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RESUMO: Bactérias endofíticas habitam o interior 
dos vegetais, muitas das vezes em simbiose sendo 
bactérias associativas. Este filogenético bacteriano 
tem a capacidade de fixar nitrogênio atmosférico 
disponibilizando e promovendo o crescimento do 
vegetal com menor ônus econômico e ambiental. O 
objetivo do trabalho foi realizar a quantificação de 
bactérias diazotróficas associadas às folhas e raízes 
de Dendrobium nobile. Amostras de folhas e raízes  
foram coletadas de uma planta matriz de orquídea 
pertencente à espécie Dendrobium nobile, mantida 
no orquidário da Universidade Federal de Viçosa 
Campus Florestal. O isolamento das bactérias 
diazotróficas associadas às folhas e raízes foi 
realizado por meio da técnica do Número Mais 
Provável usando os diferentes meios de cultura 
semi-sólidos JNFb, NFb, LGI, LGI-P, JMV e JMVL e 
consultando a tabela McCrady para três repetições 
por diluição. Os resultados obtidos sofreram 
transformação logarítmica e posteriormente foram 
calculadas as médias e o erro padrão da média para 
cada tratamento. Diferenças no número mais 
provável de bactérias diazotróficas foram 
observadas entre os diferentes meios. Nas 
amostras radiculares os meios LGI-P e JNFb 
apresentaram os maiores valores de log do NMP 
sendo 6.12 e 4.20 de célula por gramas de raiz 
respectivamente. Nas amostras foliares os meios 
LGI-P e JMVL apresentaram os maiores valores de 
log do NMP de células por grama de folha de 2.80 e 
2.91, respectivamente. Conclui-se que bactérias 
diazotróficas habitam naturalmente folhas e raízes 
de Dendrobium nobile, com potencial para uso na 
formulação de inoculantes e/ou bioferilizantes. 
 
Termos de indexação: fixação biológica de 
nitrogênio, microbiologia agrícola, floricultura. 
 

INTRODUÇÃO 
 

Diversos processos no solo são desempenhados 
por microrganismos e um desses processos é a 

fixação biológica do nitrogênio atmosférico, 
realizado por meio de bactérias conhecidas como 
diazotróficas, apresentando vida livre, ou 
associadas aos tecidos de vegetais (Halmann et al., 
1997; Baldotto et al., 2008).  

A capacidade das bactérias diazotróficas de fixar 
biologicamente o nitrogênio atmosférico impulsiona 
estudos de isolamento, caracterização e seleção de 
estirpes eficientes em promover o crescimento e 
desenvolvimento das plantas com o intuito de 
reduzir a utilização de fertilizantes industrializados 
(Baldotto et al., 2010). Para orquídeas já foram 
isoladas bactérias diazotróficas de diferentes 
gêneros, incluindo Coelogyne, Dendrobium, 
Epidendrum, Laelia, Miltonia, Oncidium e Vanda 
(Lange & Moreira, 2002). No entanto, dados sobre o 
real uso desses isolados ainda são escassos. 

As orquídeas são plantas pertencentes à família 
Orchidaceae, sendo esta uma das maiores famílias 
de plantas existentes, apresentam diversas formas, 
cores e tamanhos e são muito apreciadas pela 
população para ornamentação e paisagismo (Faria 
et al., 2010). O mercado de plantas ornamentais 
apresenta em constante crescimento movimentando 
bilhões de reais sendo a orquídea uma das 
principais plantas a serem comercializadas (Reis, 
2011). 

Dentre as orquídeas mais comercializadas, 
destaca-se a espécie Dendrobium nobile, conhecida 
popularmente como olho de boneca, uma orquídea 
epífita, nativa de Birmânia, Índia, Tailândia e 
Indochina. Nestes lugares estas espécies crescem 
em árvores, desde as planícies até as montanhas 
frias do Himalaia a elevações de 1.400 metros 
(Silva, 1986). 

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou 
quantificar bactérias diazotróficas associadas às 
folhas e raízes de Dendrobium nobile em diferentes 
meios de cultura. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 

O trabalho foi realizado no Setor de Floricultura 
da Universidade Federal de Viçosa, Campus 
Florestal (UFV-CAF), localizada no município de 
Florestal, MG. 
 
Cultivo da planta matriz 

A planta matriz de orquídea usada no presente 
trabalho, pertencente à espécie Dendrobium nobile, 
foi mantida no Orquidário da UFV-CAF. A planta foi 
cultivada em vaso de plástico preto de 3.0 dm3, 
contendo como substrato uma mistura de solo, 
composto orgânico e argila expandida. A planta foi 
mantida em viveiro coberto por sombrite (60 % de 
sombreamento) e manejadas conforme descrito em 
Faria et al. (2010), considerando-se os diferentes 
aspectos de cultivo, como, por exemplo, irrigação e 
controle fitossanitário. 
 
Contagem de bactérias diazotróficas 

O isolamento de bactérias diazotróficas foi 
realizado conforme descrito por Döbereiner et al. 
(1995). Amostras de 1 g de folhas e 1 g de raízes 
foram imersasem 9 mL de solução salina (NaCl, 8,5 
g L-1). A partir destas diluições (10-1) foram 
realizadas diluições seriadas tomando-se 1 mL da 
solução original em 9 mL da solução salina, até a 
diluição 10-6. Alíquotas de 100 µL das diferentes 
diluições foram transferidas, em triplicata, para 
frascos de vidro contendo 5 mL dos meios de 
cultura semi-seletivos JNFb, NFb, LGI, LGI-P, JMV 
e JMVL (Döbereiner et al., 1995), todos semi-sólidos 
e sem adição de nitrogênio. A formação de uma 
película aerotáxica típica na superfície do meio após 
7 dias de incubação em câmara de crescimento a 
30ºC, foi considerado como crescimento positivo. 

Os resultados do crescimento das bactérias 
diazotróficas nos meios semi-sólidos foram 
utilizados para o cálculo do número mais provável 
(NMP) de bactérias de acordo com a tabela de 
McCrady para três repetições por diluição. 
 
Análise estatística 

Os resultados do NMP de bactérias associadas 
às folhas e raízes de Dendrobium nobile obtidos na 
tabela McCrady foram submetidos à transformação 
logarítimica, em seguida, foram calculadas as 
médias e o erro padrão da média para cada 
tratamento. 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A falta de estruturas visíveis durante o processo 
de infecção e colonização das plantas pelas 
bactérias diazotróficas endofíticas requereu o 

desenvolvimento de meios específicos para o 
isolamento das mesmas, como por exemplo, os 
meios semi-sólidos JNFb, NFb, LGI, LGI-P, JMV e 
JMVL (Baldani et al., 1996). 

Com o uso desses meios de cultura foi possível 
verificar que bactérias diazotróficas habitam 
naturalmente as folhas e raízes de Dendrobium 
nobile (Figuras 1 e 2). Foi observado o crescimento 
de bactérias fixadoras de nitrogênio com o uso dos 
meios JNFb, NFb, LGI, LGI-P, JMV e JMVL. O log 
do número mais provável de bactérias diazotróficas 
por grama de folha de Dendrobium nobile nesses 
meios de cultura foram de 0.87, 1.73, 0.95, 2.8, 
1.73, 2.91 respectivamente (Figura 1). Observou-se 
para amostras radiculares que o log do número 
mais provável de bactérias diazotróficas por grama 
de raiz foram de 4.20, 1.93, 0.87, 6.12, 1.73, 3.18, 
respectivamente (Figura 2).  

Segundo Baldani et al. (1996) o meio NFb e JNFb 
permitiu o isolamento das bactérias do gênero 
Herbaspirillum spp e Azospirillum spp, e o meio 
JMV, o isolamento de Burkholderia spp, o meio LGI-
P o isolamento de  A. diazotrophicus. De acordo 
com Santos (2008) o meio JMVL também 
possibilitou o isolamento de Burkholderia spp. Para 
orquídeas, por exemplo, Lange & Moreira (2002) 
isolaram, com o uso do meio LGI, a bactéria 
Azospirillum amazonense de raízes e rizosfera de 
diferentes espécies de orquídeas. 

Além da capacidade de fixar nitrogênio 
atmosférico é de interesse que essas bactérias 
possuam outras características importantes para o 
desenvolvimento vegetal, como solubilizar fosfatos 
inorgânicos, sintetizar compostos que promovam o 
crescimento radicular ou que apresentem efeito 
antagônico aos fitopatógenos (Lange & Moreira, 
2002).  

Para orquídeas, Tsavlekova et al. (2001; 2003; 
2004; 2007) isolaram das espécies Acampe 
papillosa e Dendrobium moschatum bactérias dos 
gêneros Acinetobacter, Bacillus, Cellulomonas, 
Flavobacterium, Gluconobacter, Micrococcus, 
Mycobacterium, Pseudomonas, Rhodococcus, 
Streptomyces. No entanto, dados sobre o uso 
dessas bactérias como inoculantes e/ou 
biofertilizantes ainda são escassos. 

As bactérias que cresceram em os diferentes 
meios de cultura foram isoladas e futuramente 
caracterizadas para compor a coleção de bactérias 
diazotróficas da UFV-CAF com a perspectiva de 
selecionar as estirpes promotoras de crescimento 
de plantas de Dendrobium nobile. 
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CONCLUSÕES 
 
Bactérias diazotróficas são encontradas 

naturalmente nas folhas e em maior quantidade nas 
raízes de Dendrobium nobile. 

Todos os meios de cultura permitiram o 
crescimento de bactérias diazotróficas associadas à 
Dendrobium nobile. 

As bactérias presentes nos tecidos foliares 
cresceram em maior quantidade nos meios LGI-P e 
JMVL e nas raízes nos meios LGI-P e JNFb.  
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Figura 1 – Número Mais Provável (NMP) de bactérias diazotróficas associadas às folhas de Dendrobium 

nobile nos diferentes meios de cultura (log do número de células por grama de folha). 
 
 
 

 
Figura 2 – Número Mais Provável (NMP) de bactérias diazotróficas associadas às raízes de Dendrobium 

nobile nos diferentes meios de cultura (log do número de células por grama de raiz). 


