16 - Placas de Petri contendo meio com fosfato de célcio tribasico, sendo os

halos translicidos em volta das col6nias indicadores de solubiliza¢do. Fonte:
autoria propria (2025).

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

fosfato. A eficiéncia da solubilizagdo foi baseada no limiar de selecdo adaptado de Silva &
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Filho (2000), sendo indices de solubilizagdo iguais ou maiores que 2 considerados altos,
enquanto menores que 2 considerados baixos. Logo, 7 isolados apresentaram indice de
solubilizacao baixo, enquanto os 25 restantes apresentaram indices de solubilizagdo baixos.
Conforme observado na Figura 17, os isolados com indices de solubiliza¢do de fosfato altos

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

indice de Solubilizagao
S

F & L P FPFF L PP PLERNRL T FPSFFS T TS &S E S
S T ST I S ST VIV ST IS SIS ST S
R UL/ RE/RERERRERRPURERYLECLEL L RQELZLLE LN QLT

Isolado

Figura 17 - Gréfico de barras contendo os valores médios dos indices de solubilizagao de fosfato e
desvio padrao obtidos pelos isolados com resultados positivos nos testes em meio contendo fosfato

de calcio tribasico. Fonte: autoria propria (2025).

O fosforo ¢ o segundo nutriente mais limitante ao crescimento vegetal, associado a
processos fisiologicos essenciais como fotossintese, respiracdo e formacdo da membrana
celular. Apesar da alta disponibilidade desse elemento no solo, as plantas ndo podem
absorvé-lo sem que este esteja em sua forma soluvel. Logo, bactérias capazes de solubilizar
fosfato como os géneros Pseudomonas e Bacillus, tornam o fosforo disponivel as plantas,
tornando-se alvos de estudos para a formulacdo de bioinsumos alternativos ao uso de
fertilizantes sintéticos (Baby ef al., 2016; Rezende et al., 2021).

Existem poucos estudos relacionando microrganismos solubilizadores de fosfato com
género de Tillandsia, sendo esse um interesse recente. Considerando essas pesquisas, Marin e
colaboradores (2020) isolaram bactérias endofiticas capazes de solubilizar fosfato inorganico
pertencentes aos géneros Bacillus, Shigella e Klebsiella, enquanto Giongo e colegas (2013)
obtiveram mais de 94% de microrganismos positivos para essa caracteristica no perfil total de
isolados de Tillandsia aeranthos. Essas observacdes somam-se aos resultados obtidos pelos

testes realizados no presente projeto, afirmando a importancia dessas bactérias para o
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desenvolvimento, crescimento e permanéncia das bromélias epifitas em ambientes com

disponibilidade de nutrientes baixa ou irregular.

5.4 Testes de producio de AIA

Todos os isolados foram testados para a producdo de AIA em meio contendo baixas
quantidades de triptofano, precursor dessa auxina. Os positivos foram indicados pela mudanca
de coloracdo do meio para rosa ap6s a adi¢ao do reagente de Salkowski. Uma coloragdo mais
escura indica maior concentracao de AIA, havendo um nivel maior de oxidacdo na reacao
(Figura 18).

A avaliacdo quantitativa desse teste por meio de leitura de absorbancia e correlacio
com a curva padrdo permitiu a determinagdo das concentragdes de AIA produzidas pelas

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

Figura 18 - Amostras do teste de produgdo de Acido Indol-Acético, com
intensidade de coloragdo indicando maior concentragdo. Fonte: autoria

propria (2025).

A produgdo de AIA pelos isolados foi caracterizada conforme a adaptagdo dos
critérios propostos por Hartmann et al. (1983), sendo classificada como: baixa (abaixo de 10
pg/mL), média (entre 10 e 40 pg/mL) e alta (acima de 40 pg/mL). Dentre os 54 isolados, 24
apresentaram uma produgdo baixa de AIA, 19 obtiveram producdo média e, 11 isolados,
produgdo alta. Os que se destacaram pela alta obtencdo da auxina s3o apresentados pela

Figura 19, verificando-se uma alta variagdo de concentracdes entre 43,9 e 305,5 pg/mL.
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Dentre os maiores produtores de AIA estdo os isolados TT102, TR00S5, TR006 ¢ TR002,
respectivamente, com concentragdes acima de 150 pug/mL. Apesar desses valores serem
satisfatorios, sabe-se que concentracdes muito elevadas de AIA podem inibir o crescimento
vegetal, tendo um efeito contrario ao desejavel se tratando do uso de um microrganismo como
promotor de crescimento (Davies, 1995). Visto que os testes realizados in vitro indicam um
potencial metabdlico de producdo de AIA, para a avaliagao do efeito dessas concentragdes em
plantas seriam necessarios testes in vivo. Quanto as espécies de Tillandsia, ¢ necessaria uma
maior investigagdo sobre a contribui¢do do acido indol-acético produzido pelos isolados nas
bromélias encontradas na natureza, porém, sabe-se que essa auxina tem efeito sobre as raizes
e na absorc¢do de nutrientes, podendo estar relacionada a capacidade de epifitismo do género

(Giongo et al., 2013; Vargas et al., 2010).
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Figura 19 - Gréfico de barras contendo as concentragdes de AIA (ng/mL) obtidas
pelos isolados que apresentaram alta produgdo desse composto. Fonte: autoria
propria (2025).

A busca por microrganismos produtores de fito-horménios como Acido Indol-acético
¢ 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 produgdo 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 género tem alto potencial

de exploracdo de microrganismos promotores de crescimento, sendo necessarios mais testes
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quanto a producdo de AIA em diferentes condigdes para potencial aplicagio 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
epifitica isolada de 7. pohliana coletada em cerca, foi capaz de inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus. No teste positivo, o isolado TP009 produziu um halo de inibigdo com
11,3 mm de didametro, 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 inibitorio.

Figura 20 - Placas de Petri contendo resultados dos testes
antimicrobianos por difusdo em pogo, com setas indicando
halos de inibigdo do crescimento de S. aureus por clorexidina a

0,2% e pelo isolado TP009. Fonte: autoria propria (2025).

Na literatura, bactérias epifiticas sdo descritas como potenciais produtoras de agentes
antimicrobianos por conta da competicao por recursos na superficie foliar, consequentemente
prevenindo o crescimento de patdogenos e parasitas. Actinobactérias do género Streptomyces,
por exemplo, produzem substancias antimicrobianas que evitam a colonizagdo da superficie
de folhas e algas por outros microrganismos (Aachath & Rupawalla, 2025; Kembel et al.,
2014; Younas, 2024). Considerando essas informagdes, é possivel considerar que o isolado
TP009 produz substancias antimicrobianas que servem a esse proposito € podem, assim, ser
estudadas e aplicadas contra cepas de patogenos de interesse médico, ideia sustentada pelo

halo de inibi¢ao produzido contra Staphylococcus aureus.
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As bromélias do género Tillandsia j& tiveram seus extratos caracterizados em testes de
atividade antimicrobiana, com base no uso medicinal das folhas e raizes associado ao
conhecimento tradicional e a cultura local. Conforme caracterizado por Vite-Posadas e
colaboradores (2011), extratos de folhas de Tillandsia imperialis apresentaram atividade
bioldgica especifica contra Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, microrganismos
associados a infec¢des das vias aéreas, sugerindo a presenca de compostos antimicrobianos
nas bromélias. Extratos de T. recurvata, T. fasciculata e T. bergeri também foram registrados
na literatura, caracterizando-se pela presenca de terpenos, flavondides e compostos fenolicos
com caracteristicas antibacterianas (Estrella-Parra ef al., 2019; Lo et al., 2022; Pérez-Lopez et
al., 2020). A literatura, porém, carece de estudos que investiguem o efeito antimicrobiano de
bactérias isoladas dessas plantas contra patdgenos de interesse médico.

A busca por novos compostos com potencial antimicrobiano tem se intensificado
recentemente com o uso banalizado de antibidticos e o surgimento de cepas resistentes aos
terapéuticos presentes no mercado (Amaning Danquah et al., 2022). Dessa forma, a avaliagdo
de microrganismos endofiticos e epifiticos isolados do ambiente € um campo de interesse na
area. Considerando que um dos isolados apresentou resultados promissores nos testes
realizados neste estudo, ¢ interessante estudar a microbiota foliar de diferentes espécies do
género Tillandsia presentes em ambientes diversos e verificar as interagdes que essas
bactérias apresentam contra patdogenos, considerando também que podem estar relacionadas a
producdo de compostos de interesse obtidos em extratos vegetais observados nos artigos

citados.

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

obtencio de isolados com potencial no estimulo do crescimento vegetal.

As avaliagdes 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 epifiticas do que endofiticas (Tabela 1). Porém, torna-se interessante
uma avaliacdo qualitativa dos métodos de isolamento visando a obtencdo de bactérias com
maior potencial biotecnoldgico com base nos resultados obtidos nos testes realizados.

Considerando o meio de cultura, o Agar Caseina-Glicerol obteve aproximadamente
78% mais isolados com capacidade de fixacdo de nitrogénio, 13% a mais com atividade de

solubilizagdo de fosfato e 166% a mais produtores de AIA em alta concentragdo em
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comparacdo ao meio TSA 10% (Figura 21). A analise estatistica indicou diferenca
significativa entre os dois meios quanto aos valores obtidos nos resultados de producao de
AIA, com o Agar Caseina-Glicerol apresentando uma média mais elevada; para as medidas
dos halos de solubilizacao de fosfato, porém, ndo houve diferenca significativa (Figura 22).
Esse meio adaptado ¢ seletivo e inibe a maioria dos microrganismos de crescimento
rapido, favorecendo o isolamento de bactérias fastidiosas de crescimento lento incluindo
actinobactérias, que tém significativa aplicagdo no setor biotecnologico (Kleiner et al., 2010;
Lechevalier, 1975). Dessa forma, pode-se considerar que o meio € efetivo no isolamento e

selecdo de bactérias especificas com potencial biotecnologico.
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Figura 21 - Grafico de barras comparando os nimeros de bactérias obtidos
em cada meio de isolamento quanto a FBN, solubilizacdo de fosfato e alta

producdo de AIA. Fonte: autoria propria (2025).
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Figura 22 - Box-plot contendo uma visualizagdo dos resultados obtidos nos diferentes meios de isolamento
utilizados. A) Teste de solubilizagdo de fosfato, meios com resultados estatisticamente semelhantes. B) Teste

de producdo de AIA, apresentando diferenca significativa nos resultados obtidos entre os meios TSA e ACG.
Fonte: autoria propria (2025).

Quanto a comparagao entre os resultados obtidos por espécie de Tillandsia e local de

coleta, a andlise estatistica demonstrou ndo existir diferenca significativa na capacidade de

solubilizacdo de fosfato ou producao de AIA (Figura 23). Mesmo que alguns isolados tenham

se destacado quanto aos valores obtidos, a variabilidade dentro dos grupos de comparacao 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 estatistica, os

exemplares de Tillandsia associados

arvores sdao um alvo tdo interessante para

bioprospeccdo de bactérias quanto os associados a 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 visualizag@o dos resultados obtidos nos isolamentos quanto as diferentes
espécies de Tillandsia e locais de coleta. A) Testes de solubilizagdo de fosfato, condi¢cdes com resultados
estatisticamente semelhantes. B) Testes de producdo de AIA, condi¢cdes com resultados estatisticamente

semelhantes. Fonte: autoria propria (2025).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram a grande diversidade das bactérias isoladas de
bromélias do género Tillandsia, tanto morfologicamente quanto nas caracteristicas de
interesse biotecnoldgico. Foram isoladas no total 54 bactérias, sendo 46% obtidas das coletas
de arvores 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 relagdo aos ensaios realizados relacionados a estimulos do crescimento vegetal,
46% dos isolados apresentaram atividade de fixacdo de nitrogénio, dos quais 59% foram
caracterizados como epifiticos, indicando alta FBN na superficie foliar das bromélias. Dentre
todas as bactérias isoladas, 22% solubilizaram fosfato com eficiéncia, obtendo um indice de
solubilizagdo satisfatorio. Todas as bactérias produziram AIA, sendo 20% produtoras desse
horménio em altas concentragdes (maiores que 40 pg/mL). Quanto aos testes de atividade
antimicrobiana, apenas um isolado teve resultado positivo, sendo este contra Staphylococcus
aureus.

A analise da metodologia revelou que o meio Agar Caseina-Glicerol rendeu na maior
quantidade de isolados com caracteristicas de interesse, principalmente quanto a producao de
AIA, indicando que ¢ 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 t€ém o mesmo valor estatistico
quanto as caracteristicas de interesse biotecnologico.

Considerando todos esses fatores, conclui-se que o género Tillandsia apresenta um
microbioma diverso tanto na superficie foliar quanto em seus tecidos internos, € que a
associacdo dessas bactérias com as bromélias envolvem a metabolizacdo e produgdo de
compostos vitais ao crescimento vegetal. Portanto, se trata de um grupo com alto valor para
bioprospec¢do, com potencial em diferentes espécies vegetais localizadas em habitats com

caracteristicas variadas.
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APENDICE A - Caracterizacio Morfologica dos isolados

Local de Espécie Classificaciao

Coleta vegetal do isolamento Cédigo Identificacio Morfologica
Estacionamento filamentosa opaca com pigmento
DMP T. pohliana Epifitico TPOO1 amarelado claro
Estacionamento circular elevada, transparente com
DMP T. pohliana Epifitico TP002 pigmento esverdeado
Estacionamento irregular plana lobada, transparente com
DMP T. pohliana Epifitico TP003 pigmento amarelo
Estacionamento puntiforme elevada mucoide,
DMP T. pohliana Epifitico TP004 transparente
Estacionamento circular papiforme, nucleo opaco branco
DMP T.pohliana  Epifitico TP005 pap . P
Estacionamento rizoide opaca salmao

Z

DMP T.pohliana  Epifitico TP006 P
Estacionamento irregular plana lobada, transparente com
DMP T. pohliana Epifitico TP0O7 pigmento rosa
Cerca circular plana, opaca branca

. . s u ,
paulistinha T. pohliana Epifitico TP008 P P
Cerca irregular elevada ondulada, opaca branca
paulistinha T. pohliana Epifitico TP009 g »OP
Cerca irregular plana ondulada, transparente
paulistinha T. pohliana Epifitico TPO10 gwarp ’ 3
Cerca irregular plana lobulada, transparente
paulistinha T. pohliana Epifitico TPO11 gwarp ’ P
Cerca circular plana, opaca, pigmento rosa
paulistinha T. pohliana Epifitico TPO12 claro
Cerca untiforme plana, opaca branca
paulistinha T. pohliana Epifitico TPO13 P pland, op
Cerca circular plana, opaca com pigmento rosa
paulistinha T. pohliana Epifitico TPO14 SRS -
Estacionamento circular convexa, opaca com pigmento
DMP T. pohliana Endofitico TP101 amarelo
Estacionamento circular plana, transparente com borda
DMP T. pohliana Endofitico TP102 opaca branca
Estacionamento puntiforme plana, transparente com
DMP T. pohliana Endofitico TP103 pigmento rosa
Estacionamento untiforme plana, transparente
DMP T. pohliana Endofitico TP104 p plana, P
Estacionamento circular plana, opaca com pigmento rosa

. . u ,

DMP T. pohliana Endofitico TP105 P P P&



Estacionamento
DMP

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Estacionamento
DMP

Estacionamento
DMP

Estacionamento
DMP

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Estacionamento
DMP

Estacionamento
DMP

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Estacionamento
DMP

Estacionamento
DMP

Estacionamento

T. pohliana

T. pohliana

T. pohliana

T. pohliana

T. pohliana

T. pohliana

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

T. tricholepsis  Epifitico

T. tricholepsis  Epifitico

T. tricholepsis  Epifitico

TP106

TP107

TP108

TP109

TP110

TP111

TROO01

TRO002

TRO03

TRO004

TROO5

TRO06

TROO7

TRO08

TRO09

TR101

TR102

TR103

TR104

TTO001

TTO002

TTO003

circular plana, transparente com
pigmento rosa

filamentosa opaca branca

irregular plana ondulada, transparente
branca

irregular elevada lobulada, opaca branca
irregular elevada espiral, transparente

com pigmento rosa

circular convexa, opaca com pigmento
rosa

colonia grande irregular plana ondulada,
transparente

filamentosa, transparente com pigmento
amarelo

irregular plana ondulada, transparente
com pigmento laranja

puntiforme convexa, transparente
filamentosa, opaca com pigmento
amarelo

irregular plana lobulada, opaca com

pigmento amarelo

fusiforme plana, transparente

circular papilada, transparente

filamentosa opaca, pigmento vermelho
irregular plana ondulada, opaca com
pigmento amarelo

irregular papilada ondulada, ntcleo
opaco alaranjado

rizéide opaca branca

irregular elevada ondulada, opaca
alaranjada

irregular papilada ondulada, ntcleo
opaco alaranjado

irregular plana lobulada, transparente
com pigmento amarelo

irregular plana lobulada, transparente
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DMP

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Estacionamento
DMP

Estacionamento
DMP

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Estacionamento
DMP

Estacionamento
DMP

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Epifitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

TT004

TTO005

TT006

TT101

TT102

TT103

TT104

TT105

TT106

TT107

TT108

TT109

TT110
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irregular elevada lobulada , opaca creme

puntiforme plana, transparente
irregular elevada ondulada, transparente
com pigmento amarelo

irregular plana ondulada, transparente
branca

irregular elevada ondulada, opaca com
pigmento rosa

puntiforme plana, mucoide transparente

irregular plana lobulada, mucoide
transparente

circular convexa, pigmento laranja

circular papilada, opaca branca
circular convexa, transparente com
pigmento rosa

circular convexa, opaca com pigmento
rosa

circular plana, transparente com
pigmento rosa

puntiforme papilada inteira, transparente
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»

TP111 TT106 TR103

Figura Apéndice A - Ampliagdo de isolados com diferentes caracteristicas morfologicas. Fonte: autoria propria (2025).



55

APENDICE B — Resultados dos testes de fatores de crescimento vegetal

Local de Espécie Classificacio Fixacdo de
Coleta vegetal do isolamento Codigo Nitrogénio ISF AIA (ng/mL)

Estacionament
o DMP T. pohliana Epifitico TP0O1 + 1,7 8,34
Estacionament
o DMP T. pohliana Epifitico TP002 - 1,6 14,14
Estacionament
o DMP T. pohliana Epifitico TP003 + 2,2 99,57
Estacionament
o DMP T. pohliana Epifitico TP004 - 1,6 7,00
Estacionament
o DMP T. pohliana Epifitico TP0O0S5 + 1,9 12,30
Estacionament
o DMP T. pohliana Epifitico TP006 - 1,9 5,44
Estacionament
o DMP T. pohliana Epifitico TP0OO7 + 1,6 9,39
Cerca
paulistinha T. pohliana Epifitico TP008 + 1,6 79,78
Cerca
paulistinha T. pohliana Epifitico TP009 - - 34,70
Cerca
paulistinha T. pohliana Epifitico TPO10 - - 5,49
Cerca
paulistinha T. pohliana Epifitico TPO11 - - 36,02
Cerca
paulistinha T. pohliana Epifitico TPO12 - - 4,69
Cerca
paulistinha T. pohliana Epifitico TPO13 + 2,2 15,42
Cerca
paulistinha T. pohliana Epifitico TPO14 + - 4,22
Estacionament
o DMP T. pohliana Endofitico TP101 - 2 21,25
Estacionament
o DMP T. pohliana Endofitico TP102 - - 4,24
Estacionament
o DMP T. pohliana Endofitico TP103 - 1,8 6,58
Estacionament
o DMP T. pohliana Endofitico TP104 - - 27,84
Estacionament
o DMP T. pohliana Endofitico TP105 + 1,7 8,33
Estacionament

o DMP T. pohliana Endofitico TP106 &F 1,4 7,07



Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Estacionament
o DMP

Estacionament
o DMP

Estacionament
o DMP

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Estacionament
o DMP

Estacionament
o DMP

Cerca
paulistinha

Cerca
paulistinha

Estacionament
o DMP

Estacionament
o DMP

Estacionament
o DMP

Cerca

T. pohliana

T. pohliana

T. pohliana

T. pohliana

T. pohliana

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. recurvata

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

T. tricholepsis

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

Epifitico

TP107

TP108

TP109

TP110

TP111

TROO01

TR002

TRO03

TR004

TROOS

TR0O06

TRO07

TRO08

TR009

TR101

TR102

TR103

TR104

TTO001

TT002

TTO003

TTO004

1,2

1,2

1,6

1,9

1,9

1,4

2,2

3,3

2,6

1,5

19,69

15,98

42,93

8,85

9,90

49,36

176,48

57,70

8,75

200,41

194,26

17,14

23,00

8,55

7,93

8,16

43,11

12,44

6,73

5,38

21,36

17,97
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ANEXO 1 - Composicio de meios de cultura e solucoes

1.1 Composicao do meio Agar Caseina-Glicerol (KLEINER et al., 2010)

Componente Concentracao (g/L)
Glicerol 10,0 mL
Nitrato de potéssio (KNOs) 2,0

Caseina 0,3

Cloreto de sodio (NaCl) 2,0

Fosfato de potassio dibasico (K-HPO.) 2,0

Sulfato de magnésio (MgSO+.7H-0) 0,05
Carbonato de calcio (CaCO:s) 0,02

Sulfato de ferro (FeSO+.7H-0) 0,01

Agar 15

1.2 Composi¢io do meio NFb (DOBEREINER et al., 1995)

Componente Concentracao (g/L)
Acido Malico (CsHeOs ) 5,0
Fosfato de potassio bibasico (K-HPO1.3H:0) 0,5
Sulfato de magnésio (MgSO 4 .7H:0) 0,2
Cloreto de célcio (CaCl. .2H-0) 0,02
Cloreto de sddio (NaCl) 0,1
Hidréxido de potéssio (KOH) 4,5
Agar 2,3
FeEDTA 1,64% 4 mL/L
Solu¢do de micronutrientes 2 mL/L
Solucao de vitaminas 1 mL/L

Solug¢ao de azul de bromotimol (0,5%) 2 mL/L
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Soluc¢io de micronutrientes

Sulfato de manganés (MnSOs .H:0)
Sulfato de cobre (CuSO: .5H-0)
Molibdato de s6dio (Na:2Mo0O4.2H-0)
Sulfato de zinco (ZnSOs. 7H:0)

Acido bérico (H;BO»)

Solucio de vitaminas

Biotina

Piridoxina

1,17
0,04
1,0
1,2

1,4

0,1

0,02

1.3 Composicao do meio fosfato de calcio tribasico (VERMA et al., 2001)

Componente

Glicose

Cloreto de s6dio (NaCl)

Cloreto de amonio (NH4.Cl)

Sulfato de magnésio (MgSO. .7H-0)
Extrato de levedura

Fosfato de célcio tribasico (CasOH(PO4)3)

Agar

Concentracao (g/L)

10,0
5,0
5,0
1,0
0,5
5,0

15,0

59



	LISTA DE FIGURAS 
	LISTA DE TABELAS 
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
	SUMÁRIO 
	1 INTRODUÇÃO 
	2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
	2.1 O Gênero Tillandsia 
	2.2 Bioprospecção de microrganismos de interesse biotecnológico 
	2.3 Fixação Biológica de Nitrogênio 
	2.4 Solubilização Biológica de Fosfato 
	2.5 Ácido Indol-3-Acético 
	2.6 Substâncias antimicrobianas produzidas por microrganismos 

	 
	3 OBJETIVOS 
	3.1. Objetivo Geral 
	3.2. Objetivos específicos 

	4 METODOLOGIA 
	4.1 Coleta 
	4.2 Desinfecção das amostras 
	4.3 Isolamento de bactérias endofíticas e epifíticas 
	4.4 Ensaios de fixação biológica de nitrogênio 
	4.5 Ensaios de solubilização de fosfato inorgânico 
	4.6 Testes de produção de Ácido Indol-acético (AIA) 
	4.7 Ensaios de atividade antimicrobiana contra microrganismos de interesse médico 
	4.8 Análise estatística dos resultados 

	5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
	5.1 Isolamento e caracterização dos isolados 
	5.2 Fixação biológica de nitrogênio (FBN) 
	5.3 Solubilização de fosfato inorgânico 
	5.4 Testes de produção de AIA 
	5.5 Ensaios de atividade antimicrobiana contra microrganismos de interesse médico 
	5.6 Comparações entre meios utilizados, locais de coleta e espécies de Tillandsia na obtenção de isolados com potencial no estímulo do crescimento vegetal. 

	 
	6 CONCLUSÕES 
	​ 
	7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
	APÊNDICE A - Caracterização Morfológica dos isolados 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	APÊNDICE B – Resultados dos testes de fatores de crescimento vegetal 
	 
	ANEXO 1 - Composição de meios de cultura e soluções 




