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RESUMO

Arachis pintoi é uma leguminosa de pequeno porte, muito utilizada em consoércio com
pastagem, na recuperacgdo de areas degradadas, conhecida pela boa associagdo simbidtica
com bactérias fixadoras de nitrogénio. Apesar do potencial de uso dessa espécie, as
informagdes acerca da selecdo de estirpes para amendoim forrageiro adaptadas as
condi¢des edafoclimaticas da regido amazonica ainda sdo escassas. Assim, buscou-se
avaliar a eficiéncia simbidtica de rizobios obtidos de diversos solos da regido amazodnica
para Arachis pintoi cv. Amarillo em casa de vegetagao apods 45 dias, considerando como
controle as cepas SEMIA 6439 e SEMIA 6440 recomendadas pelo Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento em condi¢des de Cerrado Brasileiro. Para tanto,
este trabalho foi elucidado no artigo intitulado Eficiéncia simbiodtica de rizobios
isolados de solos Amazénicos em Amendoim Forrageiro, apresenta resultados da
caracterizagdo morfologica, dos testes bioquimicos, bem como da producdo de acido
indolacético e da eficiéncia simbidtica dos isolados testados. Verificou-se que a maioria
dos isolados possui caracteristicas morfoldgicas idénticas as estirpes controle, que
apresentaram cor vermelha quanto ao teste de coloragdo de Gram, com variacao quanto a
presenga e auséncia das enzimas oxidase e catalase. Todas as estirpes produzem acido
indolacético em quantidades variadas, doze estirpes de diferentes solos se mostraram
eficientes na fixa¢do bioldgica de nitrogénio com resultado superior as estirpes
recomendadas e a testemunha nitrogenada.

Palavras — chave: Fixac¢do bioldgica de nitrogénio, acido indolacético, leguminosa

forrageira.



SYMBOTIC EFFICIENCY OF FORAGE PEANUT RHIZOHES IN HOUSE OF
VEGETATION

ABSTRACT

Arachis pintoi is a small legume, widely used in consortium with pasture, in the recovery
of degraded areas, known for its good symbiotic association with nitrogen-fixing bacteria.
Despite the potential use of this species, information on the selection of forage peanut
strains adapted to the edaphoclimatic conditions of the Amazon region is still scarce.
Thus, we sought to evaluate the symbiotic efficiency of rhizobia obtained from different
soils in the Amazon region for Arachis pintoi cv. Amarillo in a greenhouse after 45 days,
considering the control strains SEMIA 6439 and SEMIA 6440 recommended by the
Ministry of Agriculture, Livestock and Supply under conditions of Brazilian Cerrado. For
this purpose, this work was elucidated in the article entitled Symbiotic efficiency of
rhizobia isolated from Amazonian soils in Peanut Forrageiro, presents results of the
morphological characterization, biochemical tests, as well as the production of indolacetic
acid and the symbiotic efficiency of the tested isolates. It was found that the majority of
the isolates have morphological characteristics identical to the control strains, which
showed red color in relation to the Gram stain test, with variation in the presence and
absence of the oxidase and catalase enzymes. All strains produce indolacetic acid in
varying amounts, twelve strains from different soils proved to be efficient in biological
nitrogen fixation with a result superior to the recommended strains and the nitrogen

control.

Keywords: Biological nitrogen fixation, indolacetic acid, forage legume.
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1. INTRODUCAO GERAL

A degradagdo no solo bem como problemas quanto a fertilidade e outras
complica¢des ambientais sdo potencializadas por praticas agricolas inadequadas (Deus &
Bakonyi 2012). De acordo com dados de 2012 do Ministério do Meio Ambiente estima-
se que o Brasil tenha duas Frangas em areas degradadas equivalendo a 140 milhdes de
hectares (TCU 2013). Isso porque a falta de medidas de preservacdo em atividades
agricolas tem promovido diversos impactos negativos ao meio ambiente (Silva et al.
2015).

O uso inadequado dos fertilizantes quimicos causa problemas ambientais, entre
eles os nitrogenados, o mais requerido pelo setor agricola (Otto 2016). A falta de cuidados
quanto a aplicacdo dos fertilizantes quimicos e nitrogenados leva a redugdo da matéria
organica e perda dos nutrientes, considerando que sdo indicadores quanto a qualidade do
solo (Martins e Fernandes 2017).

O Brasil ainda depende da importagao de fertilizantes nitrogenados (Anda 2017).
Em 2017 as entregas atingiram 4.377 mil t havendo um acréscimo de 0,24% em relagao
ao ano de 2016 (Vegro 2018). Do ponto de vista ambiental, é importante frisar que a
utilizagdo de 1 kg de fertilizante nitrogenado equivale aproximadamente a 4,5 kg de CO»
liberados na atmosfera (Hungria ef al. 2013). Além disso, os fertilizantes nitrogenados
sdo onerosos e representam alto custo aos produtores agricolas.

O uso de leguminosas como alternativa para sustentabilidade na agricultura tem
sido considerado nos ultimos anos (Lewandowski et al. 1999; Vieira 2017). E a Fixagao
biologica de nitrogénio proveniente das leguminosas forrageiras vem trazendo grandes
beneficios para a agricultura (Araujo et al. 2016), contribuindo na eficiéncia da ciclagem
de nutrientes, aumentando a matéria organica e melhorando fisica e quimicamente o solo
(Ferreira 2017).

Considerando as condi¢des de baixa fertilidade dos solos na regido norte, a
inoculacdo de estirpes de rizobios em leguminosas traz grandes contribui¢des (Junior et
al. 2010), subsidiando nas pastagens cultivadas a sustentabilidade (Dias Filho et al. 1991).
Essa pratica eleva o desenvolvimento vegetal (Junior e Reis 2008), a produtividade
(O’Callaghan 2016) maximizando o potencial produtivo (Florentino et al. 2014).

No entanto, a eficiéncia da simbiose de rizobios com o Amendoim Forrageiro
ainda ¢ pouco explorada (Dall’Agnol et al. 2016). Assim, ha necessidade de estudos com

rizobios em nivel de espécies adaptadas a cada regido do Brasil (Brito et al. 2015). Neste



contexto, o conhecimento sobre novas estirpes de rizobios eficientes no processo de FBN
em simbiose com o Amendoim Forrageiro proporcionard grandes contribui¢des a

agricultura nos tropicos umidos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (FBN)
O nitrogénio (N) ¢ o elemento mais abundante na atmosfera, com cerca de 78%

sendo 98% na litosfera (Dilworth et al. 2008; Vieira 2017). Esse nutriente € essencial para
vida no planeta terra, pois esta na constituicdo da fita de DNA dos vegetais e animais,
influencia no processo de divisdo celular (Aduan et al. 2004), ¢ contribui nas
produtividades agronomicas (Costa et al. 2009). Componente fundamental de proteinas e
enzimas, sendo constituintes estruturais da célula (Vieira 2017).

No entanto, o N é um gas estavel (N)? ndo assimilado diretamente pelas plantas.
A FBN ¢ o processo de transformagdo do nitrogénio em uma forma disponivel para as
plantas. Bactérias diazotroficas associadas a raizes de plantas da familia Leguminosae sao
capazes de fixar o nitrogénio no interior de nddulos formados nas raizes de plantas
leguminosas, sendo a simbiose mais significativa na agricultura (Embrapa 2016; Viera
2017).

Essas bactérias diazotroficas apresentam variagdo no crescimento de acordo com
a espécie (Araujo et al. 2016). Os géneros Rhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium de
crescimento rapido, o género Mesorhizobium de crescimento intermedidrio e o género
Bradyrhizobium de crescimento lento (Embrapa 2006).

Uma descoberta recente ¢ a FBN em Beta-Proteobactérias (Araujo ef al. 2016)
uma subclasse de bactéria associativa a qual foi transferida ao género Burkholderia (Gillis
et al. 1995) encontrada especialmente em raizes de arroz (Marin et al. 2014).

Embora a FBN seja muito importante no setor agricola, o uso inadequado tem
causado grandes impactos ao meio ambiente (Gergoletti 2008; Rodrigues et al. 2017). A
busca por uma agricultura sustentavel se tem feito necessario por meio da implementagao
de tecnologias de baixo carbono (Newton ef al. 2016). Tais como compostagem (Pereira
et al. 2017), sistemas de forragens, uso de leguminosas e associacdo com bactérias dos
géneros Rhizobium e Bradyrhizobium através da aplicagdo de bioinoculantes para

estimulo da fixacao biologica de nitrogénio (Espindola et al. 1997).
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2.2 AS LEGUMINOSAS
As leguminosas pertencem a familia Fabaceae, representando uma das maiores

familias de angiospermas do mundo com mais de 19.500 espécies, distribuidas entre uma
estimativa de 732 a 765 géneros (Schlautman et al. 2018). E considerada a maior familia
de angiospermas do Brasil e a terceira maior familia do mundo (Lima 2000; BFG 2015).

Sao plantas conhecidas pela boa associa¢do simbiodtica com bactérias fixadoras
de nitrogénio (Pires 2017). As leguminosas sdo bem adaptadas a exploracdo de diversos
ambientes (Sousa 2007). Apresentando grande importancia ecoldgica (Gomes et al. 2017)
e econdmica (Barcellos et al. 2008). Utilizadas nas industrias para fins madeireiros,
alimenticios, medicinais, producdo de combustivel, cosméticos, pesticidas e entre outros
produtos (Gomes et al. 2017).

Mas também, o uso em sistemas de forragem, pastejo direto, consorciagoes,
recuperagdo de dareas degradadas e adubagdo verde vém ganhando destaque
principalmente na regido norte (Barroso ef al. 2007; Valdo e Techio 2016). Onde solo ¢
pobre em nutrientes apresentando grande deficiéncia de nitrogénio (Dalling 2016).

Dentre os estudos desenvolvidos com espécies pertencentes a familia Fabaceae
a inoculacdo em amendoim forrageiro tem sido de grande importancia na agricultura, pois
eleva os niveis de produtividade e contribui fortemente para manutencdo do meio
ambiente fixando nitrogénio com mais eficiéncia e em alguns casos solubilizando fosfatos
do solo (Starkanova et al. 1999; Nogueira et al. 2012; Dalling 2016). Além da FBN, a
inoculacdo acarreta a reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados, contribuindo para o
baixo custo da produgdo agricola (Fernandes e Rodrigues 2012).

O grupo de maior importancia para a agronomia tropical sdo os rizobios (Kahindi
et al. 1997) sendo as estirpes mais utilizadas e recomendadas em leguminosas pela
eficiéncia na FBN, garantindo uma reducdo no uso de fertilizantes nitrogenados e
contribuindo com programas de recuperacao de areas degradadas (Junior et al. 2010).

Os rizobios sdo bactérias diazotroficas gram-negativas podendo ser de vida livre,
associativos e simbidticos (Evans e Burris 1992; Fernandes e Rodrigues 2012). Os
rizobios simbidticos participam no aumento da produtividade na agricultura (Borges
2016) servindo como bioindicadores quanto a qualidade do solo (Araujo ¢ Monteiro

2007).
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Considerando que o tipo de solo influéncia diretamente na atividade dos
microrganismos (Heijnen er al. 1992). A presenca de metais pesados sdo fatores
limitantes a sobrevivéncia da microbiota fixadora de nitrogénio (Hirsch et al. 1993).

No entanto em condi¢cdes de solos favoraveis a sobrevivéncia dos
microrganismos ¢ adequagdo das espécies as condigdes de tropico umido, a inoculagdo
com rizdbios especificos gera altas taxas de FBN (Marin et al. 2014). Os rizébios podem
ser isolados a partir dos nédulos ou diretamente do solo tendo variagdo quanto a
identificacao (Elkan e Bunn, 1992).

Na Amazodnia, os solos s3o em sua maioria do tipo latossolo amarelo distrofico,
pobre em nutriente, com baixa CTC, apresentando niveis toxicos de AI*", metais pesados
com variacdo de clima (Junior et al. 2011), contribuindo para diminui¢dao da populagdo
de micros organismos fixadores de N> (Hungria e Vargas 2000). Entretanto, a variagao de
estirpes existentes atualmente pode apresentar adaptagdo as condi¢des edafoclimaticas, a
toxidade de aluminio e aos baixos niveis de pH (Kawai et al. 2000; Ferreira 2008; Oliveira

2013).

2.3 AMENDOIM FORRAGEIRO
A espécie Arachis pintoi (Amendoim Forrageiro) pertence a familia Fabaceae

de origem Sul Americana (Kerridge ¢ Hardy 1994). O género engloba atualmente 81
espécies perenes e anuais (Perin et al. 1998; Saraiva 2016). No Brasil apresenta maior
diversidade, com 79% das espécies totais, Bolivia com 18%, Paraguai com 17%,
Argentina com 7% e Uruguai com 2% aproximadamente (Saraiva 2016).

O crescimento ¢é rasteiro, de habito estolonifero bem ramificado com altura
variando entre 20 cm a 40 cm de raiz pivotante com boa concentragdo chegando até 1,95
m de profundidade do solo (Valentim et al. 2001). A propagagdo pode se dar por sementes
(Perez 1999; Ludwig et al. 2010), estoldes ou coroa com parte da raiz (Bueno e Pereira
2016). Com floracao indeterminada, pode florescer varias vezes ao ano, garantindo boa
producao (Ludwig et al. 2010).

O desenvolvimento ¢ favoravel em clima tropical ou subtropical e temperatura
ideal por volta de 25°C a 30°C, ndo tolerando temperaturas abaixo de 10°C (Purcino
1994; Ludwig et al. 2010; Ferreira 2017), e de bom desenvolvimento nos solos da
Amazonia (Dalling 2016).

O amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & W. C. Greg.) vem sendo a

leguminosa forrageira mais recomenda na recuperacdo de areas degradadas, em
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consorcios com pastagens, em sistemas agroflorestais, na jardinagem, como banco de
proteina (Embrapa 2016) e como planta de cobertura (Ferreira 2017), apresentando 6tima
fixagdo de nitrogénio (Babilonia 2013).

No agroneg6cio e na consorciagdo com outros produtos, gerando emprego,
renda, agregando valor e diversidade para o Brasil (Sousa ef al. 2006). Bem como nos
sistemas de produ¢do bovina a pasto favorecendo a baixa emissdo de carbono na
atmosfera (Miranda et al. 2008; De Sa et al. 2014). Podendo ser cultivada por meio de
praticas agricolas simples sem necessitar de insumos e fertilizantes beneficiando o
agricultor (Valentim et al. 2009).

Atualmente as cultivares de amendoim forrageiro mais utilizadas na regido norte
sd0 as cv. Amarillo-MG-100 langado por Matsuda em 1996 e cv. Belmonte lancado em
1999 pela CEPLAC (Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira) (Ludwig ef al.
2010; Santos 2012).

Existe um Banco de Germoplasma ativo de Arachis pintoi no estado do Acre na
cidade de Rio Branco, de onde ¢ conduzida toda diversidade existente da espécie,
subsidiando o desenvolvimento de diversas pesquisas com o Amendoim Forrageiro (Valls

e Coradin 2016).

2.4 FBN EM AMENDOIM FORRAGEIRO
As bactérias que formam associagdes com o amendoim forrageiro sdo do género

Bradyrhizobium de crescimento lento (Rocha 2007; Araujo et al. 2016). Podem ter
capacidade de formar n6dulos na espécie tanto nas raizes quanto no caule (Silva 2004).

Essa formagdo de nddulos ocorre través da infecgdo bacteriana que entram por
onde emergem a raiz lateral e posteriormente de forma intercelular sdo distribuidas
através da lamela média (Allen e Allen 1940; Chandler 1978). Os bradyhrizébios
possivelmente invadem o tecido vegetal devido a produgdo de enzimas especificas como
a poligalactoronase (Uheda et al. 2001). Quando essas bactérias entram nas células
corticais ocorre uma rapida multiplicagdo do micro-organismo ocasionando repetidas
divisdes celulares das células invadidas até formar o tecido infectado do nédulo (Chandler
1978).

O tecido infectado dos nodulos, onde ocorre a FBN, sdo 100% preenchida por
bacteroides, com varia¢do de tamanho de 2 a 4 um em didmetro apresentando forma
circular e tridimensionalmente esféricos com citoplasma granular (Gross et al. 2007),

muito semelhante a estrutura dos ndédulos de Arachis hypogaea L. (Sprent 1994).
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A inclusdo de tratamentos com estirpes nativas do solo (Xavier e Souto 1988;
Thies et al. 1991) e o uso da testemunha nitrogenada para comparar o nivel de eficiéncia
das estirpes em testes sdo fatores de grande relevancia em trabalhos de sele¢do (Date
1977; Oliveira et al. 1998).

Atualmente as estirpes de rizobios registradas recomendadas para amendoim
forrageiro sdo do género Bradyrhizobium sp. Registradas como SEMIA 6439 ¢ SEMIA
6440 (Purcino et al. 2000; Muniz et al. 2016).

Em trabalhos de selegdo as estirpes recomendadas se mostraram eficientes no
incremento de massa seca da arte area, considerando sua adaptagdo as condigdes de
Cerrado (Purcino et al. 2000; Muniz et al. 2016). Destacando que cerca de 91% de N
presente no tecido vegetal da espécie ¢ obtido por meio da simbiose com bactérias

fixadoras de nitrogénio (Espindola 2001).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
o Avaliar eficiéncia simbiodtica de rizobios para Amendoim

forrageiro (Arachis pintoi) cv. Amarillo em casa de vegetagao.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Isolar rizébios de amendoim forrageiro de diferentes solos em casa

de vegetagao;

o Selecionar os rizobios mais eficientes na fixacdo biologica de
nitrogénio para amendoim forrageiro;

. Caracterizar de forma fenotipica as espécies de rizobios mais

eficientes para amendoim forrageiro.
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EFICIENCIA SIMBIOTICA DE RIZOBIOS ISOLADOS DE SOLOS

AMAZONICOS EM AMENDOIM FORRAGEIRO

Daniella de Vasconcelos da Silva', Everton Rabelo Cordeiro?, Aleksander Westphal
Muniz 3

Resumo

Arachis pintoi é uma espécie de leguminosa de multiplos usos na agricultura devido a boa
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio. O objetivo deste trabalho foi avaliar eficiéncia
simbiotica de rizobios, isolar, selecionar as espécies mais eficientes e identificar de forma
morfologica. O experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado, com 45
tratamentos, que sao os isolados obtidos de diversos solos da Amazonia, € quatro repeti¢des. Na
avaliag@o da eficiéncia simbidtica doze isolados demonstraram resultados superior as estirpes
recomendas atualmente para Arachis pintoi, sendo os isolados E501a, E503a, ES14a, E505a
provenientes da Terra Preta de Indio, os isolados E524a, E528a, E527a, E536a provenientes da
terra mulata e os isolados E547a, E551a, E548a, E552a provenientes do solo latossolo amarelo.
Demonstrando melhor resultado o isolado E514 comparado aos doze melhores isolados.

Palavras — chave: Estirpe, Rizobios, Amendoim, Simbiose.

Symbiotic efficiency of Forage Peanut rhizobia in greenhouse. Arachis pintoi is a
legume species with multiple uses in agriculture due to its good symbiosis with nitrogen-fixing
bacteria. The objective of this work was to evaluate the symbiotic efficiency of rhizobia, isolate,
select the most efficient species and identify morphologically. The experiment was conducted
under a completely randomized design, with 45 treatments, which are the isolates obtained from
different soils in the Amazon, and four replications. In the evaluation of the symbiotic efficiency,
twelve /m isolates demonstrated results superior to the strains currently recommended for Arachis
pintoi, being the isolates E501a, E503a, E514a, E505a from Terra Preta de Indio, the E524a,
E528a, E527a, ES36a from the mulatto earth and the isolates E547a, E551a, E548a, E552a from
the yellow latosol soil. The E514 isolate showed better results compared to the twelve best
isolates.

Keywords: Strain, rhizobia, peanuts, symbiosis.
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1. Introducao

A espécie Arachis pintoi conhecida popularmente como amendoim forrageiro apresenta boa
interagdo simbiotica com bactérias fixadoras de nitrogénio do género Bradyrhizobium (Herling e Techio
2016), que disponibilizam nitrogénio € em contrapartida o hospedeiro vegetal disponibiliza carbono para
o desenvolvimento bacteriano (Rocha 2007). Essa habilidade tem despertado grande interesse do ponto
de vista ecologico e agrondmico (Snak 2018).

O uso da leguminosa beneficia o aumento dos niveis de atividade microbiana estabilizando a
matéria organica ¢ garantindo qualidade do solo (Miranda et al. 2008). Outra vantagem ¢ a alta
capacidade de descompactagdo e proveito para alimentacdo animal (Antunes 2017), viabilizando os
sistemas de producdo bovina a pastos com baixa emissao de CO, (Valentim et al. 2017).

E recomendada para fins alimenticios sendo fonte de proteina, vitaminas E e B, complexos
minerais ¢ 6leos (Siqueira 2017). Bem como para fins ornamentais, construcdo de banco de proteina,
como planta de cobertura, protecdo do solo, controle de ervas daninhas e recuperagdo de areas
degradadas (Embrapa 2016), pois melhora a qualidade do solo, contribui na eficiéncia de ciclagem de
nutrientes, disponibiliza nitrogénio e assim reduz o uso de adubac¢do mineral nitrogenada, bem como o
uso de herbicidas beneficiando o agricultor (Ferreira 2017).

A espécie A. pintoi possui boa nodulagdo mesmo sem aplicagdo de bioinoculantes (Ludwig et al.
2010). No entanto, resultados de pesquisas apontam que a pratica de inoculagdo t€m influenciado no
aumento da Fixag@o biologica nitrogénio (FBN) (Starkanova et al. 1999), elevando os niveis de
producédo do vegetal (Araujo ef al. 2016).

Dessa forma a busca por rizobios mais eficientes no processo simbidtico em leguminosas
forrageiras t€m sido de grande importancia para maior eficiéncia na FBN (Santana 2017). Além do mais,
¢ importante avaliar a eficiéncia simbiotica de isolados adaptadas a regido do tropico Umido da
Amazoénia (Ferreira 2008). Considerando que a estirpe SEMIA 6439 ¢ a tinica recomentada atualmente
no estado do Amazonas para a cultivar Amarillo (Muniz et al. 2016).

Portanto, a pesquisa teve como objetivo avaliar eficiéncia simbidtica de rizdbios para Arachis

pintoi cv. Amarillo em casa de vegetagao.

2. Material e Métodos
2.1 Coleta de solo

Foram coletadas amostras de solo nos municipios de Iranduba e Manaus no estado do Amazonas.
A amostragem de solo foi realizada na profundidade de 0 a 10 cm em Terra Preta de indio e Terra Mulata
em Iranduba e em Latossolo Amarelo em Manaus (Tabela 1). Essas amostras de solo foram utilizadas
para cultivo de amendoim forrageiro (Arachis pintoi) como planta hospedeira. Para isto, o solo foi
destorroado e acondicionado em recipientes plasticos com volume de 300 ml e em seguida foi realizada

a semeadura.
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Tabela 1. Local com coleta de terra preta de indio (TPI) em cultura de milho (CM) e area de floresta (FL),
terra mulata (TM) em area cultivada (AC) e latossolo amarelo (LAT) em cultura de seringueira (CS), para

cultivo do amendoim forrageiro como planta-isca.

Area Solo Coordenadas Local Numero de
estirpes
CM TPI Campo Experimental do 9
FL TPI 03°26" 007" S; Caldeirdo 7
AC ™ 60°23°00 W 13
CS LAT 2°53°36,11°°S; Sede da Embrapa 11
59°58°18,62°W Ocidental

2.2 Obtencao dos tratamentos

Apods a germinacdo das sementes, foi aplicado semanalmente 50 mL de solugdo nutritiva,
preparada com 150g de MgSO4.7H,O + 15,8g de CuS0Os.5 H>0 + 8,908g de ZnSO4.7H.O + 0,3g de
H;BO; + 0,5g de Na;Mo04.2H,0 + 20g de FeS04.7 H,O + 20g de Acido Citrico, de acordo com
Franco e Dobereiner (1967), completando para 1000 mL com agua destilada, , atentando para sinais de
toxidez nas plantas, efetuando a diminuigdo da frequéncia de aplicagdo. Completando o periodo de 45
dias, realizou-se a colheita das plantas e a retirada dos noédulos para isolamento dos rizobios.

O isolamento dos rizobios foi realizado em capela de fluxo laminar ap6s a retirada dos noédulos
das raizes de amendoim forrageiro. Em seguida, os ndédulos foram desinfetados seguindo o método de
Araujo et al. (2016). Com auxilio de uma pinga e al¢a de platina os nédulos foram inoculados em placas
de Petri com meio Agar-Manitol-Levedura (AML) (Vincent 1970). As placas foram incubadas de forma
invertidas em estufa bacteriologica a 30°C por um periodo variavel de trés a 28 dias, até o surgimento
de coldnias bacterianas, sendo verificado a cada 24 horas o crescimento dos rizobios e contaminantes
(Fungos). Uma coldnia bacteriana isolada por placa foi selecionada de forma aleatdria, a qual foi
inoculada em uma nova placa de Petri em meio de cultura com extrato de levedura, manitol e agar
(AML) e incubada em estufa bacterioldgica a 30°C em um periodo variavel de trés a 28 dias. Em seguida
foi feita uma nova inoculagdo em tubos de ensaio com o meio de cultura (AML) que foi incubado em

estufa bacterioldgica a 30°C durante o mesmo periodo de tempo anterior, originando as 40 estirpes.

2.3 Delineamento experimental
O experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado, seguindo os principios
da experimentagdo agricola, repeticdo, casualizagdo e controle local (Duarte 1996) com quatro

repetigoes, 40 tratamentos provenientes das estirpes obtidas dos solos coletados. Cinco testemunhas,
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sendo duas ndo inoculadas sem e com adi¢do de nitrogénio mineral, recebendo parcelado semanalmente
160 mg.L"! de N e trés estirpes controle: CNPSo01119 (SEMIA 6439), CNPS01201 (SEMIA 6440),
CNPS01200 (SEMIA 6439). Com avaliagdo, apds 45 dias da inoculagdo, quanto ao nimero ¢ peso dos

nddulos, peso da parte aérea, N total, bem como a eficiéncia simbidtica dos isolados.

2.4 Selecao de rizobios

A selecdo dos isolados mais eficientes deu-se a partir da avaliagdo da eficiéncia simbiotica dos
isolados de rizobios, feita do cultivo de plantas hospedeiras de amendoim forrageiro cv. Amarilo em
casa de vegetagao utilizando vasos com areia e vermiculita estéril numa proporgao de 2:1 v/v e aplicagdo
semanalmente de 50 mL de solugdo nutritiva, controlando a umidade e temperatura.

Foram inoculadas plantas de amendoim forrageiro cv. Amarillo com suspensdo bacteriana
multiplicada em tubos de ensaio (25 x 200 mm) com meio liquido (Levedura-Manitol) a uma
temperatura de 30°C (Dilworth et al. 2008). Utilizando uma aliquota de 1 mL deste meio com uma
planta germinada por vaso com altura média de 10 cm. A avaliacdo dos tratamentos se deu quanto a
producdo de massa seca da parte aérea, capacidade de nodulagdo (niimero e massa) e o teor de nitrogénio
foliar realizada através da solubilizacdo sulfirica do método semi-micro Kjeldahl (Carmo et al.2000).
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de separacdo de médias de Scott-

Knott (p<0,05).

2.5 Caracterizacao fenotipica

Para caraterizagdo fenotipica foram considerados aspectos morfologicos e fisiologicos dos
isolados estudados. Os aspectos morfologicos dos isolados foram avaliados em lupa estereoscopica,
utilizando placas de Petri com meio de cultura (AML) branco, meio de cultura acrescentado de vermelho
congo ¢ meio de cultura acrescentado de azul de bromotimol (Hungria 1994), incubados em estufa
bacterioldgica a 30°C por um periodo de até 16 dias (Vincent 1970). Entdo foram avaliados a taxa de
crescimento das colonias em meio branco e em meio com vermelho congo: a forma, elevagao, borda,
superficie, categoria quanto a opacidade e a consisténcia das colonias, bem como a modificagdo do pH
em meio de cultura com corante de azul de bromotimol (Hungria et al. 2001).

Quanto aos aspectos fisiologicos foram observados a coloragdo de Gram (Hucker 1921), presenga
da enzima oxidase ¢ catalase utilizando as tiras para reacdo de oxidase e peroxido de hidrogénio (H>O)
para reacdo de catalase. Sintese de acido indolacético (AIA) a partir da avaliagao da produgao de auxinas

utilizando o método colorimétrico a 535nm (Asghar et al., 2002).

3. Resultados e Discussao
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3.1 Eficiéncia simbidtica dos isolados em casa de vegetacao

Dos 40 isolados obtidos de diferentes solos e testados em casa de vegetacdo, 99% dos isolados
nodularam o amendoim forrageiro, confirmando serem produtores de nodulos, ou seja, bactérias
noduliferas de acordo com Silva (2012). Porém, 1% nao produziu ndédulos confirmando a incapacidade
do mesmo. Contudo € importante ressaltar que nos tratamentos controle que ndo receberam inoculagéo
(sem adig@o de nitrogénio € com nitrogénio), ndo houve formagdo de nodulos nas plantas (Tabela 2),
mostrando que ndo houve contaminagdo no experimento.

Os dados dos isolados avaliados quanto a nodulagdo foram divididos em trés grupos conforme a
Tabela 2. O grupo I apresentou de 70,75 a 111,25 nodulos/vaso, sendo superior que os outros grupos ¢
similar a estirpe de referéncia CNPS01201. Nao obstante o grupo II apresentou entre 42,0 a 66,0
nédulos/vaso, superior ao grupo III que apresentou 0 a 33,0 nddulos/vaso, resultados similares as
estirpes de referéncia CNPSo1119 e CNPS01200.

O amendoim forrageiro sob condigdes de cultivo tradicionais chega a apresentar de 39 a 53
nédulos por planta (Lopes et al 1972). Toda via observa-se que houve uma variagdo de 33 a 111,25
nédulos por planta, comprovando o efeito positivo da inoculagéo.

Quanto a producdo da massa seca dos nodulos, os isolados utilizados nesse estudo foram
classificados em trés grupos distintos (Tabela 2). O grupo I representado pelo isolado E544 com massa
seca de nodulos de 3,94 mg/vaso, superior que as estirpes recomendadas e aos demais grupos. O grupo
IT apresentou massa seca de nodulos de 0,57 a 1,56 mg/vaso, sendo maior que o grupo III com produgio
de massa seca de nodulos de 0 a 0,52 mg/vaso.

Em relagdo a produgdo de matéria seca da parte area, esta foi dividida em dois grupos distintos
(Tabela 2). O grupo I com produgdo de matéria seca da parte area com 151,0 a 281,0 mg/vaso, sendo
maior que o grupo Il com 031,0 a 142,0 mg/vaso. Considerando que o grupo I engloba os isolados com
resultados similares a testemunha nitrogenada e resultados superiores as cepas CNPSol1201 e
CNPSol1119.

Os resultados mostraram que em casa-de-vegetagdo o numero de nddulos pode ndo ter
influenciado na produgdo de massa seca da parte aérea, bem como na eficiéncia simbidtica dos isolados,
pois nem todos os isolados que obtiveram maior nimero de nédulos também obtiveram maior massa
seca da arte aérea ou melhor eficiéncia simbiotica. Por outro lado 97% das melhores estirpes quanto a
eficiéncia simbiotica obtiveram maior numero de massa seca da arte aérea. Podendo ser considerada
como parametro de selegdo das estirpes quanto a eficiéncia simbidtica, mas o nimero de noédulo ndo
podera ser considerado como parametro para tal selecdo, indicando a importancia da massa seca dos

nédulos (DObereiner 1996; Fernandes e Fernandes 2000).
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Tabela 2. Massa seca da parte aérea, nimero e peso de ndodulos de Arachis pintoi inoculada com estirpes de Bradyrhizobium em casa de vegetagdo. Médias de 4 repeticdes.

NN® MSN® MSPA® Ef.® NN® MSN® MSPA Ef.
Tratamento (nimero.planta™) (mg.planta™) (mg/planta) Relativa Tratamento (nimero.planta™) (mg.planta) (mg/planta)  Relativa
(%) (%)
CNPSo1119 40c 1,27b 109,0b 4,1d E526 56b 1,13b 125,0b 34,7¢
CNPSo01201 103,2a 0,76b 113,0b 4,3d E527 77,75a 0,336¢ 151,0a 133,6a
CNPS01200 18,0 ¢ 1,567b 184,0b 76,0b E528 75,5a 0,492¢ 159,0a 137,1a
Test S/N 0,0c Oc 090,0b 0d E529 45b 0,122¢ 077,0b 115,4b
Test + N 0,0c Oc 219,0a 100,0b E530 66b 0,120c 090,0b 121,9b
E501 42,0b 0,643b 224,0a 144,4a E531 72,75a 0,205¢ 117,0b 113,8b
E502 0,0c Oc 095,0b 4.2d E532 70,75a 0,139¢ 067,0b 82,5b
E503 46,7b 0,734b 101,0b 140,4a E533 61,75b 0,244c¢ 104,0b 95,3b
E504 42,0b 0,509¢ 113,0b 112,9b E534 3,75¢ 0,024c¢ 031,0b 18,4d
E505 59,5b 0,258¢ 104,0b 166,3a E535 18¢ 0,080c 044,0b 58,7¢c
E506 10,0 ¢ 0,208¢ 132,0b 23,0d E536 30,25¢ 0,233¢ 193,0a 127,5a
E507 49,2 b 0,120c 045,0b 80,9b E542 1,75¢ 0,135¢ 122,0b 8,7d
E508 59,2b 0,116¢ 054,0b 79,2b E543 51b 0,359¢ 141,0b 41,8¢c
E509 64,0 b 0,197¢ 078,0b 112,5b E544 33¢ 3,940a 161,0a 109,6b
E513 66,0 b 0,852b 183,0a 8,8d E545 27¢ 0,475¢ 219,0a 109,9b
E514 76,2 a 0,454c¢ 198,0a 167,8a E546 8,25¢ 0,874b 130,0b 9,6d
E515 89,7 a 0,291c 097,0b 90,6b E547 111,25a 0,524c¢ 253,0a 163,4a
E516 32,0c 0,113¢ 089,0b 104,1b E548 87,75a 0,817b 281,0a 153,6a
E517 7,2¢ 0,058¢ 038,0b 61,1c E549 5¢ 0,760b 142,0b 39,8¢c
E518 150c¢ 0,088¢c 063,0b 50,3¢ E550 44.25b 1,099b 212,0a 101,8b
E519 0,5¢ 0,003¢ 050,0b 4,0d E551 53,75b 0,579b 226,0a 162,6a
E524 59,2b 0,588b 114,0b 143,9a E552 83,5a 0,435¢ 218,0a 139,8a
E525 20,5 ¢ 0,520c 127,0b 97,7b

*Fonte: Autor

Numero de nodulos;1-Massa seca dos nodulos;2-Massa seca da parte aérea;3-Eficiéncia relativa;4. Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Todavia, as melhores estirpes quanto a eficiéncia simbiotica (E514, ES05, E547, ES51a, E548,
E501, ES24, E503, E552, E528, ES27, E536) apresentaram eficiéncia relativa (%) a fixagdo biologica
de nitrogénio de 127,5 a 167,8 maior que a testemunha nitrogenada e as cepas recomendadas atualmente.
Resultados superiores as cepas recomendadas também foram reportados por Junior ef al. (2010) em um
trabalho de selegdo com isolados nativos de solos da Amazonia em simbiose com leguminosa.

Isto se deve as bactérias nativas dos solos da Amazdnia possuirem menor competitividade
simbiotica (¢ uma analise) com o amendoim forrageiro do que as estirpes recomendadas atualmente.
Considerando que as estirpes de referéncia sdo registradas como SEMIA 6439 ¢ SEMIA 6440
recomendas para inoculagdo do Arachis pintoi em condigdes do Cerrado Brasileiro (PURCINO et al.

2000).

3.2 Caracterizacao morfologica

O resultado da caracterizagdo morfologica dos 40 isolados analisados na pesquisa esta
apresentado na tabela 3. Dos 40 isolados, 16 foram obtidos de amostras de solo de TPI, 13 de TM e 11
de LA (Tabela 1). A forma das coldnias apresentou-se circular, com elevacdo variando de plana e
convexa, de borda inteira e superficie lisa, com 99% dos isolados apresentaram caracteristica opaca,
onde a colonia ndo permite a passagem de luz e apenas o isolado E543 apresentou translucidez,
permitindo a passagem de luz através da colonia, considerando que a consisténcia colonial variou de
viscosa, butirosas ¢ gomosas (Tabela 3).

Tais caracteristicas coloniais nodulando o amendoim forrageiro podem ser observadas em outros
trabalhos de selecdo de Rocha (2007). E importante salientar que a caracterizagio colonial dos isolados
releva uma grande diversidade, sendo o principal meio para o desenvolvimento biotecnologico (Martins
etal 1997).

Dos melhores isolados na FBN (E514, E505, E547, E551, E548, ES01, E524, ES03, ES52,
E528, E527, E536), oito isolados (E514, E547, ESS51, E548, E503, ES28, E527, E536) apresentaram
caracteristicas similares as das estirpes de referéncia (CNPS01201, CNPS01200 CNPSo01119) quanto a
forma da colonia circular com elevagdo plana de borda inteira, lisa, sem passagem de luz pela colonia
de consisténcia gomosa.

De acordo com Martins (2014) as caracteristicas morfologicas das bactérias fixadoras de
nitrogénio estdo relacionadas a sua sobrevivéncia no solo. Considerando os aspectos bioquimicos de
cada solo origem das bactérias testadas. Outros resultados demonstraram que o LA apresenta baixa
fertilidade natural e elevada acidez (Lima et al. 2002), enquanto a TPl ¢ a TM apresentaram grande

fertilidade (Soares et al. 2018), com niveis elevados de matéria organica (Kern et al. 2009).
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Tabela 3. Caracteristicas morfologicas e bioquimicas das estirpes estudadas.

ISOLADO Form” Elev® Bord® Sup® Cat® Cons® VC? pH® Gram® Oxi'” Cat!V

501 C Pl In L Op \% I AC - - -
502 C Pl In L Op B I N - - +
503 C Pl In L Op G R AC - - ;
504 C Pl In L Op G R AC - - -
505 C Pl In L Op \% R AC - - ;
506 C Pl In L Op \% R N - ; ]
507 C Pl In L Op G R Al + ; ]
508 C Pl In L Op G R AC - - ;
509 C Pl In L Op G R N - - +
513 C Pl In L Op G R AC + ; ]
514 C Pl In L Op G R AC - + +
515 C Pl In L Op \% R N - ; ]
516 C Pl In L Op \% I AC - - +
517 C Co In L Op \% R AC + ; ]
518 C Pl In L Op \% R AC - - -
519 C Pl In L Op \% R N - - +
524 C Pl In L Op \% R AC - - +
525 C Pl In L Op \% I AL - - +
526 C Pl In L Op G R AL - - +
527 C Pl In L Op G R AC - - -
528 C Pl In L Op G R AC - - +
529 C Pl In L Op G R AC - - +
530 C Pl In L Op G R AC - - ;
531 C Pl In L Op G L  AC - - -
532 C Pl In L Op G R AC - - -
533 C Pl In L Op G R AC + ; ]
534 C Pl In L Op G L  AC - - -
535 C Pl In L Op \% R AC + ; ]
536 C Pl In L Op G R AC - - +
542 C Pl In L Op G I AC - - -
543 C Pl In L Tr B I N - ; ]
544 C Pl In L Op \% R AC - + +
545 C Pl In L Op \% R AC - - -
546 C Co In L Op G I N - - +
547 C Pl In L Op G R AC - + ;
548 C Pl In L Op G R AC - ; ]
549 C Pl In L Op G I AL - ; ]
550 C Co In L Op G R AC - - ;
551 C Pl In L Op G I AL - ; ]
552 C Co In L Op G R AC - + ;
1119 C Pl In L Op G R AL - ; ]
1201 C Pl In L Op G I AL - ; ]
1200 C Pl In L Op G I AL + - +

-Forma; 1 (circular; C)-Elevagdo; 2 (Plana;C-Convexa; Co)-Borda;3 (Inteira; In) Superficie; 4 (Lisa; L)-Categoria;
5 (Opaca; Op-Translucida; Tr)- Consisténcia; 6 (Viscosa; V-Gomosa;G-Butirosa;B)-Velocidade de crescimento;7
(Rapido; R-Intermediario; I-Lento; L)-pH; 8 (acido; Ac-alcalino; Al- neutro; N)-Gram;9 Oxidase; 10-Catalase;11
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Cerca de 72,5% dos isolados obtidos de diferentes solos testados em casa de vegetacdo
apresentaram crescimento rapido em meio de cultura AML (Figura 1), considerando o surgimento das
colonias bacterianas até trés dias. Seguindo um percentual de 22,5% dos isolados com crescimento
intermediario variando de 3 a 7 dias para surgimento das colonias e 5% apenas dos isolados com
crescimento lento de 7 a 16 dias.

Dos isolados obtidos observou-se que em TPI (32,5%) ocorreram o maior numero de isolados
com crescimento rapido, seguido por TM (25 %) e por ultimo o LA (15%). Os demais isolados
apresentaram crescimento intermediario, sendo 12,5; 7,5 € 2,5 %, em LA, TPI ¢ TM, respectivamente
(Figura 1).

Quando o tempo de crescimento é comparado ao das estirpes de referéncia CNPS01201 e
CNPSo01200 de crescimento intermediario, os isolados obtidos do solo latossolo amarelo apresentaram
maior percentual do que os demais isolados obtidos dos outros solos. No entanto, se comparado a estirpe
de referéncia CNPSo01119 de crescimento rapido, os isolados obtidos do solo terra preta de indio

apresentaram maior percentual do que os demais isolados obtidos dos outros solos (Tabela 3 ¢ Figura

).
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Figura 1. Distribui¢do em porcentagem quanto ao tempo de crescimento em meio de cultura com extrato de
levedura, manitol e 4gar (YMA) de isolados obtidos de amostras de solo do tipo terra preta de Indio (TPI), Terra

mulata (TM) e Latossolo amarelo (LAT) do estado do Amazonas.

O crescimento rapido e intermediario apresentaram maior percentual do que o crescimento lento.
Tendo em vista que a espécie Arachis pintoi é geralmente nodulada por bactérias do género
Bradyrhizobium de crescimento lento (Rocha 2007; Araujo et al. 2016). No entanto ha evidencias que
bactérias de crescimento rapido, como do género Rhizobium sao capazes de formar nédulos nas raizes

de amendoim forrageiro (IBANEZ et al. 2008).
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Figura 2. Distribui¢do em porcentagem quanto ao pH em meio com extrato de levedura, manitol ¢ agar (YMA)

acrescido de azul de bromotimol dos isolados obtidos de amostras de solo do tipo terra
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preta de Indio (TPI), Terra mulata (TM) e Latossolo amarelo (LAT) do estado do Amazonas.

Na figura 2 encontra-se distribuidos em porcentagem os isolados obtidos de trés tipos de solo
quanto as caracteristicas de pH em meio de cultura acrescido de azul de bromotimol. Observou-se uma
maior quantidade de isolados para as caracteristicas de pH acido com 67,5%. No entanto as estirpes de
referéncia (CNPSo1119, CNPS01201, CNPS01200) apresentaram caracteristicas de pH alcalino e 99%
dos melhores isolados apresentaram caracteristicas de pH acido, por outro lado 1% apresentou
caracteristica de pH alcalino (E551).

Os autores Martins et al. (1997) e Freitas et al. (2007) associam as caracteristicas de pH das
bactérias fixadoras de nitrogénio ao tempo de crescimento, sendo que as bactérias cujo crescimento €
mais lento ou intermedidrio tendem a tornar o meio de cultura alcalino, cuja cor muda para azul. As
bactérias de crescimento considerado rapido tendem a acidificar o meio de cultura, cuja cor muda para
amarelo (SILVA et al. 2014). Tal associac@o pode ser vista em 31 isolados, 23 isolados de crescimento
rapido acidificaram o meio de cultura e 8 isolados mudaram o meio de cultura para azul, o mesmo foi

observado por Rocha (2007).

3.2 Bioquimica

Quanto aos testes bioquimicos: coloragdo de Gram, presencga das enzimas oxidase e catalase, a
maioria dos isolados de diferentes solos e as estirpes de referencia CNPSo1119 ¢ CNPSo01201
apresentaram caracteristicas negativas (Figura 3). O percentual mais alto para caracteristica positivo
correspondeu a enzima catalase com 32,5%, considerando a estirpe de referéncia CNPS01200. Os
melhores isolados de diferentes solos sdo Gram-negativas ¢ variado para a presenca das enzimas oxidase

e catalase, com maior incidéncia da auséncia das enzimas (Tabela 3).

38



100 - 87,5
: 80 1 67,5
o 60 -
D
E 40 - 32,5 OPositivo
= 20 - 10 m Negativo
0
Gram Oxidase Catalase

Teste bioquimico

Figura 3. Distribuicdo em porcentagem quanto aos testes bioquimicos dos isolados testados em casa de vegetagao.

A coloragdao de GRAM ¢ uma técnica muito utilizada em estudos taxonOmicos de bactérias
fixadoras de nitrogénio (Baldani et al. 1998). Os resultados quanta coloracdo de GRAM e a morfologia
das bactérias mostraram que grande parte dos isolados testados sdo constituidos de bactérias com parede
celular mais complexa e resistente com formato de bastonete, resultado parecido é encontrado em um
trabalho de selegdo com Arachis pintoi por Rocha (2007).

De acordo com Silva (2013) os bacilos com GRAM negativas de oxidase negativa ¢ catalase
positiva podem ser caracterizados como pertencentes a familia das Enterobactérias. No entanto 10% das
estirpes apresentaram oxidase positiva, estando presente em apenas algumas bactérias catalisando uma
reacdo de oxidacdo/reducdo do O, a agua (H-O) ou a peroxido de hidrogénio (H> O») (Videira et. al.
2007).

A diversidade morfologica e bioquimica ¢ uma indicacdo da distingdo entre os isolados
estudados, podendo ser o indicio da diversidade genética (Rocha, 2007). Isolados com presenga das
enzimas oxidase e catalase fornecem a planta um mecanismo de defesa antioxidante, capaz de responder
a estresses ambientais (Barbosa er al. 2010). Essas enzimas também foram observadas em rizobios

associados a raizes de feijoeiro cultivados em Santa Catarina (SEI 2012).

3.3 Producao de acido indolacético (AIA)

Os isolados avaliadas quanto a producdo de acido indolacético (AIA) podem ser dividos em
quatro grupos distintos (Figura 4). Onde o grupo I estdo inseridas os isolados com maior producdo de
auxinas (ES17, E547, ES52, E515, E548, ES32, E542, ES46, ES14, E501, ES34) com média de 93,05 a
108,88 mg de AIA/L. O grupo II com média de 74,63 a 89,206667 mg de AIA/L sendo mais proéximo
ao grupo I e superior ao grupo I1I com média de 18,99 a 30,5mg de AIA/L, o qual é mais proximo do
grupo IV com média de 5,88 a 17,24mg de AIA/L.

O AIA ¢ um horménio considerado como melhor estimulador de crescimento das raizes (LOSS
et al. 2008). Todos os isolados testados foram capazes de produzir AIA em quantidades variadas, isso

demonstra bons resultados. Visto que em trabalhos de seleg@o a inoculag@o de rizobios promotores de
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AIA favorece a germinagdo, apresenta mecanismos de promogdo de crescimento vegetal, induz o
enraizamento, aumenta a absor¢do de nutrientes do solo, vigor das plantas, induzindo a floracdo e
frutificagdo em leguminosas (De Salamone et al. 2001; Chi et al. 2005; Zhao 2010; Atunes 2016;
Nosoline 2016).
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Figura 4. Agrupamento das estirpes de diferentes solos quanto a produgdo de auxinas.

4. Conclusio

Conclui-se que os isolados ES14, ES05, E547, E551, E548, E501, E524, ES03, ES52, ES28, E527,
E536 apresentaram bons resultados quanto a eficiéncia simbidtica para amendoim forrageiro cv.
Amarillo em condigdes controladas de casa-de-vegetagdo superior as estirpes de referéncia atualmente
recomendadas pela Embrapa. Podendo ser utilizados em novos trabalhos de selecdo tanto em casa de
vegetagdo quanto em campo.
5. Divulgacao
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Este artigo € inédito e ndo esta sendo considerado para qualquer outra publicagdo. O(s) autor(es)
e revisores nao relataram qualquer conflito de interesse durante a sua avaliagdo. Logo, a revista Scientia
Amazonia detém os direitos autorais, tem a aprovagdo e a permissdo dos autores para divulgagio, deste

artigo, por meio eletronico.
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