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RESUMO

A compostagem € um processo microbiano de biotransformacao, considerada uma alternativa
para a destinacdo adequada dos residuos culturais, sendo uma técnica simples, viavel
economicamente e eficiente no tratamento e estabilizacdo dos residuos, minimizando o0s
impactos ambientais no solo, no ar e na agua, além de eliminar micro-organismos patogénicos
aos vegetais e aos seres humanos. Os objetivos da pesquisa foram investigar a sobrevivéncia
de um mutante da fitobactéria Ralstonia pseudosolanacearum (CRMRS74R™) em restos
culturais de tomateiro durante a compostagem e verificar a qualidade do composto organico
em relacdo a variaveis fisicas, quimicas e microbioldgicas. Trés pilhas de compostagem foram
constituidas de restos culturais de tomateiro e capim elefante, e esterco de ovino. Nove bolsas
contendo 10 g de tecidos de tomateiro infectado foram depositadas em cada pilha, trés em
cada profundidade (20, 40 e 60 cm). Os revolvimentos das pilhas foram feitos aos 10, 20 e 30
dias de compostagem, quando entdo foram realizadas as avaliagbes da sobrevivéncia da
fitobacteria. Ao final do processo (30 dias) foram quantificados os micro-organismos presente
no composto e o antagonismo a R. pseudosolanacearum, os compostos fendlicos totais e
variaveis da qualidade do composto. Na primeira avaliacdo realizada aos 10 dias 0 mutante
ndo foi recuperado em meio de cultura, indicando que j& havia sido eliminado do material
infectado. As bactérias totais foram quantificadas em elevadas populacdes no composto,
variando de 7,0 x 102 a 2,0 x 10% UFC/g de composto, com predominancia de Pseudomonas
do grupo fluorescente. Sessenta e dois isolados apresentaram atividade antagbnica a R.
pseudosolanacearum CRMRS74RI" detectada através da formacdo de halo de inibicdo do
crescimento bacteriano. No entanto, apenas 32 isolados mantiveram o antagonismo em novo
teste realizado in vitro. A populacgdo de fungos variou de 3,2 x 10% a 1,2 x 10® UFC/g de
composto. Com base nas estruturas morfologicas, foram identificados 40 isolados ao nivel de
género: Aspergillus spp., Cladosporium spp., Curvularia spp., Fusarium spp., Paecilomyces
spp. e Trichoderma spp., e também o Oomiceto Pythium sp., e destes, nove produziram
metabdlitos toxicos e inibiram o crescimento bacteriano, com halos variando de 15 a 23 mm.
A populacédo total de actinomicetos no composto variou de 3,8 a 9,5 x 10* UFC/g de
composto, e com base em caracteristicas culturais foram selecionados 33 isolados para teste
de antagonismo, dois quais, quatro produziram metabdlitos toxicos contra R.
pseudosolanacearum CRMRS74R™ com halos variando de 23 a 33 mm. Compostos fenélicos
totais foram encontrados nas pilhas de compostagem em uma concentracdo meédia de
0,0065%. As altas temperaturas geradas nas pilhas durante a fase termofilica (em média
50°C), a presenca de micro-organismos antagonistas e compostos fendlicos foram
responsaveis pela rapida eliminacdo de R. pseudosolanacearum do composto. Os resultados
das analises fisico-quimicas e microbioldgicas atenderam aos limites estabelecidos pela
legislacdo vigente para uso e comercializacdo de composto organico, indicando que o
composto obtido é de boa qualidade.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum; murcha bacteriana; residuos sélidos.



ABSTRACT

The composting process is a microbial biotransformation used as an alternative for the
adequate destination of the crop residues. It is a simple, economic and efficient technique for
the treatment and stabilization of these residues and minimizes the environmental impacts in
soil, air and water besides eliminates plant and human pathogens. The goals of this work were
to investigate the survival of a mutant of phytobacteria Ralstonia pseudosolanacearum
(CRMRS74RM in tomato crop residues during composting process and analyze the quality of
the organic compound in relation to physical, chemical and microbiological variables. Three
composting piles were made of tomato and napier grass crop residues plus ovine manure.
Then, nine mesh bags with 10 g of infected tomato plants were placed in each pile, three at
each depth of 20, 40 and 60 cm. Piles were turned over after 10, 20 and 30 days when
evaluations of bacterial survival were made. At the end of the composting process, we
quantified microbial population, antagonism against R. pseudosolanacearum, total phenolic
content and compost quality. At the first evaluation (10 days) CRMRS74R" were not
recovered in culture medium, indicating that it was already eliminated of the infected
material. Total bacteria were present in high populations in the compound, ranging from 7.0 x
102 to 2.0 x 10'® CFU/g of compound, and the fluorescent Pseudomonas were the most
frequent. Sixty-two isolates showed antagonistic activity against R. pseudosolanacearum
CRMRS74R™ detected by the inhibition halo formation. However, only 32 isolates
maintained the antagonism in a second in vitro assay. The fungal population ranged from 3.2
x 10% to 1.2 x 10® CFU/g of compound. Based on morphological structures 40 isolates were
identified at genus level: Aspergillus spp., Cladosporium spp., Curvularia spp., Fusarium
spp., Paecilomyces spp., Trichoderma spp., and the Oomycete Pythium sp. Among these
isolates, nine produced toxic metabolites and inhibited the pathogen growth with halos
ranging from 15 to 23 mm. The total population of actinomycetes in compound ranged from
3.8 t0 9.5 x 10* CFU/g of compound and based on cultural characteristics 33 isolates were
selected for the antagonistic tests. Among them, four produced toxic metabolites against R.
pseudosolanacearum CRMRS74%" with halos ranging from 23 to 33 mm. Total phenolic
content found in composting pile averaged 0.0065%. The high temperatures generated in the
piles during the termophylic phase (media 50°C), the presence of antagonistic microbial
populations and the phenolic compounds might be the cause of the quick elimination of R.
pseudosolanacearum from the compound. The results of the physico-chemical and
microbiological analysis attended the established limits of the current Brazilian legislation for
using and comercialization of an organic compound, indicating that the obtained product has
good quality.

Keywords: Solanum lycopersicum; bacterial wilt; solid residues.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é a segunda hortalica mais cultivada
e de maior importancia econdmica, sendo apenas superada pela batateira (Solanum tuberosum
L.). A cultura do tomateiro, porém, esta suscetivel ao ataque de varias pragas e doencas que
podem reduzir a producdo. Dentre as fitobacterioses, a murcha bacteriana causada por
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. e R. pseudosolanacearum (Smith) Safni et
al. € uma das principiais doencas que ocorrem em cultivos do estado de Pernambuco (SILVA,
2014).

As condicOes que favorecem ao ataque severo de R. pseudosolanacearum, tais como a
temperatura elevada, a alta umidade do solo e plantas suscetiveis a bactéria, sdo fatores
limitantes do cultivo das solanéceas, face a provavel murcha e morte precoce das plantas no
campo (CHENG; CHU, 1999; LOPES; AVILA, 2005).

A disseminagdo de R. pseudosolanacearum a curta distdncia ocorre através da
movimentacdo de solo, da &gua de irrigacdo em encostas, e da utilizacdo de maquinas
agricolas e ferramentas contaminadas nas praticas culturais, ocasionando a introducdo do
patdgeno em novas areas. Neste processo de disseminacgdo, a capacidade de sobrevivéncia da
bactéria no solo, na 4gua e em restos culturais, a presenca de hospedeiros alternativos e de
infeccOes latentes, ou seja, aquelas onde a planta ndo apresenta sintomas, tém influéncia
fundamental no desenvolvimento da doenca (COUTINHO, 2005; HAYWARD, 1994).

Por outro lado, os sistemas agricolas produzem grandes quantidades de residuos, tais
como restos de cultura. No campo, é pratica comum os agricultores deixarem 0s restos de
cultura nas areas de plantio, os quais sdo fonte de indculo potencial de fitopatdgenos, podendo
comprometer a qualidade e a quantidade da futura producdo. Outra importante questao
envolvendo os restos culturais é o fato de que muitas vezes esses residuos sdo queimados,
provocando sérios problemas de poluicio ambiental (SUAREZ-ESTRELLA et al., 2007).

Dentre as varias alternativas para a destinacdo adequada dos residuos culturais, a
compostagem € identificada como uma das mais atrativas, pois é uma técnica simples, viavel
economicamente e eficiente no tratamento e estabilizacdo dos residuos, minimizando os
impactos ambientais no solo, no ar e na agua (BUSTAMANTE et al., 2008; JURADO et al.,
2014; KHAMFOROUSH et al., 2013; LU et al., 2008). Além disso, o processo de
compostagem elimina micro-organismos patogénicos aos vegetais e aos seres humanos
(ELORRIETA et al., 2003; SILVA et al., 2012).
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A compostagem € um processo microbiano de biotransformagdo. O composto
organico, se gerado de forma correta, geralmente é rico em nutrientes essenciais e pode ser
aproveitado em sistemas agricolas como adubo organico, fornecendo nutrientes que séo
assimilados pelas raizes das plantas. Quanto mais diversificados os materiais com 0s quais 0
composto é feito, maior é a variedade de nutrientes ali existentes (CAMPBELL, 1999).

Para que o0 composto possa ser utilizado em sistemas agricolas como condicionante do
solo ou até mesmo como fertilizante orgénico, € necessario realizar o monitoramento e 0
controle dos fatores fisicos, fisico-quimicos e biolégicos para a obtencdo de um composto
seguro e de qualidade (MASSUKADO et al., 2010).

Neste sentido, um estudo sobre variaveis abidticas e bioldgicas relativas ao potencial
de eliminacdo de fitopatdgenos no processo de compostagem de restos agricolas, tem
relevancia no sentido de buscar uma melhoria na qualidade ambiental ecossistémica e em
sistemas agricolas. Este trabalho teve como objetivos investigar o efeito da compostagem na
sobrevivéncia de R. pseudosolanacearum em restos culturais de tomateiro e verificar a

qualidade do composto organico em relacdo a variaveis fisicas, quimicas e microbiologicas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do tomateiro e a murcha bacteriana

2.1.1 Importéncia da cultura do tomateiro

O tomateiro, pertencente a familia Solanaceae, pode ser cultivado em regides tropicais
e subtropicais, tanto para consumo in natura quanto para a industria de processamento,
destacando-se como a segunda hortalica mais cultivada no mundo, sendo superada apenas
pela batateira (SANTOS, 2011).

E uma planta perene, de porte arbustivo, de cultivo anual. A planta pode desenvolver-
se de forma rasteira, semi-ereta ou ereta. O crescimento e limitado nas variedades de
crescimento determinado e ilimitado nas de crescimento indeterminado, podendo chegar,
nesse caso, a 10 m em um ano. E uma hortalica de larga adaptacdo climatica, sendo a
temperatura Otima para a germinacdo das sementes situada na faixa de 15 a 25°C
(ALVARENGA, 2004a).

A composicdo dos frutos de tomate varia de acordo com a cultivar, a nutricdo, as
condigdes de cultivo e com as condi¢Bes ambientais nas quais foi produzido. O fruto fresco é
um alimento altamente nutritivo com baixo teor de matéria seca, muito rico em sais minerais,
vitamina C e licopeno, apresenta excelente palatabilidade e o seu baixo valor energético
torna-o recomendavel em dieta, ou a pessoas que precisam de um alimento de baixa
digestibilidade (ALVARENGA, 2004b; RAO, 2002; SHAMI; MOREIRA, 2004).

A producéo de tomate no Brasil, em 2013, alcancou 4.291.160 toneladas e rendimento
médio em torno de 65,94 t.hal. A regido Sudeste é a maior produtora, com 1.919.438
toneladas e rendimento médio de 74,09 t.ha, com destaque para S&o Paulo que é o segundo
maior estado produtor do Brasil, com 849.052 toneladas e rendimento médio de 75,12 t.ha™.
A segunda maior regido produtora é a Centro-Oeste, que em 2014 apresentou uma producéo
de 1.096.895 toneladas e rendimento médio de 85,31 t.ha, com destaque para o estado de
Goiés que é o primeiro produtor de tomate do Brasil com uma safra de 1.025.567 toneladas e
rendimento médio em torno de 88,04 t.hal. A regido Nordeste ocupa o terceiro lugar na
producéo de tomate com 672.011 toneladas e rendimento médio de 65,94 t.ha, com destaque
para os estados da Bahia com producdo de 288.477 toneladas e rendimento médio de 34,73
t/ha, Ceara com produgdo de 224.850 toneladas e rendimento médio de 49,07 t/ha e
Pernambuco com 123.531 toneladas e rendimento médio de 34,73 t.ha™! (IBGE, 2014).
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Apesar da grande producdo obtida, o tomateiro se caracteriza por ser uma cultura
bastante suscetivel a uma grande quantidade de pragas e doencas, exigindo intenso manejo
desde o plantio até 0 momento da colheita. E um dos setores agricolas que mais consome
produtos fitossanitarios, com um gasto médio de R$ 6.990,52 ha.ano™ (AGRIANUAL, 2013).

Dentre as doencas de etiologia bacteriana que afetam o tomateiro destaca-se a murcha
bacteriana, causada por R. solanacearum e R. pseudosolanacearum, que pode comprometer

os cultivos e impactar a producédo do tomateiro.

2.1.2 Murcha bacteriana do tomateiro

A murcha bacteriana é considerada uma das mais importantes e destrutivas doencas de
plantas no Brasil e no mundo, principalmente em &reas de clima imido, com altitudes baixa a
média, em regides tropicais e subtropicais (HAYWARD, 1991). E favorecida por alta
temperatura e alta umidade do solo, sendo, por isso, notada com mais frequéncia em cultivos
de verdo (PEREIRA-CARVALHO et al., 2014). A importancia deve-se aos grandes prejuizos
ocasionados por esta doenca, extensa gama de hospedeiros, ampla distribuicdo geogréfica e
dificil controle.

Os primeiros relatos da doenca ocorreram em 1896, nos Estados Unidos da America,
nas solanaceas batateira, tomateiro e berinjela (Solanum melongena L.) (HAYWARD, 1994).
No Brasil, os primeiros registros da murcha bacteriana datam de 1922, em plantas de fumo
(Nicotiana tabacum L.) e batateira, no Rio Grande do Sul por Von Parseval (TAKATSU;
LOPES 1997). A fitobacteriose é encontrada em mais de 450 plantas hospedeiras, distribuidas
em 54 familias botanicas, com perdas dificeis de quantificar (WICKER, 2007). As espécies
mais suscetiveis pertencem a familia solandcea; no entanto, espécies de outras familias
também sdo hospedeiras deste patogeno, tais como bananeira (Musa spp.), amoreira (Morus
alba L.) e gengibre (Zingiber officinale Roscoe) (XU, 2009).

Em tomateiros, a murcha bacteriana é causada por R. solanacearum e R.
pseudosolanacearum, as mesmas bactérias que causam a doenga em pimentdo (Capsicum
annuum L.) e outras solanaceas. Estas bactérias estdo amplamente disseminadas pelas
principais areas de producdo no Brasil, principalmente nas regides Norte e Nordeste
(MALAVOLTA JUNIOR et al., 2008; MARQUES et al., 1994). No entanto, com o advento e
a expansao do cultivo protegido nas regides Sul e Sudeste do Brasil, a murcha bacteriana
passou a ser um dos principais problemas do tomateiro neste sistema de producdo (LOPES et
al., 2015). A perda na producéo de solanaceas é muito elevada, podendo ser total e chegando

a condenar o campo, especialmente em plantios sucessivos, devido a capacidade da bactéria
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sobreviver no solo por longo periodo de tempo (LOPES; DUVAL, 2007). Em Pernambuco, a
murcha bacteriana limita o cultivo de tomate, pimentdo (Capsicum annum L.) e berinjela, nas
mesorregides da Mata e Agreste do estado (MARIANO et al., 1989). Silva (2014) verificou
que nestas mesorregides a doenca € causada principalmente por isolados de R.
pseudosolanacearum.

R. pseudosolanacearum penetra por ferimentos nas raizes, invade 0s espagos
intercelulares do cdrtex da raiz em menos de 4 horas e apés 2 a 3 dias, coloniza inteiramente
esses espacgos e 0 parénquima vascular (SAILE et al., 1997), movimentando-se em direcdo a
parte superior da planta. Em tomateiro, a doenga se manifesta em qualquer estadio de
desenvolvimento da planta, principalmente por ocasido da formagdo do primeiro cacho de
frutos. Ao infectar a planta, a bactéria se aloja no xilema, cujos vasos conduzem a agua
absorvida pelas raizes para a parte aérea da planta. Sob condi¢des favoraveis, a bactéria se
multiplica, gerando alta quantidade de células produtoras de polissacarideos extracelulares
viscosos, que acabam obstruindo os vasos (LOPES; ROSSATO, 2013). Permanecendo as
condi¢Bes favoraveis ao desenvolvimento da bactéria, a planta toda murcha de forma
irreversivel e morre (Figura 1A).

Por ser uma doenga vascular, provoca escurecimento dos vasos do xilema (Figura 1B),
que é percebido quando se faz cortes longitudinais na parte inferior do caule de plantas
afetadas. A exsudacao bacteriana na base do caule, visualizada pelo teste do copo. Este teste é
realizado fazendo um corte transversal no caule da planta doente, colocando-a em seguida
ligeiramente submersa em frasco transparente com &agua limpa. A presenca de um filete
leitoso saindo do tecido em direcdo ao fundo do copo indica a presenca da murcha-bacteriana
(LOPES; ROSSATO, 2013), distinguindo a murcha bacteriana de outras doencas vasculares
de origem fungica que também causam a murcha da planta (PEREIRA-CARVALHO et al.,
2014). Em condicdes desfavoraveis a doenca, 0s sintomas aparecem mais tardiamente,
podendo ocorrer murcha em um s6 lado da planta ou da folha, além de se observar certo
amarelecimento das folhas iniciando pelas mais velhas (LOPES; ROSSATO, 2013).
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Figura 1 - Sintomas da murcha bacteriana em tomateiro. A- Planta murcha; B- Corte do caule,

evidenciando escurecimento dos vasos do xilema.

A disseminacéo da bactéria ocorre a curta distancia atraves da movimentacéo de solo,
da agua de irrigacdo em encostas e da utilizacdo de maquinas agricolas e ferramentas
contaminadas nas praticas culturais. A disseminacdo a longa distancia ocorre principalmente
pelo transporte de material vegetal infectado, ocasionando a introdugdo da murcha bacteriana
em novas areas (COUTINHO, 2005; HAYWARD, 1994).

O controle da murcha bacteriana € extremamente dificil, principalmente devido a
ampla gama de hospedeiras, alta variabilidade genética do patdgeno e a sobrevivéncia no solo
por longos periodos, tornando o controle quimico inviavel e antieconémico (LOPES, 1994).
Dessa forma, no manejo da doenca sdo indicadas as seguintes medidas: manejo correto da
agua de irrigacdo de forma a evitar o encharcamento do solo, evitar ferimentos por
nematdides, insetos ou implementos agricolas; evitar movimentacdo a partir de focos da
doenca para outras areas; eliminar plantas doentes, voluntarias infectadas e invasoras da
familia solanacea; e fazer rotacdo de culturas por no minimo um ano, com gramineas
(LOPES; QUEZADO SOARES, 2001).

2.1.3 Aspectos taxonémicos e bioldgicos do complexo de espécies Ralstonia solanacearum

O género Ralstonia pertence ao dominio Bacteria, reino Procariotae, divisdo
Proteobacteria, ordem Burkholderiales e familia Ralstoniaceae.

A nomenclatura do agente causal da murcha bacteriana tem sofrido grandes mudangas.
A bactéria foi descrita pela primeira vez em 1896, por Erwin F. Smith que a classificou como
Bacillus solanacearum Smith, tendo sido isolada a partir de plantas de tomateiro infectadas
provenientes de Ocean Springs (Mississipi). Em 1914 foi denominada Pseudomonas

solanacearum (Smith) Smith, até que em 1992 Yabuuchi et al. (1992) propuseram 0 novo
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género Burkholderia, para o qual transferiram sete espécies do género Pseudomonas, entre
elas P. solanacearum, designada como Burkholderia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
Entretanto, em 1995, com base na analise molecular da sequéncia da regido 16S do rRNA e
em analises quimiotaxonémicas, passou a ser denominada Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi etal. (YABUUCHI et al., 1995).

Devido a grande variabilidade infraespecifica, R. solanacearum tem sido considerada
um complexo de espécies, que é definido como um grupo de isolados proximamente
relacionados, cujos membros individuais podem representar mais de uma espécie (FEGAN;
PRIOR, 2005).

Com base na analise filogenética das sequéncias parciais do gene da endoglucanase
(egl), sequéncias da regido espacadora intergénica (ITS) e hibridacio DNA-DNA, Safni et al.
(2014) reclassificaram o complexo R. solanacearum demonstrando que 0 mesmo €
compreendido por trés genomaespécies. Os isolados do filotipo Il permaneceram como R.
solanacearum enquanto que os isolados do filotipo | e Il foram reclassificados como R.
pseudosolanacearum e os isolados do filotipo IV foram reclassificados como R. syzygii, sendo
este subdividido em trés subespécies Ralstonia haywardii subsp. celebensis, R. haywardii
subsp. solanacearum, R. haywardii subsp. syzygii.

Estudos realizados no Brasil indicam que em cultivos de pimentdo nas mesorregides
do Agreste e da Mata de Pernambuco predomina o filotipo I. No entanto, o filotipo Il também
foi detectado (GARCIA et al., 2013), indicando a existéncia das espécies R.
pseudosolanacearum e R. solanacearum causando murcha nessa cultura. Em isolados obtidos
de plantas de bananeira e heliconia (Heliconia rostrata Ruiz & Pavon) foram identificados
apenas isolados do filotipo Il (R. solanacearum) no Amazonas (ALBUQUERQUE et al.,
2014).

R. pseudosolanacearum € uma bactéria habitante do solo, gram-negativa, nao
formadora de enddsporos, apresenta forma de bastonete, reto ou levemente curvo, medindo
aproximadamente 0,5-1,0 x 1,5-3,0 um e ndo produz pigmento fluorescente. Isolados
virulentos ndo apresentam flagelos, enquanto os isolados avirulentos tém alta motilidade sendo
providos de 1 a 4 flagelos polares. Em meio de cultura de Kelman contendo tetrazdlio, isolados
virulentos apresentam col6nias brancas com centro réseo (Figura 1), e vermelhas nos
avirulentos (KELMAN, 1954). Produzem poli-B-hidroxi-butirato (MEHAN et al., 1994),
apresentam metabolismo oxidativo e geralmente séo aerobios estritos. Alguns isolados podem
reduzir nitrato a nitrito e produzir gas a partir de nitrato. N&do hidrolisam amido, caseina e

arginina e hidrolisam fracamente a gelatina. Sao oxidase e catalase positivos, e lipase
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negativos; ndo utilizam arginina ou betaina como Unica fonte de carbono. Crescem na faixa de
25 a 35°C, variando de acordo com o isolado, e para 0s provenientes de areas tropicais, a
temperatura 6tima € na faixa de 35°C. Seu crescimento € inibido em meio &cido e favorecido
em condicBes alcalinas. Tolerantes a sais, podem crescer em NaCl a 1% em meio liquido,
com pouco ou nenhum crescimento em NaCl 2% (KELMAN, 1953; MEHAN et al., 1994).

2.1.4 Sobrevivéncia de fitobactérias

O periodo de sobrevivéncia de fitobactérias em restos culturais na superficie do solo é
maior em relacdo aos residuos que sdo incorporados a diferentes profundidades (ZHAO;
DAMICOMI; BENDER, 2002). Isso ocorre devido & a¢do da microbiota na decomposicao do
material e na acdo direta sobre os patdgenos, por mecanismos de competicdo e antibiose
(GILBERTSON; RAND; HAGEDORN, 1990; ROMEIRO, 2005).

Segundo Leben (1981) uma das principais formas de sobrevivéncia de bactérias
fitopatogénicas é a fase hipobidtica dentro de tecidos infectados dificeis de serem
decompostos, como por exemplo células do patégeno dentro de ramos calosos de tomateiro.
Portanto, a compostagem de qualquer residuo cultural requer a confirmacgéo de que o processo
possui a capacidade de eliminar fitopatdgenos que podem estar presentes no material a ser
compostado (HOITINK; HERR; SCHMITTHENNER, 1976; BOLLEN, 1985).

Dentre os fatores que afetam a sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas estdo
temperatura, umidade, pH, aeragdo, caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do solo (DE
BOER, 1982). Em geral, essas bactérias sobrevivem no solo em uma faixa de temperatura que
varia de 20 a 37°C. Em restos culturais, varios fatores podem influenciar a sobrevivéncia
desses patdgenos, dentre os quais: area geogréafica, clima, praticas culturais (que definem a
localizacdo do resto cultural), gendtipo do hospedeiro e possivelmente o isolado bacteriano
(GILBERTSON; RAND; HAGEDORN, 1990).

Elorrieta et al. (2003) investigaram a sobrevivéncia das bactérias fitopatogénicas
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al., Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dye e Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall
durante o processo de compostagem de restos culturais de hortalicas. Todas essas bactérias
fitopatogénicas foram eliminadas em menos de 60 horas de compostagem. Segundo Noble e
Roberts (2004), durante a compostagem de varios residuos organicos, o efeito da temperatura
em combinacdo com outros fatores de sanitizacdo erradicaram aproximadamente 64
fitopatdgenos. Em raizes de couve de Bruxelas (Brassica oleraceae L. var. gemmifera Zenk.)

e couve comum (B. oleraceae L.) infectadas por Plasmodiophora brassicae Woronin
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compostadas em larga escala com galhos lenhosos, restos de vegetais e frutos, foram
observadas eliminacdo do patdgeno apds 6 a 7 dias de compostagem (FAYOLLE et al.,
2006). Suarez Estrella et al. (2007) observaram que P. carotovorum subsp. corotovorum, P.
syringae pv. syringae, Rhizoctonia solani Kihn e Pythium irregulare Buisman foram
eliminados em 9 diferentes zonas de pilha de compostagem entre 48 e 120 horas,
independentemente da localizagdo. Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye foi
eliminada em restos culturais de videira (Vitis vinifera L.) durante o processo de
compostagem em 10 dias (SILVA et al., 2012).

Os isolados do complexo de espécies R. solanacearum tém capacidade saprofitica,
apresentando sobrevivéncia notavel em varios habitats sob circunstancias especificas (VAN
OVERBEEK et al.,, 2004). Sobrevivem no solo, na agua e em restos culturais, em
hospedeiros alternativos e em plantas invasoras como populac@es epifiticas ou residentes na
superficie ou no interior das mesmas (COUTINHO, 2005; HAYWARD, 1991; 1994).

A sobrevivéncia por longo periodo pode estar associada com a localizagdo ou tipo de
infeccdo na planta (SEQUEIRA, 1993). Evidéncias sugerem que a fase epifitica ou residente,
no ciclo de vida de isolados do complexo R. solanacearum, pode ser uma importante fonte de

inoculo por renovar a populacéo existente no solo (HAYWARD, 1991).

Em estudos ecoldgicos, mutantes de R. solanacearum resistentes a antibidticos tém
sido empregados para avaliar a sobrevivéncia da bactéria no solo, em plantas e em restos de
cultura (FELIX et al., 2012; TOYOTA; KIMURA, 1996). No entanto, para o estudo de
dindmica das populacGes bacterianas recomenda-se que o mutante apresente estabilidade,
patogenicidade e crescimento similares ao isolado selvagem (MARIANO; McCARTER,
1991).

2.2. Compostagem

2.2.1 Processo de compostagem

A compostagem € um processo biologico aerdbico utilizado no tratamento e na
estabilizacdo de residuos organicos para producdo de humus, ou seja, 0 composto organico
(PEREIRA NETO, 2011).

Em funcdo da presenca ou ndo de oxigénio no processo, a compostagem pode ser

aerobica ou anaerdbica. Na compostagem anaerobica, a degradacdo € realizada por micro-
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organismos que podem sobreviver em ambientes sem a presenca de oxigénio. Esta ocorre em
baixas temperaturas, com exalacdo de fortes odores, leva mais tempo para a matéria organica
se estabilizar e predominam micro-organismos patogénicos e baixa qualidade do composto.
Na compostagem aerdbica, mais utilizada no tratamento do lixo domiciliar, a decomposigéo é
realizada por micro-organismos que s6 vivem na presenca de oxigénio, favorecem a
degradacdo e estabilizacdo mais rapida da matéria organica, surgimento de micro-organismos
benéficos ao processo de compostagem e maior biosseguranca do composto (RUSSO, 2003).

O processo de compostagem ocorre por uma populacdo diversificada de micro-
organismos e envolve duas fases distintas, sendo a primeira de degradacéo ativa, denominada
de bioestabilizacdo e a segunda de maturacdo, também chamada de cura ou humificacdo
(D"ALMEIDA; VILHENA, 2000) (Figura 2).

Figura 2 - Fases gerais de degradacao via compostagem dos residuos organicos.
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Fonte: D" Aalmeida e Vilhena (2000).

Durante a bioestabilizacdo, nas condi¢Ges mesofilicas, com duracdo média de dois a
cinco dias, predominam temperaturas moderadas até 40°C enquanto na termofilica a matéria
organica atinge temperaturas acima de 40°C, sendo degradada mais rapidamente. De acordo
com as caracteristicas do material, a compostagem, pode ter a duragdo de poucos dias a varios
meses (FRANCISCO NETO, 1995). Durante essa fase ocorre a potencializagéo da atividade
microbioldgica, as principais transformacfes da matéria organica e a inativacdo de micro-
organismos patogénicos, sementes de ervas daninhas, larvas, insetos e alguns parasitas,
devido as temperaturas elevadas (SANCHUKI, 2011). J4 na fase de maturagdo, na qual ocorre

a humificacdo da matéria organica previamente estabilizada na primeira fase, a temperatura

22



do processo deve permanecer na faixa mesofilica, ou seja, menor que 45°C. Nessa fase, ocorre
a producdo de um composto maturado, devidamente estabilizado e humificado, livre de
toxicidade (FRANCISCO NETO, 1995).

Os reagentes e produtos do processo de compostagem ocorrem no sentido direcional
da matéria organica em reacdo com micro-organismos em presenca de oxigénio, resultando
em matéria organica estavel, com desprendimento de gas carbénico, calor, &gua e nutrientes
(NASCIMENTO FILHO, 2012) (Figura 3).

Figura 3 - Esquema simplificado do processo de compostagem.
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Fonte: Nascimento Filho (2012).

Os principais componentes da matéria organica sdo carboidratos (celulose), proteinas,
lipidios e lignina. A capacidade dos micro-organismos para assimilar a matéria orgéanica
depende da sua habilidade para produzir as enzimas necessarias para a degradacdo do
substrato (TUOMELA et al., 2000). A decomposicdo da matéria organica através do
metabolismo microbiano pela atividade de enzimas, como proteases, lipases, pectinases ou
celulases (WEI et al., 2000) chega a reduzir em até 50% o volume inicial do material
compostado (GOMEZ,1998). Desta forma, a compostagem ndo sé permite a redugdo na
quantidade de residuos formados, como também possibilita a continuidade do ciclo bioldgico
devolvendo ao solo o que havia sido retirado dele durante os cultivos agricolas (BERTOLDI,
1995; HELLMAN al., 1997; JAHNEL et al., 1999).

A eliminacdo de fitopatdgenos que infestam restos culturais durante o processo de
compostagem se deve basicamente a trés fatores: (1) exposi¢cdo de patdgenos a altas
temperaturas durante a fase termofilica (aproximadamente 55-70°C); (2) liberacdo de
compostos fendlicos; e (3) antagonismo microbiano em zonas de temperatura sub-letal das
pilhas ou durante o processo de cura (ELORRIETA et al., 2003; HOITINK; FAHY, 1986;
SILVA etal., 2012; SUAREZ-ESTRELLA et al., 2007).

A compostagem é influenciada por diversos fatores, que podem denotar elevacdo ou

comprometimento do processo.
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2.2.2 Fatores que influenciam no processo de compostagem

Ha diversos fatores que podem influenciar o processo de compostagem, tanto relativo
a variaveis bioticas quanto abioticas, a exemplo de umidade, aeracdo, temperatura, relacéo
CIN, pH, granulometria das particulas e microbiota. Assim, compreender melhor esta
interacdo é relevante para ajustes processuais, elevando a eficiéncia e eficacia deste processo.

A umidade é um fator imprescindivel e importante para que o processo de
compostagem ocorra de forma eficaz. A presenca de agua promove o transporte de nutrientes
dissolvidos no processo, necessarios para as atividades fisioldgicas dos micro-organismos.
Para que 0 processo de compostagem ocorra de maneira satisfatoria, o teor de umidade ideal
deve variar entre 40 e 60%. Umidades superiores a 60% levam a anaerobiose, como
consequéncia gases fétidos sdo gerados, além de atracdo de vetores e producdo de chorume,
que provocara lixiviacdo do solo, tornando o local improprio do ponto de vista sanitario e
ambiental. Por outro lado, teores de umidade menores que 40% reduzem a atividade
microbioldgica, a decomposi¢do se tornara mais lenta, predominando a agdo de fungos, pois
as bactérias estardo pouco ativas (KIEHJ, 1998; PEREIRA NETO, 2011). O ajuste da
umidade pode ser feito pela criteriosa mistura de componentes ou pela adicdo de agua,
levando-se em conta que a umidade depende da aeracdo satisfatoria, estrutura e porosidade
dos residuos utilizados durante o processo. Caso a massa de residuos apresente baixa
umidade, é preciso adicionar dgua ou outro residuo organico com elevado teor de umidade em
quantidade e proporcdo compativeis, dentro da faixa desejada de 55% (PEREIRA NETO,
2011).

Na compostagem aerObica a presenca de ar é essencial ao desenvolvimento da
atividade microbiologia, pois 0s micro-organismos precisam de oxigénio para oxidar a
matéria organica que serve de nutrientes (FERNANDES; SILVA, 1999). A aeracdo € um dos
principais fatores limitantes do processo de compostagem, pois mantém as condi¢fes de
aerobiose na matéria organica, disponibilizando o oxigénio necessario para a atividade dos
micro-organismos (WEI et al. 2000). O revolvimento da matéria organica durante o processo
de compostagem € uma atividade importante, visto que auxilia na eliminacdo do calor
excessivo e da umidade alta, levando o oxigénio necessario para atividade microbiana na
pilha (MASSUKADO, 2008; PEREIRA NETO, 1996; SYSMAKI, 2005; WEI et al., 2000). A
aeracdo é feita conforme as caracteristicas da matéria prima, por meio de ciclos de
revolvimento que pode ser manual, mecénico e injecdo de ar (PEREIRA NETO, 2011). O
ciclo de revolvimento da compostagem deve acontecer em média duas vezes por semana. A

condicdo ideal de aeracdo é estimada em torno de 5% de concentracdo de oxigénio, ao passo
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que o insuflamento de ar recomendado nas pilhas é de 0,3 a 0,6 m%Kg de solidos volateis por
dia (SYMASKI, 2005).

A temperatura € um dos principais fatores que indica o equilibrio bioldgico e alta
eficiéncia do processo. Contudo, levando em consideragdo que a temperatura durante a
compostagem ¢é afetada por fatores como tamanho da leira, aeracdo, umidade e pela
disponibilidade de nutrientes, entre outros, ndo se pode afirmar que o composto estard
maduro, quando a temperatura da biomassa atingir valores proximos a temperatura ambiente
(VALENTE et al., 2009). Segundo Pereira Neto (2011), o valor médio ideal de temperatura é
55°C. Temperaturas acima de 65°C devem ser evitadas por reduzirem consideravelmente a
atividade microbiana responsavel pela degradacdo da matéria organica, além de comprometer
a qualidade final do composto (SANCHUKI, 2011). Desta forma, a eficiéncia da
compostagem pode ser avaliada pela qualidade do composto produzido, que estd diretamente
relacionada ao fornecimento de condi¢des 6timas para a multiplicacdo e o desenvolvimento
de micro-organismos, que determina a fase em que se encontra o processo (VALENTE et al.,
2009). Desta forma, a temperatura durante a compostagem deve ser monitorada para que ndo
ocorra a morte dos micro-organismos benéficos ao processo.

Dentre os nutrientes utilizados pelos micro-organismos, dois sdo de relevante
importancia, o carbono e o nitrogénio, cuja concentracdo e disponibilidade bioldgica
interferem no desenvolvimento do processo (PEREIRA NETO, 2011). O carbono é fonte
basica de energia para as atividades e metabolismo dos micro-organismos. Por sua vez, 0
nitrogénio é elemento essencial para sintese proteica. A relacdo carbono/nitrogénio (C/N)
satisfatdria para obtengdo de elevada eficiéncia no processo varia entre 30 a 40:1. No caso de
alta relagdo de C/N, por exemplo, 60 ou 80:1, 0 tempo necessario para se atingir a maturidade
do composto € elevado e a degradacdo da matéria organica se tornara mais lenta, devido a
inibicdo do crescimento microbiano (PEREIRA NETO, 2011). A relacdo C/N indica a
estabilidade microbiolégica do composto, definindo a qualidade do produto final resultante da
compostagem de residuos organicos (RUSSO, 2003). No entanto, este fator ndo dispensa uma
interpretacdo com base nas caracteristicas iniciais do produto, constituindo melhor avaliacdo a
andlise dos valores de C/N inicial e final.

No inicio da compostagem, quando se inicia a decomposi¢do do material organico,
desenvolvem-se 0s micro-organismos que geram uma fermentacdo &cida, tornando o pH
baixo, favorecendo a retencdo de amonia (D" ALMEIDA; VILHENA, 2000). A faixa de pH
considerada ideal para atividade dos micro-organismos responsaveis pelo processo de

compostagem situa-se entre 5,5 e 8,5, uma vez que a maioria das enzimas se encontram ativas
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nesta faixa de pH (RODRIGUES et al., 2006). Poréem, Pereira Neto (2011) afirma que o
processo de compostagem pode ser desenvolvido em uma faixa de pH entre 4,5 e 9,5, sendo
que os valores extremos sdo automaticamente regulados pelos micro-organismos, por meio da
degradacdo dos compostos, que produzem subprodutos acidos ou bésicos, conforme a
necessidade do meio. Estas variaveis devem ser monitoradas para elevar a eficiéncia do
processo de compostagem e denotar maior qualidade ao composto.

A granulometria ou dimensdo das particulas do material a ser compostado também
exerce importante influéncia no processo de compostagem. A degradacdo da matéria organica
é realizada por micro-organismos cuja intensidade esta relacionada a superficie especifica do
material a ser compostado, e nesse contexto, quanto menor a granulometria das particulas,
maior € a area dominada pelos micro-organismos, acelerando o processo de decomposi¢do
(FERNANDES; SILVA, 1999; KIEHL, 1985). No entanto, deve-se tomar cuidado com
materiais com particulas muito finas por gerarem poucos espacos porosos, que dificultam a
dispersdo de oxigénio no interior da pilha, favorecendo assim o surgimento de condicGes
anaerobicas, que sdo proporcionadas pela presenca de uma maior quantidade de microporos,
levando a uma compactagdo e um aumento da densidade do substrato compostado
(PRIMAVESI, 1981; KIEHL, 2004). Pesquisas indicam que o tamanho ideal das particulas
deve ser em torno de 1 a 5 cm (BIDONE; POVINELLI, 1999; KIEHL, 1985; PEREIRA
NETO, 2011).

A microbiota é imprescindivel e essencial para a eficiéncia do processo de
compostagem, afetando diretamente a decomposi¢cdo da matéria organica e qualidade do
composto. Os principais micro-organismos responsaveis pelo processo de compostagem sdo
as bactérias, os fungos e os actinomicetos (BIDONE; POVINELLI, 1999), encontrados
naturalmente nos materiais a serem compostados (MUKHTAR et al., 2004). As bactérias tém
funcdo de degradarem compostos ricos em acucares, proteinas e outros compostos de facil
decomposic¢do, atuando principalmente na fase termofilica (MASSUKADO, 2008). Os fungos
sdo responsaveis pela decomposicdo de compostos de dificil degradacdo bioldgica, como
materiais ricos em celulose e lignina e atuam principalmente nas fases finais do processo de
compostagem quando a competicdo com as bactérias e outros micro-organismos se torna
baixa (LIMA, 1991). Os actinomicetos atuam na producdo de antibiéticos e reconhecida
atividade na degradacdo de substratos recalcitrantes como a celulose e a lignina. Possuem
capacidade de sobreviver em altas temperaturas, sendo mais numerosos na fase termofilica e
na fase de maturacdo do composto (TUOMELA et al., 2000).
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2.2.3 Métodos da compostagem

A compostagem pode ser realizada por trés basicamente, 0 método de leiras revolvidas
(Windrow) leiras estaticas aeradas (Static piles) e sistema fechado ou acelerado (in-vessel)
(MASSUKADO, 2008).

O método da leira revolvida (Windrow) é montado sobre o solo (compactado ou
impermeabilizado). A aeracdo é realizada por meio de revolvimento, manual ou mecénico e
tem como objetivo aumentar a porosidade da pilha e melhorar a homogeneidade dos residuos
(MASSUKADO, 2008). E um método mais utilizado para a compostagem de residuos sélidos
domiciliares, apresentando baixo custo de investimento e manutencdo e, ndo precisa empregar
equipamentos de custo elevado e alta tecnologia (CARMICHAEL, 1999).

O método de leiras estaticas (static piles), as pilhas sdo colocadas sobre uma tubulacdo
perfurada de 10 cm de diametro acoplada a um soprador ou exaustor, que injeta ou aspira o ar
na massa a ser compostada. O sistema é utilizado para qualquer tipo de residuo
(MASSUKADO, 2008).

O sistema fechado ou acelerado (in-vessel) utiliza digestores e bioestabilizadores que
além de acelerarem o processo de compostagem permitem um maior controle dos odores, uma

vez que o sistema é fechado e a aeragéo controlada (MASSUKADO, 2008).

2.2.4 Qualidade do composto organico

Ha& a necessidade da utilizacdo de um conjunto de varidveis para a avaliacdo e
potencial utilizacdo do composto organico. Em sistemas agricolas, a utilizacdo de composto
depende da sua qualidade, principalmente do conteudo em matéria organica, da maturidade,
da concentracdo em nutrientes e da presenca ou auséncia de substancias potencialmente
perigosas e indesejaveis ao ambiente (BERTOLDI; GRISELLI, 1992; ZUCCON;
BERTOLDI, 1981).

Durante o processo de compostagem, 0 monitoramento cauteloso dos fatores fisico-
quimicos e biologicos é necessario para obtencdo de um produto que apresente qualidade
suficiente para atuar como condicionante do solo ou até mesmo como fertilizante orgénico
(MASSUKADO, 2008). A estocagem do produto final, também € essencial para garantir essa
qualidade (HECK et al., 2013).

As caracteristicas da qualidade do composto dependem dos residuos que deram

origem ao processo, mesmo sofrendo influéncia de fatores como contetdo e qualidade da
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matéria orgénica, umidade, tamanho das particulas, concentracdo de N, pH, potencial de
patdgenos e condutividade (RODRIGUES, 2004).

De acordo com Queda (1999), se os materiais compostados ndo tiverem qualidade, o
produto final sera afetado. De fato, se uma biomassa apresentar, por exemplo, metais pesados,
0 teor destes ndo diminuird com este tratamento. Assim, para obter bons compostos, deve-se
partir de biomassas putresciveis com qualidade. A compostagem é mais do que um tratamento
de residuos, é uma forma de obtencdo de produtos, cuja qualidade final nunca devera ser
esquecida. Caso seja vista apenas como um tratamento, corre-se o risco de obter produtos que
irdo causar sérios problemas na aplicacdo aos solos, problemas esses que nem sempre S&o
imediatamente detectados (MASSUKADO, 2008).

O composto organico, quando proveniente de um correto processo de compostagem,
geralmente € rico em nutrientes essenciais ao crescimento das plantas, que sdo assimilados
pelas raizes em maior quantidade, além de micronutrientes que sdo absorvidos em
quantidades menores. Quanto mais diversificados os materiais com 0s quais 0 composto é
feito, maior é a variedade de nutrientes ali existentes (CAMPBELL, 1999).

Do ponto de vista ambiental, a compostagem apresenta muitas vantagens, tais como:
reciclagem da matéria organica, reducdo da emissdo do gas metano e da geracédo de lixiviado
no solo, aumento da vida Util dos aterros sanitarios, e uma disposi¢do adequada dos residuos
(MASSUKADO, 2008). No ambito econdmico, as principais vantagens da compostagem sao
0 aproveitamento agricola da matéria organica, a reciclagem de nutrientes para o solo
reduzindo os custos da producdo agricola, a economia de tratamento de efluentes e como
consequéncia, as redugdes nos investimentos para a instalacdo dos aterros sanitarios causados

pela diminuicdo da quantidade de residuos solidos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencdo do mutante de Ralstonia pseudosolanacearum resistente ao antibidtico

rifampicina
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Mutante espontaneo foi obtido a partir de um isolado proveniente da cultura do jilo,
(Solanum gilo L.) denominado CRMRS74, ja identificado molecularmente como R.
pseudosolanacearum, pertencente a Colecdo de Culturas Rosa Mariano do Laboratorio de
Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). A partir de cultura
pura com 36-48 horas, foi preparada uma suspensao bacteriana em agua destilada esterilizada
(ADE) com concentracdo ajustada em fotocolorimetro (Analyser) para Asno= 0,54 que
corresponde a 5 x 10° UFC.mL™. Em seguida, foi realizado o plagueamento de 0,1 mL da
suspensdo em meio NYDA (dextrose 10, extrato de carne 3, extrato de levedura 5, peptona 5
e agar 18 g.L ! de agua) acrescido de 50 ppm de rifampicina. As placas foram mantidas em
incubadora tipo B.O.D. (Biochemistry Oxygen Demand) a 28°C durante 48-72 horas e a partir
de uma col6nia resistente a 50 ppm foi obtido, pelo mesmo método, um mutante resistente a
100 ppm de rifampicina, denominado CRMRS74R"™. Para testar a estabilidade do mutante
foram feitas repicagens para meio NYDA com e sem antibi6tico, alternamente por 10 vezes
(ASSIS et al., 1996).

O isolado mutante CRMRS74R'™ foi comparado ao selvagem CRMRS74 quanto ao
crescimento em meio liquido e patogenicidade. Aos tubos de ensaio contendo 9 mL de meio
NYD (NYDA sem &gar) foi adicionado 1 mL da suspensdo bacteriana na concentragéo de 5 x
10° UFC.mL™. Os tubos foram incubados em B.O.D a 28°C e o crescimento foi avaliado apos
os intervalos temporais de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas pela variacdo na densidade otica da
cultura em meio liquido, com auxilio de fotocolorimetro ajustado para 570nm, com cinco
repeticOes para cada intervalo (SILVA et al., 2006).

Para comparar a patogenicidade dos isolados mutante e selvagem, sementes de tomate
TY2006 foram semeadas em bandeja de poliestireno contendo uma mistura de solo e himus
(3:1, v:v) e apos 20 dias as plantulas foram transplantadas para copos de 500 mL contendo o
mesmo substrato. As plantas com 30 dias foram inoculadas por ferimento do sistema
radicular, fazendo-se com auxilio de um bisturi corte semicircular no solo perto do caule da
planta, no qual foram depositados 20 mL da suspensdo bacteriana (5 x 10° UFC.mL™). As
testemunhas foram tratadas similarmente com agua destilada. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo, irrigadas por subirrigacdo e avaliadas durante 15 dias quanto ao

aparecimento dos sintomas de murcha.

3.2 Preparacao das pilhas de compostagem
Restos culturais de tomateiro e capim elefante foram triturados com um auxilio de

uma forrageira e misturados. ApoOs esse processo, trés pilhas de compostagem foram
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montadas na horta experimental do Departamento de Agronomia/Area de Fitotecnia-UFRPE
ao ar livre, utilizando-se 0s restos culturais e esterco de ovino na proporcao de 3:1 (v:v) em
uma armacao removivel de madeira e tela de arame com dimensao de 1 x 1,25 x0,70 m. As
pilhas ficaram com um volume total de 0,87 m3. Todas as pilhas foram molhadas duas vezes

ao dia por 30 minutos com um sistema de microaspersao.

3.3 Sobrevivéncia de Ralstonia pseudosolanacearum durante a compostagem

Em casa de vegetacdo, mudas de tomateiro com aproximadamente 30 dias foram
inoculadas por ferimento do sistema radicular com uma suspensio de CRMRS74R' (5 x 10°
UFC.mL?). Apds 15 dias, todas as plantas com sintomas foram fragmentadas. Da mistura
destes tecidos infectados, 10 g foram pesados, acondicionados em bolsas de malha plastica
(abertura de 1 x 1 mm) medindo 15 x 20 c¢cm, as quais foram fechadas com maquina de
costura. Nove bolsas foram depositadas em cada pilha, no momento da montagem, sendo trés
localizadas a 20 (zonas 1, 2 e 3), trés a 40 (zonas 4, 5 e 6) e trés a 60 cm de altura (zonas 7, 8
e 9) em relacdo a superficie do solo (Figura 4). Vale a pena salientar que em cada altura as

bolsas foram dispostas uma no centro da pilha e duas nas bordas.

Figura 4- Distribuicéo das zonas dentro das pilhas.
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A temperatura nas pilhas de compostagem foi monitorada a cada dois dias, durante
todo o processo, em todos 0s nove pontos onde se encontravam as bolsas, utilizando-se de
termdmetro de mercurio acoplado a uma haste de metal, que permitiu sua introdugdo no
interior das pilhas. Os revolvimentos foram feitos aos 10, 20 e 30 dias de compostagem,

quando entdo foram realizadas as avaliacdes da sobrevivéncia de CRMRS74R', Antes disso, 1
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g de restos culturais infectados foi avaliado no momento de ser colocado na pilha de
compostagem para determinar o tempo zero (TO) de sobrevivéncia da bactéria.

Para avaliar o efeito da compostagem na sobrevivéncia de R. pseudosolanacearum
CRMRS74R trés bolsas plasticas foram retiradas de cada pilha de diferentes profundidades,
levadas ao laboratério e pesado 1 g de tecido, o qual foi macerado em almofariz com auxilio
de pistilo. Ap6s a maceragdo, as amostras foram colocadas em tubos com tampa de rosca
contendo 9 mL de ADE, sendo agitadas manualmente. Em condicBes assepticas foram
realizadas diluicbes até 108, plaqueando-se 100uL de cada suspensio em meio NYDA
acrescido de rifampicina e do fungicida cicloheximida. Apds a contagem de colbnias foi
calculado o nimero de UFC.g* de tecido infectado.

A compostagem foi avaliada até a completa estabilizacdo. Ao final do processo, foram
retiradas, de diferentes pontos de cada pilha, cinco sub-amostras de material compostado, as
quais, misturadas em sacos plasticos, formaram trés amostras com aproximadamente 500 g.
Estas amostras do composto foram utilizadas para quantificacdo de compostos fendlicos

totais, analises microbioldgicas e de qualidade do composto.

3.4 Quantificacdo de bactérias totais e deteccdo de antagonistas a Ralstonia
pseudosolanacearum presentes nas pilhas de compostagem

Na analise bacterioldgica, 1 g do composto foi adicionado a 9 mL de ADE em tubo de
ensaio, submetido a agitacdo em vortex (Phoenix AP 56) e filtrado em condigdes assépticas
em papel de filtro esterilizado. Os filtrados foram submetidos a diluicdes em série até 104 e
100 pL de todas as diluigdes foram plaqueadas em triplicata em meio NYDA para isolamento
de bactérias totais, e no meio diferencial B de King (KMB) (peptona 20, glicerol 10, KzHPO4
1,5, MgS04.7H20 1,5 e agar 18 g.L* de 4agua) para isolamento de Pseudomonas do grupo
fluorescente. Aos meios fundentes, antes de verter nas placas, foi adicionado 1 mL da
suspensdo de CRMRS74Rf (5 x 10° UFC.mL™). As placas foram incubadas a 28°C e ap6s 48
horas foi realizada a avaliacdo daquelas referentes a diluicdo 1074, que possibilitou a
observacao de colbnias isoladas, sendo realizada a quantificacdo e verificacdo de halos de
inibicdo. As bactérias que inibiram o crescimento do patdgeno foram repicadas, purificadas,
preservadas em ADE e novamente testadas quanto a atividade antagbnica a R.

pseudosolanacearum.

3.5 Quantificacdo de fungos totais e deteccdo de antagonistas a Ralstonia

pseudosolanacearum presentes nas pilhas de compostagem
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Para o isolamento dos fungos totais, 25 g de composto seco foram adicionados a 250
mL de ADE, agitados mecanicamente durante 30 minutos, transferindo-se 10 mL desta
suspensdo para 90 mL de agua, seguindo-se diluicio seriada até 108, De cada diluigdo, 500
uL foram plagueados em meio extrato de malte-agar (EMA) (extrato de malte 15, maltose 13,
peptona 1, dextrose 3, K2HPO4 1, NH4CI 0,5 e 4gar 20 g.L* de agua) com adigdo de 250 ppm
de tetraciclina e em meio de Martin (glicose 10, peptona 5, KH2PO4 1, MgS0..7H,0 0,5,
estreptomicina 0,03, rosa de bengala 10 e agar 23 g.L! de agua) para isolamento de
Trichoderma. As placas foram incubadas a 28°C, durante 5 dias, quando as coldnias flngicas
obtidas foram repicadas para meio batata-dextrose-agar (BDA) (dextrose 20, batata 200, agar
20 g.L1), obtendo-se as culturas puras. Para o teste de antagonismo, os fungos obtidos foram
cultivados em 100 mL de meio liqguido BD (BDA sem &gar), por 10 dias, quando o
crescimento foi filtrado em gaze esterilizada, centrifugado duas vezes a 10.000 rpm por 15
minutos, filtrado em filtro Millipore® de 0,22 pm e secado em liofilizador. Os filtrados
liofilizados foram ressuspendidos em 100 pL de agua, e 40 uL das suspensdes foram
impregnados em discos de papel de filtro para teste de antibiose contra CRMRS74R
(MARIANO et al., 2005). Os fungos que produziram metabdlitos tdxicos e inibiram o
crescimento bacteriano foram preservados em ADE e identificados com base nas estruturas

microscépicas.

3.6 Quantificacdo de actinomicetos totais e deteccdo de antagonistas a Ralstonia
pseudosolanacearum presentes nas pilhas de compostagem

Para o isolamento dos actinomicetos totais, 10 g de composto seco foram adicionados
a 90 mL de agua peptona a 1%, agitados mecanicamente durante 30 minutos, seguindo-se a
diluicdo seriada até 10®. De cada diluigio, 100 uL foram plaqueados em meio de amido-
caseina-agar modificado (ACAM) (amido 10, caseina 0,3, KNOs3 2, K;HPO4 2, NaCl 2,
MgS04.7H,O 0,5, CaCOs 0,02, FeSO4.7H.O 0,01, agar 20, propionato de sédio 2 e
cicloheximida 1g.L de 4gua). As placas foram incubadas a 28°C, durante 10 dias, quando as
colbnias de actinomicetos obtidas foram repicadas para meio ACAM, obtendo-se as culturas
puras. Para o teste de antagonismo utilizou-se 0 método da sobrecamada, conforme descrito
por Filho et al. (2009), em que 0,1 mL da suspensdo de propagulos do actinomiceto foram
depositados no centro da superficie de placas de Petri contendo meio NYDA, seguindo-se
incubagdo a 28°C, por 120 horas. As colonias de actinomicetos foram entdo mortas por
exposicdo a luz ultravioleta (254 nm) por 20 minutos. Em seguida, verteu-se uma

sobrecamada de meio NYDA semi-slido fundente (48°C) contendo 5 x 108 UFC.mL™ de
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CRMRS74Ri. As placas foram incubadas a 28°C, e apds 48 horas foi realizada a verificacio
da presenca de halos de inibicdo. Os actinomicetos que inibiram o crescimento do patégeno

foram isolados, purificados e preservados.

3.7 Quantificacdo de compostos fendlicos totais

A quantificacdo dos compostos fenolicos totais foi realizada apds fracionamento de
500 g da amostra composta, conforme Reicher et al. (1981). Em cada fragdo, 15 g do
composto foram pesados e adicionados a aproximadamente 50 mL de cada liquido extrator:
metanol p.a., metanol:agua (1:1, v/v) e agua, respectivamente, para extracdo de fenois
dimeros, oligoméricos e poliméricos. Na extracdo dos fenois polimeéricos, as amostras foram
colocadas em banho-maria a 60°C, por 15 minutos. No caso dos dimeros e oligoméricos, 0
material foi submetido a refluxo em chapa elétrica por 15 minutos. Apds a extracao, as
amostras foram agitadas em mesa agitadora (Nova técnica NT-145) e filtradas em papel de
filtro. O filtrado foi evaporado também em chapa elétrica até o volume de aproximadamente 5
mL e diluido em agua em baldo volumétrico de 50 mL. Aliquotas de 15 mL foram utilizadas
para a quantificacdo dos compostos fenolicos totais. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 720 nm. Os resultados foram expressos em
g9/100g de matéria fresca, correspondendo a soma dos fendis dimeros, oligoméricos e

poliméricos.

3.8 Analises da qualidade do composto orgéanico

As analises de pH, matéria organica, carbono (C), relacdo carbono/nitrogénio (C/N),
capacidade de troca cationica (CTC), relacdo CTC/C, macro nitrogénio (N), fosforo (P),
potéssio (K), sodio (Na), célcio (Ca), magnésio (Mg); micronutrientes: zinco (Zn), cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn); e analise microbioldgica (coliformes totais, Escherichia coli
Escherich e Salmonella spp. Lignieres) foram realizadas no Laboratério da empresa
LABFERT- Fertilidade do Solo & Meio Ambiente (Recife, Pernambuco). As analises de
coliformes termotolerantes, ovos de helmintos vidveis e umidade foram realizadas pelo
Laboratério de Qualidade da Logica Ambiental (Recife, Pernambuco).

As andlises de pH, umidade e macro e micronutrientes foram realizadas conforme a
metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 2009), enquanto

que as analises de matéria organica, carbono, relacdo C/N, CTC, CTC/C e macro e
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micronutrientes seguiram a metodologia do Ministério de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento do Brasil (MAPA, 2014). As analises microbioldgicas foram obtidas pela
metodologia de SMEWW 9223B (2012) para coliformes totais e E. coli, e pelo método do
MAPA Instru¢do Normativa IN n°® 62/2003 (BRASIL, 2003) para Salmonella spp.

Os fatores quimicos e fisico-quimicos analisados no composto organico produzido
foram comparados aos valores estabelecidos pelo MAPA (IN n° 25/2009), para caracterizar a
qualidade agronémica de fertilizantes organicos (BRASIL, 2009). Os fatores microbiologicos
foram comparados aos valores estabelecidos pela Instrugdo Normativa n° 27/2006 do MAPA
(BRASIL, 2006).

3.9 Analises estatisticas

O delineamento estatistico foi em blocos ao acaso, onde cada tratamento foi constituido
por trés repeticdes sendo cada repeticdo constituida por uma bolsa. Foram realizados os testes
Levene e Shapiro-Wilk para verificar se os dados atendiam os pressupostos da ANOVA. As
médias foram comparadas pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistix for Windows@ (Versdo 9.0,

Analytical Software Tallahassee).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencdo do mutante de Ralstonia pseudosolanacearum resistente ao antibidtico
rifampicina

Obteve-se um mutante espontaneo CRMRS74R'" de R. pseudosolanacearum resistente
a 100 ppm do antibidtico rifampicina, estavel quanto a resisténcia, apresentando crescimento
em meio NYD (Figura 5) e patogenicidade a plantas de tomateiro semelhantes ao isolado
selvagem CRMRS74. Comportamentos similares entre isolados mutantes e selvagens ja
foram observados em outras espécies bacterianas, a exemplo dos mutantes AaclR" de
Acidovorax citrulli (SILVA et al., 2006), A1-9%" de R. solanacearum (FELIX et al., 2012) e
Xcv2RiTde X. campestris pv. viticola (SILVA et al., 2012).

Figura 5 - Crescimento dos isolados selvagem CRMRS74 e mutante CRMRS74R de R.

pseudosolanacearum em meio de cultura NYD.
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Embora existam evidéncias de que o método de marcagdo por resisténcia a
antibioticos para o estudo da dinamica das populagdes bacterianas pode afetar a biologia dos
organismos (SCHROTH, 1992), Marcano e Trujillo (1984) comprovaram a importancia da
utilizacdo de isolados mutantes em estudos de sobrevivéncia, pois ndo conseguiram recuperar
isolados selvagens de X. campestris pv. manihotis (Bondar) Vauterin et al., devido a
problemas de contaminagdo. Essa ferramenta tem sido utilizada com sucesso em estudos
ecologicos de diversas bacterias fitopatogénicas (FELIX et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2008;
SILVA et al. 2012).

4.2 Sobrevivéncia de Ralstonia pseudosolanacearum nas pilhas de compostagem
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A populacéo inicial média da bactéria fitopatogénica no tecido vegetal infectado foi de
3,49 x 10! UFC/g de tecido. No entanto, na primeira avaliacio realizada aos 10 dias o
mutante CRMRS74R" no foi recuperado em meio de cultura, indicando que ja havia sido
eliminado do material infectado. As altas temperaturas geradas na pilha durante a fase
termofilica (em média 50°C) podem ter sido um dos fatores pelos quais a bactéria ndo tenha
sobrevivido por mais tempo no material infectado. As curvas de temperatura média nas trés
pilhas de compostagem mostraram que a fase termofilica teve duracdo média de quatro dias e
que o composto foi estabilizado com 30 dias (Figura 5). A temperatura é fator importante,
sobretudo no que diz respeito a rapidez do processo de biodegradacdo e a eliminacdo de
patdgenos, sendo também um indicativo da acdo bioldgica que reflete a eficiéncia do processo
(PRIMO et al., 2010).

A répida eliminacdo de bactérias fitopatogénicas durante o processo de compostagem
foi evidenciada em varios estudos. Elorrieta et al. (2003) observaram que as bactérias P.
carotovorum subsp. carotovorum, X. campestris pv. vesicatoria e Pseudomonas syringae pv.
syringae foram extintas em menos de trés dias de compostagem de uma mistura de restos de
cultura de pimentéo, feijdo e meldo, e que as mesmas apresentaram baixa resisténcia a altas
temperaturas. Entretanto, P. carotovorum subsp. carotovorum e P. syringae pv. syringae
foram eliminadas da pilha de compostagem entre 2 e 5 dias (SUAREZ-ESTRELLA et al.,
2007). Na compostagem de restos de podas de videira, a bactéria X. campestris pv. viticola
foi eliminada em 10 dias (SILVA et al., 2012). Além dos exemplos acima citados, as altas
temperaturas durante o processo de compostagem eliminaram de restos culturais infectados os
Oomicetos fitopatogénicos Phytophthora cryptogea Pethybridge e Lafferty, P. irregulare
Buisman e Pythium ultimun Trow e os fungos Botrytis ali Munn, Sclerotium cepivorum Berk,
Didymella lycopersici Kleb e Rhizoctonia solani Kuhn, entre outros (NOBLE; ROBERTS,
2004; SUAREZ-ESTRELLA et al., 2007).
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Figura 6. Curvas de temperaturas médias em trés pilhas de compostagem (A, B e C), aos 20, 40 e

60 cm em relagdo a superficie do solo.
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N&o houve diferenca significativa nas temperaturas entre as zonas dentro de uma mesma

altura nas pilhas de compostagem pelo teste LSD de separacdo de médias ao nivel 5% de
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probabilidade (Tabela 1), com exce¢do da zona 4 que diferiu significativamente da zona 5 na
altura de 40 cm.

Tabelal - Temperaturas médias das pilhas de compostagem nas diferentes zonas a 20, 40 e 60

cm de altura.

20 cm de altura 40 cm altura 60 cm de altura

Tratamento Temperatura (°C) Tratamento Temperatura (°C) Tratamento  Temperatura (°C)

Zonal 40, 38 a* Zona 4 41.88b Zona7 35,79 a

Zona2 39,14 a Zonabs 4453 a Zona 8 36,72 a

Zona 3 38,55 a Zona 6 42.50 ab Zona 9 35,77 a
CV (%) 2.41 CV (%) 2,87 CV (%) 2,91

1 Médias seguidas da mesma letra em cada profundidade ndo diferem significativamente entre si pelo
teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade.

Por outro lado, foi observada diferenca significativa nas temperaturas entre as alturas.
A altura de 40 cm foi a que apresentou as maiores temperaturas médias, seguida pelas alturas
20 cm e 60 cm (Tabela 2). Contudo, R. pseudosolanacearum foi eliminada aos 10 dias nas
nove diferentes zonas da pilha de compostagem, independentemente da localizagéo.
Corroborando com o0s resultados da presente pesquisa, Suarez-Estrella et al. (2007)
observaram a eliminacdo de bactérias e fungos em nove diferentes zonas das pilhas de
compostagem de restos culturais vegetais e residuos de poda, independentemente da
localizacdo. Alem disto, em duas zonas que ndo diferiram com relagdo as altas temperaturas
(43,7 e 45,4°C) foram constatadas diferencas nos valores de persisténcia dos patdgenos,
confirmando que a eliminacdo de patdgenos de plantas pode estar associada a outros fatores
como a atividade microbiana e a quantidade de compostos fendlicos liberados durante o
processo de compostagem.

Tabela 2 - Temperaturas médias em diferentes alturas de trés pilhas de compostagem

Altura Temperatura (°C)
40 cm 42,97 at

20 cm 39,35h

60 cm 36,10 ¢

CV (%) 2,75

1 Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste LSD ao nivel de
5% de probabilidade.
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Os resultados obtidos permitem afirmar que restos de cultura de tomateiro, mesmo de
plantas infectadas, podem ser utilizados como matéria prima para producdo de composto
organico, uma vez que R. pseudosolanacearum foi rapidamente eliminada dos tecidos de
tomateiro. O processo de compostagem constitui uma maneira viavel e segura de manejar
estes residuos em plantios, sem perigo de sobrevivéncia do patdgeno e sem que haja a perda

de uma importante fonte de matéria organica para a agricultura.

4.3 Quantificacdo de bactérias totais e deteccdo de antagonistas a Ralstonia
pseudosolanacearum presentes nas pilhas de compostagem

As bactérias totais foram quantificadas em elevadas popula¢des no composto com 30
dias, variando de 7,0 x 10* a 2,0 x 10'® UFC.g" de composto, em niveis superiores aos
detectados em outros estudos. Chandna et al. (2013) avaliaram a populacdo bacteriana da
compostagem de produtos agricolas e verificaram que os niveis populacionais variaram de 10°
a 10° UFC/g de composto durante a fase de estabilizagdo e maturagdo. Em um composto de
lodo de esgoto e residuos verdes analisado em 10 diferentes tempos de compostagem (4, 18,
31, 40, 57, 67, 84, 114, 128 e 146 dias), foram observadas populaces de bactérias totais
variando de 1,0 a 2,7 x 108 UFC.g de composto (HASSEN et al. 2001; SIDHU et al., 2002).

Pseudomonas do grupo fluorescente foram as bactérias prevalentes na populagdo de
bactérias totais, com valores populacionais variando entre 8,58 x 10°a 4,0 x 10" UFC.g* de
composto. Niveis populacionais similares de Pseudomonas do grupo fluorescente foram
quantificados em fragdes de residuos sélidos urbanos, variando de 5,3 a 9,0 x 106 UFC.g* de
composto (ZACCARDELLI et al., 2013). Em geral, a literatura tem reportado que Varias
espécies de Pseudomonas tais como P. fluorescens (Fliigge) Migula, P. putida Trevisan e P.
aeruginosa Schroeter, isoladas a partir de tecidos de plantas ou solo, séo potencias agentes de
biocontrole para bactérias e fungos fitopatogénicos (MAVRODI et al., 2012).

Dentre a populacdo de bactérias totais obtidas das pilhas de compostagem, 62 isolados
apresentaram atividade antagonica a R. pseudosolanacearum CRMRS74R detectada através
da formacdo de halo de inibicdo do crescimento bacteriano. No entanto, apenas 33 isolados

mantiveram o antagonismo em novo teste realizado in vitro (Tabela 3).
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Tabela 3. Atividade antagonica de isolados bacterianos presentes nas pilhas de compostagem a

Ralstonia pseudosolanacearum.

Isolado  Halo de inibicdo! Isolado Halo de inibicéo Isolado Halo de inibicéo

CRMCOL . CRMCO22 . CRMCO43 ]
CRMCO2 . CRMCO023 ] CRMCO44 N
CRMCO3 ] CRMCO024 N CRMCO45 )
CRMCO4 ) CRMCO25 N CRMCO46 ]
CRMCO5 N CRMCO26 ] CRMCO47 ]
CRMCO6 . CRMCO27 N CRMCO48 ]
CRMCO7 - CRMCO28 ) CRMCO49 .
CRMCO8 N CRMCO029 N CRMCO50 N
CRMCO9 - CRMCO30 N CRMCO51 ¥
CRMCO10 . CRMCO31 ) CRMCO52 ¥
CRMCO11 + CRMCO32 N CRMCO53 "
CRMCO12 + CRMCO33 ) CRMCO54 ¥
CRMCO13 + CRMCO34 ) CRMCO55 )
CRMCO14 . CRMCO35 ] CRMCO56 ]
CRMCO15 + CRMCO36 ] CRMCO57 ]
CRMCO16 ¥ CRMCO37 ¥ CRMCO58 N
CRMCO17 + CRMCO38 ¥ CRMCO59 )
CRMCO18 ) CRMCO39 ] CRMCO60 N
CRMCO19 + CRMCO40 ] CRMCO61 N
CRMCO20 + CRMCO41 N CRMCO62 ]
CRMCO21 . CRMCO42 - - .

! Presenca (+) ou auséncia (-) de halo de inibicdo do crescimento bacteriano.

Elorrieta et al. (2003) conseguiram obter da compostagem de restos de cultura de pimentéo,
feijdo e meldo seis isolados bacterianos que produziram metabdlicos tdxicos a fitobactérias,
dos quais apenas um isolado inibiu o crescimento de P. carotovororum subsp carotovorum,
cinco inibiram o crescimento de X. campestris pv. vesicatoria e quatro foram antagonistas a
P. syringae pv. syringae. Em outro estudo, 300 diferentes isolados bacterianos de residuos
agro-industriais compostados foram avaliados contra quatro patégenos flngicos e um
Oomiceto, sendo que 25 isolados foram antagonistas a todos 0s cinco patdgenos, enguanto
sete isolados inibiram somente o crescimento de Fusarium spp., trés inibiram Fusarium e
Rhizoctonia spp., cinco inibiram Phytophthora e Rhizoctonia spp. e dois inibiram
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Phytophthora spp. (KAVROULAKIS et al., 2010). Suarez- Estrella et al. (2013) detectaram
em trés pilhas diferentes de compostagem de lodo de esgoto, restos de tomateiro e residuos
solidos urbanos, 76 isolados bacterianos com potencial antagonista, dos quais nove foram

antagonicos a X. campestris e 23 isolados inibiram F. oxysporum f. sp. Melonis Schlecht.

4.4 Quantificacdo de fungos totais e deteccdo de antagonistas a Ralstonia
pseudosolanacearum presentes nas pilhas de compostagem

Os fungos totais foram quantificados em niveis populacionais que variaram de 3,2 X
102 a 1,2 x 10° UFC.g! de composto. Com base nas estruturas morfoldgicas, foram
identificados 40 isolados ao nivel de género: Aspergillus spp. (14) Micheli, Cladosporium
spp. (2) Fries, Curvularia spp. (3) Boedijn, Fusarium spp. (14) Link, Paecilomyces spp. (3)
Samson e Trichoderma spp. (3) Persoon, e também o Oomiceto Pythium sp. (1) Pringsheim
(Tabela 4). Varias espécies de Penicillium Link, Trichoderma, Aspergillus, e outros géneros
de fungos podem ser encontrados como agentes de biocontrole em substrato adicionado em
composto organico (HOITINK; BOEHM, 1999; SUAREZ-ESTRELLA et al., 2007).

Tabela 4 - Géneros fungicos e Oomicetos presentes nas pilhas de compostagem.

Cddigo do Isolado Género Cddigo do Isolado Género
COF1 Pythium COF21 Paecilomyces
COF2 Aspergillus COF22 Aspergillus
COF3 Fusarium COF23 Fusarium
COF4 Fusarium COF25 Fusarium
COF5 Fusarium COF26 Paecilomyces
COF6 Cladosporium COF27 Trichoderma
COF7 Aspergillus COF28 Cladosporium
COF8 Aspergillus COF29 Curvularia
COF9 Fusarium COF30 Fusarium
COF10 Paecilomyces COF31 Fusarium
COF11 Aspergillus COF32 Trichoderma
COF12 Trichoderma COF33 Fusarium
COF13 Aspergillus COF34 Fusarium
COF14 Aspergillus COF35 Fusarium
COF15 Aspergillus COF36 Aspergillus
COF16 Fusarium COF37 Curvularia
COF17 Aspergillus COF38 Aspergillus
COF18 Curvularia COF39 Aspergillus
COF19 Aspergillus COF41 Fusarium
COF20 Aspergillus COF42 Fusarium
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Os 40 fungos identificados foram utilizados no teste de antagonismo a R.
pseudosolanacearum CRMRS74R". Nove isolados produziram metabélitos toxicos e inibiram
0 crescimento bacteriano (Figura 6), com halos variando de 15 a 27 mm (Tabela 5). Estes
isolados antagonistas pertencem aos géneros Aspergillus e Paecilomyces. Espécies desses
géneros sdo citadas na literatura com atividade antagbnica a bactérias fitopatogénicas e
patogénica a seres humanos. A. fumigatus Fresenius obtido do composto de restos culturais de
videira produziu metabdlicos toxicos capazes de inibir X. campestris pv. viticola (SILVA et
al., 2012), enquanto isolados de A. niger Van Tieghem, endofiticos de plantas tdxicas da
Amazonia, inibiram Bacillus sp., B. subtilis Cohn, Staphylococcus aureus Rosenbach e E.
coli (SOUZA et al., 2004). Suérez-Estrella et al. (2013) verificaram que um isolado de P.
variotti Bainier obtido da compostagem de trés pilhas de lodo de esgoto, restos culturais de
tomateiro e residuos solidos municipais foi capaz de inibir a bactéria X. campestris e o fungo
F. oxysporum f. sp. melonis. Varios trabalhos em condicGes de laboratdrio e campo relataram
a importancia de Paecilomyces como agente de biocontrole de nematdides e fungos (AL-
QASIM et al., 2009; ANIS et al., 2010; PERVEEN; SHAHZAD, 2013).

Figura 7- Inibicdo do crescimento de R. pseudosolanacearum por metabdlitos toxicos produzido

por fungos dos géneros Aspergillus e Paecilomyces obtidos de composto, evidenciada pela

presenca de halo.
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Tabela 5 - Atividade antagonica de isolados fngicos presentes nas pilhas de compostagem a

Ralstonia pseudosolanacearum.

Cédigo do Isolado Género Halo de inibicdo (mm)
COF2 Aspergillus 27
COF10 Aspergillus 20
COF12 Paecylomices 16
COF16 Aspergillus 15
COF25 Aspergillus 19
COF32 Aspergillus 22
COFR37 Paecylomices 19
COF38 Aspergillus 15
COF39 Aspergillus 23

4.5 Quantificacdo de actinomicetos totais e deteccdo de antagonistas a Ralstonia
pseudosolanacearum presentes nas pilhas de compostagem

A populagio total de actinomicetos no composto variou de 3,8 a 9,5 x 10* UFC.g* de
composto. Rebollido et al. (2008) quantificaram a populacdo total de actinomicetos em
fracbes de residuos sélidos urbanos, e verificaram niveis populacionais variando de 2,0 a 4,4
x 10® UFC.g! de composto. Os actinomicetos s&o um dos principais grupos de micro-
organismos responsaveis pela conversao da matéria organica durante a fase termofilica e final
da compostagem. Suportam altas temperaturas, degradam compostos organicos recalcitrantes,
tais como lignocelulose, e eliminam micro-organismos patogénicos e alergénicos (CHOPRA,
2004). Além disso, competem com outros micro-organismos por nutrientes e podem inibir o
crescimento microbiano devido a producdo de antibidticos, enzimas liticas ou mesmo pelo
parasitismo (REBOLLITO et al., 2008).

Com base em caracteristicas culturais foram selecionados 33 isolados de
actinomicetos (Tabela 6), dos quais, quatro produziram metabolitos toxicos contra R.
pseudosolanacearum CRMRS74R com halos de inibicdo variando de 22 a 33 mm. Suérez-
Estrella et al. (2013), observaram que 25 isolados de actinomicetos obtidos de compostos
agro-industriais inibiram o crescimento de F. oxysporum f. sp. melonis enquanto que apenas
quatro foram antagonistas a X. campestris. Dentre um total de 137 isolados de actinomicetos
obtidos de vermicompostagem, 79 potenciais antagonistas a Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goidanich foram detectados, cujos mecanismos de a¢do podem ser devido a producao
de enzimas hidroliticas ou metabdlitos toxicos (GOPALAKRISHNAN et al., 2011).
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pseudosolanacearum.

Tabela 6 - Atividade antagbnica de actinomicetos presentes nas pilhas de compostagem a R.

Isolado Halo de inibicdo?  Isolado  Halo de inibigao

CRMCO063 - CRMCO18 -
CRMCO2 - CRMCO19 -
CRMCO3 - CRMCO20 -
CRMCO4 + (22 mm) CRMCO21 -
CRMCO5 - CRMCO22 -
CRMCO6 - CRMCO23 -
CRMCO7 - CRMCO24 -
CRMCOS8 - CRMCO25 -
CRMCO9 - CRMCO26 -
CRMCO10 - CRMCO27 -
CRMCO11 - CRMCO28 -
CRMCO12 + (23 mm) CRMCO29 -
CRMCO13 - CRMCO30 -
CRMCO14 - CRMCO31 -
CRMCO15 - CRMCO32 + (30 mm)
CRMCO16 - CRMCO033  + (33 mim)
CRMCO17 -

! Presenca (+) ou auséncia (-) de halo de inibi¢do do crescimento bacteriano.

Isolados de bactérias, fungos e actinomicetos, presentes nas pilhas de compostagem
formada de restos culturais de tomateiro e capim elefante e de esterco de ovino, apresentaram
atividade antagbnica contra R. pseudosolanacearum CRMRS74R" e, provavelmente, junto
com as altas temperaturas evidenciadas no inicio do processo de compostagem podem ter sido

responsaveis pela rapida eliminacéo da bactéria fitopatogénica do composto.

4.6. Quantificacdo de compostos fendlicos totais

Compostos fenolicos totais foram encontrados nas pilhas de compostagem em uma
concentracdo média de 0,0065%. Essa concentracdo é considerada baixa em relacdo a obtida
em outros estudos, a exemplo da compostagem de restos culturais de videira (0,013%)
(SILVA et al.,, 2012). Compostos fenolicos, também referidos como polifenois, sdo
considerados antioxidantes naturais e representam um importante grupo de compostos
bioativos, estando presentes em todas as plantas, mas o seu tipo e niveis variam enormemente,
dependendo da espécie, dos fatores genéticos e das condi¢des ambientais (KRIS-ETHERTON

et al., 2002). Estes compostos, mesmo em baixas concentra¢bes, sdo capazes de erradicar
44



microrganismos, pois Elorrieta et al. (2003) verificaram que 0,01% de varios compostos
fenolicos purificados foram suficientes para inibir o crescimento de X. campestris pv.
vesicatoria, P. carotovorum subsp. carotovorum e P. syringae pv. syringae. Provavelmente,

os compostos fendlicos atuaram na eliminacdo de R. pseudosolanacearum do composto.

4.7 Determinacéo da qualidade do composto orgéanico

Os valores determinados para pH, C, N, Ca e Fe no composto foram superiores aos
estabelecidos como limites minimos pela legislacdo existente, IN n® 25/2009 do MAPA
(BRASIL, 2009), para uso e comercializacdo de composto organico (Tabela 7). Ja o valor de
17,61% de C/N foi inferior ao méaximo estabelecido pela IN n® 25/2009, e também
satisfatorio. O fator umidade (54%) excedeu o limite estabelecido de 50%, porém, Pereira

Neto (2011) recomenda um valor ideal de umidade do composto organico em torno de 55%.

Tabela 7- Sistematizacdo dos resultados da analise do composto para teor de pH, umidade, C, N,
relacdo C/N, matéria organica, CTC, CTC/C, macro e micronutrientes e valores limites
estabelecidos pela legislacdo IN 25/20009.

Variavel Composto Limite (IN 25/2009)
pH 6,9 minimo 6,0
Umidade (%) 54 méaximo 50%
C (%) 20,56 minimo 15 %
N (%) 1,17 minimo 0,5
C/N 17,61 méaximo 20/1
MO 35,44 conforme declarado
CTC (cmolc/kg) 4435 conforme declarado
CTCI/C 21,57 conforme declarado
P (%) 0,47 conforme declarado
K (%) 0,47 conforme declarado
Na (%) 0,03 conforme declarado
Ca (%) 1,45 minimo 1%
Mg (%) 0,25 minimo 1%
Zn (%) 0,011 minimo 0,1 %
Cu (%) 0,0071 minimo 0,05%
Fe (%) 0,31 minimo 0,2 %
Mn (%) 0,015 minimo 0,05%

Para os teores de MO, CTC, CTC/C, K, P e Na ndo existe um limite minimo
estabelecido. Destacou-se a elevada concentracdo de CTC (443,5 cmolc.kg™?) no composto,
que foi superior a indicada por Pereira Neto (2011), onde a CTC de um composto organico
pode variar de 100 a 300 cmolc.kg?. A CTC é responsavel pela retencdo de nutrientes,
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favorecendo a absorcao destes pelas plantas (MATOS, 2006). Em residuos organicos, a CTC
origina-se e tem seu valor aumentado com a decomposicdo do material, sendo utilizada para
monitoramento e comprovacao de maturacdo desses residuos. O aumento no valor da CTC
dos residuos é o resultado da formacgdo de substancias humicas com a decomposicdo do
material organico (MONACO et al., 2013).

Os nutrientes Mg, Zn, Cu e Mn foram detectados em valores abaixo dos limites
minimos estabelecidos pela IN 25/2009 para composto organico. Tal fato possivelmente deve
estar relacionado ao conteldo destes nutrientes no residuo de tomateiro utilizado. Segundo
Embrapa (2003) os niveis adequados de Mg, Zn, Cu e Mn em plantas de tomateiro devem ser
respectivamente, 0,6; 0,007; 0,001 e 0,040%.

O namero mais provavel (NMP) de coliformes totais, coliformes termotolerantes, E.
coli, Salmonella sp. e ovos de helmintos vidveis obtidos do composto (Tabela 8) estdo

conforme os limites estabelecidos pela IN n° 27/2006.

Tabela 8- Andlise de micro-organismos patogénicos presentes no composto.

Variavel Composto IN 27/2006
Coliformes totais (NMP/g de MS) 1,3x 104 _
Coliformes termotolerantes (NMP/g de MS) 1x 103 1x103
Escherichia coli (NMP/g de MS) 1,76 x 10! 1x 103
Salmonella sp. (NMP/g de MS) Ausente Ausente em 10 g
Ovos de helmintos (NMP/g de MS) Ausente 1,00

A eliminacdo de micro-organismos patogénicos tem sido confirmada na compostagem
de vérios residuos orgénicos, tais como: composto de esterco de ave poedeira (SANTOS et
al., 2010); lodo de curtume (ARAUJO et al., 2008); residuos solidos domiciliares
(MASSUKADO, 2008); e residuos organicos domiciliares, poda vegetal e lodo de esgoto
(HECK et al., 2013). O sucesso na eliminacdo de micro-organismos patogénicos durante o
processo de compostagem depende de altas temperaturas e do tempo de exposi¢céo do material
a essas temperaturas (ARTHUSON, 2008). Temperaturas acima de 55°C sdo responsaveis
pela eliminacdo de micro-organismos patogénicos no processo de compostagem (HASSEN et
al., 2001; SANTOS et al., 2010). No presente estudo, verificou-se altas temperaturas na fase
termofilica (em média 60°C), o que ocasionou a elimina¢do ou diminui¢do da populacdo de
patdgenos humanos.

A qualidade do composto atendeu a legislagdo vigente, o que indica ndo haver

restricbes no seu uso em relacdo a possibilidade de causar impacto negativo no ambiente;
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assim, as analises dos resultados comprovam que o composto de tomateiro pode ser utilizado

para fins agricolas.
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5. CONCLUSOES

- Composto orgénico estabilizado foi obtido de restos de tomateiro, capim elefante e esterco
de ovino em 30 dias;

- O processo de compostagem foi capaz de eliminar Ralstonia pseudosolanacearum de
tecidos infectados de tomateiro em 10 dias;

- Bactérias, fungos e actinomicetos foram detectados em alta populagdo no composto,
predominando as bactérias Pseudomonas do grupo fluorescente e identificados fungos dos
géneros Aspergillus spp., Cladosporium spp., Curvularia spp., Fusarium spp., Paecilomyces
spp. e Trichoderma spp., e também o Oomiceto Pythium sp.;

- No composto estavam presentes bactérias (33 isolados), fungos (nove isolados) e
actinomicetos (quatro isolados) com atividade antagonica a R. pseudosolanacearum;

- Compostos fenodlicos foram encontrados no composto;

- As altas temperaturas geradas nas pilhas durante a fase termofilica, a presenca de micro-
organismos antagonistas e compostos fendlicos foram responsaveis pela rapida eliminacdo de
R. pseudosolanacearum do composto;

- Os fatores fisicos, fisicos-quimicos e microbioldgicos analisados atenderam aos limites
estabelecidos pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil, atestando a

boa qualidade do composto organico para uso em sistemas agricolas.
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