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RESUMO

O manguezal é um ecossistema de transicdo terrestre-marinho, rico e propicio
ao desenvolvimento de diversos seres vivos interessantes no contexto
biotecnolégico. Tendo em vista a busca por compostos bioativos com
propriedades antifungicas, esta pesquisa teve como objetivo o escalonamento
microbiano de isolado de mangue com atividade frente a patégenos agricolas,
em meio de baixo custo. Para avaliacdo da atividade antifingica foram utilizados
cinco fitopatégenos: Fusarium solani (Fpl), Fusarium oxysporum (Fp2),
Macrophomina phaseolina (Fp3), Rhizoctonia solani (Fp4), e Sclerotium
rolfsii (Fp5). O processo foi realizado utilizando Caldo Natural Batata Dextrose,
feito para 50ml, 100ml e 250ml, aproveitando a casca da batata que permitiu o
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crescimento da bactéria e secrecdo dos metabdlitos secundéarios para o meio
externo, possibilitando a realizacdo do teste difusdo em &gar frente aos
patégenos agricolas. Com o escalonamento observou-se que 0s microrganismos
se mantiveram estaveis em todos os volumes utilizados no processo. Apos
isolamento microbiano de sedimento de manguezal a identificacdo microbiana e
molecular, obteve-se a bactéria Serratia Marcescens, uma bactéria gram-
negativa. Cultivada comumente em meio classico para crescimento universal,
Mueller Hinton (MH) e meio diferencial macConkey. No entanto, o meio natural
proporcionou um aumento desejavel no crescimento das col6nias de diversos
grupos microbianos, pois € rico em acucares. A bactéria isolada apresentou
performance promissora com potencial biocontrolador, visto que, apresentou
atividade antifungica, evidenciada pela formacdo de halos, para o0s cincos
patébgenos agricolas testados. Portanto, podemos inferir que o0 processo a
utilizacao de meio de baixo custo estimula e viabiliza o crescimento e a avaliacao
da atividade microbiana.

Palavras-chave: Bioprospeccao Microbiana. Biotecnologia. Controle Bioldgico.
Metabodlitos Secundarios. Serratia Marcescens.

ABSTRACT

The mangrove swamp is an ecosystem of terrestrial-marine transition, rich and
conducive to the development of several interesting living beings in the biotech-
nological context. In view of the search for bioactive compounds with antifungal
properties, the aim of this research was to scale up the microbial activity of man-
grove isolates against agricultural pathogens in a low-cost medium. Five phyto-
pathogens were used to evaluate their antifungal activity: Fusarium solani (Fp1),
Fusarium oxysporum (Fp2), Macrophomina phaseolina (Fp3), Rhizoctonia solani
(Fp4), and Sclerotium rolfsii (Fp5). The process was carried out using Natural
Potato Dextrose Broth, made for 50ml, 100ml and 250ml, taking advantage of the
potato peel which allowed the bacteria to grow and secrete secondary metabo-
lites into the external environment, making it possible to carry out the agar diffu-
sion test against the agricultural pathogens. With scaling, it was observed that
the microorganisms remained stable in all the volumes used in the process. After
microbial isolation from mangrove sediment and microbial and molecular identifi-
cation, the bacterium Serratia Marcescens, a gram-negative bacterium, was ob-
tained. It is commonly cultivated in classic universal growth media, Mueller Hinton
(MH) and MacConkey differential media. However, the natural medium provided
a desirable increase in the growth of colonies from various microbial groups, as
it is rich in sugars. The isolated bacterium showed promising performance with
biocontrol potential, since it showed antifungal activity, evidenced by the for-
mation of halos, for the five agricultural pathogens tested. Therefore, we can infer
that the process of using low-cost media stimulates and enables the growth and
evaluation of microbial activity.

Keywords: Microbial Bioprospecting. Biotechnology. Biological Control. Second-
ary Metabolites. Serratia Marcescens.
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RESUMEN

El manglar es un ecosistema de transicion terrestre-marino, rico y propicio para
el desarrollo de diversos seres vivos de interés en el contexto biotecnoldgico.
Ante la busqueda de compuestos bioactivos con propiedades antifingicas, el
objetivo de esta investigacion fue incrementar la actividad microbiana de aislados
de manglar frente a patégenos agricolas en un medio de bajo coste. Se utilizaron
cinco fitopatégenos para evaluar su actividad antifungica: Fusarium solani (Fp1),
Fusarium oxysporum (Fp2), Macrophomina phaseolina (Fp3), Rhizoctonia solani
(Fp4) y Sclerotium rolfsii (Fp5). El proceso se llevé a cabo utilizando Caldo Dex-
trosa Natural de Patata, elaborado para 50ml, 100ml y 250ml, aprovechando la
cascara de patata que permitia a las bacterias crecer y segregar metabolitos
secundarios al medio externo, posibilitando la realizacion de la prueba de
difusion en agar frente a los patégenos agricolas. Con el escalado, se observo
gue los microorganismos permanecian estables en todos los volumenes utiliza-
dos en el proceso. Tras el aislamiento microbiano a partir del sedimento del
manglar y la identificacidbn microbiana y molecular, se obtuvo la bacteria Serratia
Marcescens, una bacteria gramnegativa. Se cultiva habitualmente en medios de
crecimiento universales clasicos, Mueller Hinton (MH) y medios diferenciales
MacConkey. Sin embargo, el medio natural proporcion6é un aumento deseable
en el crecimiento de colonias de varios grupos microbianos, ya que es rico en
azlcares. La bacteria aislada mostr6é un rendimiento prometedor con potencial
de biocontrol, ya que mostro actividad antifingica, evidenciada por la formacién
de halos, para los cinco patdgenos agricolas ensayados. Por lo tanto, podemos
inferir que el proceso de utilizacién de medios de bajo costo estimula y posibilita
el crecimiento y la evaluacion de la actividad microbiana.

Palabras clave: Bioprospeccion Microbiana. Biotecnologia. Control Biolégico.
Metabolitos Secundarios. Serratia Marcescens.

1 INTRODUCAO

O manguezal é um ecossistema de transicao terrestre-marinho de regides
tropicais e subtropicais, além de possuir importancia geogréfica na protecao da
costa litordnea e na contencédo de sedimentos das bacias hidrograficas, evitando
0 assoreamento e servindo como reservatério de grande diversidade biologica
(BARROS, 2022).

Entretanto, apesar da sua relevancia econdmica e ecoldgica, 0s
manguezais vém sofrendo impactos negativos relacionados a a¢gbes antropicas

como o descarte de residuos domésticos e industriais nas orlas, despejos de
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efluentes ndo tratados, atividades portuarias e pesqueiras irregulares, que
comprometem qualidade do ecossistema (DANTAS; DA SILVA, 2021).

O ambiente tem sido cada vez mais evidenciado como objeto de estudo e
ferramenta para descobertas de compostos biologicamente ativos, oriundos da
atividade de macro e microrganismos, uma vez que, o interesse pela biodiversi-
dade e diferentes potencialidades metabdlicas dos organismos impulsionam no-
vas pesquisas e proporcionam o desenvolvimento de produtos biotecnologicos
(ROSA et al., 2023).

Os manguezais sdo fonte de prospeccdo microbiana, que por ser uma
zona de transicdo, demandam estratégias de adaptacao para sobrevivéncia pe-
las quais os organismos tendem a se se desenvolver e adaptar seu metabolismo
(SANTOS et al., 2021). Portanto, 0s microrganismos que estdo presentes nesse
habitat sdo dotados de habilidades de sobrevivéncia interessantes no contexto
biotecnoldgico, sendo potenciais produtores de enzimas de interesse industrial
e novos metabdlitos secundarios (BERNAL, 2020).

Dois tipos de compostos resultam do metabolismo microbiano podendo
ser classificados como primario e secundéario. Os metabolitos primérios sdo in-
dispenséaveis para o desenvolvimento dos microrganismos, visto que, esta asso-
ciado a reacdes quimicas indispensaveis para a vida da célula (PEREIRA, 2021).

Em contrapartida, os metabdlitos secundarios sdo compostos extracelula-
res secretados no meio de cultura ao longo o crescimento como habilidade de
sobrevivéncia, ndo estando associados ao crescimento celular (DEVI et al.,
2020). Estes contribuem para a ciclagem de nutrientes e degradacéo da matéria
organica e sado importantes fontes de compostos biologicamente ativos e inte-
ressantes para diversas areas da biotecnologia, dentre as quais, destaca-se 0
controle biolégico (TOMAZELLI et al., 2024).

O controle biolégico fundamenta-se na utilizagéo de inimigos naturais para
regular uma populacio de organismos (pragas) (SALES, 2021). E uma alterna-
tiva sustentavel que proporciona vantagens, beneficios econdmicos aliados a
preservacao do meio ambiente que culminam na redugéo do uso de agroquimi-
cos e seus efeitos prejudiciais a saude e equilibrio ambiental (TOLOZA-MO-
RENO; LIZARAZO-FORERO; URIBE-VELEZ, 2020).
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Os microrganismos e compostos microbianos, vém sendo amplamente
estudados e implementados como agentes de controle biologico (PEREIRA et
al., 2023). Pertencente a familia Enterobacteriaceae, o género Serratia, esta pre-
sente em ambientes variados e tém ganhado destaque por produzir metabdlitos
gue promovem o crescimento de plantas e potencializam o sistema de defesa
contra fitopatologias e doencas de plantas e pragas (TRINH; NGUYEN, 2024).

Processos de producéo de biocompostos a partir do cultivo microbiano em
meio de baixo custo, sdo uma excelente alternativa que projeta e viabiliza a
obtencdo de metabdlitos secundarios com efeito potencial de inibicdo de
patdgenos agricolas, possibilitando a realizacdo de ensaios que atestem essa
capacidade (DOS SANTOS; GOLIAS; POLONIO, 2024).

Portanto, tendo em vista a busca de busca por compostos bioativos
oriundos da atividade microbiana, o presente trabalho tem como objetivo de
avaliar o potencial antifUngico de Serratia Marcescens isolada do Mangue Seco,
Raposa — MA, frente a patdgenos agricolas, a partir do cultivo em meio de baixo

custo.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONTEXTO TEORICO: ECOSSISTEMAS  MANGUEZAIS E
BIOPROSPECCAO MICROBIANA

Os manguezais sdo ecossistemas de transi¢cdo entre ambientes terrestre
e marinho, localizados em regides tropicais e subtropicais. Eles desempenham
funcdes essenciais, como a protecao de areas costeiras e a manutencao de uma
rica biodiversidade. Além de sua importancia ecoldgica, esses ambientes vém
sendo explorados na bioprospeccdo de microrganismos devido as suas
condigBes extremas, que incentivam o desenvolvimento de metabdlitos Unicos e
com potencial biotecnolégico.

Segundo Rosa et al. (2023), os microrganismos presentes em
manguezais, por viverem em um ambiente que exige adaptacdes metabdlicas,

séo produtores de compostos bioativos valiosos. Esses compostos tém grande
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aplicabilidade na biotecnologia, sendo de particular interesse no controle
bioldgico, conforme Santos et al. (2021) destacam, ao explorar as enzimas e

metabalitos secundarios de microrganismos do mangue.

2.2 CONTROLE BIOLOGICO: UMA ALTERNATIVA SUSTENTAVEL

O controle biolégico, uma técnica que utiliza inimigos naturais para
controlar populacdes de pragas agricolas, vem ganhando destaque como uma
alternativa aos pesticidas quimicos. Essa abordagem sustentavel visa reduzir os
impactos ambientais e 0s riscos a saude humana associados ao uso de
agroquimicos. Trinh e Nguyen (2024) afirmam que o0 género Serratia,
particularmente Serratia marcescens, tem se mostrado promissor no biocontrole,
devido a sua capacidade de produzir metabdlitos que atuam contra fitopatologias
. Isso reforca a viabilidade de usar essa bactéria como biocontrolador em

sistemas agricolas, minimizando o uso de produtos quimicos nocivos.

2.3 METABOLITOS MICROBIANOS E SUAS APLICACOES

Os metabdlitos microbianos sao classificados em primarios e secundarios.
Os primarios sao essenciais para o0 crescimento celular, enquanto os
secundarios, como o0s que estdo sendo investigados neste estudo, ndo sao
necessarios para o crescimento, mas desempenham um papel crucial na
adaptacao e sobrevivéncia dos microrganismos em condi¢des adversas. Esses
compostos apresentam atividades antibiéticas, antifingicas e anticancerigenas,
sendo de particular interesse no desenvolvimento de biofertilizantes e agentes
de controle biolégico.

Bernal (2020) ressalta que os metabdlitos secundérios produzidos por
microrganismos de ambientes adversos, como 0S manguezais, possuem
propriedades Unicas, que podem ser aplicadas na agricultura sustentavel,
substituindo produtos sintéticos que impactam negativamente o ambiente.
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2.4 Serratia marcescens: UM MICRORGANISMO PROMISSOR

A Serratia marcescens pertence a familia Enterobacteriaceae e se
destaca por sua versatilidade, sendo encontrada em diversos ambientes. No
contexto agricola, essa bactéria tem ganhado atencdo por sua habilidade de
produzir compostos bioativos com propriedades antifingicas, sendo eficaz no
controle de doencas de plantas e pragas. Estudos anteriores, como 0s de
Soenens e Imperial (2020), confirmam que microrganismos do género Serratia
tém um papel significativo no controle de fitopatbgenos e podem ser utilizados

como biocontroladores naturais.

2.5 LACUNAS E DESAFIOS NA LITERATURA

Embora a pesquisa sobre o uso de Serratia marcescens no controle
biolégico tenha avancado, ainda existem lacunas a serem preenchidas. A
maioria dos estudos se concentra em sistemas de produg¢ao convencionais, com
pouco foco em meios de cultivo de baixo custo, como o explorado por esse
trabalho, que utilizou um meio natural de batata dextrose, aproveitando residuos
vegetais. A inovacao aqui esta no desenvolvimento de um processo que combina
a sustentabilidade econémica com a eficiéncia biotecnoldgica, o que pode ser
expandido em pesquisas futuras.

Além disso, as metodologias de escalonamento e otimizacdo do
crescimento microbiano em meios alternativos ainda ndo sdo amplamente
discutidas na literatura, especialmente em relacdo a adaptacdo de
microrganismos a meios menos convencionais, como o Caldo Natural Batata

Dextrose.
2.6 CONSENSOS E CONTRADICOES
A literatura mostra um consenso quanto ao potencial biotecnolégico de

microrganismos provenientes de ecossistemas extremos, COmo 0S manguezais,

para o desenvolvimento de agentes biocontroladores. Contudo, h4 uma
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contradicdo quanto a viabilidade de producédo em larga escala utilizando meios
de cultivo de baixo custo, pois estudos como o de Pereira et al. (2021) indicam
a eficacia desses métodos, mas a falta de padronizacéo e escalabilidade limita

sua aplicacao comercial.
3 METODOLOGIA
3.1 CARACTERIZA(}AO DA AREA DE COLETA
O isolamento microbiano foi realizado a partir de amostra de sedimento
coletada na praia do Mangue Seco, localizada no municipio de Raposa, situado

na mesorregido norte maranhense a 30Km da Capital S&o Luis conforme as
coordenadas 02° 25' 22" S 44° 06' 10" O.

Figura 1. Localizacdo da Praia do Mangue Seco no Municipio da Raposa — MA
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3.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MICROBIANA

O isolamento dos microrganismos foi realizado de acordo com metodolo-
gia preconizada por Clark (1965), onde 10g de sedimento sao incorporados a
90mL de agua destilada esterilizada submetidos a agitagdo vigorosa por 30 mi-
nutos e, posteriormente, diluidos seriadamente de 1:10 até 10:1000. Entdo, um
volume de 0,1mL das diluicBes 10:100 e 10:1000 foram inoculados em meios de
cultura seletivo Muller Hinton Agar pela técnica de espalhamento, incubando as
placas em seguida, a 28°C+2°C por até 05 dias.

ApOs ao crescimento das col6nias, foi realizada a purificacéo pela técnica
de esgotamento e posteriormente, repique destas para tubo de ensaio para ar-
mazenamento em geladeira a 4°C até a completa identificacdo. A identificacao
bacteriana foi realizada por técnica classica (coloragdo de Gram) e molecular, a

partir da extracdo do DNA, e amplificacdo da cadeia polimerase (PCR).
3.3 ESCALONAMENTO MICROBIANO EM MEIO DE BAIXO CUSTO
3.3.1 Método de preparacao do caldo natural batata dextrose
O meio de crescimento para o cultivo e escalonamento bacteriano foi pre-

parado com 0s seguintes constituintes: Batata inglesa com casca, dextrose, ex-
trato de levedura, 4gua destilada estéril conforme tabela abaixo:

Tabela 1. Componentes do Caldo Natural Batata Dextrose

Componentes Quantidade
Batata com casca 1719
Dextrose 17,19
Extrato de levedura 0,69

Agua destilada estéril 850 ml

Fonte: Autores (2023)

A batata fora cozida em volume de 4gua destilada satisfatéria para total
cozimento e, posteriormente, foi adicionada mais agua destilada até completar o
volume desejado. Em seguida, foram adicionados os demais constituintes do

meio e depois de diluidos e homogeneizados, o meio foi colocado em trés
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Erlenmeyers de capacidade volumétrica de 250ml, 500ml, e 1000ml, para acon-

dicionar 50ml, 100ml e 250mI de meio, respectivamente.

Figura 2. llustragdo do volume utilizado x capacidade volumétrica

Capacidade volumétrica do Erlenmeyer
e v N
250ml 500ml| 1000ml

50ml 100ml
v\ ?
Volume util

Volume Util = 1/5 do Volume total
Fonte: Autores (2023)

Por conseguinte, foram autoclavados para em seguida, receberem o in6-

culo da suspensao bacteriana de Serratia marcescens.

3.3.2 Preparo do inéculo

Com auxilio de swab, utilizando a técnica de entapetamento que consiste
no espalhamento uniforme e completo na placa contendo meio de cultura, foi
semeada uma suspensdo de Serratia marcescens em meio Agar Batata Dex-
trose (BDA). Em seguida, o material entapetado foi incubado a 28°C+2°C por 24
horas.

Foram utilizados Erlenmeyer com capacidade volumétrica de 250ml,
500ml e 1000ml para os volumes finais de caldo 50ml, 100ml e 250ml, respeti-
vamente. Assegurando, dessa forma, o espaco para aeracdo do microrganismo
denominado headspace, para que o volume a ser usado seja 1/5 do seu volume
total. Com isso, 5 blocos circulares foram retirados da placa contendo o entape-
tamento e inoculados em cada uma das vidrarias contento o volume respectivo

de caldo, seguido de periodo de incubacdo em estufa de 28°C+2°C por 15 dias.

Page 10

REVISTA CADERNO PEDAGOGICO — Studies Publica¢des e Editora Ltda., Curitiba, v.21, n.13, p. 01-19. 2024.




Revista REVISTA CADERNO PEDAGOGICO - Studies Publicagdes Ltda.

C ERN_D ISSN: 1983-0882
DAG0GICO

3.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA FRENTE A PATOGENOS AGRICOLAS
3.4.1 Fitopatdégenos
O ensaio de atividade antifungica foi realizado frente a cinco fungos fito-

patogénicos obtidos da Colecao de Culturas de Fitopatdogenos da Universidade

Estadual do Maranhao, Séao Luis, Brasil.

Tabela 2. Lista de fitopatégenos usados e respectivas fitopatologias

Codigo Fitopatégeno Fitopatologia

FP1 Fusarium solani podriddo radicular seca
FP2 Fusarium oxysporum murcha de fusarium

FP3 Macrophomina phaseolina podriddo cinzenta da haste
FP4 Rhizoctonia solani podriddo radicular

FP5 Sclerotium rolfsii murcha de esclerécio

Fonte: Autores (2023)

3.4.2 Ensaio em meio liquido

Para avaliar a capacidade do microrganismo promissor (Serratia marces-
cens) secretar metabdlitos para o meio externo, foi realizado o teste de difusao
em agar preconizado por Bauer et al. (1966), e estabelecido como padrao pelo
CLSI (2011) — Clinicaland Laboratory Standards Institute. Consiste na aplicacéo
de 50ul do mosto fermentado (caldo contendo a biomassa microbiana da Serratia
marcescens) em poc¢os de aproximadamente 6mm de didmetro no meio BDA
contido em placas previamente semeado com os fitopatdégenos, seguidas de in-
cubacdo a 30°C por até 72h. ApGs esse periodo, os halos de inibi¢cdo foram ob-
servados e medidos com o auxilio de um paquimetro. O teste foi realizado em
triplicata para cada volume do escalonamento (50ml, 250ml, 500ml).

E importante ressaltar que diante da descri¢cdo do processo, a auséncia
de registros na literatura que abrange o cultivo da bactéria gram negativa Serratia
marcescens em Caldo Natural Batata Dextrose ainda com inclusdo do aprovei-
tamento da casca, que de maneira eficaz, possibilitou condi¢des nutritivas favo-
raveis ao aumento da biomassa microbiana e por conseguinte, metabdlitos se-

cundarios com potencial de controlar fitopatologias, ou seja, sdo capazes de
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inibir patégenos agricolas. Portanto, com caracteristicas promissoras descritas
em literatura, a maximizacdo da biomassa microbiana de Serratia marcescens
torna propicia a otimizacao para obtencao de produtos bioativos que podem ser

implementados no controle biolégico de organismos fitopatogénicos.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados quanto as diferencas significativas e pelo
teste de Log Rank, por meio da analise de variancia (ANOVA). O nivel de corre-
lac&io existente entre os parametros testados foi avaliado de acordo com o indice
de Correlacdo de Spearman. O nivel de significancia de 95% foi considerado

para que as medidas sejam significativamente diferentes (p< 0,05).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MICROBIANA

A partir da metodologia descrita, foi possivel a obtencéo de microrganismo
viavel para cultivo em laboratorio codificada por B8. Apés isolamento microbiano
a partir do sedimento de manguezal coletado, constatou-se pela coloracéo de
Gram que o microrganismo isolado se refere a um bacilo gram negativo,
apresentando um aspecto leitoso e a presenca de um pigmento avermelhado
caracteristico. Posteriormente a identificacdo molecular, foi constatado que a
bactéria pertence a familia Enterobacteriaceae e ao género Serratia, sendo

identificada como Serratia marcescens, com similaridade genética acima de

99,3%.
Tabela 3. Identificagcéo molecular microbiana
CODIGO GRUPO MICROBIANO GRAM SIMILARIDADE IDENTIFICACAO
B8 Bactéria G~ 99,3% Serratia marcescens

Fonte: Autores (2023)
4.2 ESCALONAMENTO MICROBIANO EM MEIO DE BAIXO CUSTO
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4.2.1 Método de preparacao do caldo natural batata dextrose

O meio Batata Dextrose Agar (BDA) é um meio de cultura sélido
comumente utilizado principalmente no cultivo de fungos e leveduras, mas
proporciona crescimento satisfatorio de bactérias filamentosas da ordem
Actinomycetales, denominados actomicetos ou ainda, actinobactérias. Por ser
um meio rico em acucares devido a presenca da batata, € possivel ter sucesso
na sua utilizacdo para diferentes microrganismos.

O Caldo Batata Dextrose (BD), além de amplamente utilizado, facilita a
degradacdo da fonte de carbono bem como, a assimilacdo de nutrientes pelo
microrganismo devido & auséncia do agente gelificante. E um meio de cultura
liguido, podendo ser natural ou sintético, eficiente para propagacao microbiana,
escalonamento de microrganismos e teste que necessitam de fermentagéo
submersa.

A utilizacao de Caldo Batata Dextrose Natural, € frequentemente descrita
na literatura e apresenta vantagens que se sobressaltam diante das
desvantagens. Os ingredientes de sua composicdo sdo economicamente e
geograficamente acessiveis. Além disso, o preparo desse meio possui um
protocolo simples e de facil execucédo, que permite a obtencdo do caldo em um
intervalo de tempo satisfatério. Outra vantagem relevante € o completo
aproveitamento dos ingredientes, uma vez que, O processo conta com a
utilizacdo da casca da batata.

Em contrapartida, apresenta-se como desvantagem, o tempo despendido
para corte da batata de maneira que as fragbes sejam de menor espessura para
abreviar o tempo de cozimento. Ou seja, o tempo de preparo do caldo natural é
maior do que o utilizado para preparo do caldo sintético que, por sua vez, € mais
oneroso que o natural.

Importa ressaltar, que o Caldo Bata Dextrose Natural, feito com a batata,
favoreceu um aumento desejavel no crescimento das colénias devido a presenca
de acucares e potencializou a performance microbiana com a presenca de

componentes naturais dispostos no meio, que melhor simula o ambiente natural.
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O processo foi escalonado e observou-se que 0S microrganismos se mantiveram

estaveis em todos os volumes uteis utilizados no processo.

4.2.2 Preparo do in6culo

A bactéria isolada apresentou crescimento em tapete satisfatorio em meio
Batata Dextrose Agar (BDA) a 28°C+2°C por 24 horas, sendo possivel a
obtencéo e indculo de Serratia marcescens nos volumes estabelecidos para o
escalonamento. Foi possivel observar um bom crescimento bacteriano, sendo
proporcional aos volumes finais de caldo: 50ml, 100ml e 250ml, considerando o
headspace como fator determinante para a performance microbiana.

Observou-se ainda, o visivel aumento da biomassa bacteriana,
evidenciado por uma pelicula flutuante oriunda do crescimento das col6nias

bacterianas.

4.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA FRENTE A PATOGENOS AGRICOLAS

Ao analisar os resultados, foi observada no ensaio em meio liquido apés
o teste de difusdo em &gar, atividade antifungica evidenciada pela formacao de
halos de inibicAo frente a todos os fungos fitopatogénicos testados,

apresentados na tabela abaixo:

Tabela 4. Tamanho dos halos de Inibicdo (cm) formados no Teste em Meio Liquido
CODIGO FP1 FP2 FP3 FP4 FP5

B8 15+1,0 20,6+1,1 20+1,0 27,6+0,5 15+1,0

Fonte: Autores (2023)

Diante da presenca de halos de inibicéo, infere-se que a bactéria Serratia
marcescens é capaz de produzir e secretar para 0 meio externo, metabdlitos
secundéarios capazes de inibir a acdo dos patdgenos agricolas testados.
Destaca-se, portanto, que a maior formacgéo de halo foi frente a Rhizoctonia
solani (FP5) com 27,6cm de diametro, havendo ainda, formacao de halo

de tamanhos 20,6cm e 20cm para Fusarium oxysporum e Macrophomina
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faseolina, respectivamente, e de 15cm para Fusarium solani e Sclerotium

rolfsii.

5 DISCUSSOES

A utilizacdo de meios de cultura na microbiologia € comumente descrita
na literatura no processo de cultivo e testes microbianos e visam, em sua
variedade, atender as exigéncias nutricionais dos diferentes grupos microbianos,
tornando possivel chegar a sua completa identificagdo (HAUTRIVE, 2021). Um
dos mais utilizados para cultivo bacteriano é e o meio diferencial macConkey e
o Mueller Hinton, um meio universal com pH em torno da neutralidade (7,3),
estimulando o crescimento de bactéria, como as do género Serratia (PEREIRA
et al. 2023).

Embora cresca bem no meio Mueller Hinton, importa ressaltar que o Agar
Batata Dextrose (BDA) e o Caldo Batata Dextrose (BDA) com pH ajustado para
neutralidade, também proporciona o0 crescimento satisfatério de Serratia
marcescens, visto que, é frequentemente encontrada em alimentos rico amido
(DE AGUIAR et al., 2021).

O género Serratia € um género € cosmopolita, uma vez que, pode ser
encontrado em diversos ambientes como: agua, solo, plantas e vertebrados,
destacando-se por sua capacidade de produzir metabdlitos secundarios e uma
diversidade de enzimas extracelulares. E uma bactéria promissora para
agricultura sustentavel devido ao seu potencial como agente de controle
biol6gico (SOENENS; IMPERIAL, 2020).

Os resultados obtidos na identificacdo microbiana, corroboram com o0s
resultados obtidos por Nunes Neto et al. (2022), que isolou e identificou bactérias
a partir de sedimento de manguezal, dentre as quais foi encontrada a Serratia
marcescens.

Pereira et al. (2023), também identificaram um bacilo gram-negativo em
seu isolamento microbiano a partir de sedimento de manguezal, cuja
identificacdo bacteriana correspondeu a Serratia marcescens elevado percentual
de similaridade. Oliveira (2023), isolou bactérias do género Serratia a partir de
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cinco plantas distintas, ratificando o seu potencial promissor na agricultura
devido sua a capacidade de solubilizacao de fostato.

Quanto a atividade antifungica, os resultados obtidos neste estudo
corroboram com a pesquisa de Sales (2021), que obteve 10 microrganismos
dentre os quais estdo dois isolados de Serratia marcescens com atividade frente
a fungos fitopatogénicos, do género Fusarium e Sclerotium rolfsii, para quais
também houve atividade antifingica nesse trabalho.

Da Silva et al. (2020) utilizou o0 método de difusdo em agar para avaliagéo
da atividade antimicrobiana como também realizado neste trabalho. Amorim et
al. (2020), além do teste de difusdo em &gar, utilizaram o cultivo me caldo para
etapa de fermentacdo submersa, obtendo crescimento bacteriano satisfatorio,
assim como na presente pesquisa.

Os patogenos agricolas sustentam a crescente preocupagdo com perdas
e prejuizos na agricultura. Fitopatdgenos como Rhizoctonia solani e do
género Fusarium sdo frequentes em diversos tipos de plantacbes e
podem apresentar resisténcia devido ao uso indiscriminado de
agroquimicos (ABBAS et al., 2022).

6 CONCLUSAO

Diante do exposto, € notdvel que a bioprospeccao microbiana é
fundamental para obtencdo de isolados promissores e que 0 ecossistema
manguezal € dotado de microrganismos cultivaveis. Os resultados reforcam a
capacidade de isolados desse ambiente, produzir compostos bioativos de
interesse biotecnoldgico.

Logo, o processo de producdo de composto para controle bioldgico a partir
do cultivo de Serratia Marcescens em meio de baixo custo é uma alternativa que
a selecdo microrganismos quanto sua capacidade de producédo de metabdlitos
ativos frente a microrganismos patogénicos, visto que, o escalonamento do
isolado obtido neste trabalho reforgcou seu potencial como agente de controle

bioldgico frente a patégenos agricolas.
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Ressalta-se, portanto, que o aproveitamento total da batata no processo
aumenta a sua relevancia considerando ndo desperdicio da casca. Com isso,

faz necessaria a continuacdo de teste que corroborem e complementem os

resultados alcangados.
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