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RESUMO

Este trabalho buscou estudar a fase de estabelecimento in vitro do
bambu sob duas abordagens: um experimento tradicional, o qual avaliou
a presenca de biocida e antibidtico no meio de cultura, bem como sua
estrutura fisica e; um levantamento da microbiota associada aos
segmentos nodais (fonte de explante para o estabelecimento in vitro) por
meio de ferramentas de metagenémica — metabarcoding. O experimento
de estabelecimento in vitro avaliou a presenca de casugamicina, PPM-
Plant Preservative Mixture® e &gar no meio de cultura em trés espécies
de bambu: Bambusa vulgaris, Phyllostachys bambusoides e
Dendrocalamus asper. Os resultados mostraram um efeito significativo
na interacdo dos fatores, onde as concentracdes 2 € 4 ml/L de PPM e o
meio de cultura liquido foram mais eficientes na diminuicdo de
contaminacéo e oxidagao dos explantes e, no estabelecimento efetivo dos
explantes. O inventario da microbiota associada a Dendrocalamus asper
foi realizada por meio do sequenciamento de amplicons — metabarcoding
— de Archaea, Baceria e Fungi. Os resultados revelaram, pela primeira
vez, a diversidade e estrutura das comunidades em segmentos nodais e
meio de cultura na fase de estabelecimento de uma espécie de bambu.
Foram revelados 1.070 Unidades Taxonémicas Operacionais (UTOs),
sendo 12 de Archaea, 391 de Bacteria, e 667 de Fungi. Em Archaea foi
identificado o filo Thaumarchaeota, e 0s géneros Candidatus
Nitrosopumilus e Candidatus Nitrososphaera. Em Bacteria, os filos mais
abundantes  foram  Proteobacteria,  Firmicutis,  Bacteroidetes,
Actinobacteria, Acidobacteria, sendo o género Pantoea responsavel pela
maior abundéncia de sequéncias no meio de cultura, indicando um
possivel contaminante. Em Fungos, foram identificados os filos
Ascomycota e Basidiomycota, onde as classes Sordariomycetes e
Dothideomycetes foram responsaveis pela maior abundancia de
sequencias, notadamente a ordem Pleosporales. O sequenciamento de
amplicons se mostrou uma ferramenta eficaz na determinacéo de micro-
organismos potencialmente contaminantes do estabelecimento in vitro
revelando a presenca e abundancia de grande nimero de tdxons no meio
de cultura, podendo também revelar micro-organismos benéficos ao
desenvolvimento das culturas in vitro.

Palavras-chave: Bambusoideae, PPM, Archaea, Bacteria, Fungi,
metagendmica, Metabarcoding






ABSTRACT

This work aimed at to study the in vitro establishment phase of
bamboo under two approaches: a traditional experiment, which evaluated
the presence of biocide and antibiotic in the culture medium, as well as
its physical structure and; a survey of the microbiota associated with
nodal segments (source of explant for in vitro establishment) by
metagenomic tools - metabarcoding. The in vitro establishment approach
evaluated the presence of casugamycin, PPM (Plant Preservative
Mixture®) and agar in the culture medium in three bamboo species:
Bambusa vulgaris, Phyllostachys bambusoides and Dendrocalamus
asper. The results showed a significant effect on the interaction of the
factors and the concentrations of 2 and 4 ml/L of PPM and the liquid
culture medium were more efficient in reducing contamination and
oxidation of the explants, as well as in the effective establishment of
viable cultures. The inventory of the microbiota associated with
Dendrocalamus asper was performed through the amplicon sequencing -
metabarcoding - of Archaea, Baceria and Fungi. The results revealed for
the first time the diversity and structure of the communities in nodal
segments and culture medium in the establishment phase of a bamboo
species. A total of 1,070 Operational Taxonomic Units (OTUs) were
revealed, 12 of Archaea, 391 of Bacteria, and 667 of Fungi. In Archaea
was identified the phylum Thaumarchaeota, and the genera Candidatus
Nitrosopumilus and Candidatus Nitrososphaera. In Bacteria, the most
abundant phyla were Proteobacteria, Firmicutis, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Acidobacteria, being the genus Pantoea responsible for
the greater abundance of sequences in the culture medium, indicating a
possible contaminant. In Fungi, the Ascomycota and Basidiomycota
phyla were identified, where the classes Sordariomycetes and
Dothideomycetes were responsible for the greater abundance of
sequences, especially the order Pleosporales. Amplicon sequencing
proved to be an effective tool in the determination of potentially
contaminating microorganisms in vitro, revealing the presence and
abundance of large numbers of taxa in the culture medium, and could also
reveal microorganisms beneficial to the development of in vitro cultures.

Keywords: Bambusoideae, PPM, Archaea, Bacteria, Fungi,
metagenomics, metabarcoding
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INTRODUCAO

Com a aprovagdo do Projeto “Tecnologias para o desenvolvimento
sustentavel da cadeia produtiva de bambu no sul do Brasil/CNPq” no
ambito do Edital CNPq AT 66/2013, coordenado pelo Prof. Miguel P.
Guerra, do Programa de P6s Graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais
(PPG-RGV) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), surgiu
a oportunidade de realizar estudos relacionados a espécies de bambus
nativos e exdticos com a finalidade de contribuir com o desenvolvimento
da cadeia produtiva do bambu (LEI N° 12.484/2011, que dispde sobre a
Politica Nacional de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do
Bambu). No ambito do supramencionado projeto, um subprojeto trata do
desenvolvimento de tecnologias para a micropropagac¢ao de mudas, uma
vez que a baixa disponibilidade de mudas é um impeditivo claro para a
ampliacdo da cadeia produtiva de bambus no Brasil. Apés grande nimero
de experimentos e trabalhos relacionados & producdo de mudas in vitro e
conhecimento da microbiota que possa estar contribuindo
significativamente para a intensa contaminag&o in vitro, o presente estudo
foi estruturado em dois capitulos:

O Capitulo | apresenta resultados dos principais experimentos
relacionados ao estabelecimento in vitro de trés espécies exdticas de
bambu. Anteriormente a esse experimento foram conduzidos, no
Laboratdrio de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal —
LFDGV - grande variedade de experimentos com o objetivo de obter
culturas assépticas, inclusive de outras espécies de bambu, tanto nativas
guanto exéticas. Foram avaliadas diversas estratégias de desinfestacéo,
desde protocolos basicos como uso de alcool 70% e hipoclorito de sddio
até o uso de termoterapia, sonicacéo, nitrato de prata e vacuo infiltracao.
Diante dos altos indices de contaminacéo, alcangando por diversas vezes
100%, reconheceu-se que seria necessario avaliar diferentes fatores
associados a obtencdo de explantes de bambu in vitro, e suas interacdes.
Por isso, o Cap.l reine experimentos onde foram avaliados o uso do
biocida PPM (Plant Preservative Mixture®) e antibidtico casugamicina
no meio de cultura e a consisténcia do meio com o objetivo de estabelecer
plantas in vitro. O Capitulo Il esta relacionado ao estabelecimento in vitro
de Dendroclamaus asper, mas com a intencéo de identificar e caracterizar
a microbiota dos tecidos vegetais utilizados como explantes e verificar
guais micro-organismos apresentam maior abundancia no meio de cultura
de estabelecimento. Optou-se pelo sequenciamento de nova geragdo
barcoding utilizando plataforma Illumina MiSeq, uma vez que ela fornece
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dados para a caracterizagcdo da microbiota associada ao sistema sob
investigacdo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
Bambu — caracteristicas e usos

Os bambus pertencem a familia Poaceae que possui distribuicao
cosmopolita, grande amplitude ecoldgica e inclui cerca de 11.000
espécies distribuidas em 800 géneros (PETERSON, 2005). Atualmente,
Poaceae esta dividida em treze subfamilias (GPWG, 2001; SANCHEZ-
KEN et al., 2007). Dentre estas, os bambus estdo incluidos em
Bambusoideae, que constitui a principal linhagem de gramineas de folhas
largas associadas a ambientes florestais (JUDZIEWICZ e CLARK,
2007).

Bambusoideae abrange 116 géneros e 1.439 espécies (BAMBOO
PHYLOGENY GROUP — BPG, 2012) e é caracterizada especialmente
por apresentar plantas em geral rizomatosas, com caules aéreos do tipo
colmo, sélidos ou ocos, herbaceos ou lignificados; laminas foliares
pseudopecioladas, relativamente amplas; mesofilo com células
braciformes assimetricamente invaginantes e células fusoides bem
desenvolvidas, especialmente nas folhas de sombra; rota fotossintética C3
e auséncia de anatomia Kranz (BPG, 2012), as flores com trés ou mais
lodiculos, usualmente com seis estames e as sementes apresentam
pequenos embrides e um hilo linear (SODERSTROM, 1981).

Os membros de Bambusoideae ocorrem naturalmente em quase
todos os continentes do globo (Fig. 1.), exceto Europa e Antartida
(KELCHNER e BPG, 2013), em altitudes que variam desde o nivel do
mar até 4.300 m (JUDZIEWICZ et al., 1999). A maioria das espécies &
nativa do continente asiatico (62%), sendo a China o pais com a maior
diversidade de espécies, seguido das Américas (34%), da Africa e da
Oceania (4%) (HIDALGO LOPEZ, 2003). Entretanto, acredita-se que a
diversidade de bambus nativos do continente americano seja equivalente
ada Asia, ja que muitas espécies ainda ndo foram descritas (CRUZ RIOS,
2009). Na América do Sul os paises com maior diversidade natural séo o
Brasil, a Venezuela e a Coldmbia, sendo que o Brasil apresenta a maior
concentragao, com 89% dos géneros e 65% das espécies conhecidas para
0 novo mundo. As areas naturais mais extensas, conhecidas como
“taboacais” no Estado do Acre e “pacales” no Peru, cobrem 600.000 ha no
Brasil, Peru e Bolivia. No Brasil, a diversidade nativa é estimada em 232
espécies (FILGUEIRAS e GONCALVES, 2004). Finalmente, no
continente americano encontram-se 28% dos recursos de bambu do
mundo (LOBOVIKOV et al., 2007).
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Figura 1. Distribuicdo mundial de bambus (DAS et al., 2008).
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A subfamilia Bambusoideae se divide em trés tribos: Olyreae
(bambus herbaceos), Bambuseae (bambus lignificados) e Arundinarieae
(bambus lignificados de clima temperado). Entretanto, as espécies de
bambu apresentam basicamente dois sistemas de rizomas: entouceirantes
e alastrantes. Os primeiros, com rizomas curtos e colmos agrupados,
apresentam padréo de ramifica¢do simpodial e geralmente ocorrem em
regides de clima tropical. Ja os alastrantes possuem rizomas longos e
colmos distantes entre si com padrdo de ramificacbes monopodial,
ocorrendo principalmente em regides de clima temperado. No sistema de
rizomas simpodial, cada nova brota¢do de colmo torna-se dominante e
desenvolve-se em colmo, enquanto no monopodial a gema dominante é
simples e os colmos desenvolvem-se a partir de gemas secundarias. Ainda
ha ocorréncia de sistemas de rizomas intermediarios de combinagdes
desses (KIGOMO, 2007).

O cultivo e manejo dos bambus séo atividades altamente
sustentaveis, entre outras, por serem recursos renovaveis. Bambuzais
prestam servicos ambientais associados a contencdo de solos, reduzindo
assim a erosdo, a manutencao e recuperagao de recursos hidricos e matas
ciliares e a redugdo de pressdo de desmatamento de florestas nativas,
reduzindo a pressdo sobre o0s ecossistemas ameacados no Brasil. Outro
servigo ecossistémico prestado por bambus é a sua associacdo com a
fauna, seja por alimento ou abrigo (HAEMIG, 2012 a, b). A sua cadeia
produtiva possibilita também a promocdo da insercdo social, pois seu
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plantio permite cortes seletivos e permanentes resultando assim em
servicos sociais constantes. O plantio do bambu gera também empregos
qualificados no campo, com manejo e colheita mais tecnificados.

Os bambus lignificados sdo também vulgarmente chamados de
madeira-dos-pobres por serem matérias primas de grande disponibilidade
as populagcdes com menor renda. A ampla distribuicdo mundial e
rusticidade tornam estes bambus uma boa fonte de material para
construcBes, principalmente para o meio rural devido a maior
disponibilidade no campo (OLIVEIRA, 2011). Este amplo potencial de
uso inclui a construcéo civil, sendo os colmos utilizados como pilar, viga,
caibro, ripa, telha, dreno, piso, revestimentos, e se tratado
adequadamente, pode durar como madeira de alta qualidade. Ainda ha
possibilidade do uso como substituto a vergalhGes de aco em estruturas
de concreto armado (PACHECO-TORGAL e JALALI, 2010).
Atualmente a multiplicidade de formas de beneficiamento industriais
permite a diversificagdo dos produtos obtidos de colmos, tais como 0s
plybamboo e Strand Woven Bamboo (SWB) (VOGTLANDER et al.,
2010). Visto que as fontes de matéria prima para aplicacdes de madeiras
de alta densidade estdo se esgotando e as alternativas de plantio
certificado ndo atendem a demanda, o bambu se apresenta como uma
excelente alternativa para suprir estas necessidades (GRECO e
CROMBERG, 2011).

No Brasil ha potencial para o plantio tanto de espécies nativas
como exoticas. Dentro das nativas destacam-se algumas espécies do
género Guadua, que apresentam alta resisténcia e durabilidade. Este
género, nativo da América, é conhecido e utilizado ha pelo menos 5.000
anos e encontra-se amplamente distribuido no Brasil, compondo vastas
florestas naturais nas planicies amazonicas do Acre. Com relagdo as
exoticas, as espécies que apresentam maior potencial sdo Dendrocalamus
giganteus, D. latiflorus e D. asper, e 0s géneros Phyllostachys e Bambusa
(AZZINlI e BERALDO, 2001; PEREIRA, 2001; GRECO e
CROMBERG, 2011).

A cadeia produtiva dos bambus é expressiva em Vvarios paises,
gerando mais de sete bilhGes de délares anuais na economia mundial na
forma de produtos variados, tais como papel, compensados, laminados,
pisos, revestimentos, estruturas, alimento, artesanato, movelaria, dentro
dos mais de 1.500 usos catalogados. Atualmente, no Brasil, a importancia
econdmica dos bambus deixou de estar relacionada apenas ao artesanato
e producdo de mdveis e estas plantas e seus produtos sdo hoje utilizados
na construgdo de casas, quiosques, produtos laminado-colado e para
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consumo alimentar em forma de brotos. As espécies mais indicadas para
esse fim sdo D. giganteus, D. latiflorus, D. asper, P. pubescens e P.
bambusoide (GRECO e CROMBERG, 2011).

Outras espécies de importancia econdmica sdo Bambusa vulgaris,
utilizada na producéo de bioenergia (carvéo e etanol), celulose e papel, B.
lako e B.vulgaris var. vitata no uso ornamental por apresentarem cores
diferenciadas, B. oldhamii na alimentacdo, e P. aurea com uma ampla
gama de aplica¢des associadas ao paisagismo, arquitetura, confec¢do de
moveis, cortinas, industria da pesca, artesanato em geral e alimentagdo
(GRECO e CROMBERG, 2011).

A International Network for Bamboo and Ratan (INBAR), em
parceria com o International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI),
publicou a lista das espécies prioritarias de bambus baseada nos seguintes
critérios: utilizagdo, cultivo, produtos e processos, germoplasma e
recursos genéticos, e agroecologia (BYSTRIAKOVA et al., 2003). Das
38 espécies listadas, 20 foram consideradas prioritarias, sendo também
apontadas espécies endémicas de grande importancia para as populacfes
locais. Por esta razdo e pela enorme diversidade da subfamilia
Bambusoideae as pesquisas ndo devem ficar restritas a essa lista.

Cultivo in vitro de bambus

Convencionalmente a propagacdo dos bambus é feita por
sementes, divisdo de touceiras e rizomas e estacas de colmos. No entanto,
varios problemas sdo relacionados com essas formas de propagacdo. As
sementes apresentam curta viabilidade e sdo geralmente consumidas pela
fauna associada. Além disso, as plantas de bambu sdo monocarpicas,
bastante heterogéneas e apresentam ciclo de floragédo longo, para algumas
espécies chega até 120 anos. Por sua vez a propagagdo vegetativa é
dificultada pela limitada disponibilidade de propéagulos, dependéncia
sazonal, baixa taxa de sobrevivéncia, incidéncia de doencas e pragas,
classificacdo taxondmica dificultada, e o alto custo de producéo de mudas
por técnicas convencionais, principalmente em decorréncia de insumos e
transporte. Assim, a falta de mudas de bambu com qualidade genética e
fitossanitaria pode tornar-se um gargalo na cadeia produtiva, pois 0s
métodos convencionais de propagacdo ndo conseguem atender a demanda
(OPRINS et al., 2004; MUDOI et al., 2013; SINGH et al., 2013).

As biotecnologias associadas as técnicas de cultura de tecidos
vegetais apresentam grande potencial para o desenvolvimento e a
propagacdo massal de gendtipos superiores, com captura e fixacdo de
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ganhos genéticos e qualidade fitossanitaria, bem como para o
estabelecimento de bancos de germoplasma, visando a manutencdo da
variabilidade genética das populacdes naturais (GUERRA et al., 1999).
Para ambos atributos as técnicas mais avancadas possibilitam a producéo
industrial de plantas in vitro em condic¢fes controladas, as chamadas
biofabricas, a partir de segmentos de plantas matrizes de alto valor
genético, seguindo protocolos desenvolvidos especificamente para cada
espécie a ser propagada.

Alexander e Rao (1968) foram os primeiros a relatar a germinacao
de sementes assépticas de hibridos de bambu (Bambusa x Saccharum) em
meio de cultura contendo sacarose, dando inicio a cultura de tecidos de
bambu. Ressalta-se que ndo tém sido reportados avangos expressivos no
melhoramento de bambus por meio de métodos convencionais (SINGH
etal., 2013).

A literatura associada a esta area revela que protocolos eficientes
de micropropagacao que podem ser utilizados para fins comerciais, foram
estabelecidos somente para 11 espécies (JIMENEZ et al., 2006;
KAPOOR e RAO, 2006; RAMANAYAKE et al., 2006). Uma vez que a
diversidade de espécies de bambu é muito vasta, é necessario estabelecer
protocolos caracteristicos para cada espécie (JIMENEZ e GUEVARA,
2007).

Mehta et al. (2011), Mudoi et al. (2013) e Singh et al. (2013)
revisaram a possibilidade de propagacdo massal e a obtengdo de mudas
uniformes de bambus por meio de diferentes sistemas regenerativos in
vitro. Tanto a embriogénese somatica (LIN et al., 2012; BAG et al. 2012)
como a organogénese (JIMENEZ et al., 2006; RAMANAYAKE et al.,
2006) tém sido as rotas morfogenéticas in vitro efetivamente empregadas
para as finalidades apontadas anteriormente, e o desenvolvimento de
protocolos para a propagacdo in vitro tem sido de grande relevancia para
a otimizago de laboratorios-biofabricas (JIMENEZ e GUEVARA, 2007;
SINGH et al., 2013; MUDOI et al., 2013).

Dentre os fatores que influenciam a organogénese em bambu,
destacam-se 0 genotipo, o estado fisiologico do tecido e a época do ano
em que 0s explantes séo coletados e cultivados (MUDOI et al., 2013;
SINGH et al.,, 2013). Explantes de Dendroclamaus asper coletados
durante a primavera tiveram melhores respostas em termos de diminuicdo
da contaminacdo e aumento da brotacdo levando a um alto ndmero de
brotos (SINGH et al., 2011) enquanto que para Dendrocalamus
hamiltonii, a melhor época foi o verdo (SINGH et al., 2012a).
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Microbiota associada a plantas e contaminacao in vitro

A microbiota de plantas pode ser composta por organismos
procariotos e eucariotos, entre bactérias, fungos, arqueas, virus e
protozoarios, conhecidos por terem capacidade de participar do controle
de varias caracteristicas do hospedeiro, como metabolismo, nutri¢do,
fisiologia e imunologia (OTTMAN et a., 2012; ANDREOTE e PEREIRA
E SILVA, 2017). Virtualmente todos os tecidos vegetais abrigam uma
comunidade microbiana (TURNER et al., 2013a) e numerosos estudos
vém sendo realizados abordando o isolamento de micro-organismos a
partir de tecidos internos e externos de diversos 6érgdos de plantas
(PORRAS-ALFARO e BAYMAN, 2011; VORHOLT, 2012;
SCHLAEPPI e BULGARELLI, 2015). A diversidade e composi¢éo das
comunidades microbianas pode variar entre e dentro de 6rgdos de uma
mesma planta (ANDREOTE e PEREIRA E SILVA, 2017). A filosfera é
a regido aérea das plantas que suporta uma diversificada comunidade de
micro-organismos, que habitam tanto tecidos internos (micro-organismos
endofiticos) como tecidos superficiais (micro-organismos epifiticos)
(LINDOW e BRANDL, 2003). Os segmentos nodais sdo identificados
como os melhores explantes para a microporpagacdo de bambu (GOYAL
etal., 2015) e a microbiota, seja endofitica ou epifitica, dessa regido limita
a propagagdo in vitro (ALl et al. 2009; RAY et al., 2017). Os
contaminantes crescem rapidamente utilizando os nutrientes do meio de
cultura, resultando em mortalidade dos tecidos e redugdo do crescimento
da planta (LEIFERT et al., 1991). O uso de biocidas e antibioticos para
controle da contaminacdo in vitro de bambu é relatado (MUDOI e
BORTHAKUR, 2009; SHARMA e SARMA, 2011; NADHA etal., 2012,
RAY et al., 2017) mas o seu uso indiscriminado pode levar a resisténcia
do micro-organismo (POLLOCK etal., 1983), bem como a fitotoxicidade
(KULKARNI et al., 2007).

Metagenonica — Metabarcoding

O desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo (NGS — next generation sequencing) permite o acesso ao genoma
da comunidade microbiana presente no ambiente sem a necessidade de
cultivo desses organismos (MARGULIES et al., 2005, CUADROS-
ORELLANA et al., 2013). A utilizagio de NGS aumentou
substancialmente durante a Ultima década devido ao baixo custo e
vantagens da técnica. Como consequéncia, o nimero de projetos de
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metagendmica tem aumentado exponencialmente (WOOLEY et al.,
2010).

A metagendmica é o estudo do conjunto dos distintos genomas
(completos ou parciais) de micro-organismos de um ambiente (TRINGE
et al., 2005). A abordagem de metagendmica baseada em uma
amplificacdo prévia de uma regido gendmica especifica, ou
metagendmica de amplicon (targeted metagenomics ou metabarcoding),
permite o estudo quali-quantitativo da variagdo da diversidade de
comunidades de micro-organismos no espa¢o e/ou no tempo quando a
regido selecionada é um metacodigo de barras de DNA do grupo
taxonémico em estudo (IOM, 2013). Como a metagendmica independe
dos métodos microbioldgicos tradicionais de cultivo, essa abordagem
metodoldgica possibilita 0 acesso a diversidade total de microbiotas de
qualquer tipo de substrato em qualquer ambiente do planeta, sem as
restrigbes impostas pela seletividade que existe em outros métodos
(CUADROS-ORELLANA et al., 2013).

Muitos estudos, por meio da metagenémica, vém encontrando
correlagBes entre a composi¢do de microrganismos e caracteristicas
ambientais e geograficas, tais como salinidade, profundidade e latitude
(MARTINY et al., 2006).

Nesse contexto, as anélises a partir do DNA Barcode possibilitam
uma identificagcdo rdpida e padronizada das espécies em determinada
amostra. O método consiste na utilizacdo de um pequeno segmento
padronizado de DNA que seja suficientemente variavel a nivel especifico,
mas pouco variavel ao nivel infra-especifico, baseado na premissa de que
a variacdo genética entre as espécies analisadas excede a variacdo
existente dentro destas mesmas espécies para o segmento de DNA
selecionado (HERBERT et al. 2003).

Tais abordagens influenciam diretamente no conhecimento da real
diversidade de micro-organismoss. Sendo assim, a identificacdo
molecular, além de ser uma ferramenta pratica, representa modernizagéo
no estudo da diversidade da maioria dos grupos de organismos.
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HIPOTESES

¢ O estabelecimento in vitro de espécies de bambu é influenciado
pela combinacdo de agentes quimicos de desifestacdo (PPM e
casugamicina) e a consisténcia do meio de cultura;

e Espécies de bambu apresentam alta riqueza e diversidade de
micro-organimos associados;

¢ O meio de cultura atua como agente seletivo da comunidade
microbiana associada a bambu, alterando a riqueza e diversidade da
comunidade.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar o estabelecimento de culturas in vitro e caracterizar
comunidades microbianas associadas a bambu e ao meio de cultura.

Objetivos especificos

a) Avaliar a eficicia do antibiético casugamicina e do
biocida PPM no meio de cultura, e a consisténcia do mesmo no
estabelecimento de Bambusa vulgaris, Phyllostachys bambusoides e
Dendroclamaus asper in vitro,

b) Conhecer, através de abordagens de metabarcoding, a
composi¢do da comunidade de Archaea, Bacteria e Fungi em tecidos
internos e externos de segmentos nodais de Dendroclamaus asper e no
meio de cultura;

C) Comparar a riqueza e diversidade taxondmica de
Archaea, Bacteria e Fungi em tecidos internos e externos de segmentos
nodais de Dendroclamaus asper e no meio de cultura;

d) Identificar os tAxons com maior abundancia relativa de
sequéncias em tecidos internos e externos de segmentos nodais de
Dendroclamaus asper e no meio de cultura
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Capitulo 1 - Estabelecimento de Bambusa vulgaris,
Phyllostachys bambusoides e Dendroclamaus asper in vitro

Resumo

A presenca de antibidtico casugamicina e PPM (Plant Preservative
Mixture®) no meio de cultura e a consisténcia do meio com vistas ao
estabelecimento in vitro de Bambusa vulgaris, Phyllostachys
bambusoides e Dendrocalamus asper, importantes espécies de bambu,
foram avaliadas. A interacdo dos fatores presenca de PPM e consisténcia
do meio contribuiram para a diminuicdo da contaminagdo microbiana e
da oxidacdo e para 0 aumento do nimero de culturas vidveis in vitro de
B.vulgaris, P. bambusoides e D. asper. A presenca do antibidtico
casugamicina ndo promoveu redugdo significativa da contaminacéo para
D. asper e P. bambusoides. A estagdo do ano foi importante para a coleta
das trés espécies, sendo que o outono foi a estacdo com maiores indices
de culturas viaveis. A presenca de PPM no meio de cultura também
apresentou efeito significativo nas concentragfes de 2 ou 4 mL/L, assim
como o meio de cultura gelificado no aumento de plantas estabelecidas.
Desta maneira, para o estabelecimento in vitro de B.vulgaris, P.
bambusoides e D. asper sdo recomendadas coletas no outono, adi¢do de
2 ou 4 mL/L de PPM ao meio de cultura, e utilizacdo de meio de cultura
liquido.

Palavras-chave: micropropagacdo de bambu, contaminacdo em
bambu, assepsia

Introducéo

Atualmente, no Brasil, a importancia econémica dos bambus
deixou de estar relacionada apenas ao artesanato e a producao de moveis,
e estas plantas e seus produtos so hoje utilizados na construgéo de casas,
quiosques, produtos em bambu laminado-colado e para consumo
alimentar em forma de brotos (AZZINI e BERALDO, 2001; GRECO e
CROMBERG, 2011). Espécies dos géneros Dendrocalamus, Bambusa e
Phyllostachys tém potencial para o plantio no Brasil (GRECO e
CROMBERG, 2011), além das espécies nativas, as quais necessitam de
estudos mais aprofundados para determinar sua melhor utilizag&o.

Bambusa vulgaris Schrad ex Wendl, originaria da Asia Tropical, é
a espécie mais utilizada no mundo. No Brasil € matéria prima para
producdo de papel na regido nordeste do pais, sendo também amplamente
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aproveitado no meio rural para construcfes de estruturas temporarias,
cercas, dentre outros usos (PEREIRA e BERALDO, 2008). Phyllostachys
bambusoides Sieb. & Zucc., originaria da China, tem como principal uso
a construcdo de moveis e laminados e Dendroclamaus asper (Schult. &
Schult. f.) Baker ex K. Heyne, espécie tropical de bambu simpodial
gigante, originaria do Sudeste Asiatico, tem utilizacéo diversificada como
ornamental, biocombustivel, fibras, substituta da madeira em processos
industriais, e na forma de brotos comestiveis (SINGH et al., 2012).

Tradicionalmente, espécies de bambu sdo propagadas por
sementes ou vegetativamente, este Gltimo por meio de segmentos de
colmo ou de rizomas. No entanto, varios problemas sdo relacionados com
essas formas de propagacdo. As sementes apresentam curta viabilidade e
sdo geralmente consumidas pela fauna associada. Além disso, as plantas
de bambu sdo monocarpicas, bastante heterogéneas e apresentam ciclo de
floracdo longo, sendo que para algumas espécies chega até 120 anos. Por
sua vez, a propagacdo vegetativa é dificultada pela limitada
disponibilidade de propagulos, dependéncia sazonal, baixa taxa de
sobrevivéncia, incidéncia de doencas e pragas, classificacdo taxonémica
dificultada, e o alto custo de producdo de mudas por técnicas
convencionais, principalmente em decorréncia de insumos e transporte.
Assim, a falta de mudas de bambu com qualidade genética e fitossanitaria
pode tornar-se um gargalo na cadeia produtiva, pois os métodos
convencionais de propagagdo ndo conseguem atender a demanda
(OPRINS et al., 2004; MUDOI et al., 2013; SINGH et al., 2013).

Frente a essa lacuna na cadeia produtiva do bambu, biotecnologias
baseadas na propagacdo in vitro destas plantas se constituem em
ferramentas apropriadas para a propagacdo em larga escala e rotas
regenerativas baseadas na organogénese tém sido empregadas com
sucesso (JIMENEZ e GUEVARA, 2007). Uma vez que a diversidade de
espécies de bambu é muito vasta, é dificil obter um Unico protocolo (passo
a passo) que permita a micropropagacao de todas elas. Por isso, ha a
necessidade de testar e refinar condi¢cdes de cultivo in vitro para cada
espécie/género (JIMENEZ e GUEVARA, 2007).

Diversos fatores influenciam o estabelecimento de bambu in vitro,
tais como a contaminagdo por micro-organismos, a oxidacdo dos
explantes, estacdo do ano, a juvenilidade dos explantes e a consisténcia
do meio de cultura (MUDOI et al., 2013; SINGH et al., 2012b),

A contaminagdo, seja por fungos filamentosos, leveduriformes
e/ou bactérias, pode levar a 100% de perda do material introduzido, e
assim tornar mais dificil a elaboragéo de protocolos de micropropagac&o.
Geralmente, a contaminagéo in vitro é atribuida a ineficiéncia do processo



37

de desinfeccdo na fase de estabelecimento e das praticas assépticas de
manipulacdo do material ja estabelecido (THOMAS e KUMARI, 2010).
Diversos autores relatam a dificuldade em estabelecer explantes de
diferentes espécies de bambu in vitro devido aos altos indices de
contaminacio (DAS e PAL, 2005; JIMENEZ et al., 2006;
RAMANAYAKE et al., 2006, JIMENEZ e GUEVARA, 2007;
YASODHA et al., 2008; SINGH et al., 2013; MUDOI et al., 2014).

Dentre 0s agentes quimicos mais utilizados para assepsia dos
explantes estdo o hipoclorito de sédio (0,5 — 5%), hipoclorito de célcio (9
—10%) e alcool etilico (70%). Antibidticos, como uma solugéo aparente,
sdo ocasionalmente utilizados para combater ou controlar o crescimento
de micro-organismos in vitro (LONDE et al., 2007). Para bambus, no
entanto, segundo a literatura, os antifingicos benomil, carbendazim e
mancozeb (RAMANAYAKE e YAKANDAWALA, 1997; JIMENEZ e
GUEVARA, 2007, SINGH et al., 2012b; MUDOI et al., 2014) e os
antibiéticos agrimicina, canamicina, streptomicina e gentamicina
(JIMENEZ e GUEVARA, 2007; NADHA et al., 2012; MUDOI et al.,
2014) sdo amplamente utilizados para desinfec¢do dos materiais pré-
introducdo in vitro. O uso de alguns antibidticos pode ser eficiente no
controle de bactérias in vitro, porém seu uso € limitado devido a
toxicidade as vitroplantas, possibilidade de indugdo de resisténcia em
bactérias, e dificuldade de obtencdo dos mesmos (ARRUDA, 2000;
LONDE et al., 2007).

Um agente quimico que tem sido utilizado para eliminar ou
controlar micro-organismos in vitro é o PPM — Plant Preservative
Mixture® (Plant Cell Technology, Washington DC, USA). O PPM
penetra na parede celular de micro-organismos e inibe diversas enzimas-
chave do ciclo do &cido citrico e da cadeia transportadora de elétrons,
atuando como um biocida de amplo espectro (Plant Cell Technology,
2018). Trabalhos com diversas espécies de bambus relatam menores
indices de contaminagéo com a adi¢do de PPM ao meio de cultura durante
as fases iniciais do cultivo in vitro, variando sua concentracdo de 0,1 a
20% (MUDOI et al., 2013; OGITA et al., 2008; JIMENEZ et al., 2006;
JIMENEZ e GUEVARA, 2007).

A oxidacdo é bastante comum em explantes de bambu e
considerada um dois maiores problemas no estabelecimento in vitro
(MUDOI et al., 2013, DAS e PAL, 2005). A exsudacdo de compostos
fendlicos causa escurecimento e necrose dos tecidos que sofreram algum
tipo de injuria, como a seccdo do explante, limitando a absorcdo dos
componentes do meio de cultura e o desenvolvimento da planta (MUDOI
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et al., 2014; GEORGE et al., 2008). Para bambu, diferentes estratégias
sdo relatadas com a intencdo de diminuir a oxidacdo, como a adicdo de
anti-oxidantes ao meio de cultura (SINGH et al., 2012a; SANJAYA et al.,
2005), adicdo de polivinilpirrolidona - PVP (SAXENA e DHAWAN
1999; JULLIEN e VAN, 1994), frequentes transferéncias para um novo
meio de cultura (SINGH et al., 2012b), e estagdo do ano de coleta dos
explantes (MUDOI et al., 2014), sendo que o0 sucesso de cada estratégia
é dependente da espécie em estudo.

A juvenilidade dos explantes e a estacdo do ano em que ocorre a
coleta sdo determinantes para a brotacdo das gemas dormentes e para 0s
indices de contaminagdo (RAMANAYAKE e YAKANDAWALA, 1997,
BANERJEE et al., 2011; SINGH et al., 2012b) e também é dependente
das espécies e do local onde estéo crescendo.

Geralmente, na etapa de estabelecimento, é utilizado o meio de
cultura gelificado, mas para bambu, alguns autores tém relatado maiores
indices de multiplicacdo no meio de cultura liquido (SOOD et al. 2002;
DAS e PAL 2005; ARYA et al. 2006; OGITA et al. 2008).

Por hipotese, o estabelecimento in vitro de espécies de bambu é
influenciado pela combinacdo de agentes quimicos e fisicos. Desta
maneira, este estudo teve como principal objetivo estabelecer plantas de
Bambusa vulgaris, Phyllostachys bambusoides e Dendroclamaus asper
in vitro em duas estagdes de coleta e inoculacéo dos explantes, avaliando
a presenca do antibidtico casugamicina e do biocida PPM no meio de
cultura, e a consisténcia do mesmo.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV) do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis/SC,
Brasil. Como plantas doadoras de explantes foram utilizadas a) Bambusa
vulgaris - Touceira adulta, Florianopolis/SC (27°34°56”S — 48°30°1770;
); b) Phyllostachys bambusoides — Mudas com dois anos mantidas em
vaso na casa de vegetacdo do LFDGV (27°34°50”S — 48°30°15”0), ¢)
Dendroclamaus asper - Touceira adulta - (27°36°07”’S —48°31°29”0).

Para a obtencdo de plantas assépticas foram instalados
experimentos de estabelecimento in vitro para as trés espécies de bambu
citadas em duas estagbes do ano: outono (abril/maio) e primavera
(outubro/novembro).
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Foram avaliadas trés concentragdes da solucdo de Plant
Preservative Mixture®- PPM (Plant Cell Technology, Washington DC,
USA), 0; 2 e 4 ml/l; presenca do antibidtico casugamicina (Kasumin® -
Arysta Lifescience), adicionado na quantidade de 3 mL/L para B.vulgaris
e P. bambusoides e 1 mL/L para D. asper; e consisténcia do meio de
cultura, liquido ou sélido, sendo este Gltimo com adicdo do agente
gelificante AGAR® (5 g/L).

Ramos principais e secundarios foram coletados e transportados ao
LFDGYV onde as folhas e bainhas que cobriam as gemas dormentes foram
retiradas e limpos com algoddo embebido em alcool 70%. Os ramos
foram seccionados em segmentos nodais contendo uma gema dormente
(1,5 £ 0,5 cm) e mantidos a 4°C por seis horas. A seguir, 0s segmentos
nodais foram imersos em solucdo de Tween 20 (1 gota/100 ml de agua
deionizada estéril - ADE) e mantidos sob agitacdo por 20 min, imersos
em solucdo contendo bactericida Agrimicina (3 g/L de ADE) por 15 min,
seguida de uma lavagem com ADE. Apo6s a pré-assepsia, 0s explantes
foram transferidos para a cAmara de fluxo laminar onde foram imersos
em alcool 70 % por 2 min seguidos de imersdo em NaOCI 2% (cloro
ativo) por 15 min. Fez-se trés lavagens com ADE e os explantes
permaneceram imersos em solucdo de PPM® 5% por 16 horas. Antes da
inoculacdo em meio de cultura, foram seccionadas as extremidades dos
segmentos para retirada de tecido oxidado.

O meio de cultura foi composto por sais de MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962; ANEXO A), suplementado com 3% de sacarose e 2 mL/L
de vitaminas de Morel (MOREL e WETMORE, 1951), 15 uM de 6-
benzilaminopurina (BAP), 250 mg/L de Polivinilpirrolidona (PVP), 40
mg/L de sulfato de adenina e PPM (0; 2 e 4 mL/L). Nos tratamentos
contendo antibiético, foi adicionado o antibidtico casugamicina nas
concentracdes ja citadas. O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8
antes da adicdo de 5 g/L de agar (para meio de cultura sélido) e
autoclavagem por 15 min a 121°C e 1,1 atm de presséo.

Todas as culturas foram mantidas a 25 + 2 °C sob 16 h de
fotoperiodo, iluminadas por lampadas fluorescentes tubulares brancas a
40 — 50 pM/m?/s.

Para cada experimento, 14 repeticGes (B.vulgaris) e 15 repetices
(P. bambusoides e D. asper) foram utilizadas como unidade experimental.
As observagbes foram anotadas apds 25 dias de cultivo e dados de
presenga/auséncia de contaminagdo aparente por micro-organismos
(fungos e bactérias), oxidacdo (escurecimento do explante) e
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estabelecimento (brotacdo da gema com auséncia de contaminacdo e
oxidacdao) foram registrados.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado.
Modelos de regressdo foram aplicados em todas as andlises onde
utilizaram-se modelos lineares generalizados. Para todos os modelos
selecionados aplicou-se o critério de informacdo de Akaike (AKAIKE,
1974). Efeitos e coeficientes foram considerados significantes quando
p<0,05 e médias foram separadas ao nivel de 95% de significancia. Todas
as analises foram realizadas na plataforma R (R CORE TEAM, 2014) e
0s pacotes utilizados foram "car" (FOX e WEISBERG, 2011), “gdata”
(WARNES, 2012), "ggplot2" (WICKHAM, 2009), “gmodels”
(WARNES et al., 2012) e “mass” (VENABLES e RIPLEY, 2002).

Resultados e Discussao

Para analise das observagdes e obtencdo de resposta efetiva de
estabelecimento, foram utilizados os dados brutos registrados aos 25 dias
ap6s a inoculagdo. A figura 1 ilustra as etapas do processo de
estabelecimento in vitro de Bambusa vulgaris.
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Figura 1. Etapas do processo de estabelecimento de Bambusa vulgaris in
vitro: A — Planta matriz; B — ramos axilares; C — segmento nodal; D —
seccdo do segmento nodal; E — explante recém inoculado in vitro; F —
explante contaminado por fungo; G — explante contaminado por bactéria;
H — explante oxidado; | — planta estabelecida. Fonte: o autor.
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Culturas originadas de explantes de Bambusa vulgaris coletados
no outono mostraram diferenca significativa entre as concentracdes de
PPM e entre auséncia/presenca de casugamicina (P<0,05) em relacéo a
contaminacdo microbiana aparente (Fig. 2A). De modo geral, houve
decréscimo da contaminacdo conforme se aumentou a dose de PPM (0 a
4 ml/L), demonstrando sua atuagcdo como biocida, assim como a presenga
de casugamicina resultou em menores percentuais de contaminacao.
Somente foi observada diferenca significativa (P<0,05) entre as
consisténcias do meio de cultura na presencga de casugamicina, onde o
meio liquido apresentou menor percentual de explantes contaminados. A
oxidacdo dos explantes coletados no outono ndo foi influenciada pelos
fatores em estudo (P<0,05) (Fig. 2B), onde os valores mantiveram-se
abaixo de 20% de explantes oxidados. Quando analisados os explantes
estabelecidos, verificou-se interagdo entre os fatores e que esta variavel
foi modulada pela presenca de PPM e de casugamicina (P<0,05) (Fig.
2C). O aumento na dose de PPM e a presenca do antibiotico
proporcionaram maior nimero de explantes ndo contaminados e que
tiveram suas gemas desenvolvidas. O maior valor observado de explantes
estabelecidos (80%) deu-se em meio de cultura liquido, acrescido de
casugamicina e 2 ml/l de PPM.
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Figura 2. Contaminacgdo, oxidacdo e estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Bambusa vulgaris coletados no outono.
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Na primavera, a contaminacgdo nos explantes de Bambusa vulgaris
foi influenciada pela presenca de PPM no meio de cultura mas ndo houve
diferenca significativa entre as concentracdes 2 e 4 ml/l (P<0,05) (Fig.
3A). Nesta estacdo do ano, os explantes apresentaram alto percentual de
oxidacdo, chegando a 80% em meio de cultura liquido (Fig. 3B).
Diferenca significativa foi observada apenas em relacdo a casugamicina,
onde na sua auséncia foram obtidos menores valores de oxidacdo. O
estabelecimento dos explantes foi influenciado principalmente pela
consisténcia do meio de cultura, onde em meio solido e na auséncia de
casugamicina foi observado até 30 % de explantes estabelecidos (Fig.
30C).
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Figura 3. Contaminacdo, oxidacdo e estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Bambusa vulgaris coletados na primavera.
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Explantes de Phyllostachys bambusoides coletados no outono
mostraram que a contaminacao microbiana foi modulada pela interagdo
entre PPM e a consisténcia do meio de cultura (P<0,05) (Fig. 4A).
Culturas em meio liquido acrescido de PPM apresentaram menores
percentuais de contaminacdo, sendo observado 0% de contaminacgéo em
meio de cultura liquido acrescido de 4 mL/L de PPM. Os fatores nédo
apresentaram diferenca significativa (P<0,05) sobre a oxidacdo dos
explantes e os valores apresentaram-se entre 0 e 15% nesta época do ano
(Fig. 4B). Quando avaliado o estabelecimento dos explantes in vitro, as
respostas foram moduladas pela interagéo entre os fatores (P<0,05) (Fig.
4C). Verificou-se que a adi¢do e aumento da concentragdo de PPM no
meio de cultura promoveu aumento do numero de explantes
estabelecidos, bem como o uso do meio de cultura liquido. O maior valor
observado de explantes estabelecidos (90 %) deu-se em meio de cultura
liquido acrescido de 4 mL/L de PPM independente da presenca de
casugamicina.
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Figura 4. Contaminacdo, oxidacdo e estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Phyllostachys bambusoides coletados no outono.
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Na primavera, ndo houve diferenca significativa (P<0,05) entre os
fatores com relacdo a contaminacdo e oxidacdo (Fig. 5A). Ja no
estabelecimento dos explantes houve diferenca significativa (P< 0,05)
entre as consisténcias do meio de cultura e entre as concentragdes de
PPM, onde em meio sélido e 4 ml/l de PPM foram observadas maiores
porcentagens de plantas estabelecidas (80%) (Fig. 5C).
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Figura 5. Contaminacdo, oxidacdo e estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Phyllostachys bambusoides coletados na primavera.
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Em explantes de Dendroclamaus asper coletados no outono, a
contaminacao foi influenciada pelo PPM e pela consisténcia do meio de
cultura, assim como pela interacdo entre PPM e casugamicina (P<0,05).
Observou-se que, na auséncia de casugamicina, a contaminagdo
microbiana diminuiu com o aumento da concentracdo de PPM, tanto em
meio de cultura liquido como solido (Fig. 6A). Houve diferenca
significativa (P<0,05) entre a presenca e auséncia de PPM e entre as
consisténcias do meio de cultura, onde o meio liquido apresentou menores
valores de contaminacdo. Na presenca de casugamicina, houve diferenca
significativa (P<0,05) entre as consisténcias do meio de cultura. Nesta
estacdo do ano, os fatores ndo apresentaram diferenca significativa
(P<0,05) sobre a oxidagao, onde os valores mantiveram-se entre 10 e 30%
de explantes oxidados (Fig. 6B). O estabelecimento dos explantes in vitro
foi modulado pela casugamicina e pela consisténcia do meio de cultura
(P<0,05). Os explantes inoculados em meios contendo casugamicina
apresentaram maiores valores de estabelecimento, principalmente em
meio liquido (Fig. 6C). O maior percentual de explantes estabelecidos
(50%) foi observado em meio de cultura contendo 4 ml/l de PPM,
acrescido de casugamicina e de consisténcia liquida ou sélida.
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Figura 6. Contaminacdo, oxidacdo e estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Dendrocalamus asper coletados no outono.
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Na primavera, a contaminagdo microbiana em Dendroclamaus
asper foi influenciada pela interacdo entre todos os fatores, apresentando
diferencgas significativas (P<0,05) (Fig. 7A). Observaram-se menores
percentuais de contaminagdo (20%) em meios de cultura liquido contendo
4 ml/l de PPM e casugamicina. A oxidacdo dos explantes também foi
modulada pelos fatores, onde 0s menores valores foram observados em
meios isentos de PPM e de casugamicina (Fig. 7B). A consisténcia do
meio de cultura apresentou diferenca significativa (P<0,05) em relacéo ao
estabelecimento dos explantes in vitro. Na auséncia de casugamicina, o
meio de cultura liquido apresentou maiores valores de explantes
estabelecidos (Fig. 7C).
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Figura 7. Contaminacdo, oxidacdo e estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Dendrocalamus asper coletados na primavera.
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A partir dos dados obtidos das trés espécies em estudo verificou-
se a influéncia principalmente do PPM e da consisténcia do meio de
cultura no controle da contaminagdo e estabelecimento in Vvitro,
independente da estacdo do ano em que 0s explantes foram coletados e
introduzidos in vitro.

A estacdo do ano é um fator importante a ser considerado na coleta
e estabelecimento de culturas in vitro (TISSERAT, 1985). Alguns
trabalhos com espécies de bambu evidenciam a importancia da época do
ano na reducdo da contaminacéo e aumento da quebra de dorméncia das
gemas, ou seja, inicio da brotacdo e desenvolvimento da gema. Explantes
de D. asper coletados durante a primavera (Fev-Abr, india) apresentaram
melhores respostas em rela¢do & diminuicdo da contaminacéo e aumento
do percentual de gemas brotadas (SINGH et al., 2011) enquanto que o
verdo indiano foi melhor para o estabelecimento de explantes de D.
hamiltonii (SINGH et al, 2012). Também na india, explantes de Bambusa
nutans coletados em Julho, época das mongfes (fim do verdo seco e
aumento da pluviosidade), apresentaram maior brotacdo (NEGI e
SAXENA, 2011). Ornellas et al. (2017) obtiveram alta porcentagem de
contaminacdo em D. asper in vitro coletados no verdo de
Florianépolis/SC/Brasil (verdo quente e chuvoso). Também para D.
asper, explantes coletados na época das pré-mongdes na india obtiveram
melhores respostas de estabelecimento mas com altos indices de
contaminagdo por micro-organismos (BANERJEE et al., 2011). Mudoi et
al. (2014) obtiveram maiores indices de explantes de Bambusa nutans
estabelecidos no outono indiano. Explantes coletados na estagdo do ano
de maior crescimento das espécies tendem a apresentar maiores indices
de desenvolvimento das gemas in vitro (DAS e PAL, 2005). Apesar dos
dados ndo terem sido comparados, observou-se que B. vulgaris e D. asper
apresentaram maior numero de explantes estabelecidos no outono,
estacdo de menor crescimento destas espécies. Ainda assim, ha relatos de
espécies que tiveram maiores indices de estabelecimento in vitro quando
os explantes foram coletados na estacdo de menor crescimento, como
Sapium sebiferum, uma Euphorbiaceae (SIRIL e DAR, 1997) e Myrica
esculenta, uma Myricaceae (BHATT e DHAR, 2004).

Ainda no outono foram observados menores valores de oxidacdo
para as trés espécies. Apesar de ter sido utilizado o agente adsortivo PVVP
acrescido ao meio de cultura, explantes coletados na primavera
apresentaram altos indices de oxidagao. De maneira geral, a exsudagéo de
compostos fendlicos tem sido relatada como menor em épocas de
temperaturas mais baixas (ANDERSONE e IEVINSH, 2002).
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A presenca de PPM no meio de cultura também influenciou a
contaminacdo microbiana e o estabelecimento in vitro onde as
concentracdes de 2 e 4 mL/L controlaram/eliminaram a contaminacéo de
B.vulgaris, P. bambusoides e D. asper. Ogita et al. (2008) obtiveram
sucesso na germinacdo asséptica de Phyllostachys meyeri utilizando 0,1%
de PPM em agua destilada estéril. Jiménez et al. (2004, 2006) relataram
eficiéncia do uso de 2 mL/L de PPM no estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Guadua angustifolia cultivada em casa de
vegetacdo, mas observam que essa concentra¢do nao foi eficiente para
explantes coletados de plantas a campo.

A presenca de casugamicina no meio de cultura pouco influenciou
a contaminagdo in vitro. Verificou-se que sua atuagdo foi dependente de
outros fatores, com excecao de B. vulgaris, onde sua presenca reduziu 0s
indices de contaminagdo microbiana. Casugamicina (Kasumin®) é um
antibidtico sistémico, apresentado na forma liquida, o que permite sua
diluicdo ao meio de cultura. Nahda et al. (2012) utilizaram canamicina e
estreptomicina adicionadas ao meio de cultura para diminuir o
crescimento de bactérias do género Pantoea.

O efeito da consisténcia do meio de cultura também influenciou a
contaminacdo e o estabelecimento das trés espécies de bambu in vitro.
Menores indices de contaminacdo foram obtidos em meio de cultura
liquido, provavelmente porque os explantes ficaram totalmente imersos e
envoltos pelo PPM, o qual efetivamente atuou no controle dos micro-
organismos.

Em meio liquido também foram obtidos maiores indices de
explantes estabelecidos. Na etapa de estabelecimento in vitro geralmente
sdo utilizados meios de cultura gelificados por permitirem melhor
visualizagdo da contaminagdo microbiana e manterem o explante livre de
hipoxia. Singh et al. (2012) ndo obtiveram bons resultados quando
utilizaram meio de cultura liquido no estabelecimento de D. asper in
vitro. Contudo, diversos trabalhos relatam a preferéncia pelo meio liquido
para inicio das culturas de Bambusa balcooa, B. nutans, B. salarkhanii e
B.vulgaris (NURUL ISLAM e RAHMAN, 2005). Segundo Marulanda et
al., (2005) o meio liquido apresenta uma maior distribuicdo e
disponibilidade de nutrientes, o que contribui para o crescimento dos
explantes. Também sdo relatados maiores indices de multiplicacdo e
crescimento in vitro quando utilizados meio de cultura liquido como para
B. balcooa (DAS e PAL, 2005), D. giganteus (ARYA et al., 2006), B.
glaucescens (SHIRIN e RANA, 2007) e Phyllostachys meyeri (OGITA et
al., 2008). Baixo indice de multiplicagdo e crescimento lento em meio
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solido quando comparado ao meio liquido pode ser atribuido ao fato do
agente gelificante liberar agua, nutrientes e fitorreguladores de forma
mais lenta, ndo acompanhando o metabolismo de algumas espécies
(SINGH et al., 2013).

Na maioria dos trabalhos que relatam o cultivo in vitro de espécies
de bambu, o meio utilizado geralmente é de consisténcia solida
(MARULANDA et al., 2005; JIMENEZ et al., 2006), mas diante dos
resultados obtidos, recomenda-se 0 meio de cultura liquido, néo sé pelos
resultados obtidos neste estudo, como por ser de fécil preparagéo e menor
custo.

Conclusoes

Este experimento avaliou a interacdo entre fatores de natureza
quimica e fisica que possam influenciar o estabelecimento in vitro de
bambu. Verificou-se que as intera¢fes sdo complexas, onde a presenca de
PPM no meio de cultura e a consisténcia do meio influenciaram os indices
de contaminacdo, oxidacdo e estabelecimento de Bambusa vulgaris,
Phyllostachys bambusoides e Dendrocalamus asper. A adicdo de
antibidtico casugamicina ao meio de cultura ndo apresentou influéncia na
contaminacdo de P. bambusoides e D. asper in vitro, ou seja, ndo houve
diminuicdo significativa da contamina¢do microbiana quando o
antibidtico foi adicionado ao meio de cultura. A partir dos resultados
obtidos pode-se recomendar que o estabelecimento in vitro de B.vulgaris,
P. bambusoides e D. asper in vitro seja realizado no outono, com adi¢éo
de 2 ou 4 mL/L de PPM ao meio de cultura e utilizacdo de meio de cultura
liquido.
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Capitulo Il — Caracterizacdo por metabarcoding da microbiota
associada a Dendroclamaus asper (Schult. & Schult. f.) Backer ex K.
Heyne

Resumo

A anélise de metabarcoding de DNA de Archaea, Bacteria e Fungi
associados a Dendrocalamus asper permitiu obter informacdes sobre sua
estrutura, tanto em segmentos nodais das plantas quanto nos meios de
cultura onde os segmentos foram inoculados. O sequenciamento de
amplicons utilizando plataforma Illumina MiSeq revelou 1.070 UTOs,
sendo 12 de Archaea, 391 de Bacteria, e 667 de Fungi. Diferencas na
riqueza e diversidade das comunidades foram observadas, tanto entre as
amostras como entre os tratamentos. Em Archaea, todos os UTOs
pertencem ao filo Thaumarchaeota, e 0s géneros Candidatus
Nitrosopumilus e Candidatus Nitrososphaera foram identificados. Os
filos mais abundantes em Bacteria foram Proteobacteria, Firmicutis,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Acidobacteria, sendo o género Pantoea
responsavel pela maior abundancia de sequéncias no meio de cultura. Em
Fungos, foram identificados os filos Ascomycota e Basidiomycota, onde
as classes Sordariomycetes e Dothideomycetes foram responséaveis pela
maior abundancia de sequencias, notadamente a ordem Pleosporales. Este
¢ o primeiro trabalho que buscou identificar a microbiota associada a uma
espécie de bambu e possiveis contaminantes da fase de estabelecimento
in vitro por meio de abordagens metagenémicas.

Palavras-chave: Archaea, Bacteria, Fungi, bambu, metagenémica

Introducéo

Dendroclamaus asper (Schult. & Schult. f.) Backer ex K. Heyne,
Bambusoideae, Poaceae, é uma espécie de bambu tropical simpodial de
multiplos usos e utilidades, originaria do sudeste asiatico e de alto valor
econdmico. No Brasil é popularmente chamada de bambu balde ou
bambu gigante, com colmos resistentes, podendo chegar & 30 cm de
didametro e 30 m de altura, e por isto tem grande potencial para 0 uso na
construcdo civil. Além disso, é uma das espécies mais cultivadas em
climas tropicais para a producéo de brotos comestiveis (BANERJEE et
al., 2011; DEZHU e STAPLETON, 2006; GRECO e CROMBERG,
2011). Muitos trabalhos de micropropagagdo de bambu foram e estdo
sendo realizados, principalmente em paises asiaticos, e os relatos de altos
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indices de contaminagdo por micro-organismos no estabelecimento in
vitro sdo visiveis (MUDOI et al., 2014; MUDOI et al., 2013; SINGH et
al., 2012ab; BANERJEE et al., 2011, JIMENEZ e GUEVARA, 2007).
No Brasil, o trabalho de Ornellas et al. (2017) revelou intensa
contaminagdo microbiana em D. asper, chegando a 93% de perda de
explantes no estabelecimento da espécie in vitro.

A contaminagdo por micro-organismos é uma das principais causas
de descarte de plantas e subsequente atraso nas pesquisas em laboratorios
e elevacdo de custos de producdo em biofabricas comerciais. Geralmente
resulta em variacdo no crescimento da cultura, necrose dos tecidos,
diminuicdo dos indices de multiplicacdo e mortalidade da cultura
(GEORGE et al., 2008). A presenga dos micro-organismos nessa etapa
pode ser decorrente da prépria planta matriz (micro-organismos
associados), da ineficiéncia do processo de assepsia ou do incorreto
manuseio dos explantes e materiais. A contaminacao, seja da planta e/ou
do meio de cultura se deve principalmente a presenca de micro-
organismos epifiticos, endofiticos, oportunistas e/ou patogénicos
(LONDE et al., 2007). Estudos mostram que, eventualmente, em culturas
considerados axénicas (livres de micro-organismos) observa-se 0
crescimento microbiano no meio de cultura ou sobre as vitroplantas,
sendo que estes podem aparecer logo no dia seguinte a inoculacéo, ou
apos algum evento de estresse mecanico, fisico ou nutricional (THOMAS
et al., 2008). Existem ainda micro-organismos que apresentam
crescimento lento em meio de cultura e que por isso sdo percebidos
tardiamente (ARAUJO et al., 2010).

A microbiota de plantas é altamente diversa e influenciada pelo
genotipo vegetal, variando de acordo com o tecido da planta hospedeira,
com as condi¢Bes macro e micro ambientais, com a idade, e com o estado
hidrico e nutricional da planta (TURNER et al., 2013). Virtualmente
todos os tecidos vegetais hospedam uma comunidade de micro-
organismos (TURNER et al., 2013) e para o cultivo de plantas in vitro os
tecidos aéreos superficiais e internos sdo os mais utilizados como
explantes.

Um importante passo a ser dado na tentativa de minimizar os danos
causados por micro-organismos contaminantes é a identificacdo e
caracterizacdo dos mesmos. A partir desse conhecimento é possivel tomar
medidas especificas para eliminacdo, controle e até mesmo manutencéo,
como por exemplo, no caso de endéfitos promotores de crescimento.

De maneira geral a identificacdo morfologica e/ou molecular de
micro-organismos associados a diferentes espécies de bambu é realizada
a partir de cepas isoladas e cultivadas em meio especifico. Os métodos
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baseados em cultura revelam grande diversidade de micro-organismos
associados a plantas, mas ndo na sua totalidade. As abordagens baseadas
no cultivo favorecem o crescimento de apenas alguns membros da
comunidade, enquanto uma grande parte da populacéo é negligenciada.
Estima-se que apenas 1% dos microrganismos presentes em um
ecossistema pode ser caracterizado usando as técnicas tradicionais de
cultura (TORSVIK et al., 1998, FU et al., 2011).

Nos dltimos anos, estudos de metabarcoding, ou seja, a utilizacdo
de sequéncias barcode para identificacdo massal de UTOs (Unidades
Taxondmicas Operacionais) associados a plataformas de sequenciamento
de nova gerag&o, tem incrementado o conhecimento acerca da diversidade
de micro-organismos em diferentes habitats, incluindo aqueles associados
a plantas (AKINSANYA et al., 2015). A maioria dos trabalhos que utiliza
metagendmica e suas variagdes, dentre elas o metabarcoding, busca
inventariar a microbiota de amostras complexas como solo, lixo, intestino
humano e de insetos (IHRMARK et al., 2012; SUENAGA, 2012;
DJEMIEL et al., 2017). A aplicacdo do sequenciamento de nova geragdo
para analise de metabarcoding e metagenémica de amostras de DNA
ambiental permite também identificar espécies ndo cultivaveis da
microbiota (REVA et al., 2015). Na Biologia de plantas essas abordagens
também foram usadas para estudar interagBes planta-microbiota
revelando enddfitos cultivaveis e néo cultivaveis que podem ser benéficos
e buscando aplicabilidade para os mesmos (SESSITSCH et al., 2012;
AKINSANYA et al., 2015; PERSOH, 2015; MULLER et al., 2015;
BECKERS et al., 2017; DJEMIEL et al., 2017).

O metabarcoding de DNA de comunidades de Archaea e Bacteria
utilizando sequéncias 16S rRNA e de comunidades de Fungi utilizando
regibes ITS (Internal Transcribed Spacer) vém contribuindo para o
entendimento do papel significativo da microbiota de plantas (TURNER
et al., 2013; SCHLAEPPI e BULGARELLI, 2015; BUSBY et al., 2017)
e pode ser utilizado para conhecer e entender o comportamento dessas
comunidades no processo de estabelecimento de plantas in vitro.

Por hipétese, espécies de bambu apresentam alta riqueza e
diversidade de micro-organimos associados e 0 meio de cultura pode
atuar como agente seletivo da comunidade microbiana associada a
bambu, alterando a riqueza e diversidade da comunidade. Desta maneira,
0 objetivo do presente estudo foi caracterizar a comunidade microbiana
(Archaea, Bacteria e Fungi) em segmentos nodais de Dendroclamaus
asper e nos meios de cultura provenientes do estabelecimento in vitro de
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segmentos nodais, utilizando sequenciamento de nova geracdo -
metabarcoding.

Material e Métodos
Estratégia de amostragem

Cinco plantas de Dendroclamaus asper cultivadas na localidade
Rio Bravo de Baixo, municipio de Santa Rosa de Lima, Santa Catarina,
Brasil (28°02°46,5” S; 49°06°36,5” O, altitude de 319 m) foram
amostradas em novembro de 2016. Nao é possivel afirmar que as plantas
avaliadas neste estudo sdo provenientes de um mesmo genoétipo, mas as
cinco plantas compartilham o mesmo histérico de cultivo (tratos culturais,
idade, etc.) e condi¢cbes de desenvolvimento (clima, solo, etc.). A
classificacdo climatica segundo Ko&ppen-Geiger é Cfa (subtropical
Umido) e no momento da coleta, as 9 horas, a temperatura era de 26°C,
sem precipitagdo no momento e no dia anterior. As plantas com quatro
anos de idade encontravam-se distantes seis metros umas das outras (Fig.
1A, B). Para cada planta foram utilizadas luvas, pingas, bisturis, laminas
para bisturi e tubos tipo Falcon (15 ml) para armazenamento das amostras,
previamente esterilizados. Foram coletados 20 segmentos nodais (Fig.
1C, D) de cada planta, localizados no terco médio dos ramos principais a
altura de 1,5 m do chéo.

Os segmentos foram separados em duas amostras compostas por
10 segmentos nodais onde uma amostra foi destinada a extracdo de DNA
total in vivo (NS) e a outra amostra destinada ao cultura in vitro e posterior
extracdo de DNA total do meio de cultura (CM), totalizando dez amostras
(NS1, NS2, NS3, NS4, NS5, CM1, CM2, CM3, CM4, CM5) reunidas em
dois tratamentos NS e CM.
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Figura 1. Dendroclamaus asper cultivados em Santa Rosa de Lima/SC.
(A) Planta 1; (B) Plantas 4 e 5; (C) Coleta dos segmentos nodais; (D)
Segmento nodal.

As amostras foram armazenadas sob refrigeragéo e transportadas
imediatamente ao Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e
Genética Vegetal (LFDGV), da Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, Brasil. As cinco amostras NS foram armazenadas em
freezer -80°C até o momento da extra¢do do DNA. As cinco amostras CM
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foram inoculadas em meio de cultura de MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962), onde nesse caso, cada segmento nodal foi inoculado
individualmente em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio, em camara
de fluxo laminar, totalizando 10 sub-amostras para cada amostra. O meio
de cultura foi composto por sais de MS, 2 ml/lde Vitaminas de Morel
(MOREL e WETMORE, 1951) e 3 g/lde sacarose. O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8 antes da adicdo de 6 g/l de &gar e
autoclavagem por 15 min a 121°C e 1,1 atm de pressdo. Os tubos
permaneceram 30 dias em sala de crescimento a 25 + 2 °C sob 16 h de
fotoperiodo, iluminados por lampadas fluorescentes tubulares brancas.

Extracdo, sequenciamento e curadoria das sequéncias de DNA

Para extracdo de DNA total foi utilizado o Kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega Corporation, Madison, WI, EUA), segundo
protocolo do fabricante. Cada amostra de NS foi macerada em nitrogénio
liquido e 75 mg de tecido vegetal foram usados para extracao.

Para a preparacdo das amostras CM, ap6s 30 dias in vitro, os
segmentos nodais foram descartados e os meios de cultura referentes a
cada amostra foram intensamente agitados em agitador de tubos tipo
Vortex® para mistura e solubilizacdo dos compostos. Para compor a
amostra final, foi utilizado 1 ml de cada tubo, totalizando 10 ml de meio
de cultura para cada amostra. Para extracao do DNA total foram utilizados
3 ml de cada amostra. O DNA total extraido foi quantificado e analisado
para pureza a 260/280 nm (1,9-2,0) para proteinas e 260/230 (1,9-2,0) nm
para polifendis (Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific, EUA) e
Qubit3® (Invitrogen-Life Technologies) por fluorimetria para quantidade
de DNA total e estocado a -80°C.

Para analisar a composicdo das comunidades de Bacteria, Archaea
e Fungi foi realizada a abordagem de sequenciamento de amplicons?
utilizando plataforma Illumina MiSeq, onde a biblioteca foi construida
com utilizacdo da estratégia PE300, em cinco amostras de segmentos
nodais in vivo e cinco amostras de meio de cultura.

1 Amplicon — fragmento resultante da amplificagdo por PCR, de fragmentos
especificos de DNA ou RNA.
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As amostras receberam sequéncias barcoding para diferenciacdo
apos o sequenciamento conjunto. O quadro 1 apresenta as regides e
sequéncias de primers utilizados para amplificagdo e sequenciamento dos
metabarcodings de Archaea, Bacteria e Fungi.

Quadro 1. Regides e sequéncias de primers utilizados para amplificacdo
e sequenciamento dos metabarcodings de Archaea, Bacteria e Fungi em
segmentos nodais de Dendroclamaus asper e no meio de cultura.

Grupo Regido | Sub- Sequéncias de primers (5-3°)

taxonémico Regido

Archaea 16S V4 CAGYMGCCRCGGKAAHACC,
GGACTACNSGGGTMTCTAAT

Bacteria 16S V3-V4 | GTGCCAGCMGCCGCGGTAA,
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT

Fungi ITS ITS2 GCATCGATGAAGAACGCAGC,
TCCTCCGCTTATTGATATGC

As etapas de amplificacdo, sequenciamento, preparo das
bibliotecas e andlise parcial dos dados foram realizadas pela empresa
Novogene Corporation (EUA). A partir das sequéncias centrdides
fornecidas por essa empresa, foi realizada a curadoria manual baseada na
busca por similaridade nas bases de dados SILVA (PRUESSE et al.,
2007) para Archaea e Bacteria e UNITE (ABARENKOV et al., 2010)
para Fungi, com identidade minima > 95% (CAMACHO et al. 2008).
Antes das analises todas as sequéncias de cloroplastos e mitocéndrias
foram retiradas do conjunto de dados.

Anadlise da Riqueza e Diversidade

Diferencas na diversidade alfa entre tratamentos foram avaliadas
por meio da construgdo de curvas de interpolacdo (ou rarefacdo) e
extrapolagdo da riqueza de espécies (CHAO et al., 2014; HSIEH, et al.,
2016). Além disso, a riqueza total foi extrapolada com o estimador Chaol,
um estimador ndo-paramétrico que utiliza as espécies raras € a riqueza
observada para inferir a riqueza total da amostra. As estimativas foram
realizadas com o uso da abundéncia das UTOs.

A diversidade beta foi comparada entre tratamentos com analises
de varidncia multivariadas com base em permutagdes (Permanova,
MCARDLE; ANDERSON, 2001), utilizando 999 iteracdes. Como essa
andlise pode confundir efeitos de localizacdo (composicéo diferente entre
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tratamentos) com efeitos de dispersdo (variacdo ou diversidade beta
diferente dentro de tratamentos; WARTON et al WRIGHT; WANG,
2012), testamos também a homogeneidade da dispersdo multivariada
(ANDERSON, 2006; ANDERSON et al., 2006) para avaliar a capacidade
das Permanovas em apontar inequivocadamente para diferencas na
composicdo de espécies. Ademais, realizamos esses testes com dados de
presencga-auséncia de UTOs seguidas do calculo da dissimilaridade de
Jaccard e, alternativamente, com dados de abundancia de UTOs
(transformadas com log(x + 1) para diminuir o peso de UTOs muito
abundantes) seguida do calculo da dissimilaridade de Bray-Curtis. As
andlises foram realizadas nos pacotes INEXT (CHAO et al., 2014; HSIEH
et al., 2016) e vegan (OKSANEN et al., 2017) no programa R (R CORE
TEAM, 2017).

A partir dos dados de presenga/auséncia de UTOs (Unidades
Taxonbmicas Operacionais) de Archaea, Bacteria e Fungi foram
construidos Diagramas de Venn para detalhar o compartilhamento e
exclusividade de UTOs.

Anélise da estrutura das comunidades microbianas

As comparacdes entre as comunidades microbianas foram feitas
com base nas abundancias relativas dos componentes de cada
comunidade. Sequéncias ndo classificadas ao nivel de Dominio (Archaea
e Bacteria) foram excluidas do conjunto de dados.

Resultados e discussao

Pela primeira vez a microbiota associada a Dendroclamaus asper
foi examinada por meio de abordagem metagenémica baseada no
sequenciamento de amplicons (metabarcoding).-Também € inédito o uso
dessa abordagem para determinar a composicdo de micro-organismos
considerados contaminantes do cultivo in vitro de bambus.

O sequenciamento gerou grande numero de dados brutos,
totalizando 4.596.911 sequéncias das quais 760.331 e 765.543 foram
obtidas em segmentos nodais (NS) e meio de cultura (CM),
respectivamente para Archaea, 691.004 e 765.173 em NS e CM para
Bacteria e 808.791 e 836.076 em NS e CM para Fungi (Tab.1).
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Tabela 1. Resumo da estatistica descritiva (dados brutos do sequenciamento e dados efetivamente utilizados apds
a curadoria manual — ACM).

Sequéncias ) Tgmanho Total de Seq. de _Seg. de_ Seq._néo _S_eq. ngal

Amostras brutas Seq. limpas % GC médio das UTOs cloroplastos mitocondrias classificadas  utilizadas UTO
seg. (nt) ACM ACM ACM ACM s

ACM

NS1 153.367 144.656 54,48 247 342 96.717 30.769 6.071 183 4

NS2 144.188 135.020 54,87 248 253 113.164 13.531 4.001 14 3

NS3 158.576 149.889 54,99 248 263 114.484 26.938 2.925 131 2

NS4 159.018 149.905 55,15 248 179 126.584 17.666 1.829 90 3

NS5 145.182 133.045 54,63 247 215 111.948 12.757 5.800 1 1

- Total NS 760.331 712.515 - - - 562.897 101.661 20.626 419 -
g CM1 157.364 149.838 55,76 249 124 156 574 166 136 2
< CM2 158.790 147.209 55,39 249 220 182 1.999 4.381 97 5
CM3 151.699 137.203 57,58 249 154 189 95 192 1.600 8
CM4 148.465 140.575 55,96 249 138 116 423 353 1 1
CM5 149.225 141.160 55,83 249 153 280 596 112 840 7
Total CM 765.543 715.985 - - - 923 3.687 5.204 2.674 -
ol 55874 1.428.500 - - - 563.820 105.348 25.830 3093 -

Archaea
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Sequéncias ) Tgmanho Total de Seq. de _Seq. de_ Seq._néo _S_eq. ngal

Amostras brutas Seq. limpas % GC médio das UTOs cloroplastos mitocondrias classificadas  utilizadas UTO
seg. (nt) ACM ACM ACM ACM s

ACM

NS1 148.909 110.521 55,86 373 101 89.368 19.742 16 12.311 274

NS2 141.613 104.871 55,77 372 88 77.415 25.464 4 6.298 190

NS3 132.037 101.004 57,37 373 68 80.173 20.044 4 6.194 190

NS4 125.299 92.623 55,97 372 62 65.528 22.849 0 7.982 141

NS5 143.146 99.742 55,91 372 79 64.806 31.239 2 6.234 145

,.< Total NS 691.004 508.761 - - - 377.290 119.338 26 39.019 -

'é CM1 142.846 117.181 54,95 373 52 115 54 1 265.817 115

3 CM2 150.714 118.627 55,06 373 72 240 370 1 258566 164

CM3 145.547 115.723 55,02 373 52 157 133 2 250.558 141

CM4 150.568 123.409 55,03 373 50 167 91 1 262.832 125

CM5 145.498 118.750 55,12 373 53 150 132 1 257.799 138
Total CM 735173  593.690 - - . 829 780 6 12557
B-alt—(?tt::ia 1.426.177 1.102.451 - - - 378.119 120.118 32 1'33;1'59 -
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Funai

NS1 166857 155377 4817 300 428 0 0 0 155377 428
NS2 165375 149417 4882 300 456 0 0 0 149.417 456
NS3 127283 113062 4976 299 401 0 0 0 113062 401
NS4 177939 167576 4925 299 350 0 0 0 167.576 350
NS5 171337 161427 4869 300 399 0 0 0 161427 399

TotalNS 808791  746.859 - - . 0 0 0 746859 -
CML  169.767 150663 50,19 304 195 0 0 0 159.663 195
CM2 163903 150113 5259 314 211 0 0 0 150113 211
CM3 171346 151934 501 302 243 0 0 0 151,934 243
CM4 164397 160680 5278 306 209 0 0 0 160.680 209
CM5 166663 148867 512 303 325 0 0 0 148.867 325

TotlCM 836076  771.257 - - . 0 0 0 257 -

FTL?;g'i 1644867 1518116 - - . 0 0 0 1'5168'11 -
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Apo0s a curadoria manual baseada no alinhamento das sequéncias
centréides (fornecidas pela Empresa Novogene) com sequéncias
depositadas nos bancos de dados SILVA (Archaea e Bacteria) e UNITE
(Fungi), os resultados de cada grupo taxondmico foram alterados (Tab.
1).

Um total de 1. 070 unidades taxondmicas operacionais foram
identificadas baseadas no sequenciamento das regides de 16S rRNA
(Archaea e Bacteria) e ITS (Fungi).

Andlise da riqueza e diversidade

A cobertura da amostragem indicou que houve suficiéncia
amostral para o célculo dos estimadores (Tab. 2). As curvas de rarefacdo
e extrapolagdo (Fig. 2A e B) também indicam que o esforco de
amostragem foi suficiente para capturar a riqueza total de UTOs em
Archaea, Bacteria e Fungi.

Tabela 2. UTOs observados e estimador de riqueza Chaol por amostra e
cobertura por tratamento (NS-segmento nodal, CM-meio de cultura) de
Archae, Bacteria e Fungi associados a Dendroclamaus asper.

Chaol- Chaol- Cobertura

Amostra UTOs Chaol

LCL UCL (%)
NS1 4 4 4 5.444
NS2 3 3.929 3.071  15.096
NS3 2 2 2 2
NS4 3 3 3 4.493
NS5 1 1 1 2.549
Archaea NS 99.8
CM1 2 2 2 2.168
CM2 5 6.979 5179  26.921
CM3 8 8 8 8.574
CM4 1 1 1 2.549
CM5 7 7.999 7.09 18.053

CM 100
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NS1 274  280.722 276.272 293.886
NS2 190 223.615 205.55 262.665
NS3 190  230.327 209.063 275.312
NS4 141  201.492 168.828 272.499
NS5 145  206.623 172.996 280.644
) NS 100
Bacteria
CM1 115  140.13 125.864 173.132
CM2 164  222.074 193.587 277.989
CM3 141  207.881 174.053 276.329
CM4 125 24505 178.012 396.86
CM5 138  220.617 178.035 308.491
CM 100
NS1 428  470.72  451.552 505.488
NS2 456  527.052 497.794 576.794
NS3 401  481.083 448.433 536.205
NS4 350  431.594 398.309 487.812
NS5 399 444403 424.678 479.278
Fungi NS 100
CM1 195 315999 256.843 431.743
CM2 211  336.289 276.008 452.468
CM3 243  354.308 306.719 437.44
CM4 209  320.183 266.009 425.838
CM5 325  448.127 397.789 533.278
CM 100

A riqueza entre tratamentos (NS e CM) foi comparada por meio da
abundancia das UTOs. As diferencas na riqueza entre Archaea, Bacteria
e Fungi podem ser verificadas na figura 2A, onde Archaea mostrou-se o
grupo com menor riqueza, tanto em segmentos nodais como em meio de
cultura, o que pode ser explicado pelo pequeno nimero de UTOs
identificados (12 UTOs). Fungi em segmentos nodais é o grupo com
maior riqueza (644), seguido de Bacteria em segmentos nodais(362),
Fungi em meio de cultura(425) e Bacteria em meio de cultura(243).
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A riqueza dentro dos grupos taxonémicos pode ser avaliada na
figura 2B. Em Archaea ndo houve diferenca na riqueza de UTOs entre NS
e CM. Em Bacteria e Fungi, NS apresentou maior riqueza quando
comparado a CM.

O estimador Chaol, que representa o nimero total de UTOs
presentes em cada amostra demonstrou que os tratamentos com maior
numero de UTOs apresentaram maiores indices de Chaol (Tab.2). Tanto
para NS como CM os maiores indices de riqueza foram observados em
Fungi seguido de Bacteria e Archaea. Chaol também demonstrou que
houve diferenga significativa (P<0,05) entre as amostras de mesmo
tratamento e entre amostras de diferentes tratamentos provenientes da
mesma planta, dentro dos grupos taxonémicos (Tab. 2; Fig. 2C). Archaea
é 0 grupo com menor riqueza de UTOs, notadamente NS 5 que difere de
NS1 (P<0,05), e CM1 e CM4 que diferem dos demais CM (P<0,05). Em
Bacteria, NS1 apresentou maior riqueza em relacdo aos demais NS,
enquanto CM1 apresentou menor riqueza em relacdo aos demais CM.
Fungi, o grupo com maior riqueza de UTOs, também apresentou
diferenca entre amostras de NS, onde NS2 diferiu de NS4 e NS5 (P<0,05),
mas ndo foi observada diferenca entre as amostras de CM. Também foi
possivel detectar diferencas na riqueza entre amostras de segmentos
nodais e meios de cultura da mesma planta. Apresentaram diferenca
(P<0,05) NS3/CM3 e NS5/CM5 em Archaea, onde a riqueza nas amostras
de CM foi maior que nas amostras de NS. O mesmo foi verificado para
as amostras NS4/CM4 e NS5/CM5 em Bacteria e NS5/CM5 em Fungi,
ainda que estas ndo tenham apresentado diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 2. Riqueza de UTOs de Archaea, Bacteria e Fungi associados a
Dendroclamaus asper. A, B) Curvas de rarefacdo e extrapolacéo para a
rigueza de OTUs; C) Riqueza de espécies de OTUs com base no
estimador de Chaol. Pontos sdo a estimativa de cada amostra e linha
indicam o limite superior e inferior do intervalo de confianca de 95% de
cada estimativa.
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A diversidade beta, entre os tratamentos NS e CM dentro dos
grupos taxondmicos, mostrou diferenca significativa na composicdo de
UTOs para Archaea e Bacteria (Fig. 3A e Tab. 3). Para Fungi, houve
diferenca na composicdo, embora também tenha ocorrido diferenca de
dispersdo multivariada (homogeneidade das dispersdes), ou seja,
diversidade beta diferente entre tratamentos, aparentemente com maior
diversidade beta entre amostras dos CM, o que dificulta em apontar
inequivocamente para diferencas na composicdo de UTOs entre
tratamentos.

Figura 3. Diagramas de ordenacdo (PCoA) para diferengas na composigdo
de UTOs de Archaea, Bacteria e Fungi associados a Dendrocalamus
asper, entre amostras (NS-segmento nodal, CM-meio de cultura). A) com
base na dissimilaridade de Jaccard; B) com base na dissimilaridade de
Bray-Curtis, considerando a abundéncia das sequéncias.
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Tabela 3. Testes para homogeneidade de dispersdo multivariada e anlise
de variancia multivariada (Permanova) entre Planta e Meio de cultura
para Archaea, Bacteria e Fungi. As analises foram realizadas com base na
dissimilaridade de Jaccard e dados de presenga-auséncia de UTOs.

onomico cipersao _Permanova

Archaea oas  P=0120 Tt g
Bacteria a P02 Ll
Fungi F1,8=636 P=0018 F3%6984: OI.DOS6

Ao considerar também a abundancia de sequéncias (transformadas
com log(x + 1)), ndo houve diferenga na composic¢éo e abundancia de
UTOs de Archaea. Para Fungi, houve diferenca entre tratamentos NS e
CM (Fig. 3B e Tab. 4). Para Bacteria houve diferenca na dispersdo
multivariada (diversidade beta diferente entre tratamentos, aparentemente
com maior diversidade beta entre amostras das Plantas), dificultando em
apontar inequivocadamente para diferengas na composicéo e abundancia
de UTOs entre tratamentos.

Tabela 4. Testes para homogeneidade de dispersdo multivariada e andlise
de variancia multivariada (Permanova) entre Planta e Meio de cultura
para Archaea, Bacteria e Fungi. As analises foram realizadas com base na
dissimilaridade de Bray-Curtis e dados de abundancia de UTOs
transformadas logaritmicamente.

Grupo Homogeneidade de

taxondmico dispersao Permanova

Archaea Toses  PEOSB an oo
Bacteria siss P00 aor pon
Fungi Fz?ég 4= P=0.152 Fg%églz 0?038

Nas amostras de segmentos nodais e de meio de cultura foram
encontrados UTOs exclusivos e compartilhados para todos os grupos. Em
Archaea (Fig. 4A), seis UTOs (50%) foram compartilnados entre as
amostras, trés UTOs (25%) foram exclusivos dos segmentos nodais, e trés
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(25%) exclusivos do meio de cultura. Quando se compara 0 nimero de
UTOs compartilhados e exclusivos entre as amostras do mesmo grupo,
observa-se que NS1, NS3, NS4 e NS5 possuem UTOs exclusivos e CM3
é a tinica amostra com UTO exclusivo de Archaea. Aindaem NS, nenhum
UTO é compartilhado entre todas as amostras.

Em Bacteria (Fig. 4B), foram encontrados 214 UTOs (54,7%)
compartilhados, 148 (37,8%) exclusivos dos segmentos nodais, e 29
(7,4%) exclusivos do meio de cultura. Dentro de NS, 81 UTOs foram
compartilhados entre todas as amostras e todas as amostras apresentaram
UTOs exclusivos. Dentro de CM, 64 UTOs foram compartilhados entre
todas as amostras e apenas CM3, CM4 e CM5 apresentaram UTOs
exclusivos.

Em Fungi (Fig. 4C), 402 UTOs (60,3%) foram compartilhados
entre as amostras, 242 (36,3%) exclusivos dos segmentos nodais, e 23
(3,4%) exclusivos do meio de cultura. Dentro de NS, 209 UTOs foram
compartilhados entre todas as amostras e todas as amostras apresentaram
UTOs exclusivos. Dentro de CM, 112 UTOs foram compartilhados entre
todas as amostras e todas as amostras apresentaram UTOs exclusivos.
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Figura 4. Diagramas de Venn demonstrando o nimero de UTOs de
Archaea, Bacteria e Fungi em segmentos nodais (NS) de Dendroclamaus
asper e no meio de cultura (CM).

Archaea Bacteria Fungi

Treatment

Nodal segment

Culture medium

Ao considerar que os UTOs compartilhados sdo uma parte dos
UTOs de NS pode-se inferir que 66,7% dos UTOs de Archaea, 59,2% de
Bacteria e 62,42% de Fungi, foram detectados no meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), sugerindo que a porcentagem de
micro-organismos cultivaveis pode ser maior que 1%, mas o crescimento
ndo é suficiente para identificacdo por meio de abordagens que ndo de
metagendmica.

Verificou-se diferencas na riqueza e diversidade de UTOs de
Archaea, Bacteria e Fungi em Dendroclamaus asper, por meio do
sequenciamento de amplicons 16S rRNA e ITS em segmentos nodais e
meios de cultura provenientes do cultivo in vitro de segmentos nodais.
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Fungi foi o grupo com maior riqueza de UTOs, seguido de Bacteria
e Archaea. Os fungos sdo uma das principais linhagens eucaridticas
equivalentes em nimero de espécies aos animais, excedendo o nimero de
plantas descritas (BLACKWELL, 2011). Compreendem
aproximadamente 100 mil espécies descritas (incluindo sinonimias) mas
a diversidade de fungos estimada é de um a mais de cinco milhGes de
espécies (BLACKWELL, 2011; HAWKSWORTH, 2012; TEDERSOO
et al., 2014). Apesar de Bacteria e Archaea terem reconhecidamente
maior diversidade genética (FRASER et al., 2009), esse trabalho
identificou menor nimero de UTOs desses dominios em Dendroclamaus
asper quando comparados a Fungi.

Também foram detectadas diferengas na riqueza de UTOs dentro
dos grupos taxondémicos, onde segmentos nodais de Fungi e Bacteria
apresentaram maior riqueza quando comparados aos meios de cultura. Por
meio do estimador Chaol verificou-se que houve diferenca na riqueza
entre amostras do mesmo tratamento, ou seja, diferenca na composicdo
da microbiota entre as cinco plantas amostradas. Essa diferenca foi
detectada em Archaea, Bacteria e Fungi, em amostras de segmentos
nodais e amostras de meio de cultura, com exce¢do de Fungi em meio de
cultura. A composicdo da microbiota é altamente variavel e depende da
espécie da planta, genotipo, seu estagio de desenvolvimento, e até mesmo
entre plantas bastante similares como os transgénicos (BRESSAN et al.,
2009; TURNER et al., 2013; CHAPARRO et al., 2014, BADRI et al.,
2017; ANDREOTE e PEREIRA E SILVA, 2017). Ainda dentro de uma
mesma planta varios nichos microbianos sdo encontrados e diferengas na
sua composicdo podem ser detectadas (ANDREOTE e PEREIRA E
SILVA, 2017), seja em um oOrgdo ou tecido (HATA et al. 2002;
RAGAZZI et al. 2003; KUMAR e HYDE 2004; PERSOH, 2013).

Com base na diversidade beta, foi possivel detectar diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos NS e CM para todos os
grupos taxondmicos. E amplamente reconhecido que os métodos
baseados em cultura sdo relatados como responsaveis por apenas 1% dos
microrganismos presentes em um ecossistema e o restante (99%) dos
microrganismos ndo pode ser caracterizado usando as técnicas
tradicionais de cultura (HUGENHOLTZ et al., 1998; HUGHES et al.,
2001). As abordagens baseadas no cultivo favorecem o crescimento de
apenas alguns membros da comunidade, enquanto uma grande parte da
populacdo é negligenciada (PETERs et al., 2000; FU et al., 2011).

A cultura in vitro depende de muitas variaveis que podem
aumentar, diminuir ou impedir o desenvolvimento do micro-organismo.
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Isso inclui organismos: a) para 0s quais 0s requisitos especificos de
crescimento, como nutricional, temperatura, aeracdo, etc., ndo estdo
disponiveis; b) organismos de crescimento lento que ndo conseguem
competir com aqueles de crescimento rapido ou de fisiologia competitiva;
e, ¢) organismos que sofreram algum dano e ndo suportam as condi¢des
estressantes do cultivo in vitro (AMANN et al. 1995; VARTOUKIAN et
al. 2010; VAZ-MOREIRA et al., 2011). Importante salientar que 0 meio
de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962; ANEXO A) utilizado
nesse estudo foi desenvolvido para maximizar o desenvolvimento in vitro
de plantas, ndo de micro-organismos, mas mesmo assim sua composi¢ao
permitiu o crescimento microbiano.

Os diagramas de Venn demonstraram que 0s tratamentos e suas
amostras foram compostos por UTOs compartilhados e exclusivos. Isso
foi verificado tanto entre amostras do mesmo tratamento (segmentos
nodais de diferentes plantas, por exemplo) como entre amostras de
diferentes tratamentos mas pertencentes a mesma planta. A exclusividade
de UTOs, principalmente aqueles dos meios de cultura pode ser explicada
pela alta diversidade de micro-organismos dentro uma mesma planta,
inclusive no mesmo tipo de 6rgdo. Nesse caso, ainda que tenha havido
tentativa de homogeneizar a coleta dos segmentos nodais, aqueles
destinados a extracdo de DNA foram distintos daqueles destinados ao
meio de cultura. Donachie et al. (2007) analisaram sete estudos que
utilizaram sequenciamento do 16S rRNA e técnicas de cultivo para as
mesmas amostras e verificaram que todos os trabalhos encontraram
diferencas no numero de taxons identificados pelas duas abordagens.
Inclusive, dois trabalhos identificaram mais taxons por meio da técnicas
de cultivo do que sequenciamento 16S rRNA (EILERS et al., 2000;
DONACHIE et al., 2004).

Estrutura da comunidade microbiana

O sequenciamento lllumina MiSeq de segmentos nodais de
Dendroclamaus asper e do meio de cultura onde segmentos foram
inoculados e posterior curadoria manual das sequéncias geraram 1.070
UTOs, incluindo amostras dos segmentos nodais (NS) e do meio de
cultura (CM), distribuidos em Archeae (12), Bacteria (391) e Fungi (667).
Baseado na classificacdo taxondmica das sequéncias representativas a
partir dos UTOs, a composi¢do das comunidades foi apresentada ao nivel
de filo, classe e género.
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Dentre 12 UTOs identificados como Archaea (APENDICE A),
todos pertencem ao filo Thaumarchaeota e classe Nitrososphaeria, sendo
trés UTOs identificados ao nivel de género, Candidatus Nitrosopumilos
(1 UTO) correspondendo a 13, 78% (NS) e 0% (CM) da abundancia
relativa de sequéncias e Candidatus Nitrososphaera (2 UTOSs)
correspondendo a 20% (NS) e 8,93% (CM) da abundancia relativa das
sequéncias de Archaea. Candidatus Nitrosopumilos foi encontrado
apenas em NS4 e Candidatus Nitrososphaera foi encontrado em NS5,
CM2, CM3 e CM5 (Fig. 5).

Figura 5. Abundancia relativa de Archaea em segmentos nodais (NS) de
Dendroclamaus asper e no meio de cultura (CM).
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Nesse trabalho foi possivel detectar a presenca de Archaea
associado a D. asper e identificar o Filo Thaumarchaeota, o qual
correspondeu a 0,1% das sequéncias e 1,12% do nimero de UTOs de
micro-organismos, incluindo segmentos nodais e meio de cultura.

Thaumarchaeota é um  filo altamente diversificado
tradicionalmente presente em diferentes ecossistemas, como &agua
marinhas, ambientes estuarinos, de agua doce, geotérmicos e estacdes de
tratamento de &guas residuais, sendo o grupo mais amplamente
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distribuido de Archaea conhecido até a data (PESTER et al., 2011;
KEROU et al., 2016). Alguns representantes sdo capazes de oxidar
amobnia aerobicamente produzindo nitrito e assim tendo relevante
participacdo no ciclo do Nitrogénio (YOU et al., 2009; HONG et al.,
2013, AMBROSIO, 2016). Archaea também foi encontrado como
endofitos de folhas e ramos de Olea europaea L. chegando a ocupar
51,7% da abundancia relativa de sequéncias em determinada cultivar
(MULLER et al., 2015). Outros estudos detectaram Archaea colonizando
tecidos internos de folhas de Phragmites australis (MA et al., 2013),
frutos de Coffea arabica (OLIVEIRA et al., 2013), raizes de Oryza sativa
(SUN et al. 2008), raizes de Zea mays e Glycine max (MONTEIRO,
2016), indicando sua possivel participacdo em processos contra
fitopatégenos e manutencao de equilibrio da microbiota (MULLER et al.,
2015).

De maneira geral, o nimero de sequéncias de Archaea em CM
(2.674) foi seis vezes maior que em NS (419) (Tab. 1) o que permite
inferir que o meio de cultura teve efeito positivo no crescimento deste
grupo. E relatado que a introdugio e manutencio de Archaea em meio de
cultura ainda é rara (STIEGLMEIER et al., 2014, AMBROSIO, 2016),
por ser um grupo mesofilo, apresenta complexidade das comunidades
encontradas e o conhecimento acerca do metabolismo é escasso,
dificultando a elaboragéo de meios de cultura especificos (SIMON et al.,
2014; AMBROSIO, 2016). Nesse trabalho, dois géneros foram
identificados, Candidatus Nitrososphaera, em segmentos nodais e meio
de cultura, e Candidatus Nitrosopumilos, apenas em segmentos nodais.
Ambos géneros sdo quimiolitoautotroficos, usando amdnia como fonte de
energia e CO, como fonte de carbono (QUIN et al., 2015; KEROU et al.,
2016;) e por isso séo bastante sensiveis a composi¢do do meio de cultura.
Aculcares parecem ndo ter efeito sobre o metabolismo desses géneros e
aminoacidos possuem efeito negativo sobre o seu desenvolvimento
(QUIN et al., 2015; KEROU et al.,, 2016). O meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962; ANEXO A) possui sacarose (87,6mM)
em sua composicdo e sua formulacdo é direcionada ao metabolismo
vegetal, o que pode explicar a auséncia de Candidatus Nitrosopumilus no
meio de cultura, além da diferenca entre amostras utilizadas para extra¢éo
de DNA. O maior numero de sequéncias em CM foi verificado em UTOs
identificados como Familia Nitrososphaeraceae onde outros géneros
desta familia podem ter se adaptado ao meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962).
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Em Bacteria, 386 UTOs foram identificados e distribuidos em 15
filos e cinco UTOs ndo foram classificados nesse nivel, totalizando 391
UTOs (APENDICE B). Dentre todas as amostras analisadas o filo mais
abundante foi Proteobacteria (65,45% em NS e 97% em CM), seguido de
Firmicutis (16,05% em NS e 2,4% em CM), Bacteroidetes (12,72% em
NS e 0,007% em CM), Actinobacteria (2,39% em NS e 0,01% em CM) e
Acidobacter (1,44% em NS e 0,005% em CM). Com abundancia inferior
a 1% foram identificados Armatimonadetes, Chloroflexi, Cyanobacteria,
Deinococcus-Thermus, FBP, Gemmatimonadetes, Planctomycetes,
Spirochaetes, Tenericutes, Verrucomicrobia (Fig. 6). Os filos Cloroflexi,
Cyanobacteria e Spirochaetes foram encontrados apenas em amostras de
segmentos nodais e o filo Gemmatimonadetes encontrado apenas em
amostras do meio de cultura.

Akinsanya et al. (2015), estudando bactérias endofiticas de Aloe
vera encontraram 147 UTOs em caule, sendo Proteobacteria, Firmicutis
e Bacteroidetes os filos mais abundantes. Em folhas e ramos de Olea
eurapaea, Muller et al. (2015), analisando a diversidade de Archaea e
Bacteria endofiticas, encontraram 1.595 UTOs para os dois grupos, onde
Proteobacteria também foi o filo mais abundante.



88

Figura 6. Abundancia relativa de Bacteria, ao nivel de filo, em segmentos
nodais (NS) de Dendroclamaus asper e no meio de cultura (CM).
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O meio de cultura parece ter favorecido o crescimento de
Proteobacteria e/ou diminuido o crescimento dos demais filos, pois
Proteobacteria foi responsavel por 97% das sequéncias em CM. A andlise
ao nivel de classe indicou que maior abundancia relativa de
Proteobacteria em CM foi relacionada ao aumento de
Gammaproteobacteria em todas as amostras (Fig. 7). Ainda dentro de
Proteobacteria, a classe Alfaproteobacteria foi responsavel por 14,71% da
abundancia de sequéncias em NS (Fig. 7; APENDICE C).



89

Figura 7. Abundéancia relativa de Proteobacteria em segmentos nodais
(NS) de Dendroclamaus asper e no meio de cultura (CM).
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Diferentes métodos de identificacdo tém mostrado que o filo
Proteobacteria, notadamente as classes Alphaproteobacteria e
Gammaproteobacteria predominam nas partes aéreas de distintas espécies
de plantas (WHIPPS et al., 2008; RASTOGGI et al., 2012; VORHOLT
etal., 2012).

O alinhamento das sequéncias centrdides com o banco de dados
SILVA permitiu a identificacdo de 75 géneros (APENDICE B), sendo
Pseudomonas, Pantoea e Staphilococus os mais abundantes. Verificou-
se maior abundancia relativa dos géneros em NS do que em CM, com
excec¢do de Pantoea, onde sua abundancia foi quatro vezes maior em CM.
Quatro UTOs foram identificados como Pantoea, e todos tiveram sua
abundancia aumentada em CM, onde dois UTOs foram responsaveis pelo
efetivo aumento (165 vezes) do nimero de sequéncias.
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A tabela 5 apresenta os géneros de Bacteria com abundancia média
relativa acima de 1% em pelo menos um tratamento.

Tabela 5. Abundancia relativa de Bacteria, ao nivel de género, em
segmentos nodais (NS) de Dendroclamaus asper e no meio de cultura
(CM).

Abundancia Relativa (%6)
NS CM

17,98 +4,28 0,4 +£0,57

Géneros

Pseudomonas (Proteobacteria;
Gammaproteobacteria)
Pantoea (Proteobacteria;
Gammaproteobacteria)
Staphylococcus (Firmicutis;
Bacillis)

Sphingomonas (Proteobacteria;
Alphaproteobacteria)
Paenibacillus (Firmicutis;
Bacillis)

Massilia (Proteobacteria;
Gammaproteobacteria)
Methylobacterium
(Proteobacteria; 3,46 + 2,32 0,02 + 0,02
Alphaproteobacteria)

16,35+7,34 67,29+ 23,44
6,51 £ 12,87 0+0
6,44 + 3,48 0,03+0,03
5,76 £ 2,39 2,2+4,22

5,26 + 3,67 0,02+0

Pseudomonas foi citado como um dos géneros mais abundantes em
Aloe vera (AKINSANYA et al., 2015) e Olea europaea (MULLER et al.,
2015). Em bambu foram identificados Pantoea como contaminantes de
meio de cultura de Guadua angustifolia (NADHA et al. (2012) e
Pseudomonas, Burkholderia, Stenotrophomonas, Staphylococcus,
Bacillus, Massilia, Sphingomonas, Terrimonas, Aquicella, Methylophilus
como endofitos em vitroplantas de Dendrocalamus giganteus
(COLETTA et al.,, 2011). Yuan et al. (2015) buscando caracterizar
bactérias endofiticas cultivadas a partir de Phyllostachys edulis,
encontraram 26 géneros, sendo Pseudomonas um dos mais abundantes
em toda a planta e Pantoea detectado apenas em folhas. Também em P.
edulis, Han et al. (2009) identificaram Pantoea como bactéria endofitica
de raizes. Ramirez et al., (2009) encontraram Pseudomonas como um dos
principais contaminantes na fase de estabelecimento in vitro de Guadua
angustifolia.
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As bactérias associadas as partes aéreas de plantas representam
uma simbiose generalizada e antiga que pode influenciar o
desenvolvimento do hospedeiro de varias maneiras, incluindo a produgéo
de nutrientes e hormdnios promotores do crescimento (PARTIDA-
MARTINEZ e HEIL, 2011; REED et al., 2010; KEMBEL et al., 2014) e
protecdo dos hospedeiros contra patégenos (INNEREBNER et al., 2011;
BALINT-KURTI et al., 2010). As bactérias de tecidos superficiais tém o
potencial de influenciar a biogeografia vegetal e a fungdo dos
ecossistemas atraves de sua influéncia no desempenho das plantas sob
diferentes condicdes ambientais (FURNKRANZ et al., 2008; FRIESEN
etal., 2011; KEMBEL et al., 2014). A producdo de &cido indolacético é
comum entre bactérias que colonizam tecidos internos e externos, ja
estudado em Pseudomonas (FETt et al., 1988; GLICKMANN et al.,
1989) e Pantoea (BRANDL et al., 1998).

O género Pseudomonas é o0 mais numeroso dentre 0s géneros
catalogados de bactérias Gram-negativas (GOMILA et al., 2015) e foram
isolados de diferentes nichos ecoldgicos dentro de uma planta
(MERCADO-BLANCO e BAKKER, 2007). Tem capacidade de interagir
e influenciar outras bactérias, fungos e organismos multicelulares em uma
variedade de contextos biolégicos (SITARAMAN, 2015). Espécies do
género Pseudomonas também sdo reconhecidas por serem antagonistas
de patogenos como o fungo Rhizoctonia solani (BAGNASCO, et al.,
1998). O género Pantoea compreende bactérias gram-negativas isoladas
dos mais variados ambientes como plantas, sementes, frutos, solo, dgua e
humanos (urina, sangue). S&o encontradas na filosfera e em tecidos
internos saudaveis de plantas e sementes. Na rizosfera de trigo e sorgo,
foram detectadas cepas capazes de fixar nitrogénio (KLEEBERGER et
al., 1983; GRIMONT e GRIMONT, 2015). Elas sdo capazes de crescer
em meio de cultura de uso geral contendo agar, sem necessitar de
nutrientes especificos. Apresentam resisténcia a ampicilina e cefalotina e
susceptibilidade a carbenicilina, cefoxitina, cefuroxima, cefamandole e
demais antibioticos aminoglicosilados (GRIMONT e GRIMONT, 2015).
Paenibacillus foram encontrados em habitats divergentes, de regides
polares aos tropicos, ambientes aquaticos & desertos, humanos, animais e
plantas. Produzem compostos antimicrobianos usados na medicina ou
como pesticidas, além de enzimas que podem ser utilizadas na
biorremediacdo (GRADY et al., 2016). Muitas espécies de Paenibacillus
sdo promotoras de crescimento por produzirem auxinas, solubilizacéo de
fosforo, fixar nitrogénio atmosférico (DE SOUZA et al., 2014;
WESELOWSKI et al., 2016), além de auxiliar no controle de



92

fitopatégenos (GRADY et al., 2016). Espécies de Sphingomonas estao
envolvidas com protecdo contra bactérias fitopatogénicas, atuando na
diminuicdo do crescimento do patégeno (INNEREBNER et al., 2011;
VOGEL et al., 2012). A sintese de citocinina também tem sido
evidenciada em espécies de Methylobacterium onde aplicacGes foliares
de Methylobacterium spp. aumentaram a producéo de soja e, em troca, a
secrecdo de citocinina, que estd envolvida na divisdo e expansdo das
células vegetais, pode desencadear a liberacdo de metanol da parede
celular da planta e fornecer nutrientes para a bactéria (IKEDA et al.,
2011). Massilia e Staphylococcus foram encontrados como endofitos de
Oriza sativa (HAMEED et al., 2015) mas de maneira geral sdo
reconhecidos como um géneros patdgenos humanos (LA SCOLA et al,
1998; DAN et al., 1984)
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Em Fungi, 474 UTOs foram identificados ao nivel de Filo, sendo
375 UTOs de Ascomycota, 99 UTOs de Basidiomycota e 193 UTOs nédo
foram identificados nesse nivel, totalizando 667 UTOs (APENDICE D).
O Filo mais abundante foi Ascomycota (87,64% em NS e 96,22% em
CM) seguido de Basidiomycota (6,35% em NS e 2,92% em CM) (Fig. 8).

Segundo Hyde et al. (2002) mais de 1.100 espécies de fungos ja
foram descritas ou registradas a partir de bambus em todo o mundo. De
maneira geral, fungos associados ao bambu sdo generalistas e apresentam
maior diversidade em Orgdos subterrdneos do que em partes aéreas.
“Bambusicolous fungi” ¢ o termo em inglés para “fungos vivendo no
bambu” (HINO, 1938) e inclui todos os fungos que crescem em substrato
de bambu, incluindo colmos, folhas, ramos, rizomas e raizes (HYDE,
2002; SHUKLA et al., 2016). Foram descritas mais de 1.100 espécies,
compreendendo 630 Ascomycota, 150 Basidiomycota e 330 taxons
anamorficos. Ascomycota é o filo com maior registro em bambu
distribuido em 70 familias e 228 géneros. Basidiomycota representa 13%
do total de fungos descritos ou registrados em bambu, distribuido em 42
familias e 70 géneros (SHUKLA et al., 2016).

Figura 8. Abundancia relativa de Fungi, ao nivel de filo, em segmentos
nodais (NS) de Dendroclamaus asper e no meio de cultura (CM).
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Dentro dos filos, as classes que mais contribuiram com a
abundancia relativa de sequéncias foram Dothideomycetes (Ascomycota)
em NS e CM e, Tremellomycetes (Basidiomycota) em NS. Verificou-se
aumento da abundancia de sequéncias das classes Sordariomycetes
(Ascomycota), Eurotiomycetes (Ascomycota) e Agaricomycetes
(Basidiomycota) em CM (Fig. 9; APENDICE E).

Figura 9. Abundancia relativa de Fungi, ao nivel de classe, em segmentos
nodais (NS) de Dendroclamaus asper e no meio de cultura (CM).
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Vaz et al. (2014) avaliaram a comunidade endofitica de Fungi em
duas espécies de Myrtaceae nativas da Floresta Atlantica (RS/Brasil) e
identificaram cinco classes de Ascomycota e uma classe de
Basidiomycota, onde Sordariomycetes e Dothideomycetes foram as mais
abundantes. Ao nivel de ordem, o0 mesmo estudo identificou 14 ordens
compostas por 27 géneros.

Buscando estudar a diversidade de fungos endofiticos em partes
aéreas de Phyllostachys spp., Morakotkarn et al. (2007) isolaram 257
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cepas, caracterizaram 71 e verificaram que a diversidade fingica estava
distribuida dentro de Ascomycota, principalmente Sordariomycetes e
Dothideomycetes. Sordariomycetes é a classe com maior ndmero
espécies registradas em bambu (SHUKLA et al., 2016).

Para entender a dindmica de crescimento ou inibicdo em meio de
cultura de grupos representativos (com abundancia média relativa acima
de 1% em pelo menos um tratamento), os resultados foram apresentados
ao nivel de ordem (Tab. 6). Verificou-se que Capnodiales e Dothideales
(Ascomycota) tiveram sua abundancia de sequéncias reduzida em CM
indicando que estes grupos ndo se adaptaram ao meio MS. No entanto,
Diaporthales, Eurotiales, Hypocreales, e Pleosporales (Ascomycota)
tiveram sua abundéncia de sequéncias aumentada em CM, indicando que
0 meio MS teve efeito positivo no crescimento desses grupos. Estas
ordens somaram 58,71% das sequéncias em CM, notadamente
Pleosporales. De maneira geral, na hierarquia dos grupos taxonémicos
ndo foi possivel identificar os taxons que mais contribuiram com
abundancia de sequencias em CM abaixo de ordem.

Tabela 6. Abundancia relativa de Fungi, ao nivel de ordem, em segmentos
nodais (NS) de Dendroclamaus asper e no meio de cultura (CM).

Abundéancia Relativa (%)
NS CM

12,73 £5,82 0,38 +0,51

Ordens

Capnodiales (Ascomycota;
Dothideomycetes)
Diaporthales (Ascomycota;
Sordariomycetes)
Dothideales (Ascomycota;
Dothideomycetes)
Eurotiales (Ascomycota;
Eurotiomycetes)
Hypocreales (Ascomycota;
Sordariomycetes)
Pleosporales (Ascomycota;
Dothideomycetes)
Tremellales (Basidiomycota;
Tremellomycetes)

0,05+0,01 8,41 + 15,95
5,35+4,52 3,84+4,04
0,05+0,01 10,95+14,95
0,05+0,02 2,24+242
33,86 +13,79 37,11 +33,81

5,71+142 0,84 +1,53

Espécies de Pleosporales ocorrem em diversos habitats e podem
ser epifiticos, endofiticos ou parasitas de ramos e folhas vivas,
hiperparasitas de fungos e insetos, liquenizados ou sapréfitas de plantas
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mortas (RAMESH, 2003; KRUYS et al., 2006; ZHANG et al., 2012).
Dentro de Pleosporales, os géneros Alternaria e Epicoccum sdo descritos
como contaminantes comuns de cultivo in vitro de plantas (BUNN e
TAN, 2002).

A ordem Eurotiales teve sua abundéncia aumentada em 219 vezes
em CM, sendo todos os UTOs pertencentes a Trichocomaceae. Esta
familia possui dois dos géneros mais representativos em contaminacées
de plantas micropropagadas, Aspergillus e Penicillium, os quais sdo
transportados principalmente pelo ar (BUNN e TAN 2002).

Diaporthales teve sua abundancia aumentada em 168 vezes em
CM, sendo que a familia Schizoparmaceae foi responsavel por 6,99% da
abundancia de sequéncias. Diaporthales inclui diveros fungos
fitopatogénicos e membros de Schizoparmaceae produzem doengas como
podriddo branca em raizes de videira causada por Pilidiella diplodiella
(Speg.) Crous e van Niekerk (Sutton e Waterston 1966, como Coniella
diplodiella) e manchas foliares e de frutos em morangueiro causadas por
P. castaneicola (Ellis & Everh.) Arx (Maas 1998). Sdo comuns em
regides de clima tropical embora também encontrados em areas
temperadas. (ROSSMAN et al., 2007).

Hypocreales apresentou aumento de 44 vezes em CM. Espécies
dessa ordem podem ser saprobias, entomopatégenas, micoparasitas
(ROSSMAN etal., 1999; CHAVERRI et al., 2006). Possuem importancia
econdmica e ecoldgica por regularem populagdes de insetos e assim
atuarem como agentes de biocontrole na agricultura. Como principal
representante de Hypocreales com uso real e/ou potencial estd o género
Trichoderma, onde algumas linhagens sdo utilizadas no controle de
patégenos e como indutores de resisténcia das plantas contra doencas
(MACHADO et al., 2012). Hypocreales também possui representantes
fitopatogénicos como Fusarium oxysporum e Fusarium graminearum,
ambos responsaveis por grandes perdas em culturas como meldo, banana,
tomate, algoddo e cereais (MICHIELSE e REP, 2009; DEAN et al.,
2012). O género Fusarium também € considerado comum em
contaminacdo de plantas in vitro, sendo disperso principalmente por
acaros (LEIFERT e WOODFORD, 1997; BUNN e TAN, 2002).

Foi possivel identificar 18 géneros por meio da regido ITS2
(Quadro 2), mas todos os géneros apresentaram abundancia de sequéncias
inferior & 1%, com excecdo de Peniophora (Basidiomycota) que
contribuiu com 3,4% de sequéncias em CM1 (APENDICE E). Entre os
géneros identificados, Leptospora, Marthamyces, Taphrina e Dioszegia
ndo foram encontrados em amostras de CM.



Quadro 2. Géneros de Fungi identificados em segmentos nodais de Dendrocalamus asper e no meio de cultura.
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Ascomycota
Classes Ordens Familis Géneros
Sordariomycetes Xylariales Apiosporaceae Arthrinium

Diaporthales

Togniniaceae

Phaeoacremonium

Coniochaetales

Coniochaetaceae

Coniochaeta

Dothideomycetes Pleosporales Incerta sedis Periconia
Teichosporaceae Teichospora
Incertae sedis Incertae sedis Leptospora*
Eurotiomycetes Chaetothyriales Incertae sedis Strelitziana
Leotiomycetes Rhytismatales Rhytismataceae Lophodermium
Helotiales Marthamycetaceae Marthamyces*
Taphrinomycetes Taphrinales Taphrinaceae Taphrina*

Basidiomycota
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Classe Ordem Familia Género
Agaricomycetes Russulales Peniophoraceae Peniophora
Cystobasidiomycetes Erythrobasidiales Incertae sedis Bannoa
Incertae sedis Symmetrosporaceae Symmetrospora
Exobasidiomycetes Incertae sedis Incertae sedis Meira
Pucciniomycetes Septobasidiales Septobasidiaceae Septobasidium
Tremellomycetes Tremellales Incertae sedis Derxomyces
Tremellaceae Dioszegia*
Incertae sedis Hannaella

*géneros ndo identificados em amostras de meio de cultura
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Dentro dos géneros identificados cinco deles foram
compartilhados por todas as amostras. Esse suposto core foi composto
por Arthrinium, Meira, Peniophora (2 UTOs) e Periconia (Fig. 10).

Figura 10. Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) e sua
classificacdo taxondmica representando um suposto core em segmentos
nodais (NS) de Dendrocalamus asper e no meio de cultura (CM).

OTU_67
Arthrinium
0,12%%0,19 NS
0,06%+0,05 CM

Contrastando os géneros de Fungi identificados nesse trabalho com
0s géneros descritos por Dai et al. (2017) e Hyde et al. (2002) em colmos
mortos de bambu, apenas dois géneros foram comuns a todos os estudos:
Arthrinium e Phaeoacremoniun.

Arthrinium Kunze pertence a familia Apioporaceae - Xylariales,
Ascomycota (CROUS e GORENEWALD, 2013) — apresenta espécies
flgicas endofiticas de plantas, liquens e algas marinhas (RAMOS et al.,
2010, He e ZHANG, 2012, SURYANARAYANAN, 2012), patégenas e
saprdfitas de uma grande variedade de substratos vegetais, inclusive de
diferentes géneros e espécies de bambu (MARTINEZ-CANO, et al.,
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1992, AGUT e CALVO, 2004). Arthrinium é frequentemente registrado
como um dos géneros de fungos mais comuns em bambus (SAMUELS et
al.,, 1981, MOHANAM, 1997, KIM et al., 2011, HYDE et al., 2001;
MORAKOTKARN et al., 2007; CROUS e GORENEWALD, 2013).
Phaeoacremoniun pertence a familia Togniniaceae — Diaporthales,
Ascomycota (CROUS et al., 1996) — apresenta espécies fungica
comumente isoladas de caules e galhos de hospedeiros lenhosos doentes,
humanos com micoses e ocasionalmente de solo (CROUS et al., 1996;
MOSTERT et al., 2003, 2006; ESSAKHI et al., 2008; GRAHAM et al.,
2009; GRAMAJE et al, 2015). Dai et al. (2017) isolaram
Phaeoacremoniun a partir de colmo morto de bambu.

Nesse trabalho ndo foram identificados géneros conhecidamente
patégenos de bambu, como Linearistroma sp., Shiraria sp. e Calonectria
spp., 0s quais podem afetar o crescimento e desenvolvimento causando
danos econdmicos (TEWARI, 1993; MOHANAN, 2002; LI et al., 2009,
DAl et al., 2017). O pat6geno de folhas Phyllachora sp. também néo foi
identificado, apesar de ter sido registrado em diversos paises do mundo
incluindo Argentina (PARBERY, 1967; PEARCE et al., 2000). De
maneira geral, fungos associados a bambu ndo sdo patdégenos, mas &
importante salientar que muitos registros ocorrem a partir de colmos
mortos, e levantamentos feitos em brotos, raizes e inflorescéncias ainda
sdo raros (DAl et al., 2017).

Acosta-Sudrez et al. (2008) identificaram os géneros Asteromella,
Bipolaris, Humicola, Alternaria, Botryotrichum, Cladosporium,
Curvularia, Fusarim e Nigrospora presentes em meio de cultura apés a
inoculacdo de segmentos nodais de diversas espécies de bambu, dentre
elas D. asper. Na tentativa de identificar fungos contaminantes no
estabelecimento de Bambusa vulgaris Schrad ex Wendl in vitro, Santos-
Pérez e Santos-Pérez (2009) realizaram isolamento, cultura e
identificaram, por meio da morfologia, Alternaria e Fusarium.
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Conclusbes

O sequenciamento de nova geracéo utilizando plataforma Illumina
MiSeq revelou, pela primeira vez, a comunidade microbiana associada a
Dendroclamaus asper, incluindo Archaea, Bacteria e Fungi, tanto em
segmentos nodais como nos meios de cultura onde segmentos nodais
foram inoculados. Igualmente, pela primeira vez, foi registrada a presenca
de Archaea em bambu. O levantamento revelou grande diversidade da
microbiota entre individuos da mesma espécie e, de maneira indireta por
intermédio do meio de cultura, entre partes de um mesmo individuo.
Verificou-se que aproximadamente 60% da microbiota (nimero de
UTOs) de segmentos nodais de Dendrocalamus asper foi detectada em
meio cultura, comprovando mais uma vez a potencialidade da
metagendmica - metabarcoding para inventarios de micro-organismos
gue ndo apresentam crescimento suficiente para identificagdo por meio de
abordagens que ndo utilizam sequenciamento de nova geragdo. Em
Archaea, a identificacdo do Filo Thaumarchaeota, reconhecido por
possuir representantes fixadores de nitrogénio, revelou que este grupo
pode ter uma relacdo simbidntica com bambu. Proteobacteria foi o filo
mais abundante em Bacteria, assim como Ascomycota em Fungi. Os filos
identificados em Bacteria e Fungi sdo concordantes com a literatura, mas
as informagfes sobre sua abundancia em meio de cultura trazem
conhecimento que pode auxiliar o estabelecimento in vitro de bambu,
principalmente na adocdo de metodologias de assepsia especificas aos
micro-organismos identificados. O levantamento bibliogréfico dos efeitos
positivos dos géneros mais abundantes mostrou que a maioria pode atuar
como promotores de crescimento, sejam endofiticos ou epifiticos.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A contaminacao por micro-organismos no estabelecimento in vitro
de bambus é um problema recorrente na maioria dos trabalhos que visam
producdo de mudas. O uso de diferentes agentes de assepsia aliados a
época do ano pode permitir maiores indices de estabelecimento in vitro e
tornar a cadeia produtiva do bambu menos dispendiosa. O
sequenciamento de nova geracao vem se tornando cada dia menos custoso
e por isso permite que seja utilizado em grande numero de estudos
diferenciados, ndo apenas aqueles que visem inventarios de comunidades.
Novos protocolos de assepsia poderdo ser desenvolvidos a partir do
conhecimento gerado, principalmente examinando o0s melhores
resultados obtidos no experimento de estabelecimento in vitro (Capitulo
1) e utilizando as informagdes do inventario da microbiota (Capitulo I1).

Os dados gerados com a metagendmica ainda podem ser
analisados sob outras perspectivas como detalhamento dos taxons
fitopatogénicos e/ou promotores de crescimento, tdxons raros e taxons
especificos de bambu, bem como suas relacGes filogenéticas e ecoldgicas.
As etapas de agrupamento e identificacdo taxon6mica ainda séo
desafiadoras e em trabalhos futuros pode-se testar diferentes valores
percentuais para essas etapas e comparar os resultados outros bancos de
dados abrangentes e confiaveis, buscando a identificagdo ao nivel de
espécie Dentre 1.070 UTOs, grande nimero nao foi idenficado ao nivel
de filo (198 UTOs) e género (965) correspondendo a 90,2 % de géneros
que ainda poderao ser identificados, seja por ampliacdo dos bancos de
dados ou descri¢do de novas espécies.

O conhecimento da microbiota associada ao bambu pode ser
utilizado para determinar o papel funcional dos taxons sob a perspectiva
da planta in vivo e da planta in vitro, sabendo-se que 0s micro-organismos
sdo capazes de alterar seu metabolismo e sua relagdo com as plantas.
Entender se 0s micro-organismos promotores de crescimento in vivo sdo
também contaminantes in vitro e/ou podem continuar atuando como
promotores de crescimento in vitro abrira novos caminhos para o
desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos associados ao bambu.



APENDICE A - ARCHAEA — ABUNDANCIA ABSOLUTA DE UTOS
Abundancia absoluta de Archaea em amostras de segmentos nodais (NS) e meio de cultura (CM) de

Dendrocalamus asper.
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UTO NS NS NS NS NS|CM CM CM CM CM Reino; Filo; Classe; Ordem; Familia; Género

S 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

OTU_ 98 0 0 0 0 0 2 0 0 182 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrososphaerales;
1 Nitrososphaeraceae

OTU_ 0 0 0 0 0 5 43 336 1 1 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrososphaerales;
2 Nitrososphaeraceae

OTU_ 62 0 0 0 0 0 50 4 0 316 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrososphaerales;
3 Nitrososphaeraceae

OTU_ 0 0 0 0 1 0 0 3 0 336 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrososphaerales;
4 Nitrososphaeraceae; Candidatus Nitrososphaera

OTU_ 1 1 0 0 0 0 0 213 0 0 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrososphaerales;
5 Nitrososphaeraceae

OTU_ 0 1 0 1 0 0 0 625 0 2 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrososphaerales;
6 Nitrososphaeraceae

OTU_ 0 0 0 62 0 0 0 0 0 0 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrosopumilales;
7 Nitrosopumilaceae; Candidatus Nitrosopumilus

OoTU_ 0 0 0 0 0 0 1 55 0 0 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrososphaerales;
8 Nitrososphaeraceae; Candidatus Nitrososphaera

OTU_ 0 0 30 0 0 0 0 0 0 0 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrosopumilales;
9 Nitrosopumilaceae

OoTU_ 0 0 0 27 0 0 0 0 0 0 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria

10

OTU 22 12 10 0 0 131 1 87 0 2 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrososphaerales;
11 1 Nitrososphaeraceae

OTU 0 0 0 0 0 0 0 277 0 1 | Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaeria; Nitrososphaerales;
12 Nitrososphaeraceae

Fonte: a autora
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APENDICE B - BACTERIA - ABUNDANCIA ABSOLUTA DE UTOS
Abundancia absoluta de Bacteria em amostras de segmentos nodais (NS) e meio de cultura (CM) de
Dendrocalamus asper.

UTOS NS1 NS2 NS3 NS4 NS5 CMm1 CM2 CM3 CM4 CMS5 | Reino; Filo; Classe; Ordem; Familia; Género

OTU_1 237 744 265 945 1362 | 113260 102669 29547 119721 114448 | Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Pantoea

OTU_2 36 51 24 270 302 119 6436 936 159 108 | Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Paenibacillaceae; Paenibacillus

OTU_3 12 21 6 168 144 36 3744 108 54 37 | Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Paenibacillaceae; Paenibacillus

OTU_4 0 0 1 2348 191 4 5 1 3 4 | Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Staphylococcaceae; Staphylococcus

OTU_5 2 5) 6 71 65 12 740 23 30 15 | Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae;
Bacillus

OTU_6 10 14 4 19 25 13 480 14 11 12 | Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Lachnospiraceae; Lachnoclostridium 5

OTuU_7 12 27 8 18 23 18 126 77 27 17 | Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Paenibacillaceae; Paenibacillus

OTU_8 0 0 0 0 0 21 20 12 20 37 | Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

OTU_9 54 7 15 11 27 7 20 22 17 10 | Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas

OoTU_1 9 16 13 15 26 16 13 171 31 14 | Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;

0 Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas

OoTU_1 0 0 0 0 284 0 0 1 0 0 | Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;

1 Streptococcaceae; Lactococcus

OoTuU_1 54 56 27 9 22 3 19 10 2 117 | Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;

2 Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylobacterium

OoTuU_1 52 59 25 9 20 0 1 0 0 0 | Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales; ;

B

OoTuU_1 15 24 13 10 134 5 14 6 4 15 | Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;

4 Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae; Massilia

OoTuU_1 17 95 4 7 6 6 8 5) 5 8 | Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;

5 Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

OoTU_1 105 13 9 3 24 1 3 0 1 0 | Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;

6 Hymenobacteraceae;




oTU_1

oTU_1

oTU_1

oTU_2
oTU_2
oTU_2
oTU 2
oTU 2
4

oTU 2
5

oTU 2
oTU 2
oTU 2
oTU_2
oTU_3
oTU_3
oTU_3
oTU_3

oTU_3

34

12

58

70

14

11

12

35

31

11

52

35

60

38

50

84

32

24

15

30

14

25

14

11

14

17

54

19

13

11

11

17

19

10

147

185

86

11

107

34

14

15

11

55

12

121

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylobacterium
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae;
Bacillus

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Leuconostocaceae; Weissella

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Enterococcaceae; Enterococcus

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae;

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Leuconostocaceae; Leuconostoc

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales;
Microbacteriaceae; Curtobacterium

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Kineosporiales; Kineosporiaceae; Kineococcus
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales;
Chitinophagaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae; Massilia
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;



oTU 3
5
oTU_3
6

oTU_ 3

oTU_3
oTU_3

oTU 4

oTU 4
oTU 4
oTU 4
oTU 4
oTU 4
5

oTU 4
6

oTU 4
oTU_4
oTU_4
oTU5
oTU 5

oTU 5

17

11

18

18

12

12

12

14

25

33

10

13

13

12

14

17

13

122

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; P30B-42;

Bacteria; Armatimonadetes; Fimbriimonadia;
Fimbriimonadales; ;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae;
Actinomycetospora

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylobacterium
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Paenibacillaceae; Saccharibacillus

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae; VVariovorax
Bacteria; FBP

Bacteria; Deinococcus-Thermus; Deinococci;
Deinococcales; Deinococcaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; P30B-42;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae; Roseomonas
Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Desulfuromonadales; Geobacteraceae; Geobacter
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Azospirillales; Inquilinaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales;
Microbacteriaceae; Frigoribacterium



oTU_5

oTU 5
oTU 5
oTU 5
oTU5

oTU 5

oTU 5
oTU 6
oTU 6
1

oTU 6

oTU 6

oTU 6
oTU 6
5
oTU 6
6
oTU 6

oTU 6

OoTU_6

28

10

123

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Rhizobiaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales;
Chitinophagaceae;

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Granulicella

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Hymenobacteraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Hymenobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Labraceae; Labrys

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Rhizobiaceae; Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhodobacterales; Rhodobacteraceae; Paracoccus
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Hymenobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Rhizobiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylosinus
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Bryocella



oTU_7
0
oTU_7
1
oTU_7

oTU_7
3

oTu_7
oTu_7

5
oTu_7

oTu_7
oTu_7
oTu_7
oTU_8
oTU_8
1

OTU_8
OTU_8
OTU_8

oTU_8

oTU 8
6

oTU 8

124

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; ; ;

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Carnobacteriaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Sphingobacteriales;
Sphingobacteriaceae; Mucilaginibacter

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Corynebacteriales; Corynebacteriaceae;
Corynebacterium 1

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Moraxellaceae; Acinetobacter
Bacteria; Planctomycetes; Planctomycetacia;
Isosphaerales; Isosphaeraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Xanthomonadales; Xanthomonadaceae;
Stenotrophomonas

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingobium
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Flavobacteriales;
Flavobacteriaceae; [Polaribacter] huanghezhanensis
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Streptococcaceae; Streptococcus

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Sphingobacteriales;
Sphingobacteriaceae;
Bacteria; Cyanobacteria; Oxyphotobacteria; ; ;

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Granulicella

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; ;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Propionibacteriales; Nocardioidaceae;



125

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Lactobacillaceae; Lactobacillus

Bacteria; Actinobacteria; Thermoleophilia;
Solirubrobacterales; Solirubrobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Propionibacteriales; Nocardioidaceae; Nocardioides
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Micromonosporales; Micromonosporaceae;
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Propionibacteriales; Nocardioidaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Frankiales;
Frankiaceae; Jatrophihabitans

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Neisseriaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; ; ;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Kineosporiales; Kineosporiaceae; Kineosporia
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Devosiaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Frankiales;
Frankiaceae; Jatrophihabitans



366

38

518

276

21

915

768

33

417

388

13

356

201

11

220

848

201

0

84099

76

200

698

211

0

0

69406

9451

276

0

0

39366

655

3230

493

370

0

110092

89

169

o

o

=

784

269

88603

68

218

126

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhodobacterales; Rhodobacteraceae; Nautella
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Paenibacillaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae;
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Pantoea
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Caulobacterales; Caulobacteraceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Kineosporiales; Kineosporiaceae; Quadrisphaera
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Corynebacteriales; Corynebacteriaceae;
Corynebacterium 1

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales;

Beutenbergiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Caulobacterales; Caulobacteraceae; Brevundimonas
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales;
Chitinophagaceae; Flavitalea

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Planococcaceae; Kurthia

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylobacterium
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; ; ;

Bacteria; Spirochaetes; Spirochaetia; Spirochaetales;
Spirochaetaceae; Sphaerochaeta

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Pantoea
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Paenibacillaceae; Paenibacillus

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas



15

799

186

1407

939

438

490

256

294

129

307

126

260

121

143

10

35

209

37

70

128

69

49

45

72

47

59

42

14

531

216

76

90

242

80

203

368

74

110

16

83

38

160

147

70

26

81

28

126

64

11

51

31

58

37

26

32

85

10

53

26

19

116

12

4998

29

416

31

683

492

38

18

47

15

174

21

10

37

21

135

22

10

35

16

100

19

13

117

127

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Paenibacillaceae; Paenibacillus

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae; Massilia
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Paenibacillaceae; Paenibacillus

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Hymenobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales; ;

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae;
Bacillus

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Lachnospiraceae; Lachnoclostridium 5

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylobacterium
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Hymenobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylobacterium
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Rhizobiaceae;



55

159

30

110

169

96

103

99

64

204

48

80

458

109

44

62

67

33

30

21

67

14

27

23

20

86

42

13

50

81

81

30

22

54

71

53

96

20

44

11

40

15

13

128

Bacteria; Deinococcus-Thermus; Deinococci;
Deinococcales; Deinococcaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales;
Chitinophagaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Hymenobacteraceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales;

Microbacteriaceae; Curtobacterium

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Hymenobacteraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Frankiales;
Geodermatophilaceae; Geodermatophilus

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Devosiaceae; Devosia

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; P30B-42;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylobacterium
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae; Spirosoma

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;



65

85

13

48

38

42

38

16

36

20

33

66

23

49

96

21

11

10

11

55

12

55

33

18

10

15

17

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; P30B-42;

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Paenibacillaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae;
Actinomycetospora

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; ; ;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Moraxellaceae; Acinetobacter
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Pantoea
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

129

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales;

Chitinophagaceae; Flavitalea
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Kineosporiales; Kineosporiaceae; Kineococcus

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;

Hymenobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Rhizobiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; ;

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Granulicella

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylobacterium
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;



30

41

26

23

24

20

28

31

33

14

11

19

11

22

31

24

13

420

20

130

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; ;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Corynebacteriales; Corynebacteriaceae;
Corynebacterium 1

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Sphingobacteriales;
Sphingobacteriaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Corynebacteriales; Corynebacteriaceae;
Corynebacterium 1

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales;
Chitinophagaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; ; ;

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Acholeplasmatales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; P30B-42;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Moraxellaceae; Acinetobacter
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Caulobacterales; Caulobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae; Variovorax
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Labraceae; Labrys

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae; Roseomonas



26

18

12

64

13

11

16

10

12

131

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Frankiales;
Frankiaceae; Jatrophihabitans
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; ; ;

Bacteria; Proteobacteria; ; ; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylobacterium
Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; P30B-42;

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; P30B-42;

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Carnobacteriaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; ; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylocystis
Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales;
Chitinophagaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Ruminococcaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Rhizobiaceae; Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae; Desulfovibrio
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales; ;

Bacteria; FBP; ; ; ;



16

21

15

20

19

16

14

17

11

19

22

132

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Edaphobacter

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales;

Microbacteriaceae;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Ruminococcaceae; Ruminococcaceae UCG-014
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Sphingobacteriales;

Sphingobacteriaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Propionibacteriales; Nocardioidaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Corynebacteriales; Corynebacteriaceae;
Corynebacterium 1

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Oligoflexales; 0319-6G20;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Coxiellales; Coxiellaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae; Massilia
Bacteria; Actinobacteria; Thermoleophilia;
Solirubrobacterales; Solirubrobacteraceae;
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales; ;

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae;
Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae; Akkermansia
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Diplorickettsiales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; ; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;



12

13

67

72

47

65

133

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Moraxellaceae; Psychrobacter
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Streptococcaceae; Streptococcus

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Oligoflexales; 0319-6G20;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Propionibacteriales; Nocardioidaceae; Marmoricola
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Propionibacteriales; Nocardioidaceae; Nocardioides
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Hymenobacteraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Acidimicrobiia;
Microtrichales; ;

Bacteria; Gemmatimonadetes; S0134 terrestrial group; ;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family
XI; Peptoniphilus

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae;
Chthoniobacterales; ;

Bacteria; Armatimonadetes; Armatimonadia;
Armatimonadales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;



134

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Frankiales; ;

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Lactobacillaceae; Lactobacillus

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae; Massilia
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Lachnospiraceae;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Clostridiales vadinBB60 group;

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;

Bacteria; Acidobacteria; Subgroup 6; ; ;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales;
Intrasporangiaceae; Lapillicoccus

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Corynebacteriales; Mycobacteriaceae; Mycobacterium
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Kineosporiales; Kineosporiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Carnobacteriaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas
Bacteria; Deinococcus-Thermus; Deinococci;
Deinococcales; Deinococcaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Propionibacteriales; Nocardioidaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; P30B-42;



10

68

32

17

137

65

135

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia;
Erysipelotrichales; ;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales;
Chitinophagaceae;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Ruminococcaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Xanthobacteraceae; Rhodopseudomonas
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Bosea

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Ruminococcaceae;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Lachnospiraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Spirosomaceae;

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Sphingobacteriales;
Sphingobacteriaceae; Sphingobacterium

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Xanthomonadales; Xanthomonadaceae;
Stenotrophomonas

Bacteria; Armatimonadetes; Fimbriimonadia;
Fimbriimonadales; ;

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Bacteria; Proteobacteria; ; ; ;



136

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Ruminococcaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales;
Sanguibacteraceae; Sanguibacter

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Frankiales;
Frankiaceae; Jatrophihabitans

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Ruminococcaceae; Subdoligranulum

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Marinifilaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Hymenobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; Phaselicystidaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Rikenellaceae; Alistipes

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Marinilabiliaceae;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Ruminococcaceae; Ruminiclostridium 9

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Sphingobacteriales;
Sphingobacteriaceae;

Bacteria; Cyanobacteria; Oxyphotobacteria; ; ;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Sphingobacteriales;
Sphingobacteriaceae; Pedobacter

Bacteria; Armatimonadetes; Armatimonadia;
Armatimonadales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae; Gluconacetobacter
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Lactobacillaceae; Lactobacillus

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;
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Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Steroidobacterales; Steroidobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family
XI;

Bacteria; Actinobacteria; Thermoleophilia; ; ;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; Methylophilaceae; Methylophilus
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Moraxellaceae;

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Enterococcaceae; Enterococcus

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingobium
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; ; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rickettsiales; ;

Bacteria; Actinobacteria; Thermoleophilia;
Solirubrobacterales; Solirubrobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; Haliangiaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Propionibacteriales; Nocardioidaceae; Nocardioides
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family
XIII;
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Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Ruminococcaceae; [Eubacterium] coprostanoligenes
group

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Caulobacterales; Caulobacteraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

Bacteria; Armatimonadetes; Fimbriimonadia;
Fimbriimonadales; ;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; ;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Lachnospiraceae;
Bacteria; Cyanobacteria; Oxyphotobacteria; ; ;

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Staphylococcaceae; Staphylococcus

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Paracaedibacterales; Paracaedibacteraceae; Candidatus
Paracaedibacter

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family
XI;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Lachnospiraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; ; ;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Moraxellaceae; Enhydrobacter
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Ruminococcaceae; Oscillibacter
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31

293

14

101
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0
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26329
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48249
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Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Sphingobacteriales;
Sphingobacteriaceae; Sphingobacterium

Bacteria; Actinobacteria; Thermoleophilia;
Solirubrobacterales; 67-14;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; P30B-42;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae;
Pedosphaerales; Pedosphaeraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Lachnospiraceae;

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae;
Chthoniobacterales; Chthoniobacteraceae;
Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Verrucomicrobia; VVerrucomicrobiae;
Pedosphaerales; Pedosphaeraceae;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

Bacteria; Acidobacteria; Subgroup 17; ; ;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Kineosporiales; Kineosporiaceae; Quadrisphaera
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Kineosporiales; Kineosporiaceae; Kineosporia
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia;
Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae;
Erysipelatoclostridium
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Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Staphylococcaceae; Salinicoccus

Bacteria; Armatimonadetes; Armatimonadia;
Armatimonadales; ;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales;
Microbacteriaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Devosiaceae; Devosia

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Acetobacterales; Acetobacteraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Oligoflexales; ;

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia;
Acidobacteriales; Acidobacteriaceae (Subgroup 1);
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Rhizobiaceae; Aquamicrobium
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales;
Muribaculaceae;

Bacteria; Actinobacteria; Acidimicrobiia;
Microtrichales; ;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales;
Hymenobacteraceae;

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Beijerinckiaceae;

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; P30B-42;
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Bacteria; Actinobacteria; Thermoleophilia;
Solirubrobacterales; 67-14;

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Streptomycetales; Streptomycetaceae;

Bacteria; Proteobacteria; ; ; ;

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales;
Micrococcaceae; Micrococcus

Bacteria; Acidobacteria; Subgroup 17; ; ;

Bacteria; Chloroflexi; Chloroflexia; Kallotenuales; ;

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhodobacterales; Rhodobacteraceae; Paracoccus

Fonte: a autora
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APENDICE C - BACTERIA - ABUNDANCIA RELATIVA DE UTOS
Tabela 5. Abundéncia relativa de Bacteria ao nivel de filo em amostras de segmentos nodais (NS) e meio de
cultura (CM) de Dendrocalamus asper.

Filos NS1 NS2 NS3 NS4 NS5 Média  Desv CcM1 CM2 CM3 CM4 CM5  Média  Desv
Néo classificados 0,1300 11,3179 10,3229 0,5262 0,4010 0,5396 O',D4&'15(:3l2 0,0004 0,0004 - 0,0004 - 0,0002 0?)%%2
Acidobacteria 3,7446 25405 04682 0,1879 0,2406 1,4364 1,6181 | 0,0038 0,0066 0,0052 0,0076 0,0027 0,0052 0,0020
Actinobacteria 41264 15243 39070 11,2528 1,1550 2,3931 1,4903 | 0,0218 0,0116 0,0072 0,0046 0,0089 0,0108 0,0067
Armatimonadetes 0,2681 0,0635 0,0646 0,0125 0,0160 0,0849 0,1054 - 0,0015 - 0,0019 - 0,0007  0,0010
Bacteroidetes 29,4290 7,4627 18,5502 14,7858 13,3686 12,7193 11,0817 | 0,0045 0,0070 0,0144 0,0034 0,0050 0,0069 0,0044
Chloroflexi - - - 0,0251 - 0,0050 0,0112 - - - - - - -

Cyanobacteria 0,0081 0,0318 0,1292 0,0125 0,0160 0,0395 0,0509 - - - - - - -

Deinococcus-Thermus  0,4792  0,6510 0,8557 0,2881 0,0642 0,4676 0,3079 - 0,0004  0,0008 - - 0,0002  0,0004
FBP 0,1625  0,2699 - - 0,0160 0,0897 0,1218 | 0,0004 0,0008 - - - 0,0002  0,0003
Firmicutes 31273 57796 6,3771 38,5242 26,4678 16,0552 15,6498 | 0,1700 10,6913 10,8270 0,2994 0,1726 2,4321  4,6250
Gemmatimonadetes - - - - - - - - 0,0004 0,0004 0,0015 - 0,0005  0,0006
Planctomycetes 0,0162 0,0318 0,0161 - - 0,0128 0,0133 - - - 0,0004 - 0,0001  0,0002
Proteobacteria 58,4924 80,1842 69,2606 54,3723 68,2066 66,1032 10,1020 | 99,7976 89,2786 99,1439 99,6804 99,8006 97,5402 4,6263
Spirochaetes - - 0,0484 - - 0,0097 0,0217 - - - - - - -

Tenericutes 0,0081 - - - - 0,0016  0,0036 | 0,0004 0,0004 - - 0,0078 0,0017 0,0034
Verrucomicrobia 0,0081  0,1429 - 0,0125 0,0481 0,0423 0,0592 | 0,0011 0,0012 0,0012 0,0004 0,0023 0,0012 0,0007

Fonte: a autora
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Tabela 6. Abundancia relativa de Bacteria ao nivel de classe em amostras de segmentos nodais (NS) e meio de
cultura (CM) de Dendrocalamus asper.

Classes

Néo classificados
Acidimicrobiia
Acidobacteriia
Actinobacteria
Alphaproteobacteria
Armatimonadia
Bacilli

Bacteroidia
Chloroflexia
Clostridia
Deinococci
Deltaproteobacteria
Erysipelotrichia
Fimbriimonadia

Gammaproteobacteria

NS1
0,3574
0,0650
3,7446
3,8827

28,4461
0,0812
2,8430

29,4290
0,2762
0,4792
0,5199
0,0081
0,1868

29,4615

NS2
1,5878
2,5405
1,4925

18,3233
5,5097

7,4627

0,2540
0,6510
2,8581
0,0159
0,0635

59,0029

NS3
0,3229
0,0807
0,4682
3,7940

16,5644
0,0161
6,2641

18,5502
0,1130
0,8557

1,0171

0,0484

51,6790

NS4
0,5262
0,0125
0,1754
1,2403
6,6399

38,2360
4,7858
0,0251
0,2881
0,2881
0,1754
0,0125

47,5570

NS5
0,6737
0,0160
0,2085
1,1389
3,5611

26,0346
3,3686
0,4171
0,0642
0,9785
0,0160
0,0160

63,4103

Média
0,6936
0,0349
1,4274
2,3097
14,7070
0,0195
15,7775
12,7193
0,0050
0,2697
0,4676
1,1098
0,0080
0,0655

50,2221

Desv.
Pad.
0,5192
0,0356
1,6265
1,4017
9,9323
0,0352
15,5951
11,0817
0,0112
0,1083
0,3079
1,0372
0,0080
0,0712

13,1459

CM1

0,0008

0,0038
0,0218

0,0248

0,1588

0,0045

0,0109

0,0026

0,0004

99,7701

CM2
0,0015
0,0066
0,0116
0,0781

10,3022
0,0070
0,3883
0,0004
0,0050
0,0008
0,0015

89,1950

CM3

0,0052
0,0068

0,0443

0,8134

0,0144

0,0132
0,0008
0,0048

0,0004

99,0948

CM4

0,0004

0,0030
0,0046

0,0320

0,2888

0,0034

0,0107

0,0049

0,0019

99,6435

CM5

0,0027
0,0089

0,1462

0,1579

0,0050

0,0140

0,0058

0,0008

99,6486

Média
0,0005
0,0043
0,0107

0,0651

2,3442

0,0069

0,0874
0,0002
0,0046
0,0005
0,0007

97,4704

Desv.
Pad
0,0006

0,0016
0,0067

0,0498

4,4569

0,0044

0,1682
0,0004
0,0012
0,0003
0,0010

4,6335
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Mollicutes 0,0081 - - - - 0,0016  0,0036 [0,0004 0,0004 - - 0,0078 0,0017 0,0034
Oxyphotobacteria 0,0081 0,0318 0,1292 10,0125 0,0160 0,0395  0,0509 - - - - - - -

Planctomycetacia 0,0162 0,0318 0,0161 - - 0,0128  0,0133 - - - 0,0004 - 0,0001  0,0002
S0134 terrestrial group - - - - - - - - 0,0004 0,0004 0,0015 - 0,0005 0,0006
Spirochaetia - - 0,0484 - - 0,0097 0,0217 - - - - - - -

Subgroup 17 - - - 0,0125 10,0321  0,0089  0,0140 - - - 0,0011 - 0,0002  0,0005
Subgroup 6 - - - - - - - - - - 0,0034 - 0,0007 0,0015
Thermoleophilia 0,1787 0,0318 0,0323 - - 0,0485  0,0745 - - 0,0004 - - 0,0001  0,0002
Verrucomicrobiae 0,0081  0,1429 - 0,0125 10,0481 0,0423 0,0592 (0,0011 10,0012 0,0012 0,0004 0,0023 0,0012 0,0007

Fonte: a autora
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Abundancia absoluta de Fungi em amostras de segmentos nodais (NS) e meio de cultura (CM) de Dendrocalamus

asper.
uTo NS1 NS2 NS3 NS4 NS5 CM1 CM2 CM3 CM4 CM5 | Reino; Filo; Classe; Ordem; Familia; Género
S

OTU 4 3 1 1 0 7 0 9 0 18 Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
1

oTU 5203 1560 2801 3960 1211 34 32 45 20 181 Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
2

OTU| 15998 11705 23374 26624 10801 145 120 151 176 352 Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
_3 Mycosphaerellaceae

OTU 77 55 61 52 60 403 8862 58 54598 17633 | Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales;
4 Trichocomaceae

OTU 39 34 30 29 36 57 58596 96 171 299 Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes
5

OTU 46 40 37 29 45 62 52162 64 125 129 Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Diaporthales;
6 Schizoparmaceae

OTU 58 60 54 57 51 10472 4500 373 24389 1400 | Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes
7

OTU| 14300 25365 8525 10978 4044 364 90 259 226 406 Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes
8

OTU 2 1 6 7 7 1 1 2 0 4 Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Dothideales
9

OTU 5697 3510 4187 8393 10982 209 82 98 66 231 Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales
10

OTU 6685 3420 4434 9038 14299 46 50 104 52 213 Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

1

OTU 433 1975 5817 12407 17897 55 65 97 62 260 Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

12

oTU 252 539 301 16578 11048 40 34 60 27 133 Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
_13

OTU 35 44 28 36 18 78 348 11319 9142 7830 | Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

_14

OTU 43 34 45 40 38 52 37 19188 20 94 Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

_15

OTU | 3808 1208 2808 7112 4474 1186 80 174 153 6609 | Fungi; Ascomycota
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373

1918

1365

293

31

201

16

98

22

1202

1658

805

1520

1770

137

535

9451

1462

175

216

283

16

372

19

16

597

2691

1852

1585

387

405

12916

1871

7113

275

58

2938

38

387

17

24

1032

480

356

23

624

105

1177

233

2405

191

23

4436

14

3039

11

11

16

507

118

74

18

643

14447

148

2188

1789

194

16

1118

16

3395

19

15

19

3360

295

852

1138

341

13

36

62

24

6809

9515

55

10

44

163

5392

5034

15

41

14

16

16

43

58

2854

292

25

55

14

192

4726

17

15

13

123

31

33

64

52

8605

124

63

32

38

93

48

52

18

24

17

20

32

15

13

33

92

6589

36

30

8308

10

5769

12

17

20

11

14

11

59

62

194

141

983

217

141

110

4370

28

76

48

37

35

65
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Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales;
Didymellaceae

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales
Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Russulales;
Peniophoraceae; Peniophora_18201

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Tremellaceae

Fungi

Fungi

Fungi; Ascomycota

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales
Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes
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2575

264

11

433

12

14

10

12

1948

526

21

11

1802

881

124

21

1519

420

298

751

13

154

12

24

702

1365

63

16

211

53

266

68

12

315

14

15

25

774

30

16

442

716

31"

283

170

288

14

18

244

283

20

12

190

386

35

2271

2602

12

802

15

2765

10

675

202

447

266

10

19

266

727

35

10

12

26

4920

175

16

1894

10

11

19

20

14

3526

24

40

3115

28

15

10

17

30

20

04

413

15

37

16

44

42

270

13

©

36

23

19

[=2]

20

10

21

47

2950

20

31

25

10

2445

15

1806

20

801

69

46

98

34

14

19

63

16

39

1924

25

53

51

29

69

71

17

39

2037
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Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Basidiomycota

Fungi; Basidiomycota

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Diaporthales;
Valsaceae

Fungi

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Diaporthales
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales
Fungi

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
Mycosphaerellaceae

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Tremellaceae

Fungi

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Polyporales



1702

2078

349

226

227

315

881

80

52

15

43

314

738

352

278

1111

912

126

19

128

800

13

402

137

711

206

209

19

751

127

17

505

113

12

853

128

14

60

123

76

16

183

13

10

262

3710

49

42

1859

276

13

269

31

212

185

15

97

132

12

67

16

10

52

951

23

267

787

26

25

143

26

1106

668

46

71

16

27

728

16

21

11

24

17

12

103

10

193

1200

13

227

129

166

29

50

39

22

41

38

22

1407

43

39

12

39

18

148

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales
Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Russulales;
Peniophoraceae; Peniophora_18201

Fungi; Ascomycota; Leotiomycetes; Helotiales
Fungi; Ascomycota

Fungi;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales;
Nectriaceae

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales;
Hypocreaceae

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Xylariales;
Apiosporaceae; Arthrinium_7214

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales
Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales
Fungi

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;

Tremellaceae
Fungi; Ascomycota; Leotiomycetes; Helotiales



10

523

490

166

54

114

16

444

272

15

37

182

165

475

11

34

42

66

23

11

374

18

24

99

292

378

92

62

78

36

18

47

17

34

352

17

24

60

97

147

187

52

11

107

36

18

60

82

112

138

290

19

113

242

10

11

2786

71

36

365

286

35

142

10

324

15

47

538

63

443

153

22

12

307

11

549

21

23

16

12

6697

38

22

137

149

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales;
Trichocomaceae
Fungi

Fungi; Ascomycota
Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
Mycosphaerellaceae;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Diaporthales;
Togniniaceae; Phaeoacremonium_27679

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
Mycosphaerellaceae

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Polyporales;
Phanerochaetaceae;

Fungi; Basidiomycota; Exobasidiomycetes; Incertae
sedis; Incertae sedis; Meira_28755

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota

Fungi; Basidiomycota; Microbotryomycetes;
Sporidiobolales

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales;
Trichocomaceae

Fungi; Ascomycota; Leotiomycetes; Helotiales

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes



63

131

322

66

88

1

43045

61

319

5

15

12

96

41

80

3

10194

7

37

33

28

2

26

62

216

14

235

1

78

108

2

151

0

16

27

10934

4

37

14

188

30

29

191

18

193

178

58

2

27128

49

20

35

5

88

46

59

40

59

2

56

1

102

18

9134

22

31

59

4

10

310

25

14

61

53

241

150

19

143

10

17

20

187

39

637

150

Fungi; Basidiomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Incertae sedis; Derxomyces_508468

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales;
Pleosporaceae

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Ascomycota

Fungi

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales;
Incertae sedis; Periconia_9263

Fungi

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Ascomycota; Incertae sedis; Incertae sedis;
Pseudeurotiaceae

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales



36

25

67

79

11

108

71

112

62

11

111

109

124

22

121

20

165

47

38

42

61

84

10

20

28

138

56

17

43

13

10

75

86

29

112

108

141

147

16

115

151

Fungi

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi; Basidiomycota

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi; Ascomycota; Leotiomycetes; Rhytismatales;
Rhytismataceae; Lophodermium_2941

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Russulales;
Peniophoraceae; Peniophora_18201

Fungi; Basidiomycota; Pucciniomycetes;
Septobasidiales; Septobasidiaceae

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes

Fungi

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Incertae sedis; Hannaella_508459

Fungi; Ascomycota

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi

Fungi; Basidiomycota

Fungi

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes



82

16

57

74

25

60

30

83

111

20

93

90

21

12

30

129

26

55

76

99

23

57

38

12

48

113

57

37

12

10

13

24

11

18

32

11

123

56

65

17

47

39

107

152

Fungi; Ascomycota

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Polyporales
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi

Fungi; Ascomycota

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales
Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi



33

22

134

35

47

22

39

95

27

19

24

65

20

61

25

14

25

28

42

65

16

11

44

67

100

56

27

48

10

20

27

87

16

10

58

85

34

153

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales;
Nectriaceae

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi; Basidiomycota; Microbotryomycetes;
Sporidiobolales

Fungi

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales
Fungi

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Tremellaceae

Fungi

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
Mycosphaerellaceae

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales

Fungi; Basidiomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes



57

53

57

89

52

11

20

41

49

11

12

87

16

25

19

25

36

38

46

21

65

16

26

11

15

154

Fungi; Basidiomycota

Fungi; Basidiomycota

Fungi

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales
Fungi

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales
Fungi; Basidiomycota

Fungi; Basidiomycota

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Chaetothyriales;
Incertae sedis; Strelitziana_501009

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi; Basidiomycota

Fungi; Ascomycota

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes



13

44

18

27

28

11

11

31

38

34

52

28

29

160

22

53

18

34

34

23

20

10

34

32

32

28

44

155

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Chaetothyriales
Fungi

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales
Fungi

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota

Fungi

Fungi

Fungi

Fungi; Ascomycota; Lecanoromycetes

Fungi; Basidiomycota

Fungi

Fungi; Ascomycota

Fungi

Fungi; Basidiomycota



682

24

28

14

26

20

39

11

61

45

13

385

11

27

11

10

33

39

44

13

12

30

25

151

15

Fungi

156

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales;

Pleosporaceae
Fungi

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales

Fungi
Fungi; Basidiomycota

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;

Mycosphaerellaceae

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales

Fungi; Ascomycota;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales

Fungi

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Chaetothyriales;

Herpotrichiellaceae
Fungi; Basidiomycota

Fungi; Basidiomycota;
Fungi; Ascomycota
Fungi; Basidiomycota

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes



6

19084

7

14

19

14

18

79

25

4

50685

21

1

16

1

18

23

38

17

4

2534

0

22

0

13

2

1

6945

0

0

10

16

49

27

5713

18

61

0

106016

0

376

0

0

102081

0

23

17

18

387

38

157

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Polyporales
Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales;
Trichocomaceae

Fungi

Fungi

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales
Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Tremellaceae

Fungi; Ascomycota

Fungi; Basidiomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales;
Hypocreaceae

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota

Fungi

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes

Fungi

Fungi



18

21

17

87

356

2115

25

13

12

18

103

31

144

714

22

17

18

53

16

10

875

376

51

155

2455

953

107

897

1128

11

26

230

593

3

13153

18

2

438

11

5828

47

158

Fungi

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Dothideales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Tremellaceae;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;



16

71

15

21

46

12

26

15

13

16

30

13

14

159

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Polyporales; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
Mycosphaerellaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Incertae sedis;
Incertae sedis; Leptospora_2803

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Cystobasidiomycetes;
Cystobasidiales; Cystobasidiaceae;

Fungi; Basidiomycota; Microbotryomycetes;
Sporidiobolales; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Microthyriales;
Micropeltidaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales;
Nectriaceae;

Fungi; Basidiomycota; Cystobasidiomycetes;
Erythrobasidiales; Incertae sedis; Bannoa_28645
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;



10

14

11

16

10

15

10

13

14

10

160

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Diaporthales;

Togniniaceae; Phaeoacremonium_27679
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Cuniculitremaceae;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales;
Trichocomaceae;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Ustilaginomycetes;
Ustilaginales; Ustilaginaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;



23

23

12

11

20

161

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Chaetothyriales;

Herpotrichiellaceae;
Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Leotiomycetes; Rhytismatales;
Rhytismataceae;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales;
Trichocomaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Chaetothyriales; ;
Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;



10

10

10

162

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
Mycosphaerellaceae;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales; ;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Chaetothyriales; ;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Cystobasidiomycetes; Incertae
sedis; Symmetrosporaceae; Symmetrospora_813117
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;



11

12

163

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Russulales;
Peniophoraceae; Peniophora_18201

Fungi; Ascomycota; ; ; ;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Diaporthales;
Diaporthaceae;



12

10

164

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales; ;
Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales;
Nectriaceae;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;



165

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Tremellaceae; Dioszegia_8042
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Cystobasidiomycetes; Incertae
sedis; Symmetrosporaceae; Symmetrospora_813117
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Pucciniomycetes;
Septobasidiales; Septobasidiaceae;
Septobasidium_16312

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales;
Trichocomaceae;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Patellariales;
Patellariaceae;



166

Fungi; Ascomycota; ; ; ;
Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales;
Pleosporaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales;
Incertae sedis; Periconia_9263

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;



167

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales;
Teichosporaceae; Teichospora_5360

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales;
Nectriaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
Mycosphaerellaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Dothideales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Pucciniomycetes;
Septobasidiales; Septobasidiaceae;
Septobasidium_16312

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Diaporthales; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;



168

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Tremellaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
Mycosphaerellaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Coniochaetales;
Coniochaetaceae; Coniochaeta_1209
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Diaporthales;
Diaporthaceae;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;



169

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales;
Trichocomaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Chaetothyriales; ;
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Diaporthales;
Diaporthaceae;

Fungi; Ascomycota; Leotiomycetes; Helotiales; ;
Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Incertae sedis; Hannaella_508459

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales;
Nectriaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales;
Cordycipitaceae;



170

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
Mycosphaerellaceae;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Ustilaginomycetes;
Ustilaginales; Ustilaginaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;



1631

0

0

1022

1

0

4548

12560

0

16693

0

171

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales; ;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Dothideales; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;
Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;



172

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Ustilaginomycetes;
Ustilaginales; Ustilaginaceae;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Taphrinomycetes; Taphrinales;
Taphrinaceae; Taphrina_5354

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;



Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; ; ;

173

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;

Cuniculitremaceae;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
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Fungi; Ascomycota; ; ; ;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Xylariales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;
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Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; Pezizomycetes; Pezizales; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales; ;

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Polyporales;
Polyporaceae;

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Russulales;
Peniophoraceae;
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Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Ustilaginomycetes;
Ustilaginales; Ustilaginaceae;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Diaporthales;
Valsaceae;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Pucciniomycetes;
Septobasidiales; Septobasidiaceae;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales; ;
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Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales;
Trichocomaceae;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycetes; Agaricales; ;
Fungi; Ascomycota; Lecanoromycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Pleosporales; ;

Fungi; Ascomycota; Leotiomycetes; Helotiales;
Marthamycetaceae; Marthamyces_28765

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales;
Mycosphaerellaceae;
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Fungi; Basidiomycota; Exobasidiomycetes; Incertae
sedis; Incertae sedis; Meira_28755
Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales; ;

Fungi; Basidiomycota; ; ; ;

Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;
Tremellaceae;

Fungi; Basidiomycota; Pucciniomycetes;
Septobasidiales; Septobasidiaceae;
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Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales; ;
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; ; ;

Fungi; Ascomycota; ; ; ;

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes
Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes
Fungi

Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Eurotiomycetes; Chaetothyriales



0 0
0 0
0 1
0 0
0 3
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Fungi; Ascomycota

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Capnodiales
Fungi; Basidiomycota; Tremellomycetes

Fungi; Ascomycota; Leotiomycetes; Helotiales

Fungi; Ascomycota

Fonte: a autora



181

APENDICE E — FUNGI - ABUNDANCIA RELATIVA DE UTOS
Tabela 7.Abundéncia relativa de Fungi ao nivel de filo em amostras de segmentos nodais (NS) e meio de cultura
(CM) de Dendrocalamus asper.

Filos NS1 NS2 NS3 NS4 NS5 Média Desv ’ cM1 M2 CM3 CM4 CM5  Média  Desv.
Néo classificados | 8,680 3,8978 4,7629 1,7240 10,9684 6,0068 3, 7452 ’ 0,0946 3,2982 0,2104 0,1698 0,5508 0,8648 153337‘15
Ascomycota ’ 85858 90,8799 89,3006 92,3909 80,0634 87,6435 4,9361 ’ 92,7691 93,6475 99,2140 97,8241 97,6321 96,2173 12,8310
Basidiomycota ‘ 5,23?36 52223 509366 58851 89681 6,3497 1,4908 ‘ 7,1363 3,0544 05757 2,0061 1,8171 2,9179 25171

Fonte: a autora

Tabela 8. Abundancia relativa de Fungi ao nivel de classe em amostras de segmentos nodais (NS) e meio de
cultura (CM) de Dendrocalamus asper.

Classes NS1 NS2 NS3 NS4 NS5 Média Desv. CM1 CM2 CM3 CM4 CM5 Média Desv.
pad. pad.
Na4o classificados 16,0989 10,800 7,1878 24,648 11,032 13,953 6,7685 | 1,4581 16,3499 0,8078 15,042 55492 58414 15,6909
0 9 0 5 1
Agaricomycetes 0,0064 0,0020 0,0072 0,0074 0,0088 0,0064 0,0026 | 3,4466 0,1819 0,0610 1,7672 11,3898 11,3693 1,3780
Cystobasidiomycetes | 0,0058  0,0027 0,0078 0,0155 0,0168 0,0097 0,0062 - 0,0007 - - 0,0054 0,0012 0,0023
Dothideomycetes 77,0758 82,095 85527 65473 76,379 77,310 7,6068 | 74,499 3,3208 90,474 15,8887 63,774 47,591 40,385
1 8 6 3 3 4 9 4 6 4
Incertae sedis 0,0393  0,0047 10,0292 0,0136 0,0035 0,0181 0,0157 | 0,0006 0,0020 0,0037 - 0,0040 10,0021 0,0018
Pseudeurotiaceae
Eurotiomycetes 0,2027  0,1921 10,0662 10,1642 0,1238 0,1498 0,0558 | 0,2555 6,0734 0,0504 36,149 12,243 10,954 14,946
2 1 4 8
Exobasidiomycetes 0,0103  0,0228 10,0143 10,0384 0,0814 0,0334 0,0289 | 0,0708 0,0473 0,0884 0,1007 0,0255 0,0665 0,0305
Lecanoromycetes 0,0019 0,1078 0,0012 10,0025 0,0062 0,0239 0,0469 | 0,0006 0,0040 0,0037 0,0046 0,0060 0,0038 0,0020




Leotiomycetes
Microbotryomycetes
Pezizomycetes
Pucciniomycetes
Sordariomycetes
Taphrinomycetes
Tremellomycetes

Ustilaginomycetes

0,1590
0,0006
0,0006
0,0759
1,1250
0,0019
5,1925

0,0032

Fonte: a autora

Tabela 9. Abundancia relativa de Fungi ao nivel de ordem em amostras de segmentos nodais (NS) e meio de

0,7824

0,0013

0,0375

1,4376

4,5135

0,0007

0,0179
0,0024

0,0012

1,6631
0,0006
5,4715

0,0018

0,0161
0,0006
0,0006
0,0087
1,4192
0,0006
8,1752

0,0149

cultura (CM) de Dendrocalamus asper.

Ordens
Néo classificados
Agaricales
Capnodiales
Chaetothyriales
Coniochaetales
Cystobasidiales
Diaporthales

Dothideales

NS1

37,3298

10,5936

0,0431

0,0006
0,0508

1,2801

NS2

35,620
4

8,7306

0,0622

0,0007
0,0522

0,7810

NS3

50,526
3

21,134

0,0310

0,0071
0,0610

4,8018

NS4
34,257
3
0,0018
16,164
6
0,0048
0,0006
0,0012
0,0388

8,9697

0,0274

0,0018

0,0062

7,1023

5,2060

0,0044

NS5

50,997
7

7,0100

0,0279

0,0019
0,0477

10,900

0,2006
0,0014
0,0005
0,0257
2,5494
0,0006
5,7118

0,0050

Média
41,746
3
0,0004
12,726
6
0,0338
0,0001
0,0023
0,0501

5,3467

0,3308
0,0008
0,0005
0,0316
2,5523
0,0008
1,4219

0,0057

Desv.
pad.
8,3035
0,0008
5,8247
0,0211
0,0003
0,0027
0,0080

4,5181

0,0063

0,0025

0,0006

16,682

3,5763

CcM1

18,862
2

1,2814

0,0006

3,2481

1,7950

0,7881

0,0306

83,029
5

0,1719

CMm2

54,073
3

0,0913

0,0033

0,0033

0,0007

36,868
9

0,5189

0,0143

0,2539

0,0019

8,1242

0,1139

0,0019

CM3

26,207
4

0,1151

0,0019

0,2415

8,7379

0,0105

0,0461

0,0013

40,921

0,0678

0,0007

CMm4

54,601
3

0,1580

0,0020

0,4890

0,4732

0,0343

0,0940

0,0040

16,623

0,2465

CM5

18,693
9

0,2768

0,0074

0,0020
1,1984

7,6787

0,1707

0,0854

0,0016

33,076

0,8353

0,0005

Média

34,487
6

0,3845
0,0030
0,0007
0,0005
8,4092

3,8407

0,3453
0,0999
0,0015

30,491
4

1,5337

0,0008

Desv.
pad.
18,373
3

0,5065
0,0026
0,0015
0,0009
15,953

4,0395
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Incertae sedis
Leptospora
Incertae sedis Meira
Incertae sedis
Pseudeurotiaceae
Incertae sedis
Symmetrosporaceae
Erythrobasidiales
Eurotiales
Helotiales
Hypocreales
Microthyriales
Patellariales
Pezizales
Pleosporales
Polyporales
Rhytismatales
Russulales
Septobasidiales
Sporidiobolales
Taphrinales

Tremellales

Ustilaginales

0,0103
0,0103
0,0393
0,0045
0,0006
0,0534
0,1487

0,0302

0,0006
45,1090
0,0039
0,0103
0,0019
0,0759
0,0006
0,0019
5,1925

0,0032

0,0007
0,0228
0,0047
0,0013
0,0007
0,0415
0,7516

0,0830

0,0033

49,245
0,0007
0,0308
0,0013
0,0375

0,0013

4,5129

0,0007

0,0027
0,0814
0,0035
0,0080
0,0018
0,0646
0,0221
0,0495
0,0133

0,0009

17,514
0,0053
0,0053
0,0018
0,0062

0,0018

5,2042

0,0044

0,0024
0,0143
0,0292
0,0060
0,0006
0,0394
0,0113

0,0495

0,0012
34,913
0,0018
0,0066

0,0030

0,0024
0,0006
5,4715

0,0018

0,0019
0,0384
0,0136
0,0031
0,0105
0,0607
0,0118

0,0211

0,0006
22,509
0,0037
0,0043
0,0031
0,0087
0,0006
0,0006
8,1752

0,0149

0,0036
0,0334
0,0181
0,0046
0,0028
0,0519
0,1891
0,0467
0,0027
0,0008
0,0005
33,858
0,0031
0,0115
0,0022
0,0257
0,0014
0,0006
5,7113

0,0050

0,0038
0,0289
0,0157
0,0026
0,0043
0,0112
0,3197
0,0238
0,0059
0,0014
0,0005
13,787
0,0018
0,0110
0,0008
0,0316
0,0008
0,0008
1,4222

0,0057

0,0708

0,0006

0,2549
0,0063

0,7503

66,721

0,0138

3,4009

0,0006

0,0025

3,5757

0,0473

0,0020

6,0661
0,6935

0,6988

0,4170
0,0693
0,0946

0,1019

0,0306

0,1719

0,0884

0,0037

0,0442
0,0131

0,1500

63,844
0,0293
0,0012
0,0305
0,0019

0,2539

0,1139

0,0019

0,1007

36,145
0,0099

5,6531

0,4291
0,9103
0,0007
0,8010
0,0013

0,0461

0,0678

0,0007

0,0255
0,0040
0,0020
0,0013
12,222
0,0309

3,9411

54,149
1,3811
0,0034
0,0081
0,0040

0,0940

0,2465

0,0665
0,0021
0,0004
0,0003
10,946
0,1507

2,2387

37,112
0,4807
0,0200
0,8685
0,0016

0,0854

0,8351

0,0005

0,0305
0,0018
0,0009
0,0006
14,946
0,3036

2,4241

33,814
0,6297
0,0417
1,4533
0,0015

0,0999

1,5334

0,0008
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Xylariales 0,0045 0,0127 10,4475 0,0060 0,1319 0,1205 0,1906 | 0,0144 10,0473 0,1201 0,1106 0,0289 0,0643 0,0482

Fonte: a autora



ANEXO A - MEIO MS
Formulacdo Salina MS (Murashige & Skoog, 1962)*

185

Conc. Sol. | Vol. usado Conc. Final
Solugéo Composto Estoque (g.I) ml.I! mglt | mMm
Macronutrientes
NHsNO3 33 1.650 20,6
KNO3 38 1900 18,8
A CaCl,. 2H20 8,8 50 ml.It 440 3,0
KH2PO4 3,4 170 1,25
MgSQO4.7H20 7,4 370 15
Solucgdo de Ferro
B Na:EDTA.2H.0 3,720 10 mLI 37,3 0,1
FeS0O4.7H.0 2,780 27,8 0,1
Micronutrientes mglL! M
MnS04.H20 3,380 16,9 100,0
ZnS04.7H20 1,720 8,6 30,0
H3BO3 1,240 6,2 100,0
C Kl 0,166 5,0 ml.I" 0,83 5,0
CuS04.5H.0 0,005 0,025 0,1
Na:Mo004.2H20 0,050 0,25 1,0
CoCl2.6H.0 0,005 0,025 0,1
Vitaminas mg.L? uM
Tiamina-HCI 0,02 0,1 0,3
Vitaminas|Piridoxina-HCI 0,1 0,5 2,4
Ac. Nicotinico 0,1 5,0 mlIt 0,5 4,0
Glicina 0,4 2,0 27
Inositol 20 100 0,55
Fonte de Carbono g.l?t mM
Sacarose 30 | 876
pH | 538

* Murashige, T.; Skoog, F A revised medium for rapid growth
and bioassays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum,
v.15, p.473-497, 1962.




