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RESUMO: A intensificagdo do uso de inoculantes
contendo bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico nos sistemas de cultivo contribui para o
aumento da producdo com menor encargo
ambiental, no entanto, estudos prévios de
isolamento de bactérias sdo necessarios visando
posterior selecdo e formulagdo de inoculantes. O
presente trabalho objetivou quantificar bactérias
diazotroficas associadas as raizes e folhas de
orquidea. Amostras de raizes e folhas foram
coletadas de uma planta matriz de Epidendrum
secundum, mantida no orquidario da UFV-CAF. O
isolamento das bactérias diazotréficas associadas
as raizes e folhas foi realizado por meio da técnica
do Numero Mais Provavel usando os diferentes
meios de cultura JNFb, NFb, LGI, LGI-P, JMV e
JMVL e consultando a tabela McCrady para trés
repeticdes por diluicdo. Os resultados obtidos
sofreram transformacao logaritmica e depois foram
calculadas as médias e o erro padrao da média para
cada ftratamento. Diferencas no numero mais
provavel de bactérias diazotroficas  foram
observadas entre os diferentes meios. O meio JMVL
nas raizes e nas folhas foi o que concedeu o
crescimento de uma maior quantidade de bactérias.
Nas raizes foi seguido pelos meios LGI-P, JNFb,
JMV, NFb e LGI, porém nas folhas foi seguido pelos
meios JNFb, LGI-P, NFb, JMV e LGI. O log do
namero mais provavel de bactérias diazotroficas por
grama de raiz de orquidea variou de 0 a 7 unidades
e na folha variou de 0 a 5. Concluimos que bactérias
diazotroficas habitam naturalmente as raizes e
folnas de Epidendrum secundum, com potencial
para formulacdo de inoculantes e biofertilizantes.

Palavras-chave: fixacdo biol6gica de nitrogénio,
floricultura, bactérias endofiticas.

INTRODUCAO

O cultivo comercial de Epidendrum secundum
representa uma atividade de grande importancia
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econdmica no agronegacio floristico mundial, devido
a sua venda direta e principalmente ao seu uso na
obtencdo de hibridos de orquideas (Faria et al.,
2010). Para o cultivo de orquideas propagadas in
vitro, por exemplo, a formulagdo de inoculantes
contendo bactérias promotoras de crescimento seria
importante para acelerar o desenvolvimento das
plantulas e diminuir o longo periodo necessario de
aclimatizagdo das mudas em casa-de-vegetacgao.

Com o crescente aumento dos custos e dos
impactos ambientais gerados pela fabricagéo e uso
de fertilizantes quimicos a busca de métodos
sustentaveis tem incentivado os estudos com
bactérias diazotréficas, uma vez que, a fixacdo
biolégica de nitrogénio (FBN) favorece o
crescimento e desenvolvimento de plantas sendo
usada em varias culturas (Hallmann et al., 1997,
Baldotto et al., 2010).

As bactérias diazotréficas, podem colonizar a
regido rizosférica e filosférica, o interior (endofiticas)
ou superficie (epifiticas) de tecidos vegetais como
potenciais agentes do crescimento e protecao de
plantas (BODDEY et al.,, 2003; FRANCHE et al.,
2009). Estas bactérias sdo descritas por serem
capazes de fixar nitrogénio atmosférico, produzir
horménios vegetais, solubilizar fosfato, sintetizar
sideréforos, controle biolégico e a inducdo de
resisténcia sisttmica na planta hospedeira
(Hallmann et al., 1997). Deste modo o isolamento,
caracterizacdo e selecdo de bactérias promotoras
de crescimento visando, portanto, a possibilidade de
agregar valor em propagulos de orquideas ao
inocula-los com estirpes selecionadas,
supostamente dotara o setor de floricultura e plantas
ornamentais de maior competitividade na producdo
e comercializacdo de seus produtos agricolas. E
consequentemente  melhor conservacdo dos
recursos ambientais.

Dentro desse contexto, o presente trabalho
objetivou  quantificar  bactérias  diazotroficas
associadas as raizes e folhas de Epidendrum
secundum em diferentes meios de cultivo.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Setor de Floricultura
pertencente a Universidade Federal de Vigcosa
Campus Florestal (UFV-CAF).

Cultivo da planta matriz

A orquidea matriz usada no presente trabalho,
pertencente a espécie Epidendrum secundum foi
cultivada no Orquidario da UFV-CAF. A planta foi
mantida em telado coberto por sombrite com
percentuais de sombreamento (60%), cultivada em
vasos de ceramica arredondado com furos laterais e
no fundo de modo a facilitar aeracdo e drenagem
das raizes, contendo como substrato fibra de coco
em po. A planta foi manejada conforme descrito em
Faria et al. (2010) e Paula & Silva (2011)
considerando os diferentes aspectos de cultivo,
como, por  exemplo, adubacéo, controle
fitossanitario, irrigagdo, poda, para o gendtipo
especifico.

Contagem de bactérias diazotroficas

O isolamento de bactérias diazotroficas foi
realizado conforme descrito por Ddbereiner et al.
(1995). Amostras de 1 g de raizes e folhas foram
imersas em 9 mL de solugéo salina (NaCl, 8,5 g L"l)
separadamente. A partir destas diluices (10"1)
foram realizadas diluicdes seriadas tomando-se 1
mL da solucéo original em 9 mL da solugéo salina,
até a diluicdo 107 Aliquotas de 100 upL das
diferentes diluicbes foram transferidas, em triplicata,
para frascos de vidro contendo 5 mL dos meios de
cultura JNFb, NFb, LGI, LGI-P, JMV e JMVL
(Doébereiner et al., 1995; Santos, 2008), todos semi-
sélidos e sem adicdo de nitrogénio. A formacgéo de
uma pelicula aerotéaxica tipica na superficie do meio
ap6és 7 dias de incubacdo em cémara de
crescimento a 30°C, foi considerado como
crescimento positivo. Os resultados do crescimento
das bactérias diazotréficas nos meios semi-soélidos
foram utilizados para o calculo do namero mais
provavel (NMP) de bactérias de acordo com a tabela
de McCrady para trés repeticdes por diluicéo.

Analise estatistica

Os resultados obtidos na tabela McCrady foram
submetidos a transformacao logaritmica, em
seguida, foram calculadas as médias e o erro
padrdo da média para cada tratamento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das observacdes pioneiras de Débereiner
e Day (1976) citado por Sala et al. (2007) de que o
uso de meios semi-sélidos, sem N, é a condi¢ao
ideal para o isolamento de diazotréficos in vitro, pois
sdo microaerdfilos quando nédo supridos com N
mineral, esse método tem sido empregado
extensivamente no isolamento e caracterizacdo de
microrganismos fixadores de nitrogénio associados
a diferentes plantas e condi¢des de clima e solo. A
falta de estruturas visiveis durante o processo de
infeccao e colonizagdo das plantas pelas bactérias
diazotréficas endofiticas e epifiticas requereu o
desenvolvimento de meios especificos para o
isolamento das mesmas, como por exemplo, 0s
meios semi-sélidos JNFb, NFb, LGI, LGI-P, JMV e
JMVL (Baldani et al., 1996; Ddbereiner et al., 1999;
Santos, 2008).

Com o0 uso desses meios foi possivel verificar
gue bactérias diazotroficas sdo encontradas nas
raizes e folhas de Epidendrum secundum, como
observado na figura 1 (raizes) e na figura 2
(folhas). Foi observado na figura 1 uma maior
ocorréncia de bactérias nas raizes com o uso do
meio JMVL, seguido pelos meios LGI-P, JNFb, JMV,
NFb. No meio LGl ndo houve crescimento de
bactérias. O numero de bactérias diazotréficas por
grama de raiz nos diferentes meios de cultura
variou, em média, entre 0 a 7 unidades logaritmicas
(Figura 1). Conforme verificado na figura 2 nao
ocorreu crescimento de bactérias no meio LGI,
porém, foi observado uma maior ocorréncia de
bactérias com o uso do meio JMVL, posteriormente
0s meios JNFb, LGI-P, NFb e JMV. O nimero de
bactérias diazotréficas por grama de folhas nos
diferentes meios de cultura variou, em média, entre
0 a 5 unidades logaritmicas (Figura 2).

Segundo Ddébereiner et al. (1999) os meios de
cultura semi-sélidos JNFb, NFb, LGI, LGI-P e JMV
permitiram 0 isolamento das bactérias
Herbaspirillum spp, Azospirillum spp, Azospirillum
amazonense, Acetobacter spp, Burkholderia spp.,
respectivamente.

As associacdes nhaturais entre orquideas e
bactérias endofiticas e epifiticas foram também
relatadas nas espécies de orquideas Laelia
purpurata, Oncidium varicosum, Miltonia flavecens,
Dendrobium moschatum, Vanda tricolor, Laelia flava
brasil, Dendrobium fimbriatum, Cymbidium,
Dendrobium nobilis e Coelogyne lawrenceana
(Lange e Moreira, 2002); Acampe papillosa,
Dendrobium moschatum (Tsavkelova et al., 2003);
Cattleya walkeriana, Cyrtopodium paludicolum,
lonopsis utricularioides, Oeceoclades maculata,
Phalaenopsis amabilis e Vanilla planifolia (Galdiano
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Janior, 2009). Para Epidendrum secundum,
também, sdo necessarios estudos para quantificar,
isolar e caracterizar bactérias com potencial de
promocé&o de crescimento de plantas.

As bactérias que cresceram em os diferentes
meios de cultura serdo futuramente caracterizadas
para compor a colecédo de bactérias diazotréficas da
UFV-CAF com a perspectiva de selecionar as
estirpes promotoras de crescimento de plantas de
Epidendrum secundum.

CONCLUSOES

1. Bactérias diazotroficas habitam naturalmente
as raizes e folhas de Epidendrum secundum, com
potencial para formulacdo de inoculantes e
biofertilizantes.

2. Os meios JMVL, JMV, LGI-P, JNFb e NFb,
possibilitam o isolamento de bactérias fixadoras de
nitrogénio associadas as raizes e folhas
de Epidendrum secundum.
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Figura 1 — Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias diazotroficas associadas as raizes de Epidendrum
secundum nos diferentes meios de cultivo (log do nimero de células g'l de raizes).
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Figura 2 — Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias diazotréficas associadas as folhas de Epidendrum
secundum nos diferentes meios de cultivo (log do nimero de células g™ de folhas).



