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RESUMO
O presente trabalho teve como objetivo caracterizar o potencial do isolado Serratia
marcescens LB1 na promogao do crescimento vegetal e no biocontrole de fungos
fitopatogénicos, por meio de abordagens experimentais e gendmicas. O isolado foi
obtido de folhas de cana-de-agucar cultivadas sob sistema organico e reativado em
meio LB. A curva de crescimento com fase exponencial até 8h e estabilizagcdo apos
12h, acompanhada de variagdo do pH entre 6 e 8. A cepa apresentou coloragao
vermelho-alaranjada e auséncia de hemodlise em agar sangue, uma das
caracteristicas de linhagens ambientais. Nos ensaios de antagonismo, S.
marcescens LB1 exibiu inibicdo micelial expressiva frente a Alternaria alternata
(~74%), Colletotrichum eriobotryae (~64%) e Fusarium oxysporum (~59%),
demonstrando forte acao antifungica atribuida a produgcao de metabdlitos soluveis e
compostos volateis. Nos testes com tomate-cereja (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme), a inoculacdo bacteriana aumentou o Indice de Velocidade de
Germinacgao. Entretanto, para as variaveis morfolégicas avaliadas nas plantulas néo
foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre o tratamento
controle e o inoculado. Ainda assim, verificou-se tendéncia de maior
desenvolvimento radicular em plantas inoculadas, especialmente no comprimento e
na massa fresca das raizes. A analise genbmica confirmou a identificacdo da cepa
como Serratia marcescens e revelou genes associados a sintese de siderdéforos,
quitinases, prodigiosina e outros compostos relacionados a promogao vegetal e
biocontrole, sem presenca de determinantes classicos de viruléncia. Os resultados
mostram o potencial de S. marcescens LB1 como um agente biolégico promissor

para o desenvolvimento de um bioinsumo para uso na agricultura sustentavel.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias promotoras de crescimento vegetal; antagonismo

microbiano; controle bioldgico; microbiologia agricola; bioinsumos agricolas.



ABSTRACT
This study aimed to characterize the potential of the Serratia marcescens LB1 isolate
in promoting plant growth and biocontrolling phytopathogenic fungi, using
experimental and genomic approaches. The isolate was obtained from sugarcane
leaves cultivated under an organic system and reactivated in LB medium. The growth
curve showed an exponential phase up to 8 hours and stabilization after 12 hours,
accompanied by a pH variation between 6 and 8. The strain presented a
reddish-orange color and absence of hemolysis on blood agar, one of the
characteristics of environmental strains. In antagonism assays, S. marcescens LB1
exhibited significant mycelial inhibition against Alternaria alternata (~74%),
Colletotrichum eriobotryae (~64%), and Fusarium oxysporum (~59%), demonstrating
strong antifungal action attributed to the production of soluble metabolites and
volatile compounds. In tests with cherry tomatoes (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme), bacterial inoculation increased the Germination Speed Index. However,
for the morphological variables evaluated in the seedlings, no statistically significant
differences were observed between the control and inoculated treatments. Even so, a
tendency towards greater root development was observed in inoculated plants,
especially in root length and fresh mass. Genomic analysis confirmed the
identification of the strain as Serratia marcescens and revealed genes associated
with the synthesis of siderophores, chitinases, prodigiosin, and other compounds
related to plant promotion and biocontrol, without the presence of classic virulence
determinants. The results show the potential of S. marcescens LB1 as a promising

biological agent for the development of a bio-input for use in sustainable agriculture.

KEYWORDS: Plant growth-promoting bacteria; microbial antagonism; biological

control; agricultural microbiology; agricultural bio-inputs.
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1 INTRODUGAO

Os pesticidas, compostos naturais ou sintéticos empregados para o controle
de insetos, plantas daninhas, fungos, roedores e nematdides, tornaram-se
componentes centrais da agricultura moderna, sustentando a produtividade em larga
escala e a estabilidade dos sistemas de producdo. Sua utilizagdo intensificou-se
especialmente a partir da segunda metade do século XX, acompanhando a
expansao da agricultura intensiva e a necessidade crescente de garantir altas taxas
de rendimento (Lignani; Brandao, 2022).

Atualmente, estima-se que o uso global ultrapasse 2 milhdes de toneladas
anuais, com China, Estados Unidos e Argentina figurando entre os maiores
consumidores (Sharma et al., 2019). Apesar da eficacia agronémica, a aplicagao
continua e em larga escala desses compostos gera efeitos colaterais significativos,
pois pesticidas podem se deslocar do local de aplicagdo por mecanismos como
lixiviacdo, volatilizagcdo, adsorcdo ao solo, deriva de pulverizacdo e escoamento
superficial, contaminando ecossistemas adjacentes e afetando organismos nao
alvos.

A diversidade estrutural entre as diferentes classes de pesticidas determina
seu comportamento ambiental e potencial toxico. Os organoclorados, como o
Diclorodifeniltricloroetano (DDT), apresentam baixa toxicidade aguda, porém
destacam-se pela elevada estabilidade e pela capacidade de bioacumulacao
(Jayaraj; Megha; Sreedev, 2016), o que levou a sua proibicdo em diversos paises
ainda que seus residuos persistam no ambiente por décadas devido a extrema
resisténcia a degradacdo. Em contraste, os organofosforados possuem menor
persisténcia ambiental, mas exibem alta toxicidade aguda para mamiferos,
representando risco significativo a saude humana e animal quando utilizados de
maneira inadequada (Lopez-Benitez et al., 2024). Esses contrastes reforcam a
complexidade envolvida no manejo quimico de pragas e evidenciam a necessidade
de estratégias de controle mais sustentaveis.

Diante desses problemas, estratégias mais sustentaveis de controle de
pragas e doengas, tém ganhado destaque. Entre elas, o controle bioldgico por
microrganismos benéficos e o0 uso de bioinsumos se apresentam como alternativas
promissoras. Esses organismos nao sO suprimem patdégenos por meio de

mecanismos como antibiose, competicdo por recursos e secregao de enzimas liticas,
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mas também podem promover o crescimento das plantas por vias benéficas (Backer
et al., 2018; Glick, 2012).

Bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR), especialmente o
género Serratia, tém despertado atengdo significativa. Isso se deve a sua
capacidade de produzir moléculas bioativas, como prodigiosina, sideroforos,
quitinases e outras enzimas que atuam tanto no biocontrole quanto no estimulo
vegetal (Gutiérrez-Roman et al.,, 2012; Matteoli et al., 2018). Em particular, a
prodigiosina, pigmento vermelho sintetizado por muitos isolados ambientais de S.
marcescens, tem sido associada a atividade antifungica, bem como a promocéo de
crescimento bacteriano e maior biomassa, o que pode favorecer a colonizacdo no
ambiente da planta (Haddix; Shanks, 2018).

Além disso, enzimas liticas como as quitinases sdo componentes-chave no
arsenal de biocontrole de S. marcescens. Essas enzimas degradam a quitina
presente na parede celular de fungos fitopatogénicos, prejudicando sua integridade
e capacidade de germinacdo (Downing; Thomson, 2000). Em estudos classicos,
demonstrou-se que a producdo de prodigiosina é particularmente importante para a
supressao de fungos como Didymella applanata, destacando-se mais que a propria
quitinase em alguns casos (Duzhak et al., 2012).

Ja aplicagdes praticas conferem ainda mais relevancia ao uso de S.
marcescens. Por exemplo, a cepa ETR17 isolada da rizosfera do cha, produziu
prodigiosina, enzimas liticas, sideroforos e IAA, apresentando antagonismo contra
diferentes patdégenos e promovendo crescimento vegetal em plantas de cha, sem
apresentar a hemolise associada a cepas patogénicas (Dhar Purkayastha et al.,
2018). O fato de a cepa nao produzir hemolisina & particularmente importante para
garantir sua segurangca em aplicagcbes agrondmicas, no entanto, a espécie é
reconhecida como um patdégeno oportunista em uma diversidade de hospedeiros,
incluindo humanos (Kurz, 2003).

Diante desse cenario, a prospeccao de cepas de S. marcescens provenientes
de sistemas agricolas sustentaveis, como plantagdes orgéanicas, pode revelar
isolados com perfil ideal para a formulagdo de bioinsumos. Isolados dessas origens
tendem a ter menor risco de viruléncia e melhores adaptagdes para interagir com as

plantas.
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Este estudo tem como alvo, investigar as caracteristicas de BPCPs de um
isolado de S. marcescens obtido a partir de um meio de cultura enriquecido com
bactérias endofiticas de folhas de cana-de-agucar (Saccharum sp.) cultivadas em
um sistema organico (Teheran-Sierra et al., 2021). Esse isolado previamente exibiu
caracteristicas de BPCPs, tais como solubilizacdo de fosfato, sintese de acido
indolacético (AIA), atividade de ACC (1-aminociclopropano-1-acido
carboxilico)-deaminase, produgcdo de amobnia e sideroforos, além de fixacao
biolégica de nitrogénio e produgao de enzimas liticas (DIBELLI,2023). Dessa forma,
pretendemos avaliar se a inoculagao da bactéria nas plantas, produz, efetivamente,
um resultado direto no crescimento e desenvolvimento, e também como a coldnia de
bactérias se comporta em resposta a presenca de fitopatégenos fungos no meio de
cultivo. Considerando essas caracteristicas observadas, juntamente com os
resultados de estudos prévios que revelam a producado de metabdlitos secundarios
unicos por bactérias deste género, propomos a nossa hipétese.

A hipotese postulada nesta proposta € a de que este isolado possa
efetivamente contribuir de um modo direto para o crescimento das plantas, e
também atuar de modo indireto, no controle de fitopatégenos fungicos, afinal
bactérias do género tém sido consideradas atraentes para fins de biocontrole

(Soenens; Imperial, 2020).

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar o potencial da cepa Serratia marcescens LB1, como agente de
promogdo de crescimento vegetal e biocontrole de fungos fitopatogénicos,
integrando analises fenotipicas, ensaios fisioldgicos, testes de antagonismo e
caracterizacdo genbmica funcional, a fim de avaliar a associagdo, com
caracteristicas de promocdo de crescimento vegetal, e que poderiam ser

aproveitadas em estratégias sustentaveis de manejo agricola.

2.2. Especificos

Os objetivos especificos incluem:


https://www.zotero.org/google-docs/?0B1vBx

Reativar, cultivar e caracterizar o crescimento da cepa Serratia marcescens
LB1, determinando seus parametros fisiolégicos por meio da curva de
crescimento, variagado de pH e contagem de células viaveis, com o propadsito
de compreender sua dindmica metabdlica e comportamento em condicdes
laboratoriais.

Avaliar o efeito da inoculagdo bacteriana na germinagdo e no
desenvolvimento inicial de plantulas de tomate-cereja, determinando
parametros como Indice de Velocidade de Germinagéo (IVG), comprimento de
hipocotilo, comprimento radicular e biomassa, a fim de identificar possiveis
mecanismos de promogao de crescimento.

Investigar a influéncia da inoculagao bacteriana em plantas cultivadas em
vasos com substrato, analisando parametros vegetativos (altura, biomassa
fresca e seca da parte aérea e raizes), para verificar o impacto do
microrganismo no desenvolvimento da planta.

Determinar o potencial antagonista da cepa, frente a diferentes fungos
fitopatogénicos, por meio de ensaios in vitro, utilizando trés abordagens
distintas: cultivo completo, filtrado livre de células e compostos volateis
(VOCs), quantificando a taxa de inibicdo micelial, e comparando a eficacia
entre os métodos.

Confirmar a identificagéo taxon6mica da cepa por meio de analises de ANI e
dDDH utilizando plataformas como TYGS e PGAP, assegurando a correta
classificagdo dentro do género Serratia e esclarecendo sua relagdo com
linhagens ambientais ou clinicas.

Anotar o genoma da cepa LB1, buscando genes associados a promocao de
crescimento vegetal, interagdo planta-bactéria, produgcdo de metabdlitos
antimicrobianos, sideréforos, fitormdnios e enzimas hidroliticas, permitindo
correlacionar o repertdério genético com os fenétipos observados nos ensaios
bioldgicos.

Avaliar a presenga de genes de resisténcia antimicrobiana e fatores de
viruléncia, utilizando bases especializadas, a fim de verificar o perfil de
biossegurangca da cepa e sua adequagdo para uso agricola sem risco

relevante de patogenicidade humana.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Agricultura Sustentavel e Controle Biolégico

A exposigao constante das plantas a patégenos como fungos, bactérias, virus,
oomicetos e nematodides representa um desafio para a agricultura, resultando em
perdas estimadas entre 20% e 40% da produ¢do mundial (Ayaz et al., 2023).

O Brasil, com seu extenso territério e ampla diversidade climatica, econémica
e social entre as diferentes regides, ocupa a nona posicado entre as maiores
economias do mundo, consolidando-se como a principal poténcia da América Latina
(Souza et al., 2023). A base econémica do pais depende fortemente da agricultura,
favorecida tanto pelas condi¢gdes climaticas adequadas quanto pela grande
disponibilidade de terras agricultaveis. Esse contexto contribui para que o Brasil
esteja entre os maiores consumidores de agrotoxicos do mundo, com um aumento
de mais de 125% no uso desses produtos entre 2009 e 2020 (Gaboardi; Candiotto;
Panis, 2023).

O uso massivo de pesticidas, especialmente de compostos como glifosato,
2,4-D e atrazina, é considerado indispensavel para sustentar os altos niveis de
produtividade agricola. As culturas de cana-de-agucar, milho, soja e citricos séo
responsaveis por aproximadamente 66% do consumo nacional de pesticidas,
ocupando cerca de 76% da area cultivada no pais (Souza et al., 2023).

Embora os pesticidas sejam eficazes no controle desses agentes, seu uso
intensivo levanta preocupacgdes devido aos impactos negativos na saude humana e
no meio ambiente. A contaminacdo do solo por esses compostos afeta processos
bioquimicos essenciais, como a atividade enzimatica, comprometendo a ciclagem de
nutrientes e a capacidade do solo de reter e degradar poluentes (Nath et al., 2023).
Diante disso, torna-se urgente adotar alternativas sustentaveis que promovam uma
agricultura mais ecoldgica e equilibrada.

O controle biolégico tem se consolidado como uma alternativa viavel, ou
mesmo complementar ao uso de defensivos quimicos na agricultura, empregando
organismos naturais ou substancias por eles produzidas no manejo de pragas e
doencas. Essa estratégia consiste na aplicagdo de agentes de biocontrole (BCAs),
como fungos, bactérias, virus ou suas combinagdes, diretamente na planta ou no

solo, visando impedir a infecgado ou o estabelecimento de patégenos (O’Brien, 2017).



Os BCAs atuam na supressao de doencas em plantas por meio de diferentes
mecanismos, que podem ser classificados como diretos ou indiretos. Dentre os
mecanismos diretos, destacam-se a antibiose, caracterizada pela producédo de
compostos antimicrobianos que inibem ou eliminam patégenos; o parasitismo, no
qual o BCA invade e degrada estruturas do patdgeno; e a competicdo por espaco e
nutrientes na rizosfera, limitando o desenvolvimento do organismo nocivo. Ja os
mecanismos indiretos envolvem a indugcdo de resisténcia sistémica nas plantas
hospedeiras, estimulando respostas bioquimicas e estruturais de defesa, como a
producado de fitoalexinas, enzimas protetoras e proteinas relacionadas a resisténcia
(Ayaz et al., 2023).

Diferentemente do controle biolégico de insetos, o controle bioldgico de
doengas de plantas € uma area relativamente recente. O primeiro microrganismo
bacteriano registrado para esse fim foi Agrobacterium radiobacter var. radiobacter
cepa K84, aprovado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos em
1979 para o controle da galha da coroa (crown gall) causada pela bactéria
Agrobacterium radiobacter var. tumefaciens (Junaid et al., 2013).

O primeiro agente microbiologico a ser desenvolvido como produto comercial
para a agricultura foi o Bacillus thuringiensis (Bt), com o produto Sporéine
tornando-se disponivel na Frangca em 1938. O entomopatdégeno Bt foi originalmente
descrito por Ishiwata (1901), ao investigar a doenca “sotto” do bicho-da-seda.

O uso de bactérias do género Bacillus no controle biolégico de pragas e
doengas, tem se consolidado globalmente devido a sua notavel capacidade de
produzir compostos antimicrobianos, (Amaria et al., 2024) nematicidas e inseticidas.
No Brasil, esse panorama nao é diferente: o pais desponta como um dos principais
mercados de biocontrole agricola, sendo que formulagbes a base de Bacillus,
representaram cerca de 80% do mercado nacional em 2023 (Vasques; Nogueira;
Hungria, 2024).

O Brasil se destacou como um dos paises lideres no cenario mundial na
producao e aplicagdo de agentes microbioldgicos e inimigos naturais no controle de
pragas e doengas em grandes areas agricolas. Atualmente, o pais conta com 26
unidades dedicadas a produgédo de agentes microbianos e 21 instalagdes voltadas a

criacao em larga escala de inimigos naturais (Bueno et al., 2020).



3.2 Fungos Fitopatogénicos

Fungos patogénicos exercem forte influéncia na dinamica das plantas, nos
ecossistemas agricolas e naturais. Mesmo em concentragdes iniciais reduzidas no
solo, esses organismos sao capazes de causar a morte de plantas e redugdes
expressivas na produtividade das culturas (Fernandes et al., 2021).

A capacidade patogénica desses fungos esta relacionada a diversos fatores
de viruléncia, como a produg¢ao de enzimas que degradam a parede celular vegetal,
toxinas, proteinas efetoras, reguladores de crescimento e, em alguns casos, virus
fungicos. Dentre esses, destacam-se as toxinas fungicas, metabdlitos secundarios
que, mesmo em baixas concentracbes, comprometem fungdes fisioldgicas
essenciais, provocando sintormas como necrose, clorose, inibicado do crescimento e,
eventualmente, a morte da planta hospedeira (Peng et al., 2021).

O fungo Alternaria alternata & considerado um dos mais relevantes
fitopatdégenos na agricultura, devido a sua ampla gama de hospedeiros e ao seu
elevado potencial toxigénico. Estima-se que esse patdégeno seja capaz de infectar
mais de 380 espécies vegetais, provocando sintomas como manchas foliares,
apodrecimentos e queimas em diferentes partes das plantas (Tozlu et al., 2018).

A doencga conhecida como podridao preta do tomate, provocada por Alternaria
alternata, estd entre os principais problemas fitossanitarios da cultura,
frequentemente acarretando perdas significativas na industria de processamento de
tomates. Além dos danos diretos as plantas e frutos, esse patdogeno € notorio pela
producdo de micotoxinas com importancia toxicolégica e econbmica, como
alternariol (AOH), alternariol monometil-éter (AME), altenueno (ALT) e altertoxina |
(ATX-l), que afetam a qualidade e a seguranga dos alimentos destinados ao
consumo humano (FREITAS-SILVA et al., 2001).

3.3 Serratia marcescens

Serratia marcescens é um bacilo Gram-negativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, comumente encontrado em ambientes como plantas, agua e
solo. Foi escrita pela primeira vez em 1819 pelo farmacéutico italiano Bartolomeo
Bizio, apdés a observagcdo de uma coloragdo avermelhada que se desenvolvia em

preparagdes alimentares a base de farinha de milho (Merlino, 1924).



A bactéria Serratia marcescens € considerada um agente infeccioso
oportunista para humanos em geral, causando doengca em individuos
imunocomprometidos ou debilitados por infeccbes prévias, ou procedimentos
cirurgicos. Casos envolvendo essa espécie sdo relatados com frequéncia em
unidades de terapia intensiva, incluindo setores neonatais, onde pacientes
apresentam condigdes mais frageis. A bactéria é capaz de provocar uma variedade
de quadros clinicos, como infecgbes respiratérias, urinarias, lesbes cutaneas,
ceratite, septicemia e alteragdes no sistema nervoso central, demonstrando ampla
capacidade de adaptacao aos tecidos de hospedeiros (Zivkovic Zaric et al., 2023).

A ocorréncia dessas infeccbes esta associada, tanto a producido de fatores
que favorecem adesdo, invasao e sobrevivéncia nos hospedeiros, quanto ao
aumento da resisténcia a antimicrobianos, o que dificulta o tratamento. Além disso,
situagbes como debilidade imunoldgica, permanéncia prolongada no hospital e
intervengdes meédicas frequentes favorecem o estabelecimento da bactéria
(Cosimato et al., 2024).

Apesar desse contexto clinico, nem todas as linhagens de S. marcescens
apresentam patogenicidade, e muitas delas tém sido documentadas como
componentes da microbiota associada a plantas, atuando como bactérias
promotoras de crescimento vegetal ou agentes de biocontrole (Hamada; Soliman,
2023). Nos ultimos anos, a demanda por estratégias sustentaveis de manejo
agricola incentivou a investigacao dessas linhagens ndo patogénicas, especialmente
devido a sua capacidade de produzir metabdlitos bioativos, como enzimas
extracelulares, sideroforos, lipopeptideos e compostos antimicrobianos, que podem
inibir o desenvolvimento de fitopatégenos ou induzir respostas de defesa em plantas
(Akhtar; Younas; Xia, 2025).

Do ponto de vista do controle biolégico, S. marcescens produz um conjunto de
metabdlitos secundarios, entre eles a prodigiosina, biossurfactantes, sideroforos e
enzimas como quitinases e proteases, que exibem atividade antifungica e inseticida
contra diversos alvos fitopatogénicos. Estudos laboratoriais e de estufa mostraram
que algumas estirpes reduzem o crescimento de fungos fitopatogénicos e podem
atuar contra insetos e nematdides, o que sustenta seu potencial como agente de
biocontrole integrado em sistemas agricolas (Dhar Purkayastha et al., 2018; Pereira
et al., 2023).


https://www.zotero.org/google-docs/?G5ebUJ
https://www.zotero.org/google-docs/?EhuzxA
https://www.zotero.org/google-docs/?EhuzxA

Apesar do potencial biotecnoldgico, ha preocupagdes de biosseguranga. A
mesma plasticidade genética que confere versatilidade ao género inclui a presenca
ocasional de fatores de viruléncia e determinantes de resisténcia que podem
representar riscos para a saude humana se cepas inadequadas forem liberadas de
forma indiscriminada no ambiente agricola. Por isso, a selecdo de estirpes para
aplicagbes agricolas deve passar por triagem genbmica (busca por genes de
viruléncia e resisténcia), testes de nao patogenicidade em modelos apropriados e
avaliagdes de persisténcia e mobilidade genética (Liu et al., 2025).

Dessa forma, S. marcescens apresenta atributos promissores para uso na
agricultura sustentavel, como promogao do crescimento, supressao de fitopatégenos
e controle de insetos, mas seu emprego pratico deve ser guiado por avaliagao
integrada de eficacia e seguranca, incluindo analises gendmicas para mitigar riscos
de transmiss&o de gene de resisténcia ou de ocorréncia de efeitos ndo intencionais

sobre organismos nao alvos (Khan et al., 2017; Kulkova; Wrobel; Dobrzynski, 2024).

3.4 Serratia marcescens como bactéria promotora de crescimento em plantas

A espécie Serratia marcescens tem sido cada vez mais reconhecida como
uma rizobactéria promotora de crescimento vegetal (PGPR), apresentando multiplos
atributos benéficos para as plantas. Estudos genbmicos recentes revelaram que
cepas de S. marcescens isoladas do solo ou de alimentos possuem genes
associados a solubilizagdo de fésforo, produgdo de auxina (IAA) e formagéo de
biofilme, caracteristicas fundamentais para a promog¢do de crescimento vegetal
(Silva et al., 2022). Em particular, uma cepa endofitica de S. marcescens isolada de
rizosfera de arroz demonstrou capacidade de solubilizar fésforo pouco disponivel,
modificar a arquitetura do sistema radicular e formar biofilmes sobre raizes,
resultando em aumentos significativos da biomassa vegetal sob condigbes de baixo
fésforo (De Oliveira et al., 2024)

Além desses mecanismos, S. marcescens também desempenha papel
relevante na aquisicdo de ferro por meio da producao de sideroforos, moléculas de
alta afinidade por Fe*. Em condigdes aerdbias, o ferro tende a se oxidar de Fe*
para Fe*, tornando-se pouco disponivel devido a formagao de complexos insoluveis.
Para superar essa limitagdo, diversas bactérias, incluindo Serratia, sintetizam

sideroforos capazes de quelar Fe** e facilitar sua captagdo (Kannan; Bastas, 2015).


https://www.zotero.org/google-docs/?okCpB1
https://www.zotero.org/google-docs/?a53g41
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Esse mecanismo ndo apenas garante o suprimento de ferro para a bactéria, mas
também contribui indiretamente para o controle biolégico: ao sequestrar ferro na
rizosfera, a bactéria reduz a disponibilidade do metal para patégenos, dificultando
seu crescimento e colonizagdo (Kashyap et al., 2023). Assim, a produgdo de
sideroforos constitui um importante componente tanto da promocao de crescimento
quanto da supressao microbiana.

S. marcescens também pode modular hormdnios vegetais: uma subespécie
identificada como PLR (Promoting Lateral Root) induz a formagao de raizes laterais
em Arabidopsis por meio da estimulagdo da via de sinalizagdo do auxina e aumento
da sintese de IAA dependente de triptofano (Zhang et al., 2022). Esse mecanismo
de producdo hormonal microbiana, aliado a promogao de estrutura radicular, sugere
um forte potencial de aplicagcdo agron6mica para aumento de rendimento das
culturas.

Outro ponto importante de S. marcescens é sua capacidade de solubilizar
fosfatos insoluveis. A cepa Pt-3 tem demonstrado elevada atividade de solubilizagéao
de fosfato em estudos in vitro e em solo, além de produzir compostos volateis
antifungicos que suprimem patogenos fungicos significativos (Gong et al., 2022).
Essa combinacdo de biofertilizacdo e biocontrole destaca o potencial dual da
bactéria em promover o crescimento vegetal. Estudos de inoculagao pratica também
corroboram esses achados gendmicos e fisiologicos: a cepa S. marcescens LYGN1
(Zhang et al., 2024), por exemplo, reconfigura a comunidade microbiana da rizosfera
de plantulas de pepino e pimenta, aumentando didmetro das raizes e biomassa das
plantulas, o que reforga sua atuagao como promotor de crescimento.

Serratia marcescens combina vias metabdlicas (solubilizacdo de fosfato),
regulagdo hormonal (produgdo de auxina) e adaptagdo estrutural (biofilme,
colonizagdo) para atuar como microrganismo promotor de crescimento. Esses
atributos a tornam candidata valiosa para bioinoculantes, especialmente em

sistemas agricolas sustentaveis que buscam reduzir o uso de fertilizantes quimicos.

3.5 Mecanismos de antagonismo bacteriano contra fungos fitopatogénicos
Bactérias endofiticas limitam, com frequéncia, o avango de patdgenos
vegetais gragas a producao de substancias antimicrobianas e de enzimas capazes

de degradar estruturas fungicas ou interferir no seu desenvolvimento. Além dessa


https://www.zotero.org/google-docs/?PmUeqT
https://www.zotero.org/google-docs/?CG4zWC
https://www.zotero.org/google-docs/?Vhjb3j
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acao direta, elas também podem ativar respostas de defesa da planta,
desencadeando mecanismos de resisténcia sistémica que aumentam a capacidade
do hospedeiro de reagir a futuras infecgoes (Ali et al., 2024).

Estudos empiricos demonstram a eficacia dessa estratégia. Por exemplo,
consorcios de Pseudomonas que produzem sideréforos foram capazes de suprimir
Ralstonia solanacearum em tomate, e essa supressao foi intensificada em condicdes
de ferro limitado, o que evidencia a importancia da producédo de sideréforos em
cenarios agricolas (Shao et al., 2024). Em outro trabalho, isolados de Pseudomonas
fluorescens demonstraram forte atividade de biocontrole contra Fusarium oxysporum
em laboratério, justamente pela capacidade de reduzir a concentragdo de ferro
disponivel para o fungo por meio do sequestro sideroférico (Abo-Zaid et al., 2023).

A capacidade de bactérias antagbnicas, de colonizar superficies vegetais,
depende de um conjunto de atributos fisioldégicos e estruturais que favorecem a
adesdo, multiplicacao e persisténcia nesses ambientes. Entre esses atributos, a
formacgao de biofilmes destaca-se como um dos principais mecanismos ecoldgicos,
uma vez que permite a organizagdo de microcolonias imersas em uma matriz
extracelular composta por proteinas, polissacarideos e DNA extracelular,
aumentando a resisténcia das células as condigdes ambientais adversas (Flemming;
Wingender, 2010). A producédo dessa matriz é regulada por sistemas de quorum
sensing, que modulam a expressdo de genes relacionados a coesdo celular,
estrutura do biofilme e secrecao de compostos extracelulares a partir da percepcgao
populacional de sinais quimicos (Mukherjee; Bassler, 2019). Esses sistemas
reqgulatérios também desempenham papel crucial na competicdo contra
fitopatdgenos, uma vez que biofilmes maduros funcionam como barreiras fisicas e
quimicas, limitando o avango de agentes infecciosos sobre superficies vegetais
(Costa; Raaijmakers; Kuramae, 2018).

Em diferentes patossistemas, tem sido demonstrado que a capacidade de
produzir biofilmes esta diretamente relacionada a eficiéncia antagonista. Em Bacillus
subtilis, um dos modelos mais estudados, a matriz € composta principalmente das
proteinas TasA e TapA, além de polissacarideos de alto peso molecular, que
conferem estabilidade estrutural e promovem a adesao as raizes (Sharipova et al.,
2021). A proteina hidrofébica BslA também desempenha papel essencial na

arquitetura final do biofilme, conferindo protegcdo adicional contra estresses


https://www.zotero.org/google-docs/?HsTaFy
https://www.zotero.org/google-docs/?45YJYv
https://www.zotero.org/google-docs/?PImkso
https://www.zotero.org/google-docs/?Aeyccf
https://www.zotero.org/google-docs/?Aeyccf
https://www.zotero.org/google-docs/?sUsGS0
https://www.zotero.org/google-docs/?7sjacv
https://www.zotero.org/google-docs/?vRFg4p
https://www.zotero.org/google-docs/?vRFg4p
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ambientais (Kobayashi; lwano, 2012). Essa estrutura favorece o estabelecimento da
bactéria na rizosfera e contribui para a exclusdo competitiva de fitopatdgenos.
Estudos demonstram que Paenibacillus polymyxa forma biofiimes densos em
superficies radiculares, protegendo culturas agricolas contra doengas (Haggag;
Timmusk, 2008), e que mutantes mucoides de Pseudomonas fluorescens
apresentam maior capacidade de colonizar raizes devido ao incremento na
producao de matriz extracelular (Bianciotto et al., 2001).

A producdo de compostos organicos volateis (VOCs) e de metabdlitos
antimicrobianos n&o volateis € um dos principais mecanismos de antibiose
empregados por bactérias antagonistas na supressdo de fitopatdogenos. Esses
compostos representam uma via de interagcdo microbiana altamente eficiente, pois
podem atuar mesmo sem contato fisico direto entre microrganismos, difundindo-se
no ambiente e interferindo no crescimento, esporulacdo e viruléncia de fungos
fitopatogénicos. Os VOCs bacterianos constituem uma mistura complexa de
moléculas de baixa massa molar, incluindo alcoois, cetonas, aldeidos, acidos
graxos, terpenos e compostos sulfurados. Em estudos envolvendo bactérias
promotoras de crescimento vegetal e agentes de biocontrole, foi demonstrado que
VOCs podem inibir fortemente o desenvolvimento de fungos como Alternaria
alternata, Fusarium oxysporum e Colletotrichum spp. (Cordovez et al., 2015). Cepas
de Serratia marcescens sao descritas como produtoras de compostos sulfurados,
como dimetil dissulfeto (DMDS), que apresenta potente atividade antifungica ao
interferir na integridade da membrana e no metabolismo energético dos patégenos
(Fernando et al., 2005; Plyuta et al., 2016).

Além de VOCs, diversos metabdlitos ndo volateis desempenham papéis
essenciais na antibiose. Em Serratia marcescens, destaca-se a produgao do
pigmento prodigiosina, composto com reconhecida atividade anti fungica, bacteriana
e imunomoduladora. Estudos demonstram que a prodigiosina pode causar
despolarizacdo de membrana, formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
desestruturacdo da parede celular de fungos, resultando em inibicdo micelial
significativa (Darshan; Manonmani, 2015).

Tanto VOCs quanto compostos nao volateis podem atuar de maneira
complementar. Enquanto os VOCs permitem ag¢ao a distancia, afetando patégenos

mesmo sem contato fisico, os metabdlitos soluveis e enzimas degradativas


https://www.zotero.org/google-docs/?wVSJYU
https://www.zotero.org/google-docs/?X4KzmS
https://www.zotero.org/google-docs/?X4KzmS
https://www.zotero.org/google-docs/?fE00qF
https://www.zotero.org/google-docs/?SDeRpQ
https://www.zotero.org/google-docs/?m6Xoxd
https://www.zotero.org/google-docs/?kykhuJ
https://www.zotero.org/google-docs/?mWnOou
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intensificam a supressao quando ocorre proximidade entre os microrganismos. Esse
conjunto de mecanismos explica por que bactérias como Serratia, Pseudomonas e
Bacillus sao amplamente estudadas e aplicadas como agentes de biocontrole em

diferentes sistemas agricolas (Ling et al., 2022).

3.6 Analise gendmica aplicada ao biocontrole

A analise gendmica tornou-se uma ferramenta essencial para compreender os
mecanismos que sustentam o potencial de microrganismos benéficos como agentes
de biocontrole. Em bactérias associadas a plantas, a gendmica permite identificar
genes relacionados a produgcado de metabdlitos antimicrobianos, sintese de enzimas
hidroliticas, competicdo por nutrientes, modulagdo hormonal e mecanismos de
colonizagao vegetal (Wang et al., 2023).

A andlise genbmica de cepas de Serratia marcescens tem fornecido
percepcoes valiosas sobre os mecanismos moleculares envolvidos em sua
capacidade como agentes de biocontrole. Por exemplo, a cepa N4-5, conhecida por
sua atividade antagonista contra fitopatdégenos, teve seu genoma completamente
sequenciado, revelando genes potenciais relacionados ao controle biolégico, como
aqueles envolvidos na produgdo de metabdlitos secundarios, sinalizacido por
quorum-sensing e resisténcia (Jeong; Kloepper; Ryu, 2015).

Em outra cepa, RSC-14, isolada de raizes de Solanum nigrum, o genoma
mostrou a presenga de genes vinculados a sintese de indol-3-acético (IAA),
solubilizacdo de fosfato e producdo de enzimas antioxidantes, elucidando a base
genética de sua acdo promotora de crescimento e tolerancia a metais pesados
(Khan et al., 2017). Estudos genbmicos também identificaram reguladores
pleiotropicos, como RpoS, que modulam diversos mecanismos de adaptacao,
incluindo motilidade, formagao de biofilme, producdo de sideroforos e prodigiosina
(Qin et al, 2020). A regulacdo coordenada dessas fungdes permite que S.
marcescens ajuste seu comportamento conforme o ambiente, o que é crucial para
colonizagao, competicdo e supressao de patdgenos.

Outro ponto de destaque na analise gendmica aplicada ao biocontrole é a
deteccdo de genes associados a colonizagao vegetal, incluindo sistemas de
secrecao (tipo I, Il e VI), formacado de biofilme e motilidade flagelar, considerados

essenciais para o estabelecimento e persisténcia de bactérias benéficas na rizosfera
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(Venturi; Keel, 2016). Esses fatores permitem que a bactéria ocupe nichos
ecoldgicos preferenciais, formando microcolbnias protetoras que atuam como
barreiras contra fitopatégenos e facilitam interacées benéficas com o hospedeiro
vegetal.

A anadlise genbmica também é indispensavel para avaliar biossegurancga,
especialmente em géneros como Serratia, que possuem linhagens oportunistas. A
triagem gendbmica para genes de Vviruléncia classica, determinantes de
patogenicidade e resisténcia antimicrobiana permite identificar cepas ambientais
seguras para uso agronémico, distinguindo-as de variantes potencialmente
patogénicas. Assim, a integragcdo entre dados de sequenciamento, anotagao
funcional e ferramentas bioinformaticas possibilita avaliagbes completas, reduzindo
riscos e direcionando o uso responsavel de microrganismos como agentes de

biocontrole.

3.7 Resisténcia antimicrobiana em bactérias ambientais

A resisténcia antimicrobiana (RAM) representa a capacidade de
microrganismos, de sobreviver ou proliferar mesmo na presengca de agentes
antimicrobianos que anteriormente eram capazes de elimina-los ou inibir seu
crescimento. Esse fendmeno compromete a eficacia terapéutica dos medicamentos,
dificultando o tratamento de infecgcbes e favorecendo sua persisténcia no
hospedeiro. Como consequéncia, aumentam-se as chances de disseminagao para
outros individuos, a duracdo das enfermidades e, em situagdes mais graves, a
mortalidade associada a patégenos resistentes (Fletcher, 2015).

Embora a RAM seja amplamente discutida no contexto clinico, cepas
ambientais também desempenham papel nesse cenario, pois atuam como
importantes reservatérios de genes de resisténcia. Em ambientes naturais e
agricolas, microrganismos sao constantemente expostos a moléculas
antimicrobianas naturais, compostos produzidos por outros microrganismos e
residuos de antibidticos utilizados na agropecuaria (Fletcher, 2015).

Os agentes antimicrobianos sdo tradicionalmente classificados conforme seu
principal alvo celular, abrangendo mecanismos como a inibi¢ado da sintese da parede
celular (B-lactédmicos, glicopeptideos), bloqueio da sintese proteica (tetraciclinas,

aminoglicosideos, macrolideos), interferéncia na replicagdo e transcricdo do DNA
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(fluoroquinolonas, rifamicinas), inibicdo de vias metabdlicas essenciais
(sulfonamidas e trimetoprima) ou desestabilizagdo da membrana citoplasmatica
(polimixinas, daptomicina) (Kohanski; Dwyer; Collins, 2010).

A aquisicao de novos determinantes de resisténcia ocorre principalmente por
conjugagao, transformacdo natural ou transdugcdo mediada por bacteriéfagos,
frequentemente facilitada por transposons, integrons e plasmideos que carregam
multiplos genes e aceleram sua disseminacao entre diferentes espécies bacterianas
(Partridge et al., 2018).

O uso extensivo de antimicrobianos em ambientes clinicos, agricolas e
pecuarios exerce forte pressado seletiva, enriguecendo populacdes resistentes e
permitindo que mecanismos de resisténcia se acumulem e se dispersem
rapidamente. Evidéncias clinicas demonstram esse processo, como mutacdes e
transferéncia horizontal levaram ao surgimento de Staphylococcus aureus resistente
a vancomicina, ameagando o tratamento de infecgbes graves (Arthur; Courvalin,
1993) e o aumento global de Escherichia coli produtoras de B-lactamases de
espectro estendido comprometeu a eficacia de cefalosporinas de terceira geragao
(Pitout; Laupland, 2008).

Nesse contexto, o género Serratia merece atengdo. Mesmo contendo
espécies oportunistas capazes de adquirir genes de resisténcia antimicrobiana,
cepas ambientais frequentemente exibem um repertério genético diferente das
linhagens hospitalares, com significativamente menos genes adquiridos de
resisténcia. Estudos comparativos de genomas mostram que, em cepas ambientais,
0os genes de resisténcia tendem a estar mais associados a sua resisténcia
intrinseca, particularmente por meio de sistemas de efluxo, ao invés de elementos
moveis patogénicos (Sandner-Miranda et al., 2018).

Além disso, analises genbmicas de Serratia marcescens isoladas de
ambientes agricolas revelaram que algumas dessas linhagens carregam genes
relacionados a promogao vegetal, como producao de IAA, solubilizacédo de fosfato e
formacédo de biofiime, sem a presenca de determinantes classicos de viruléncia
(Matteoli et al., 2018).

A caracterizagdo genémica € fundamental para distinguir cepas seguras, com
potencial biotecnoldgico, daquelas com riscos para a saude. Esse tipo de analise

permite selecionar isolados de Serratia que possam ser usados como agentes de
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biocontrole, minimizando o perigo de disseminacdo de resisténcia ou

patogenicidade.

3.8 Desafios e perspectivas na utilizagao de bioinoculantes

Apesar do avango no desenvolvimento de bioinsumos microbianos, a adog¢ao
de bioinoculantes na agricultura ainda enfrenta diversos desafios que limitam sua
eficacia e estabilidade em campo. Um dos principais entraves € a variabilidade das
condigdes ambientais, que influencia diretamente a sobrevivéncia, colonizagéo e
atividade metabdlica dos microrganismos aplicados. Fatores como temperatura, pH,
umidade, radiacdo UV e disponibilidade de nutrientes podem comprometer o
estabelecimento do inoculante na rizosfera, resultando em desempenho
inconsistente quando comparado as condicdes controladas de laboratério (Backer et
al., 2018).

Outro desafio significativo envolve a competicdo microbiana. Quando
introduzido no ambiente, o inoculante precisa competir com comunidades
microbianas ja estabelecidas, muitas vezes altamente adaptadas ao nicho ecoldgico.
A competicdo por espacgo, nutrientes, sinais quimicos e interagdo com plantas
hospedeiras pode restringir o sucesso do inoculante, reduzindo sua eficiéncia de
colonizagdo e agao biocontroladora (Yusuf et al., 2025). Além disso, a interagao
entre microrganismos introduzidos e microbiomas nativos pode produzir efeitos
imprevisiveis, tanto sinérgicos quanto antagbdnicos, exigindo estudos aprofundados
de compatibilidade.

No contexto regulatorio, muitos paises ainda apresentam marcos legais
incompletos e inconsistentes para registro, fiscalizacdo e comercializacdo de
bioinsumos. A auséncia de padronizagao global dificulta a validagao cientifica dos
produtos e limita a entrada de novas tecnologias no mercado. Para além da
legislacdo, ha dificuldades relacionadas aos processos de formulagcédo, uma vez que
microrganismos viaveis necessitam de carreadores e aditivos compativeis que
garantam estabilidade, durabilidade e facilidade de aplicagdo sem comprometer sua
viabilidade biologica (Vessey, 2003). Nos ultimos anos, o mercado brasileiro de
bioinsumos voltados ao controle biolégico tem apresentado um crescimento
significativo, refletindo maior adesdo por parte do setor agricola e ampliagdo do

numero de produtos registrados (Bortoloti; Sampaio, 2024).
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Apesar desses desafios, as perspectivas para o uso de bioinoculantes sao
amplamente positivas. Avangos em gendmica, transcriptdmica, protedmica e
metabolémica, tém permitido identificar genes, vias metabdlicas e mecanismos
funcionais responsaveis pela promog¢do de crescimento vegetal e biocontrole,
possibilitando o desenvolvimento de cepas mais eficientes e mais bem-adaptadas a
diferentes ambientes agricolas.

Dentro desse cenario, Serratia marcescens surge como um microrganismo
promissor devido ao seu amplo repertério genético associado a producdo de
sideroforos, enzimas hidroliticas, compostos volateis e reguladores de crescimento
vegetal. Todavia, para que cepas ambientais de S. marcescens possam ser
empregadas com seguranga, € essencial realizar analises gendmicas detalhadas

para descartar genes de viruléncia e resisténcia associados a linhagens clinicas.

4 METODOLOGIA
4.1 Reativagao do microorganismo e avaliagao de crescimento

O isolado Serratia marcescens LB1 foi obtido a partir de um cultivo primario
derivado de material vegetal enriquecido com bactérias endofiticas provenientes de
folhas de cana-de-agucar (Saccharum sp.) cultivadas sob sistema orgéanico
(Teheran-Sierra et al., 2021). Para a reativagao, o isolado foi inoculado em meio
Luria-Bertani (LB) a partir de uma solugdo estoque previamente armazenada a
-80°C.

A curva de crescimento foi determinada com base na variagdo da densidade
optica (DO) da cultura bacteriana. A cultura foi incubada a 30°C, e inicialmente
ajustada para uma DO de 0,1 a 600 nm (DOsow) utilizando um espectrofotdmetro. As
medigdes de DOsow foram realizadas periodicamente ao longo de um intervalo de até
40h, permitindo a construgcdo da curva de crescimento e a identificacdo das
diferentes fases do desenvolvimento bacteriano.

Paralelamente, foram obtidos os valores de unidades formadoras de colbnia
(UFC/mL) por meio da técnica de diluicado seriada (diluigdo 1:10), bem como o pH do
meio de cultivo, o qual foi monitorado com auxilio de um pHmetro calibrado. A coleta
dos dados de pH foi realizada nos mesmos intervalos utilizados para as medi¢des de
DOsoo, possibilitando correlacionar o crescimento celular com alteragdes no pH do

meio ao longo do tempo.
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4.2 Avaliagao fenotipica em agar sangue

A cepa bacteriana foi inoculada em placas contendo agar sangue e incubada
a 26 °C por 24 h, com o objetivo de observar o padrdo de crescimento,
caracteristicas morfolégicas das colbénias e o tipo de hemodlise produzido:
beta-hemdlise (lise completa, halo transparente), alfa-hemolise (lise parcial, halo
esverdeado) e gama-hemdlise (sem lise, sem halo) (FACKLAM; WASHINGTON,
1989).

Essa analise fenotipica complementa a identificagdo da linhagem, permitindo
verificar a presenga ou auséncia de atividade hemolitica, caracteristica relevante

para diferenciar cepas ambientais de potenciais linhagens patogénicas.

4.3 Ensaios de antagonismo

Para a avaliagédo da atividade antagonista, foram utilizados isolados de fungos
fitopatogénicos provenientes de diferentes culturas, incluindo Fusarium verticillioides,
Fusarium oxysporum, Colletotrichum musae, Alternaria alternata, Stagonosporopsis
cucurbitacearum e Colletotrichum eriobotryae, disponiveis na colegdo do laboratério
da faculdade. Esses fungos foram selecionados com base em resultados
preliminares que indicaram atividade inicial relevante, sugerindo potencial para
interacdes significativas nos ensaios de antagonismo.

Os testes foram conduzidos empregando trés abordagens experimentais distintas: (i)
cultivo completo, (ii) cultivo filtrado e (iii) ensaios com compostos organicos volateis
(VOCs).

Nos ensaios com cultivo completo, 100 yL do cultivo bacteriano foram
inoculados em uma das extremidades de placas de Petri contendo meio
Batata-Dextrose-Agar (BDA). Na extremidade oposta, foi depositado um disco
fungico de 8 mm de diametro.

Para os ensaios com cultivo filtrado, as culturas bacterianas foram
centrifugadas para a remogdo das células, e o sobrenadante foi esterilizado por
filtrac&o, utilizando filtros Millipore de 0,22 uym. Em seguida, 100 pL do filtrado foram
aplicados em uma extremidade das placas contendo meio BDA, enquanto o disco

fungico (8 mm) foi posicionado na extremidade oposta.
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A avaliagdo da atividade antagonista mediada por compostos orgéanicos
volateis (VOCs) foi realizada utilizando duas placas de Petri de mesmo diametro,
posicionadas uma sobre a outra e vedadas com Parafim®. A placa inferior,
contendo meio LB sdlido, foi inoculada com 100 pL do cultivo bacteriano, enquanto a
placa superior, contendo meio BDA, recebeu o disco fungico (8 mm). As placas
foram incubadas a 27 °C por sete dias. Os controles negativos foram preparados de
forma idéntica, excetuando-se a inoculagcao bacteriana.

O crescimento micelial dos fungos foi monitorado a cada 24 horas até o
completo recobrimento da placa controle. A taxa de inibicado do crescimento micelial
in vitro (R) foi determinada pela equacao: R (%) =D1-D2/D1-D0 x 100, onde R é
o percentual de inibicdo, D1 o diametro micelial do controle negativo, D2 o diametro
da placa tratada, e DO o didmetro original do micélio (8 mm) do tampao de agar

fungico (GAO et al., 2018). O experimento foi realizado em triplicata.

4.4 Experimento de germinagao

Sementes de tomate-cereja vermelho (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme) foram utilizadas para a avaliagdo do indice de velocidade de
germinacgao (IVG), bem como do comprimento do hipocétilo e da radicula, conforme
metodologia descrita por Maguire (1962).

Foram distribuidas 17 sementes por placa de Petri contendo papel germitest,
submetidas a dois tratamentos distintos: solugdo salina 0,85% estéril (controle
negativo), inéculo bacteriano com concentragéo de 1,54 x 10° UFC/mL.

A superficie das sementes foi previamente esterilizada com etanol 70% (v/v)
por um minuto, seguida de trés lavagens sucessivas em agua Milli-Q estéril. Em
seguida, as sementes foram imersas por cinco minutos em 20 mL da respectiva
solucgao.

As sementes tratadas foram incubadas em céamara de crescimento mantida a
26°C, sob fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. Durante sete dias,
foram monitorados os parametros de germinacdo e desenvolvimento. Ao final do
experimento, foram realizadas avaliagdes morfobiométricas, incluindo a medi¢ao do
comprimento do hipocétilo e da radicula.

Os dados de comprimento do hipocétilo e da radicula foram inicialmente

avaliados quanto a homogeneidade de variancias por meio do teste de Levene
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(LEVENE, 1960). Como ambas as variaveis apresentaram variéncias heterogéneas
(p < 0.05), optou-se por utilizar testes estatisticos nao paramétricos. As
comparagoes entre os dois tratamentos (solugdo salina e inoculagado bacteriana)
foram realizadas por meio do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (MANN; WHITNEY,

1947). Todas as analises foram conduzidas no software R v2025.09.2+418.

4.5 Experimento in planta

O experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da inoculagao
de Serratia marcescens LB1 no desenvolvimento inicial de plantas de tomate-cereja
(Solanum lycopersicum var. cerasiforme). Foram estabelecidos dois tratamentos
experimentais: sementes inoculadas com a bactéria (T3) e sementes nao inoculadas
(controle) (T1). A suspensdo bacteriana utilizada para a inoculagdo apresentou
concentracio estimada em 6,7 x 10° UFC/mL.

No dia do plantio, 100 pL da suspensao bacteriana foram aplicados
diretamente sobre cada semente ainda ndo germinada, ja posicionada no solo. As
plantas foram mantidas em cultivo por 27 dias, sob irrigagédo regular e exposi¢ao a
luz natural indireta. Ao final desse periodo, as plantas foram removidas
cuidadosamente do solo, lavadas e submetidas as medi¢cdes biométricas. Foram
registrados: quantidade de folhas, a altura da parte aérea, o comprimento da raiz, a
massa fresca da parte aérea e a massa fresca da raiz, a massa seca da parte aérea
e a massa seca da raiz . Em seguida, o material vegetal foi colocado em estufa de
circulagcao forcada a 60 °C até atingir peso constante, permitindo a obtengédo da
massa seca da parte aérea e da massa seca da raiz.

Os dados obtidos para cada variavel de crescimento foram inicialmente
avaliados quanto aos pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias.
A normalidade dos residuos foi verificada por meio do teste de Shapiro—Wilk
(SHAPIRO; WILK, 1965), enquanto a homogeneidade das variancias entre os
tratamentos foi avaliada pelo teste de Levene.

Atendidos os pressupostos paramétricos, procedeu-se a comparacado das
médias entre os tratamentos utilizando ANOVA de uma via (one-way ANOVA).
Quando aplicavel, as diferengas entre médias foram exploradas mediante o teste

pos-hoc Tukey HSD. Para todas as analises, adotou-se um nivel de significancia de

5% (p < 0,05). Todas as analises foram realizadas no software R v2025.09.2+418.
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4.6 Sequenciamento e controle de qualidade de leitura

O DNA genbmico bacteriano foi extraido utilizando o kit MagAttract® HMW
DNA (QIAGEN), seguindo o protocolo de purificagdo manual recomendado para
bactérias Gram-negativas, com adaptagbes para garantir a integridade das
moléculas de DNA de alto peso molecular. As etapas envolveram lise celular com
Proteinase K em agitador térmico Eppendorf Thermomixer, lavagem das particulas
magnéticas em rack magnético, remocgao cuidadosa de contaminantes e eluicao final
do DNA em tampao apropriado.

Ap6s a extragdo, a qualidade e a pureza do DNA foram avaliadas por
espectrofotometria utilizando o Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), enquanto a
quantificacdo precisa foi realizada por fluorimetria com o sistema Qubit 4
(Invitrogen). A integridade das moléculas também foi confirmada por eletroforese em
gel. O DNA considerado adequado (alta pureza, razdo A260/280 préxima de 1,8-2,0
e concentracao superior a 50 ng/uL) foi utilizado para o sequenciamento. A etapa de
sequenciamento foi conduzida na plataforma MinlON (Oxford Nanopore
Technologies), que emprega tecnologia de leitura longa e permite a obtencdo de
fragmentos extensos, fundamentais para montagem gendmica de alta qualidade.

O reconhecimento das bases e atribuicdo de qualidade (basecalling) foi
realizado com o programa Dorado basecaller v.1.1.1+e72f1492 (Oxford Nanopore
Technologies, 2024), utilizando o modelo “dna_r10.4.1_e8.2_400bps_sup@v4.3.0".

As leituras obtidas com o sequenciamento foram primeiramente submetidas
ao controle de qualidade para remocgao de artefatos técnicos, bases ambiguas e
fragmentos de baixa qualidade. Para isso, foi utilizado o programa PRINSEQ
v.0.20.4 (Schmieder; Edwards, 2011) que utiliza algoritmos de filtragem e limpeza
baseados em critérios de qualidade média das bases e comprimento minimo das
sequéncias, assegurando a retencdo apenas das leituras com integridade e
fidelidade adequadas para a etapa de montagem.

Dessa forma, as sequéncias foram mantidas apenas se tiverem comprimento
minimo de 100 pares de bases e média de qualidade minima igual a 30. Leituras
contendo mais de 1% de bases N ou que incluam caracteres representantes de

nucleotideos fora do padrao IUPAC sao removidas.
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Também foi aplicada uma filtragem por complexidade usando o método
baseado em entropia, excluindo sequéncias cuja complexidade seja inferior ao limiar
estabelecido (50). Em seguida, sdo aparadas bases indefinidas (N) nos extremos,
removendo até cinco bases a esquerda e a direita quando presentes.

O processo inclui ainda a poda de bases (trimming) por qualidade em ambas
as extremidades: corta a direita bases com média de qualidade inferior a 25 e a
esquerda bases com média inferior a 30. Esse trim é feito, usando média de
qualidade em janelas deslizantes de trés bases, aplicando a regra de corte quando a
qualidade média da janela for menor que o limite definido. O deslocamento definido
para a janela é de um nucleotideo por vez.

A qualidade das leituras antes e apds o processamento foi avaliada por meio
de relatérios de FastQC (Andrews, 2010), permitindo a inspecao visual de padroes

de qualidade das leituras no sequenciamento.

4.7 Montagem genomica e identificagao taxonémica

A montagem de novo do genoma foi realizada utilizando o software Flye
v2.9.6 (Kolmogorov et al., 2019), configurado para leituras longas de alta qualidade
(--nano-hq), considerando um tamanho genémico estimado de 5 Mb. Apds a
montagem inicial, a etapa de circularizagdo dos contigs foi conduzida com o Circlator
(Hunt et al., 2015), permitindo ajustar os pontos de inicio e término das sequéncias,
bem como distinguir o cromossomo de possiveis plasmideos.

As leituras foram alinhadas as sequéncias montadas utilizando minimap2
(modo map-ont) (Li, 2018) e os arquivos resultantes foram processados com
samtools (LI et al., 2009) para indexagcao e manipulagdo para inspe¢ao visual no
programa Integrative Genomics Viewer (IGV) v.3.4.0 (Robinson et al., 2023). Em
seguida, a corregao de erros foi realizada por meio do Medaka (Oxford Nanopore
Technologies, 2018), complementada por um polimento adicional com o Dorado
polish, utilizando alinhamentos gerados pelo Dorado aligner, apdés a exclusdo de
alinhamentos secundarios e suplementares.

A avaliagdo da qualidade estrutural e da completude da montagem foi
conduzida com BUSCO v5 (Manni et al., 2021), empregando como referéncia os
genes essenciais (core genes) de bactérias (bacteria_odb12), e, especificamente, de

bactérias da ordem Enterobacterales. As métricas de desempenho, como N50,
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nuamero de contigs e porcentagem de cobertura, e outras métricas da montagem
foram obtidas com Inspector v.1.3.1 (CHEN et al., 2021) e QUAST v.5.2.0 (Gurevich
et al., 2013). A uniformidade da cobertura ao longo do genoma foi estimada a partir
do resultado de alinhamento realizado na etapa anterior com minimap2. O calculo da
uniformidade foi realizado utilizando samtools depth combinado com codigo awk. A
uniformidade mede quanto a cobertura das leituras € homogénea ao longo do
genoma montado. Em uma montagem ideal, a cobertura € constante em toda a
extensdao do genoma, ndo ha regides com picos exagerados ou quedas bruscas.
Uma alta uniformidade representa uma montagem mais confidvel, sem regides
supercolapsadas ou mal representadas.

A identificagao taxonémica da cepa foi realizada por meio da plataforma Type
Strain Genome Server (TYGS) v403 (Meier-Kolthoff; Goker, 2019), que compara o
genoma da amostra com genomas-tipo depositados em bancos de referéncia. A
similaridade gendmica entre a amostra e cepas-tipo foi estimada por digital
DNA-DNA hybridization (dDDH) utilizando o GGDC implementado no servidor
TYGS. O método baseia-se na identidade média dos segmentos de alta
correspondéncia (HSPs) gerados por BLAST+, ajustada pelo tamanho dos
alinhamentos. Além das estimativas de hibridizagao, a analise com TYGS também
avalia conteudo G+C e tamanho dos genomas, permitindo a confirmagao da posigao
taxonémica da cepa.

A plataforma TYGS também gera um filograma utilizando um método
filogenbmico baseado em distancias gendmicas (GDBP) (Meier-Kolthoff et al., 2013),
utilizando GGDC (Genome-to-Genome Distance Calculator), que é a base do TYGS.
O GDBP é um modelo que usa a matriz de distadncias genémicas calculadas pelo
GGDC para inferir uma arvore filogenémica e estimar suporte estatistico entre os
genomas sob avaliagdo.

A qualidade da montagem gendmica foi avaliada com o programa CheckM
(Parks et al., 2015), que estima completude e contaminacéao, a partir da presencga e
integridade de marcadores génicos especificos da linhagem taxonémica atribuida a
montagem em questdo. A completude e a contaminacdo do genoma sao
parametros essenciais para validar a confiabilidade da montagem e a consisténcia

das anotagdes subsequentes.


https://www.zotero.org/google-docs/?YDZEY6
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A representagédo grafica do cromossomo completo foi realizada utilizando o
software DNAPIotter v18.2.0 (Carver et al., 2009), que permite a visualizagdo da
estrutura gendmica em formato circular. Foram incorporadas camadas informativas
representando genes codificadores, regides hipotéticas, conteudo GC e variagdes
locais no desvio GC, facilitando a interpretagéo visual da organizagdo genémica e da

distribuicao dos elementos codificadores.

4.8 Predigcao e anotagao génica

A anotagéo funcional e estrutural do genoma foi conduzida utilizando a versao
stand-alone do NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) (Tatusova et
al., 2016). Esse pipeline possibilita a detecgao de genes codificadores de proteinas,
RNAs ribossomais (rRNAs), RNAs transportadores (tRNAs) e demais componentes
genéticos, assegurando a avaliagdo da completude e integridade da anotagdo. Além
disso, o PGAP também executa a analise de Average Nucleotide Identity (ANI),
fornecendo suporte complementar para confirmagao da identidade taxonémica em
nivel de espécie.

Para a identificagdo de genes relacionados a resisténcia antimicrobiana e
viruléncia, o genoma foi analisado utilizando o software ABRicate (SEEMANN,
2024). A ferramenta foi empregada com diferentes bancos de dados especializados,
incluindo NCBI (Feldgarden et al., 2019), CARD (Jia et al., 2017), MEGARes (Doster
et al., 2020), VFDB (Chen et al., 2016), PlasmidFinder (Carattoli et al., 2014) e
ecoli_vf (Ingle et al., 2016). Essa abordagem permitiu a deteccéo in silico de genes
potencialmente associados a resisténcia a antibiéticos, mecanismos de viruléncia,
elementos de mobilidade genética e sistemas de manutengdo plasmidial,
contribuindo para a avaliagdo do potencial de risco biolégico e da seguranga do uso
da cepa.

Para a deteccédo adicional de possiveis fatores de viruléncia, as proteinas
anotadas pelo PGAP foram analisadas por meio de buscas BLASTp contra o banco
VICTORS v2022 (PHIDIAS) (SAYERS, et al., 2019), que reune proteinas associadas
a viruléncia previamente validadas experimentalmente. As analises foram realizadas
utilizando os filtros minimos de 90% de identidade e 80% de cobertura, seguindo
recomendagdes do banco. Essa abordagem permitiu identificar proteinas

regulatorias e de manutengao celular descritas como relacionadas a patogénese em


https://www.zotero.org/google-docs/?x6aJV1
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organismos modelo, permitindo complementar a avaliagdo dos potenciais
determinantes de viruléncia da cepa.

Adicionalmente, as proteinas codificadas no genoma foram submetidas ao
PIFAR-Pred, ferramenta destinada a predi¢cédo de fatores de interagcao planta-bactéria
(Plant Interaction Factors and Related Proteins) (Patz et al., 2021). Essa analise
utiliza estratégias combinadas de alinhamento por similaridade (blastp) e
modelagem baseada em perfis probabilisticos por Hidden Markov Models (HMM),
permitindo identificar proteinas potencialmente envolvidas em processos de
colonizagdo vegetal, adesdo, resposta ao estresse, competigdo microbiana e
promoc¢ao de crescimento. Com isso, foi possivel inferir, de maneira funcional, os
possiveis mecanismos moleculares associados a interagdo da cepa com o

hospedeiro vegetal.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reativagao do microorganismo e avaliagao de crescimento

Os resultados obtidos para a curva de crescimento demonstraram um padrao
tipico de bactérias de rapido crescimento em meio liquido, com aumento expressivo
da DOsw e da contagem de unidades formadoras de colénia (UFC/mL) nas primeiras
horas de incubacdo, seguido pela estabilizagdo das curvas (Figura 1). Esse
comportamento &€ compativel com o descrito para espécies do género Serratia,
especialmente S. marcescens, que apresenta crescimento exponencial acentuado
nas primeiras horas de cultivo e posterior transicdo para a fase estacionaria a
medida que os nutrientes se tornam limitantes (Rodrigues et al., 2018).

No presente experimento, a DOso aumentou de forma continua até
aproximadamente 8h de cultivo, acompanhada por elevagdo do numero de células
viaveis de 3,4 x 10° para 3,2 x 10° UFC/mL, indicando alta atividade metabdlica e
taxa de multiplicagdo celular compativel com a fase logaritmica descrita para S.
marcescens em estudos prévios (Kaira et al., 2015). Apdés esse periodo, a
estabilizacdo das curvas sugere a entrada na fase estacionaria, momento em que
ocorre equilibrio entre divisdo e morte celular, também relatado para cepas da
espécie cultivadas em meios ricos, com maximo de crescimento em torno de 8 a 12h
(Novakova et al., 2015).
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As variagbes observadas no pH do meio ao longo do tempo refletem
diretamente o metabolismo bacteriano durante as diferentes fases de crescimento
(Figura 2). A queda inicial do pH de 7,0 para cerca de 6,1 nas primeiras duas horas
pode estar relacionada a produgao de acidos organicos durante o metabolismo ativo
de carboidratos, conforme descrito por Harimawan et al. (2017). O subsequente
aumento para valores proximos de 8,5 entre 4 e 8 h indica a liberagao de
metabdlitos alcalinos, como amdnia e aminas biogénicas, resultantes da degradagao
de compostos nitrogenados, comum em culturas de S. marcescens (Novakova et al.,
2015). Apos esse pico, o pH tende a neutralizagcéo, permanecendo proximo de 6,7 a
7,0 nas fases finais, 0 que sugere redugao da atividade metabdlica e estabilizagao
do sistema.

De modo geral, o perfil de crescimento e as variagcbes de pH observados
neste estudo sdo coerentes com os descritos para cepas de Serratia marcescens
em diferentes condi¢cdes de cultivo. Essa espécie é reconhecida por sua ampla faixa
de tolerancia a pH, crescendo em meios ligeiramente acidos a alcalinos, com 6timo
entre 6 e 8 (Kaira et al., 2015).

Figura 1 — Curva de crescimento de Serratia marcescens LB1.
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Figura 2 — Variagédo do pH durante 40 horas de crescimento da bactéria Serratia marcescens
LB1.
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5.2 Teste de hemdlise e caracterizagao fenotipica da coldnia

Além dos perfis de crescimento em meio liquido, a caracterizagao fenotipica
em meio LB sdlido reforgou a identificagdo da linhagem como Serratia marcescens.
Em agar nutriente, as col6nias apresentaram coloragado vermelho-alaranjada, com
bordas inteiras e superficie lisa e brilhante (Figura 3A). Essa pigmentacéo é
compativel com a producédo do pigmento prodigiosina, metabdlito secundario tipico
de diversas linhagens ambientais de S. marcescens, cuja formacao é favorecida em
temperaturas entre 25-30°C e esta relacionada tanto a competicdo microbiana
quanto a protegdo contra estresse oxidativo (Khanafari; Assadi; Fakhr, 2006;
Williams, 1973)

Em agar sangue, as colénias mantiveram o mesmo padrao cromatico (Figura
3B), sem lise e sem halo (gama-hemdlise), caracteristica comum em linhagens
ambientais e ndo patogénicas da espécie (Hejazi; Falkiner, 1997). A auséncia de
hemolise € um ponto relevante para diferenciar perfis potencialmente virulentos de
cepas adaptadas a nichos ambientais ou associadas a plantas, onde fatores de

agressividade tendem a ser menos expressos.
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Figura 3 — (A) Serratia marcescens LB1 em meio LB sélido. (B) Serratia marcescens LB1
em agar sangue.

Fonte: A autora (2025).

5.3 Experimento de germinagao

N&o houve diferenca estatistica significativa no IVG entre os tratamentos (W =
245; p = 0.336). O grupo com indculo apresentou média ligeiramente superior
(Figura 4), porém a variacao intra-grupos impediu significancia estatistica. Isso indica
que, embora o inéculo tenha influenciado o crescimento inicial da plantula, ndo
alterou a velocidade com que as sementes germinaram.

A avaliagédo do crescimento inicial das plantulas demonstrou que a inoculagéo
com a bactéria apresentou efeitos distintos sobre o comprimento do hipocétilo e da
radicula (Figura 5). Para ambas as variaveis, o teste de Levene indicou violagao da
homogeneidade de variancias (hipocaétilo: p = 0.0023; radicula: p = 0.0041), motivo
pelo qual foram aplicados testes ndo paramétricos. O comprimento do hipocétilo
diferiu significativamente entre os tratamentos (teste de Wilcoxon, p < 0.05). O
tratamento inoculado apresentou valores médios ligeiramente maiores que a solugao
salina, embora com variabilidade elevada. Para o comprimento da radicula, ndo foi
observada diferenca estatistica entre os tratamentos (Wilcoxon, p > 0.05). O efeito
da inoculacado foi minimo (r = 0.0823), reforcando que o inoculante ndo promoveu
alteracdes expressivas no desenvolvimento radicular inicial.

Esses resultados indicam que a presenca do inéculo bacteriano pode ter
influéncia sobre os estagios iniciais do desenvolvimento da plantula. Tal
comportamento € consistente com o perfil funcional frequentemente atribuido a
bactérias promotoras de crescimento vegetal, que tendem a favorecer
principalmente a expanséo tecidual, seja pela produc¢ao de fitorménios como o acido
indol-3-acético (AlA), seja pela solubilizacédo e disponibilizacdo de nutrientes na

rizosfera (Ahmad & Kibret, 2014). Cepas de Serratia marcescens ja foram descritas
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como produtoras de AlA, sideroforos e enzimas ligadas a remodelagem da parede
celular vegetal (NASCENTE et al., 2023; BHARDWAJ et al., 2025). Ensaios
complementares, como quantificagdo de AlA, analise da producgado de sideréforos,
avaliagcdo de colonizagao radicular, mensuracdo de biomassa e experimentos em
condicdes controladas de nutricdo, seriam fundamentais para esclarecer de forma

mais precisa como o inéculo esta modulando o desenvolvimento das plantulas.

Figura 4 — Variagédo do IVG entre os diferentes tratamentos avaliados, indicando possiveis
diferencas na velocidade de germinagédo das sementes.
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5.4 Experimento in planta

A inoculagcdo com a cepa bacteriana nao resultou em diferengas
estatisticamente significativas em nenhuma das variaveis analisadas (p > 0,05)
(Figura 6). A quantidade média de folhas foi idéntica entre os tratamentos (Controle
= 20,11 £; In6culo bacteriano = 20,11 folhas), indicando que a presenca do
inoculante ndo afetou o numero de folhas produzidas. Resultados semelhantes
foram observados para o comprimento da parte aérea, em que o controle
apresentou média de 10,76 cm e T3 10,33 cm, também sem diferencga significativa.
Esses resultados sugerem que, nas condigdes do experimento, a bactéria néo
influenciou o crescimento vegetativo inicial da parte aérea.

No entanto, observou-se uma tendéncia de maior desenvolvimento radicular
no tratamento inoculado. O comprimento médio das raizes foi de 9,61 cm no
tratamento com o in6culo, contra 8,43 cm no controle, embora sem significancia
estatistica. Da mesma forma, a massa fresca radicular foi ligeiramente maior em T3
(0,80 g) em comparagao a T1 (0,62 g), bem como a massa seca (0,06 gem T3 e
0,04 gem T1).

Apesar de nao significativas, essas tendéncias indicam que o inoculante pode
ter contribuido para um maior investimento da planta no sistema radicular, algo
frequentemente relatado para bactérias promotoras de crescimento vegetal.
Segundo Ahmad & Kibret (2014), bactérias rizosféricas podem favorecer maior
absorcdo de nutrientes e tolerancia a estresses, mesmo quando n&o resultam em
aumentos rapidos na biomassa aérea. Além disso, ha relatos que cepas de Serratia
podem modular o balango hormonal, estimulando sobretudo crescimento radicular
em estagios iniciais (Ouyang; Pei; Xu, 2017). Entretanto, para que esse efeito se
traduza em aumento significativo de biomassa aérea, pode ser necessario um maior
tempo de estabelecimento da relagdo simbidtica, ou condigdes ambientais mais
favoraveis a atividade bacteriana no solo. Além disso, diferentes espécies e
cultivares vegetais apresentam variabilidade na responsividade a inoculagéo,
podendo nao responder imediatamente ou de forma expressiva no curto prazo.

Portanto, os resultados sugerem que a cepa utilizada apresenta potencial de

estimulagdo radicular, porém estudos adicionais sdo recomendados, incluindo
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analise de producao de fitormbnios, testes em diferentes substratos, maior tempo de

cultivo, condi¢des de estresse e doses distintas de inoculante.

Figura 6 — Distribuicdo das variaveis morfoldgicas avaliadas nas plantas submetidas ao inéculo
bacteriano. As variaveis incluem namero de folhas, altura da parte aérea, comprimento da raiz, massa

fresca da parte aérea, massa fresca da raiz, massa seca da parte aérea e massa seca da raiz.

Altura da Parte Aérea (cm)

Comprimento da Raiz (cm)

Massa Fresca da Parte Aérea (g)

L

-

® +

*

']

Massa Fresca da Raiz (g)

Massa Seca da Parte Aérea (g)

Massa Seca da Raiz (g)

*

. l e

0309

0.251

0.201

0151

0.101

*

0.09 1

0.06 1

0.034

| ==

.

* 3

Quantidade de Folhas

T
Controle

T
Inéculo

T
Controle

T
Inéeulo

. e

20
o
® ®

Controle Indculo

5.5 Ensaios de antagonismo

Nos ensaios com o cultivo filtrado (Figura 7), a taxa média de inibicao micelial
(R %) variou conforme a cepa do fungo usada no teste. Observou-se =59,26% para
Fusarium oxysporum, 27,78% para Colletotrichum musae, 52,96% para Alternaria
alternata, 38,89% para Stagonosporopsis cucurbitacearum, 52,22% para Fusarium
verticillioides e 63,70% para Colletotrichum eriobotryae. Em paralelo, nos ensaios de
cultivo completo (Figura 8), as médias de inibicdo foram de 58,8 % para F
oxysporum, 45,19 % para C. musae, 60,00% para A. alternata, 44,07% para S.
cucurbitacearum, 54,44% para F. verticillioides e 64,07% para C. eriobotryae. No
ensaio com compostos volateis (VOCs) (Figura 9), verificou-se inibicado de 0% para
F. oxysporum, 42,9% para C. musae, 74,07% para A. alternata, 30,37 % para S.
cucurbitacearum, 0% para F. verticillioides e 52,59% para C. eriobotryae. Esses

resultados indicam que tanto o filtrado como o cultivo completo da bactéria
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exerceram atividade antagonista mais ampla, enquanto os VOCs apresentaram
efeito mais seletivo, com destaque para A. alternata (Figura 10).

A efetividade maior observada no cultivo completo e no filtrado pode indicar
que tanto a presenga de células bacterianas quanto os metabdlitos liberados
(soluveis no meio) contribuem para a inibicdo micelial, o que se alinha com relatos
da literatura de que Serratia marcescens €& capaz de produzir compostos
antifungicos e enzimas hidroliticas com agao direta sobre fungos fitopatogénicos
(Duzhak et al., 2012; Queiroz; Melo, 2006; Zarei et al., 2011). Além disso, estudos
demonstraram que compostos fendlicos produzidos por S. marcescens
apresentaram inibicdo micelial superior a 70% frente a espécies de Fusarium,
confirmando o potencial dessa espécie na supressao de patégenos (Yan et al.,
2024).

Por outro lado, o baixo ou nulo efeito dos VOCs em determinados fungos,
como Fusarium oxysporum e Fusarium verticillioides, sugere que, nessa
configuracdo experimental, o mecanismo volatil ndo atingiu concentragao eficaz ou
que esses fungos apresentam menor sensibilidade a tais compostos. Em contraste,
Alternaria alternata respondeu com inibigdo acentuada (~74 %), indicando maior
suscetibilidade aos compostos volateis bacterianos. Estudos mostram que cepas de
S. marcescens liberam VOCs, como o dimetildissulfeto, capazes de inibir
seletivamente o crescimento de determinados fungos fitopatogénicos (Carter-House
et al., 2020; Heenan-Daly et al., 2021). Essa especificidade pode, portanto, estar
relacionada tanto a variabilidade na composicdo dos VOCs emitidos quanto a

sensibilidade diferencial dos fungos aos metabdlitos volateis (Islam et al., 2024).
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Figura 7 — Ensaios de antagonismo com cultivo filtrado: (A) Alternaria alternata; (B) Colletotrichum
musae; (C) Colletotrichum eriobotryae; (D) Fusarium oxysporum; (E) Stagonosporopsis
cucurbitacearum; (F) Fusarium verticillioides.

Fonte: A autora (2025).
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Figura 8 — Ensaios de antagonismo com cultivo completo: (A) Alternaria alternata; (B) Colletotrichum
musae; (C) Colletotrichum eriobotryae; (D) Fusarium oxysporum; (E) Stagonosporopsis
cucurbitacearum; (F) Fusarium verticillioides.

Fonte: A autora (2025).
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Figura 9 — Ensaios de antagonismo com compostos volateis: (A) Alternaria alternata; (B)
Colletotrichum musae; (C) Colletotrichum eriobotryae; (D) Fusarium oxysporum; (E) Stagonosporopsis
cucurbitacearum; (F) Fusarium verticillioides.

Fonte: A autora (2025).
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Figura 10 — Média de Inibicdo micelial em Cultivo completo, Filtrado e Compostos volateis
dos fungos fitopatogénicos testados (%).
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5.6 Montagem

A anadlise das sequéncias obtidas resultou em um total de 58.723 leituras,
utilizadas para a montagem genémica. A montagem de novo resultou em duas
sequéncias contiguas (contigs), uma de tamanho 5.018.424 pb, compativel com o
tamanho esperado para o cromossomo da bactéria e a outra com 134.658 pb,
correspondendo ao plasmideo. A analise com Inspector (Tabela 1) revelou uma
baixa quantidade de erros, com um valor de qualidade (QV) de 54,11, o que
corresponde a uma precisao global de = 99,99964%. A analise com QUAST também
revelou uma boa proporgao de leituras mapeadas de volta na montagem (86,46%) e
uma profundidade média de cobertura de 123x.

A uniformidade de cobertura avaliada para o cromossomo revelou uma
cobertura média de 117,05£17,17 x (CV = 0,15) com 100% das bases com cobertura
= 10x. Para o plasmideo a cobertura média foi de 122,63+13,35 (CV = 0,11) com
100% das bases com cobertura = 10x.
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Tabela 1 — Resultados de métricas da montagem com Inspector.

Parametro Valor
Numero de contigs 2

Numero de contigs > 10.000 bp 2

Numero de contigs > 1.000.000 bp 1
Tamanho total (bp) 5.153.082
Tamanho total contigs > 10.000 bp 5.153.082
Tamanho total contigs > 1.000.000 bp 5.018.424
Maior contig (bp) 5.018.424
Segundo maior contig (bp) 134.658
N50 (bp) 5.018.424
NS0 contigs > 1 Mbp 5.018.424
Taxa de mapeamento (%) 84,7

Taxa de leituras divididas (%) 0,78
Erros estruturais 0
Expansodes 0
Colapsos 0

Trocas de haplétipo 0
Inversdes 0

Erros pequena escala por Mbp 3,88

Total erros pequena escala 20
Substituicbes de base 3
Expansdes pequenas 17
Colapsos pequenos 0

Qv 54,11

5.7 Predicao génica

Fonte: A autora (2025).

A predicédo génica da cepa Serratia marcescens LB1 realizada com utilizando

a versao stand-alone do NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP)

permitiu identificar de forma sistematica os genes codificadores de proteinas, RNAs

estruturais e elementos funcionais distribuidos ao longo do genoma montado,

fornecendo uma base robusta para a caracterizagdo funcional da linhagem. A

anotagcdo gendmica revelou 7 agrupamentos ribossomais completos, contendo

genes 16S, 23S e 5S rRNA, além de 91 genes de tRNA. Foram identificados 4.789

genes codificadores de proteinas, abrangendo fungdes relacionadas a metabolismo

primario, regulacao celular, sintese de metabdlitos secundarios e interagdo com o

ambiente.
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A qualidade estrutural da montagem foi avaliada pelo programa CheckM,
executado dentro do fluxo de analise associado ao PGAP. Na avaliacdo da
montagem, foram analisadas as 2 sequéncias, do cromossomo e do plasmideo,
considerando 1.727 marcadores taxonémicos, resultando em 97,24% de
completude, aproximadamente 3,96% de contaminacdo e auséncia de
heterogeneidade (0%). Segundo os critérios de qualidade estabelecidos por Bowers
et al. (2017), esses valores classificam o genoma como "de alta qualidade", segundo
critérios do Genomic Standards Consortium (GSC) (The Genome Standards
Consortium et al., 2017), adequado para analises taxondmicas, comparativas e
funcionais.

Embora a contaminagcdo observada seja baixa e dentro do esperado para
sequenciamentos obtidos por tecnologias de leitura longa, os resultados sugerem
que um refinamento adicional poderia reduzir ainda mais esse percentual. Contudo,
dada a alta completude e a auséncia de fragmentagéo significativa, a montagem
atende plenamente aos requisitos para inferéncia funcional e identificacdo de vias
metabdlicas relevantes.

A elevada completude do genoma garante que a maioria absoluta dos genes
essenciais e conservados do género Serratia esta presente, o que confere maior
segurancga as analises de potencial funcional.

A analise com BUSCO a partir das proteinas preditas com PGAP revelou
também uma alta completude. Considerando a analise dos genes essenciais de
bactérias, nenhum gene deixou de ser encontrado ou esta fragmentado, foram 116
genes essenciais detectados (100%), sendo 115 completos e de copia unica (99,1%)
e apenas 1 gene completo e duplicado (0,9%). Agora considerando a analise dos
genes essenciais de bactérias da ordem Enterobacterales, apenas 1 gene faltante,
541 (99,8%) foram detectados como completos e de coépia unica, nenhum gene

fragmentado.
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5.8 Identificagao taxonémica

A identificacdo taxon6mica foi confirmada por meio do Type Strain Genome
Server (TYGS). A analise de revelou 94,3% (GGDC féormula d4) de similaridade com
Serratia marcescens subsp. sakuensis KCTC 42172, com intervalo de confianca
entre 92,6% e 95,6% (Tabela 3), valor acima do limiar de 70% para definicdo de
espécie, consolidando sua classificagdo dentro do grupo S. marcescens.
Adicionalmente, a analise de Average Nucleotide Identity (ANI) realizada pelo NCBI
PGAP indicou 99,35% de identidade média de nucleotideos com S. marcescens,
reforgando a atribuicdo taxondmica da cepa como membro deste taxon (Tabela 2).

O resultado da filogenémica posiciona este genoma em um clado com valor
de suporte acima de 90, juntamente com a cepa KCTC 42172, isolada de lodo
ativado de tanque de tratamento de aguas residuais (AJITHKUMAR et al., 2003), e a
cepa BS 303 ATCC13880, isolada de agua de lagoa (DALIGAULT et al., 2014). Por
fim, esse clado de S. marcescens esta muito préximo de S. nematodiphila, uma
bactéria simbidtica de nematoide entomopatogénico, isolada de intestino do
nematéide Heterorhabditidoides chongmingensis (Kwak; Khan; Shin, 2015), esse
grupo de bactérias esta junto em um clado com valor de suporte de 91 (Figura 11).

No conjunto, os resultados confirmam que a cepa analisada corresponde a
uma variante genética de Serratia marcescens, com genoma completo, estavel e
bem suportado por métricas de qualidade, oferecendo base consistente para
analises posteriores de genes associados a promogédo de crescimento vegetal e

possiveis fatores de biocontrole.


https://www.zotero.org/google-docs/?UOsWFi
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Figura 11 — Filograma representando a distadncia genémica baseada na metodologia do Genome
BLAST Distance Phylogeny (GBDP) do TYGS. As colunas de blocos coloridos ao lado da arvore
representam os agrupamentos taxonémicos gerados automaticamente pelo TYGS, incluindo
identificacao de clusters gendmicos, agrupamento por espécie com base nos valores de dDDH/ANI e
indicagao das cepas-tipo utilizadas como referéncia. Blocos com a mesma cor indicam genomas
pertencentes ao mesmo grupo taxonémico.
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Tabela 2 — A tabela contém os valores pareados de dDDH entre o0 genoma montado e os genomas de
cepas-tipo selecionados. Os valores de dDDH sao fornecidos juntamente com seus intervalos de
confianga (I.C.) para as trés diferentes formulas do GBDP: férmula d0 (férmula 1 do GGDC):
comprimento de todos os HSPs dividido pelo comprimento total do genoma; férmula d4 (férmula 2 do
GGDC): soma de todas as identidades encontradas nos HSPs dividida pelo comprimento total dos
HSPs; formula d6 (férmula 3 do GGDC): soma de todas as identidades encontradas nos HSPs
dividida pelo comprimento total do genoma. Dif. G+C = Diferenca no conteudo de G+C.

. Dif.
Cepa-Tipo do I.C. dO d4 I.C. d4 dé I.C. d6 G+C
Serratia
marcescens

[89,4 - [92,6 - 94, [92,8 -
subsp. 92,3 943 0,22
o kugnsis 94,5] 95,6] 8 96,3]
KCTC 42172
Serratia

[86,1 - [87,8 - 92, [89,7 -
marcescens 89,5 92.0] 90,1 92.0] 1 94.1] 0,41

ATCC 13880



Serratia
nematodiphila
DSM 21420

Serratia
bockelmannii
S3T

Serratia
sarumanii K-
MO706

Serratia
ureilytica JCM
16474

Serratia
montpellierensi
s PsyLou2A

Serratia ficaria
NBRC 102596

Serratia
entomophila
DSM 12358

Serratia
liquefaciens
ATCC 27592

Dryocola
clanedunensis
H11S18

Klebsiella
trevisanii DSM
2688

Enterobacter
pasteurii A-8

84,8

79,3

80,8

78

79,4

59,7

62,5

50,5

16,1

15,9

17,5

(81,0 -
87,9]

[75,4 -
82,8]

[76,9 -
84,2]

[74,0 -
81,5]

[75,4 -
82,8]

[56,1 -
63,3]

[58,8 -
66,1]

[47,1 -
54,0]

[13,1 -
19,6]

[13,0 -
19,4]

[14,4 -
21,0]

w0
S
)
s 25
o
ue 024
S
ma B
o B
0o B4
0 185

2

[82,7 -
88,5]

[76,2 -
82,6]

[76,9 -
83,3]

[74,2 -
80,8]

[75,2 -
81,7]

[50,3 -
56,5]

[51,9 -
58,1]

[40,4 -
46,4]

[13,5 -
19,0]

[13,4 -
18,8]

[14,6 -
20,2]

0,38

0,44

0,03

0,49

0,51

5,68

4,28

3,02
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Fonte: A autora (2025).
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Tabela 3 — Resultados da analise de ANI. Melhor correspondéncia: Serratia marcescens (NCBI taxid
= 615, rank = species, lineage = Bacteria; Pseudomonadota; Gammaproteobacteria;
Enterobacterales; Yersiniaceae; Serratia. Nesta tabela, as colunas: ANI: valor de ANI entre a
montagem consultada (consulta) e a montagem-tipo (alvo) listada na linha; Coberturas: cobertura da
consulta (query-coverage) e cobertura do alvo (subject-coverage); NovaSeq: quantidade de bases
melhor atribuidas a esta montagem-tipo. CntmSeq: parte de NovaSeq usada para avaliar a
contaminagdo; Organismo: organismo referente a essa montagem-tipo (assembly_accession,

assembly name): accession e nome da montagem-tipo.

Cobertur

ANI NovaSeq CntmSeq Organismo
(%) (%) (pb) (pb) (assembly_accession, assembly_name)
(82,2;85, Serratia marcescens n
99,349 Ty 80.699 1 80699 oA 004684145.1, ASMAGBA14v1)
(69,5:71 Serratia marcescens subsp. marcescens
98,959 P 0 0 ATCC 13880
0) (GCA_003957875.1, ASM395787v1)
(91,1;91, 4.676.19 Serratia marcescens
98,791 oy o 676190 5cA 9004570551, 32117_E02)
_ Serratia marcescens subsp. marcescens
(91,1;91
98,805 ’0)’ ' 3.345 3.345 ATCC 13880
(GCA_006974205.1, ASM697420v1)
(90,4:91 Serratia marcescens subsp. marcescens
98,849 ’5)’ T 2167 2.167 ATCC 13880
(GCA_000735445.1, GSMA_DRAFTv1)
. Serratia marcescens subsp. marcescens
98,852 (91,1;91, 214 214 ATCC 13880
0) (GCA _017301275.1, ASM1730127v1)
(90,4:91 Serratia marcescens subsp. marcescens
98,849 6) 116 116 ATCC 13880
(GCA_002899365.1, ASM289936v1)
(91,1:91 Serratia marcescens subsp. marcescens
98,856 o 0 0 ATCC 13880
3) (GCA_017654245.1, ASM1765424v1)
(91,1:91 Serratia marcescens subsp. marcescens
98,852 P 0 0 ATCC 13880
0) (GCA 034424255.1, ASM3442425v1)
oroto B9FE: o asw  Sorateematedonie DZ0S0GESH
(88,6:88 Serratia nematodiphila
97,004 ’2)’ ’ 159 159 (GCA_900101535.1, IMG-taxon
2596583578 annotated assembly)
(86,9;84, Serratia bockelmannii
95,869 "Ly 23.998 1 23998 5oA 008011855.1, ASM801185v1)
(87,1;86, Serratia sarumanii
95,524 "y 91716 S1.716  5oA 0299626051, ASM2996260v1)
95,392 (86,5;83, 29.788 29.788  Serratia ureilytica



8)

(86,5;81,
6)

(85,9;81,
6)

(86,5;83,
8)

(85,7:85,
7)

(86,3;86,
9)

(75,374,
5)

(75,0:73,
4)

(75,4:75,
S)

(66,0;63,
6)

(65,8;63,
4)

(65,1:63,
4)

(65,0:62,
2)

3,64,
7)

,3:57,
3)

6,66,
7)

,0;54,
4)

,3;55,
4)

1395,
4)

,0;55,
7)

(52,052,
6)

83,712 (51,1;49,

95,354
95,334
95,387
95,253
94,361
88,403
88,349
87,971
85,341
85,323
85,276
85,245
84,713 (66
84,58 (62
84,339 (6°
84,431 (2
84,347 (93
84,433 (O3
84,468 (%4

84,179

29.258

2.647

387

3.912

10.409

2.071

1.133

1.602

470

602

2.982

179

29.258

2.647

387

3.912

10.409

2.071

1.133

1.075

470

602

2.982

179

(GCA_013375155.1, ASM1337515v1)

Serratia nevei
(GCA_037948395.1, ASM3794839v1)

Serratia nevei
(GCA_008364245.1, ASM836424v1)

Serratia ureilytica
(GCA_039523675.1, ASM3952367v1)

Serratia montpellierensis
(GCA_020858655.1, ASM2085865v1)

Serratia surfactantfaciens
(GCA_001642805.2, ASM164280v2)

Serratia ficaria
(GCA_900187015.1, 50465_F01)

Serratia ficaria NBRC 102596
(GCA_001590885.1, ASM159088v1)

Serratia entomophila
(GCA_021462285.1, ASM2146228v1)

Serratia plymuthica
(GCA_016027675.1, ASM1602767v1)

Serratia plymuthica
(GCA_900478125.1, 28193 _B02)

Serratia plymuthica NBRC 102599
(GCA_001590925.1, ASM159092v1)

Serratia inhibens
(GCA_003591175.1, ASM359117v1)

Serratia liquefaciens ATCC 27592
(GCA_000422085.1, ASM42208v1)

Serratia quinivorans
(GCA _900457075.1, 36672_B01)

Serratia proteamaculans
(GCA_008830365.1, ASM883036v1)

Serratia rubidaea
(GCA_001304675.1, ASM130467v1)

Serratia rubidaea NBRC 103169
(GCA_001598675.1, ASM159867v1)

Serratia rubidaea
(GCA_901472405.1, 28771_EO01)

Serratia rubidaea
(GCA_016026735.1, ASM1602673v1)

Serratia rhizosphaerae
(GCA_009817885.1, ASM981788v1)

Serratia odorifera
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9) (GCA_900635445.1, 28869_A02)
(50,2;50, Serratia odorifera DSM 4582
83,585 357 357 (GCA 0001635951, ASM16359v1)
(37,1;34, Gibbsiella quercinecans
83,535 7% 0 O (GCA 0022914251, ASM229142v1)
(36,7;35, Gibbsiella dentisursi
83378 Ty, 0 O (GCA 039539505.1, ASM3953950v1)
(60,5;61, Serratia grimesii
83,145 %) 291 291 (GCA_900456935.1, 38109_A02)
83.015 (59,6;60, 0 0 Serratia grimesii NBRC 13537
: 6) (GCA_001590905.1, ASM159090v1)

Fonte: A autora (2025).

5.9 Anotagao génica funcional

A arquitetura genémica da cepa foi visualizada por meio de um mapa circular
obtido no DNAPIotter (Figura 12), permitindo a inspec¢ao da distribuicdo espacial dos
genes funcionais ao longo do cromossomo. No anel externo, observam-se os genes
codificadores de proteinas organizados nos sentidos direto e reverso, com coloragao
diferenciada de acordo com sua classificagao funcional.

Nos anéis internos, sdo apresentados o conteudo GC e o desvio GC-skew,
que evidenciam a polaridade replicativa do cromossomo, distinguindo regides
associadas ao inicio e término de replicacéo. O perfil observado € consistente com o
padrdo esperado para Serratia marcescens, reforgcando a integridade estrutural da
montagem e auséncia de rearranjos cromossdmicos extensos.

Essas caracteristicas genémicas corroboram o perfil funcional previamente
descrito para linhagens ambientais e promotoras de crescimento de S. marcescens,
como relatado em trabalhos anteriores (Abreo; Altier, 2019; Akhtar; Younas; Xia,
2025). De forma conjunta, o mapa gendmico fortalece a conclusdo de que a cepa
analisada possui um potencial robusto para aplicagdo em biocontrole e

biofertilizagcdo, sustentado por um repertorio genético coerente com essas fungdes.


https://www.zotero.org/google-docs/?bkpGHA
https://www.zotero.org/google-docs/?bkpGHA
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Figura 12 — Mapa gendmico circular de Serratia marcescens LB1. Da regido central para a periferia
sao apresentados: (i) o perfil de GC skew, (ii) o conteudo GC, (iii) a distribuicdo dos genes de rRNA
(16S, 23S e 5S) e tRNA, e (iv) os genes codificadores (CDS) dispostos nas fitas positiva e negativa.
Os CDS encontram-se categorizados segundo suas fungdes preditas: biofertilizagdo (amarelo),
biorremediacéo (vermelho), colonizagéo vegetal (verde-claro), exclusdo competitiva (azul), sintese de
fitohormdnios (laranja), resposta imune da planta (roxo), fungdes putativas (cinza) e biocontrole
(magenta).
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5.10 Anotacao de genes relacionados a AMR e viruléncia

A caracterizagdo gendmica dos determinantes de resisténcia e viruléncia da
cepa Serratia marcescens LB1 considerando as diferentes bases de dados (CARD,
MEGARes, ResFinder, VFDB, ecoli_vf, PlasmidFinder, e VICTORS) evidencia um
repertério essencialmente cromossémico, estavel e tipico de linhagens ambientais,
sem indicativos de resisténcia adquirida ou de fatores classicos de patogenicidade
(Tabela 4).

A busca por fatores de viruléncia no VFDB revelou apenas genes estruturais
associados ao sistema flagelar, como fliG, fliM e fliP, todos com cobertura proxima
de 100% e identidade entre 80-83%. Esses genes estao envolvidos na motilidade e
na formacédo de biofilmes, fungdes essenciais a adaptacdo ambiental (Colin et al.,
2021). Embora flagelos possam atuar como fatores de viruléncia ao mediar adeséo e
ativacdo imunologica, sua presenca € amplamente descrita em cepas ambientais
nao patogénicas e, portanto, ndo caracteriza um perfil virulento (Tuttobene et al.,

2025). Os bancos ecoli_vf e VICTORS apresentaram o mesmo padréo, identificando
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apenas proteinas essenciais, reguladores globais e componentes estruturais,
classificados como “fatores de viruléncia” por atuarem indiretamente em processos
patogénicos em outros modelos, mas sem representar determinantes agressivos.

No conjunto de genes relacionados a resisténcia antimicrobiana, foram
identificados elementos caracteristicos do repertério intrinseco de S. marcescens,
como as bombas de efluxo ogxB, sdeB, sdeX, sdeY e mexl, além dos genes tet(41),
aac(6’)-lc e da B-lactamase cromossémica blaSST-1/SRT-2. Bombas RND como
OqgxAB, SdeAB e Mexl sao amplamente distribuidas entre bactérias ambientais e
funcionam na extrusdo de compostos toxicos, solventes e antimicrobianos (Moreira;
Souza; Moraes, 2004), enquanto tet(41) e aac(6)-Ic sao determinantes estaveis
associados a adaptagao ambiental, sem evidéncia de mobilidade horizontal
(Thompson et al., 2007). A pB-lactamase blaSST-1 constitui um mecanismo
cromossOmico tipico da espécie, com atividade limitada e clinicamente pouco
relevante (Claussen; Schmidt, 2023). Importante destacar que nenhum gene
associado a resisténcia adquirida de importancia clinica, como mcr, kpc, ndm,
oxa-48 ou mecA, foi detectado em qualquer dos bancos analisados
(Sandner-Miranda et al., 2018)

A andlise com PlasmidFinder identificou um plasmideo relacionado ao pSM22
(lasakov et al., 2019), anteriormente descrito em isolados ambientais e hospitalares
de Serratia. No entanto, nenhum gene de AMR ou viruléncia foi associado a esse
replicon, sugerindo tratar-se de um plasmideo pequeno, pouco moébvel e
possivelmente relacionado a fungcbes metabdlicas acessoérias, sem risco
epidemiologico.

A deteccao de genes como fliY, fliG, nipl e cadA reforga o perfil ambiental da
linhagem (Colin et al., 2021). Nipl esta associado a manutencdo do envelope e
resposta ao estresse, enquanto cadA integra o sistema lisina descarboxilase,
envolvido na resisténcia a acidificagdo (Guest; Raivio, 2016).

A analise complementar das proteinas preditas pelo PGAP contra o banco
VICTORS confirmou a auséncia de determinantes agressivos, identificando apenas
proteinas essenciais, reguladores globais e proteinas de estresse com =80% de
cobertura e 290% de identidade. Importante ressaltar que nenhum dos principais

fatores de viruléncia associados a S. marcescens patogénica, como hemolisina
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ShiA, serralisinas, fosfolipases, toxinas Tc ou efetores de T3SS/T6SS foi detectado
(Mahlen, 2011).

Em conjunto, o perfil genético da cepa LB1 é consistente com o de isolados
ambientais de S. marcescens adaptados a rizosfera (Hamada; Soliman, 2023),
caracterizados por motilidade, competicdo microbiana e potencial para sintese de
metabdlitos secundarios antagonistas, mas sem determinantes de alta viruléncia
humana ou elementos de resisténcia adquirida. Embora apresente um repertério
intrinseco multiclasse de AMR, todos os genes sao cromossémicos e néo
associados a mobilizagdo, indicando baixo risco de disseminagdo horizontal
(Sandner-Miranda et al., 2018).

Tabela 4 — Anotagao dos genes de resisténcia antimicrobiana (AMR) identificados na cepa Serratia
marcescens LB1. Sdo apresentados os bancos que detectaram cada gene, as porcentagens de
cobertura e identidade, suas funcdes biolodgicas e a classificacdo quanto a origem genémica.

Banco Gene Cobertur Identidad Relagao/Fungao Tipo
a (%) e (%)
ResFinder oqgxB 98.92 82.00 Bomba de efluxo Cromossémico
OgxAB
(quinolonas,
fenicois)
ResFinder blaSST- 100 99.12 B-lactamase Cromossbémico
1 cromossOmica
ResFinder  tet(41) 98.31 92.77 Transporte MFS — Cromossémico
tetraciclinas
ResFinder aac(6')-| 100 93.20 Modificacdo de =~ Cromossdmico
c aminoglicosideos
AMRFinde oqgxB5 98.92 82.29 Efluxo — Cromossémico
r quinolonas
AMRFinde blaSST- 100 99.12 B-lactamase Cromossbémico
r 1
AMRFinde tet(41) 98.31 92.77 Transporte MFS — Cromossémico
r tetraciclinas
AMRFinde aac(6’)-l 100 99.09 Aminoglicosideos Cromossémico
r al
MEGARes sdeB 100 98.16 Bomba RND Cromossémico

MEGARes sdeY 99.78 96.43 Bomba RND Cromossomico


https://www.zotero.org/google-docs/?APm5o2

MEGARes  sdeX
MEGARes mex|
PlasmidFi pSM22_
nder 1
ecoli_vf Nlipl
ecoli_vf fliy
ecoli_vf fliG
ecoli_vf cadA
CARD mex|
CARD ogxB
CARD SRT-2
CARD tet(41)
CARD H-NS
CARD AAC(6’)-
lc
CARD CRP
VICTORS H-NS
VICTORS Nipl
VICTORS  CadA
VICTORS FIliG/FliM
[FliP
VICTORS T3SS/T6
S, shlA

99.92
97.93
100

99.89

84.89

99.20
98.48

97.93
98.92
100
98.31
97.10
100

100
>95
>05

>95
>97

280%

95.37
81.19
90.05

81.60

80.78

81.48
81.44

81.19
82.00
96.48
92.77
81.09
93.20

~82
>80
>80

>80
>80

290%

Bomba RND
Bomba RND

Replicon
plasmidial

Envelope /
estresse

Motilidade /
transporte

Motor flagelar

Resisténcia a
acidificacao

Bomba RND
Bomba RND
B-lactamase
Tetraciclinas
Regulador global

Aminoglicosideos

Regulador global
Regulador global

Envelope /
estresse

Toleréancia acida

Mobilidade/Adesa
o)

Toxinas,
hemolisinas,
fosfolipases,

serralisinas ou
efetores de
T3SS/T6SS

Cromossomico
Cromossomico

Plasmidial

Cromossomico

Cromossomico

Cromossomico

Cromossdmico

Cromossémico
Cromossémico
Cromossbémico
Cromossbémico
Cromossémico

Cromossomico

Cromossomico
Cromossomico

Cromossdmico

Cromossomico

Cromossomico

Ausente

48

Fonte: A autora (2025).
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5.11 Anotacao de genes relacionados a promogao de crescimento de plantas e
biocontrole

A anotacdo funcional realizada pelo PGPT (Plant Growth-Promoting Traits
Analyzer) revelou um conjunto extenso de genes associados a mecanismos
classicos de promogdo de crescimento vegetal e biocontrole, confirmando que
Serratia marcescens LB1 possui um repertério metabdlico compativel com
microrganismos rizosféricos benéficos. A lista completa de genes identificados
encontra-se disponivel no Apéndice.

A andlise das anotagdes evidenciou que 0s genes associados a promogéo de
crescimento vegetal distribuem-se em sete categorias funcionais principais. Essa
organizacéo esta apresentada na Figura 13, o qual sintetiza a propor¢céo de genes
envolvidos em biofertilizagdo, aquisicdo de nutrientes, regulacdo hormonal,
tolerancia a estresses, colonizagdo radicular, metabolismo de compostos derivados
da planta e mecanismos de biocontrole. Essa visualizacao permite compreender a
predominancia de vias metabdlicas relacionadas tanto a efeitos diretos quanto
indiretos de promogé&o de crescimento.

Os efeitos diretos associados ao estimulo do crescimento vegetal foram
predominantes entre as categorias identificadas. Observou-se a presenca de genes
relacionados ao metabolismo de vitaminas essenciais a regulagao fisiolégica das
plantas, como riboflavina (B2) e pantotenato (B5), presentes nos genes
pgaptmp 002561, pgaptmp 002159 e pgaptmp 004299, compostos amplamente
associados a inducdo de resisténcia sistémica e ao aumento da tolerancia a
estresses bidticos e abidticos (Dong; Beer, 2000).

Outro conjunto relevante esta associado a biofertilizacdo, com diversos genes
relacionados a produgao de acidos orgéanicos envolvidos na solubilizagao de fosfatos
e mobilizagdo de potassio, incluindo genes ligados ao metabolismo de acidos como
gluconato, fosfonato e tartarico (ex.: pgaptmp_ 002080 e pgaptmp 000446). A
solubilizacdo de fosfatos mediada por acidos organicos € um dos mecanismos mais
importantes entre PGPR (BHARDWAJ et al., 2022), reforcando a capacidade da
linhagem em aumentar a disponibilidade de nutrientes na rizosfera. Em paralelo,
observou-se um repertério robusto de genes sideroféricos, incluindo rotas para
enterobactina, alcaligin e sistemas TonB—ExbBD (por exemplo, pgaptmp 002400,

pgaptmp_003707 e pgaptmp_004098). A producgao de sideréforos nao soé favorece a
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aquisicao de ferro pela bactéria, mas também pode restringir o ferro disponivel para
fungos patogénicos, atuando como importante mecanismo indireto de biocontrole
(SAHA et al., 2016).

Entre os mecanismos indiretos observados, a presenga de genes
relacionados a sintese de compostos antimicrobianos e antifungicos se destaca
amplamente, dentre eles, multiplos genes associados ao metabolismo de
prodigiosina, pigmento caracteristico de Serratia com reconhecida atividade
antifungica e antibacteriana (Gutiérrez-Roman et al., 2012), como observado nos
genes pgaptmp_001017 e pgaptmp_001013. Além disso, foram identificadas rotas
metabdlicas relacionadas a producdo de toxoflavina e compostos ansamitocinicos
(ex.: pgaptmp_002561 e pgaptmp _002341), moléculas com atividade conhecida
contra fungos e outros microrganismos. Genes codificando enzimas liticas, como
quitinases (ex.: pgaptmp_000107), reforcam esse potencial, pois quitinases s&o
fundamentais para a degradacgéo da parede celular de muitos fungos fitopatogénicos
(CHIQUITO-CONTRERAS et al., 2024).

Os dados também revelam um conjunto extenso de genes associados a
resposta a estresses abidticos, incluindo oxidativo, osmatico, acido e salino. Foram
identificados multiplos genes antioxidantes, como oxidoredutases e vias de
vitaminas antioxidantes, além de diversos genes de proteinas de estresse universal,
por exemplo pgaptmp 002158, pgaptmp 000508 e pgaptmp_004553. Esses
elementos s&o cruciais para garantir sobrevivéncia bacteriana em ambientes
rizosféricos variaveis e para ajudar a planta a tolerar condi¢des adversas, como
salinidade e seca (Glick, 2012). Outros genes ligados a homeostase osmatica e
manutencdo da membrana, como transportadores de cations, antiportes de prétons
e vias de cardiolipina (ex.: pgaptmp_000999 e pgaptmp_002367), reforcam a
robustez fisiolégica da cepa em condi¢des ambientais desafiadoras.

A presenca de genes relacionados a colonizagao da rizosfera foi igualmente
expressiva, incluindo genes de adesao, motilidade, formacao de biofilme e uso de
substratos vegetais, como os associados a degradacdo de carboidratos (fucose,
xilose, arabinose, ribose) nos genes pgaptmp 003149, pgaptmp 004769 e
pgaptmp_002429. Tais rotas sado fundamentais para a bactéria ocupar nichos
radiculares, estabelecer interagdes estaveis e competir com outros microrganismos

(LIU et al.,, 2024). Genes envolvidos em sintese de exopolissacarideos (EPS),
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quorum sensing e sistemas de toxina-antitoxina, como pgaptmp 001508,
pgaptmp_004074 e pgaptmp 004875, apontam para uma alta capacidade
competitiva e de formagao de comunidades microbianas estruturadas na superficie
da raiz, aspectos cruciais para PGPR eficientes (ANGUS; HIRSCH, 2013).

Apesar das limitagdes e da necessidade de validagdo experimental em
condigdes controladas e de campo, os resultados obtidos demonstram que S.
marcescens LB1 apresenta caracteristicas desejaveis para aplicagdo como
biofertilizante e agente de controle biolégico. Estudos futuros envolvendo
transcriptomica, protedmica e metaboldmica poderdo elucidar de forma mais
profunda como esses genes sao regulados em interacdo com a planta, contribuindo
para o desenvolvimento responsavel e seguro de insumos microbianos na

agricultura sustentavel.

Figura 13 — Distribuicdo das anotagdes funcionais associadas a mecanismos de promogéo
de crescimento vegetal (PGPT), agrupadas em sete categorias. Os grupos incluem fungdes
relacionadas a colonizagao do sistema radicular, exclusao competitiva e biocontrole, resisténcia a
estresses, biofertilizagao, produgéo de fitohormdnios e sinais vegetais, promogéo de resposta imune
da planta e biorremediagao. As proporgdes refletem o repertério funcional previsto para a cepa com
base em analises BLASTp e HMMER

@ Sistema de colonizagdo de plantas

@ Exclusao competitiva
2 ,0% @ Resposta Imune das Plantas
@ Controle de estresse|Biocontrole
@ Biofertilizagao
@ Fitohorménio|Produgéo de sinal da planta

@ Biorremediagéo

1,0%
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que Serratia marcescens
LB1 apresenta caracteristicas fisiologicas, fenotipicas e genémicas consistentes com
linhagens ambientais do género, reforgcando seu potencial para aplicagbes em
promog¢ao de crescimento vegetal e biocontrole de fitopatégenos. O comportamento
no meio de cultivo, incluindo a rapida fase exponencial e a variagao do pH ao longo
do crescimento, refletiu intensa atividade metabdlica, como descrito para S.
marcescens em ambientes naturais.

A caracterizagao fenotipica evidenciou coloragdo vermelho-alaranjada tipica
da espécie e auséncia de hemdlise, um indicativo relevante de seguranga e
compatibilidade com usos agroambientais. Nos ensaios de germinagao, o inoculo
bacteriano proporcionou germinagdo mais rapida e maior indice de Velocidade de
Germinagao, demonstrando efeito positivo no estabelecimento inicial das plantulas.
Embora as analises morfoldgicas das plantulas ndo tenham revelado diferengas
estatisticamente significativas entre controle e tratamento inoculado, observou-se
tendéncia de maior desenvolvimento radicular, o que pode indicar um estimulo inicial
mediado por fitorménios ou aumento da disponibilidade de nutrientes na rizosfera.
Esses efeitos sutis sugerem que a manifestagcdo plena do potencial promotor da
cepa pode depender de periodos mais longos de cultivo ou de condi¢gbes ambientais
especificas.

Os ensaios de antagonismo confirmaram a elevada capacidade de S.
marcescens LB1 em suprimir o crescimento de fungos fitopatogénicos, com
porcentagens de inibicdo expressivas e consistentes entre diferentes métodos de
avaliagdo. A acao observada sugere o0 envolvimento tanto de células bacterianas
quanto de metabdlitos extracelulares, alinhando-se ao que € descrito para cepas
produtoras de enzimas hidroliticas e compostos antifungicos.

A analise genémica corroborou a identificagdo da cepa como S. marcescens e
revelou um repertério de genes associados a producado de sideroforos, enzimas
antifungicas, metabdlitos bioativos e fatores relacionados a interagdo
planta—microrganismo, reforgando sua aptiddo para biocontrole e promogéao vegetal.
Importante destacar que nao foram identificados determinantes classicos de

viruléncia humana, fortalecendo o perfil de segurancga da cepa.
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Em conjunto, os resultados demonstram que Serratia marcescens LB1
representa um isolado promissor para o desenvolvimento de bioinsumos voltados a
agricultura sustentavel, combinando atividades antagonistas robustas contra
fitopatdgenos e indicios de estimulo ao desenvolvimento radicular. No entanto, para
consolidar sua aplicacdo pratica, sdo necessarios estudos complementares,
incluindo avaliacbes em condicdes de campo, testes em diferentes substratos,
experimentos de maior duracdo e abordagens 6micas que permitam compreender
0s mecanismos regulatorios envolvidos. Além disso, recomenda-se a realizagcéo de
testes de seguranga, como avaliagdo de perfil de resisténcia antimicrobiana e
analises de patogenicidade, assegurando a viabilidade ecolégica e sanitaria da

utilizagao da cepa.
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APENDICE - ANOTAGAO COMPLETA DOS GENES DA CEPA Serratia

marcescens LB1

Os arquivos utilizados para a etapa de anotacdo funcional, incluindo o arquivo
PGPT_ALL e demais arquivos gerados pelas plataformas de analise gendmica,
estao disponibilizados em repositorio digital no Zenodo. O acesso esta disponivel no
link: https://zenodo.org/records/17699436
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