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Resumo

A integracgdo de estudos filogenéticos e de comunidades tem se mostrado bastante eficiente
para desvendar os processos ecoldgicos e evolutivos que moldam a biodiversidade. Nesse
contexto, a combinagdo do metabarcoding de eDNA com analises filogenéticas de
comunidade tem se mostrado particularmente promissora para descrever os padrdes de
organizacdo e montagem das comunidades, proporcionando estimativas de diversidade
mais robustas e informativas. Este estudo teve como objetivo investigar a diversidade
filogenética da comunidade de eucariotos capturados pelo marcador molecular 18S na
planicie de inundacéo do rio Araguaia, utilizando a técnica de metabarcoding. Com foco
nos grupos de microeucariotos planctonicos fotossintetizantes (MEPF) buscamos
compreender como fatores ambientais e espaciais influenciam a diversidade e estrutura
filogenética dessas comunidades. Para isso, foram coletadas amostras de &gua em 140 lagos
da planicie de inundacao do rio Araguaia. O DNA total foi extraido e a regido V4 do gene
18S rRNA foi amplificada e sequenciada na plataforma Illumina MiSeq. As sequéncias
foram tratadas utilizando o pipeline Pimba para obtencdo das unidades taxonémicas
operacionais (OTUs). Uma filogenia total foi construida com o totas as OTUs obtidas, e a
partir dessa filogenia, foram selecionados os clados pertencentes aos grupos de MEPF para
construir uma segunda filogenia, centrada apenas nos MEPF. A diversidade e estrutura
filogenética foi avaliada para ambas as filogenias utilizando os indices de diversidade
filogenética de Faith (PD) e indice de parentesco liquido (NRI). A influéncia de variaveis
ambientais e espaciais na diversidade e estrutura filogenética foi analisada por meio de
analises de redundancia parcial (pPRDA) e particdo da varidncia. E a diversidade beta
filogenética foi estimada utilizando o indice PhyloSor e particionada em aninhamento e
turnover, e sua similaridade com o espacgo e ambiente foi verificada com um teste parcial
de Mantel. Os resultados mostram que a diversidade filogenética da comunidade de
eucariotos e microeucariotos planctonicos fotossintetizantes foi significativamente menor
do que o esperado ao acaso, indicando uma estruturacdo ndo aleatoria da comunidade. A
maioria dos lagos apresentou um padrao filogenético agrupado, sugerindo que tdxons mais
relacionados filogeneticamente co-ocorrem com maior frequéncia. A maior parte da
variacdo na diversidade e estrutura filogenética foi explicada pelo espaco, porém o
ambiente espacialmente estruturado também apresentou uma porcentagem relevante de
explicagdo. Os filtros espaciais que descrevem a conectividade direcional entre os lagos
apresentaram um maior poder de explicacdo do que filtros que usam distancias lineares. A
diversidade beta filogenética para os microeucariotos planctdnicos fotossintetizantes foi
elevada, indicando uma alta substituicdo de espécies entre os lagos. E a sua dissimilaridade
estava positivamente correlacionada com as distancias ambientais e espaciais. Estes
resultados sugerem uma importancia significativa da filtragem ambiental e dos processos
de disperséo na organizagdo da comunidade filogenética. E contribui para o preenchimento
da lacuna de conhecimento sobre a diversidade filogenética de microeucariotos
planctonicos da bacia hidrogréafica do rio Tocantins-Araguaia, destacando a importancia de
considerar tanto os aspectos filogenéticos quanto os ecologicos para compreender a
biodiversidade aquatica.

Palavras-chave: DNA ambiental; plancton; 18S rRNA; estrutura filogenética; OTUs.



Abstract

Integrating phylogenetic and community ecology studies has proven highly effective in
unraveling the ecological and evolutionary processes that shape biodiversity. In this
context, combining eDNA metabarcoding with community phylogenetic analyses holds
promise for describing patterns of community organization and assembly, providing more
robust and informative estimates of diversity. This study aimed to investigate the
phylogenetic diversity of the eukaryotic community captured by the 18S molecular marker
in the Araguaia River floodplain, using the metabarcoding technique. Focusing on groups
of photosynthetic planktonic microeukaryotes (PPME), we sought to understand how
environmental and spatial factors influence the diversity and phylogenetic structure of
these communities. To this end, water samples were collected from 140 lakes in the
Araguaia River floodplain. Total DNA was extracted, and the V4 region of the 18S rRNA
gene was amplified and sequenced on the Illumina MiSeq platform. Sequences were
processed using the Pimba pipeline to obtain operational taxonomic units (OTUs). A total
phylogeny was constructed with all OTUs obtained, and from this phylogeny, clades
belonging to the PPME groups were selected to construct a second phylogeny focused
solely on PPME. Phylogenetic diversity and structure were assessed for both phylogenies
using Faith’s phylogenetic diversity (PD) index and the net relatedness index (NRI). The
influence of environmental and spatial variables on phylogenetic diversity and structure
was analyzed through partial redundancy analysis (pRDA) and variance partitioning.
Phylogenetic beta diversity was estimated using the PhyloSor index and partitioned into
nestedness and turnover, while its correlation with spatial and environmental factors was
assessed with a partial Mantel test. The results show that the phylogenetic diversity of the
eukaryotes and photosynthetic planktonic microeukaryotes communities was significantly
lower than expected by chance, indicating a non-random community structure. Most lakes
showed a clustered phylogenetic pattern, suggesting that more phylogenetically related
taxa co-occur more frequently. Most of the variation in phylogenetic diversity and structure
was explained by space, but the spatially structured environment also had a relevant
percentage of explanation. Spatial filters describing the directional connectivity between
lakes had a greater explanatory power than filters using linear distances. Phylogenetic beta
diversity for photosynthetic planktonic microeukaryotes was high, indicating substantial
species turnover among lakes, and dissimilarity was positively correlated with
environmental and spatial distances. These results suggest a significant role for
environmental filtering and dispersal processes in the phylogenetic community
organization and contribute to filling the knowledge gap regarding the phylogenetic
diversity of planktonic microeukaryotes in the Tocantins-Araguaia River basin,
underscoring the importance of considering both phylogenetic and ecological aspects to
understand aquatic biodiversity.

Keywords: environmental DNA; plankton; 18S rRNA; phylogenetic structure; OTUs.



INTRODUCAO

A integracdo de estudos filogenéticos e de comunidade, oferece uma poderosa
ferramenta para compreender 0s processos ecoldgicos e evolutivos que moldam a
biodiversidade, como apontado por Webb et al. (2002). Uma das formas que podemos
integrar estes dois campos de estudo, é examinando a estrutura filogenética das
comunidades. Este exame nos permite identificar como as espécies estdo distribuidas
filogeneticamente entre os habitats e observar os padrées filogenéticos de organizacdo da
comunidade (Webb et al., 2002). Essa abordagem propicia uma nova perspectiva sobre os
fatores que contribuem para a manutencdo da diversidade e sobre a importancia relativa
dos diferentes processos ecologicos e evolutivos que impulsionam a montagem da
comunidade (Webb et al., 2002; Cavender-Bares et al., 2009).

A estrutura e a diversidade filogenética de uma comunidade refletem,
respectivamente, a quantidade de historia evolutiva e as relacdes evolutivas entre as
espécies que coabitam em um local. A diversidade filogenética é uma medida da
quantidade de historia evolutiva ou divergéncia evolutiva de um conjunto de espécies
(Tucker et al., 2017) e é dada pela soma de comprimento de ramos de uma arvore
filogenética, que assume um modelo evolutivo em que caracteristicas compartilhadas sdo
explicadas pela ancestralidade comum (Faith, 1992, 2016). Assim, comunidades contendo
tdxons mais distantemente relacionados, capturam mais divergéncia evolutiva, e
apresentam maiores valores de diversidade filogenética, do que comunidades que tem
taxons mais intimamente relacionados (Tucker et al., 2019). A estrutura filogenética é uma
medida do padrdo das relacdes evolutivas/filogenéticas das espécies de uma comunidade,
medida pela distancia média entre os ramos de uma filogenia (Webb et al., 2002). Esses
padrdes podem ser classificados como agrupados, superdispersos ou aleatdrios (Webb et
al., 2002). O padrao agrupado indica que espécies filogeneticamente préximas tendem a
coexistir, frequentemente devido a conservacdo de caracteristicas adaptativas que as
tornam bem-sucedidas em ambientes similares. Ja o padrdo superdisperso sugere que
espécies proximas evolutivamente podem evitar a competicdo direta, ocupando nichos
ecoldgicos distintos. Por outro lado, o padrdo aleatorio pode ser resultado de processos
estocasticos ou de convergéncia evolutiva para caracteristicas semelhantes. Esses padroes
sdo frequentemente moldados por uma combinacgéo de fatores, incluindo a conservagéo de

nicho ecologico, a historia evolutiva e 0s processos ecologicos como a competicdo e a
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dispersao (Lovette e Hochachka, 2006; Li, Ives e Waller, 2017). Tanto a estrutura como a
diversidade filogenética sdo medidas de diversidade alfa filogenética, dadas pela riqueza

evolutiva observada na comunidade (Tucker et al., 2017).

A compreensdo da diversidade e dos padr@es filogenéticos de uma comunidade é
fundamental para entender os processos ecoldgicos e evolutivos que moldam a
biodiversidade. Esses processos sdo influenciados por uma complexa interagédo de fatores,
incluindo interacBes ecoldgicas, como competicdo e predacdo (lves e Helmus, 2011),
processos neutros, como deriva genética e colonizacdo aleatdria (Hubbell, 2001).
Flutuacdes nas condicdes abioticas locais e fatores historicos especificos, além de
processos globais como dispersdo e especiacdo, que juntos desempenham papéis
significativos na estruturacdo da diversidade das comunidades (Ricklefs, 1987). Os
processos relacionados a dispersdo e as condi¢bes abioticas locais sdo amplamente

estudados para comunidades aquéticas.

Na metacomunidade, definida por comunidades locais conectadas pela dispersao
de multiplas espécies que potencialmente interagem entre si (Wilson, 1992; Leibold et al.,
2004), a composi¢do das comunidades locais é regulada por processos relacionados a
capacidade de dispersdo, fatores ambientais, interacdes bidticas e processos estocasticos
(Leibold et al., 2004; Thompson et al., 2020). Os fatores ambientais, atuardo em uma escala
local promovendo a filtragem ambiental que atuard no sucesso do estabelecimento e
persisténcia dos organismos de acordo com as condi¢cdes ambientais, e assim incluindo ou
excluindo espécies nas comunidades de acordo com as suas tolerancias as caracteristicas
do ambiente (Poff, 1997; Kraft et al., 2015). A filtragem ambiental é frequentemente
associada a uma estrutura filogenética agregada (Webb et al., 2002; Kembel e Hubbell,
2006) e a formacdo de uma estrutura filogenética mais forte quando os taxons derivados

séo favorecidos na comunidade (Kraft et al., 2007).

A capacidade de dispersdo das espécies e a limitacdo da disperséo esté associada a

uma mudanca na composicao filogenética das comunidades (Daru et al., 2017). A
capacidade de dispersao afetara a distribui¢do espacial dos organismos na metacomunidade
em uma escala regional. Essa capacidade de dispersdo pode ser limitada pelo aumento do
isolamento ou impulsionadas pelo efeito de massa, sendo afetados pela distancia espacial
entre os locais e extensdo espacial pesquisada (Heino et al., 2015). Em rios e riachos, a
direcionalidade do fluxo de 4gua pode desempenhar um papel crucial na disperséo, sendo
fortemente afetada por efeitos de massa, o que pode levar a homogeneizacdo das
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comunidades (Heino et al., 2015). Em lagos, a classificacdo de espécies e a limitacdo da

dispersao sdo fatores importantes que estruturam a metacomunidade (Heino et al., 2015).

Para separar 0s papéis dos processos ambientais e espaciais na organizacao da
comunidade em ambientes aquaticos, o uso de diferentes métricas de distancia espacial que
especifique diferentes possibilidade de relagcdo espacial entre os locais, como distancia
terrestre (Overland), distancia ao longo do curso de &gua (Waterhouse) e processos
direcionais podem ser fundamentais (Heino et al., 2015). A importancia da rede fluvial na
explicacdo de padrGes da metacomunidade depende de fatores como o modo de disperséo,
tipo de paisagem e conectividade entre locais (Tonkin et al., 2018). Podemos visualizar
melhor a importancia dessa rede para dispersdo utilizando multiplas métricas de distancia
espacial simultaneamente (Tonkin et al., 2018). Devido a ampla gama de modo de
dispersao de alguns organismos o uso de diferentes métricas de distancia simultaneamente

podem capturar melhor o papel da dispersao na metacomunidade.

A importancia dos processos regionais e locais, como a dispersdo e filtragem
ambiental, na estrutura da comunidade variam de acordo com as caracteristicas das
espécies, a extensdo espacial estudada e a heterogeneidade ambiental das regies analisadas
(Gronroos et al., 2013; Heino et al. 2015). Em escalas espaciais mais finas e intermediarias,
predominantemente os fatores ambientais parecem influenciar mais a estrutura das
metacomunidades aquéticas (Lansac-Tdha et al., 2021). J& em escalas maiores, 0s fatores
espaciais tém um papel importante na estruturacdo da comunidade (Li, Tonkin e Haase,
2020). As escalas espaciais também impactam os padrdes de estrutura filogenética e a forca
dos processos que determinam a composicdo filogenética das comunidades (Webb et al
2002; Cavender-Bares et al., 2009; Cavender-Bares, Keen e Miles, 2006).

Para 0s microrganismos aquaticos, os fatores ambientais sdo o0s principais
reguladores de suas comunidades (Lansac-T6ha et al., 2021), com as caracteristicas do
habitat sendo importantes fontes de variacdo para estes organismos (Heino et al., 2014).
No entanto, fatores ambientais e espaciais podem influenciar os padrdes de diversidade
comunitaria de maneiras distintas em diferentes escalas, em comunidade de
microeucariotos plancténicos (Martin et al., 2021). Em escalas maiores, ambos os fatores
podem ter uma influéncia importante, enquanto em escalas menores, 0 ambiente pode ter

um papel predominante (Martin et al., 2021; Jin et al., 2022).



Os microeucariotos plancténicos desempenham um papel fundamental na
manutencdo da vida na Terra e nos ecossistemas aquaticos, regulando as concentragdes de
CO- na atmosfera, constituindo a base das cadeias alimentares aquéaticas (Smetacek e
Cloern, 2008), atuando como um importante agente na ciclagem de nutrientes e na
determinacédo da produtividade dos ecossistemas aquaticos (Henson et al., 2021; Field et
al., 1998). Alem de serem frequentemente usados como bioindicadores da qualidade da
agua e estado ecologico de lagos e rios (Hardikar, Haridevi e Deshbhratar, 2022; Hanzek
et al., 2021; Lacdan et al. 2014), devido a sua sensibilidade as mudangas ambientais.
Apesar de sua importancia ecologica, esses organismos foram relatados como menos
estudados em termos de diversidade filogenética quando comparados a comunidades de
plantas terrestres e microrganismos procariontes (Vamosi et al., 2009; Vamosi, 2013).
Embora alguns avancos tenham sido feitos nos dltimos anos (Ex. Thompson, Davies e
Gonzalez, 2015; Gianuca, Pantel e De Meester, 2016; Skouroliakou et al., 2022; Han et al.,
2022; Wang et al., 2024), uma lacuna de conhecimento ainda parece persistir, dada a

escassez de estudos encontrados na literatura.

Os microeucariotos plancténicos séo sensiveis as condi¢cdes ambientais, alteracdes
no pH da agua, por exemplo, pode levar a diminuicao da riqueza e alteracdo da composi¢do
e diversidade dos grupos taxonémicos, impactando a montagem da comunidade e sua
estrutura filogenética (Ren et al., 2015). Para as comunidades de microeucariotos
planctonicos fotossintetizantes, a disponibilidade de nutrientes e as caracteristicas fisico-
guimicas do ambiente, como temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido, influenciam o
crescimento, diversidade e abundéncia de suas comunidades (Vajravelu et al., 2018). Esses
microrganismos exibem uma sensibilidade as mudancas no ambiente, que podem provocar
alteracdes na diversidade, reorganizacdo e um aumento da instabilidade na estrutura de suas
comunidades (Henson et al., 2021), com possiveis consequéncias para 0s ciclos
biogeoquimicos locais e até globais (Litchman et al., 2015). A compreenséo da diversidade
e estrutura filogenética dessas comunidades € um campo de grande interesse para
compreender a montagem da comunidade planctbnica e 0s processos ecoldgicos

envolvidos nela (Vamosi, 2013).

Os avancos recentes na area da genética molecular, tem permitido um crescente uso
de técnicas moleculares para estudar comunidades microbianas aquaticas, incluindo a
exploracdo da diversidade filogenética dessas comunidades (Grossart et al., 2020). Nos

ultimos anos a técnica de DNA metabarconding tem se mostrado muito util e promissora,
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permitindo analises de muitas amostras com sensibilidade e resolugdo taxondmica
(Santoferrara, 2019). O metabarcoding é uma técnica que engloba ecologia de campo,
métodos moleculares e ferramentas computacionais avangadas (Ruppert, Kline e Rahman,
2019) e permite a identificacdo de multiplas espécies a partir de uma amostra ambiental.
Ela é capaz de detectar espécies raras e invasoras, monitorar a diversidade de comunidades,
e tem se tornado uma poderosa ferramenta para a conservacdo (Sahu et al., 2023). As
sequéncias curtas de DNA (amplicons) de regides especificas (Ex. gene 18S, 16S e ITS)
gerada pela técnica, podem ser agrupadas por similaridade formando as unidades
taxonémicas operacionais (OTUs) ou mantidas como variantes de sequéncias de amplicons
(ASVs), e permite uma identificacdo eficaz da composicao taxondmica microbiana (Liu et
al., 2021). Mas ainda existe um desafio na identificacdo de todos os taxons devido a
incompletude dos bancos de dados (Hestetun et al., 2020) e sequéncias mal classificadas
depositadas em banco de dados publicos (Bagheri, Severin e Rajan, 2020). Apesar disso,
sequéncias curtas vém sendo comumente utilizadas na construcao de arvores filogenéticas
moleculares (Choi et al., 2020; Yang et al., 2021; Bock et al., 2022; Wang et al., 2024),
principalmente devido a sua facilidade e rapidez na montagem das arvores filogenéticas.

Os estudos de DNA metabarcoding normalmente utilizam o DNA obtido de
amostras ambientais, 0 eDNA (environmental DNA ou DNA ambiental), que é uma
mistura complexa de DNA de muitos organismos diferentes que pode ser encontrada no
solo, na &gua, no ar, sedimentos entre outros ambientes (Taberlet et al., 2012). O
metabarcoding de eDNA tem se mostrado eficiente e confiavel para abordagens em estudos
ecolégicos e da biodiversidade aquatica, podendo também ser utilizado como
complementar a abordagens tradicionais, sendo eficiente em detecgdo de espécies raras ou
cripticas, e garantido um monitoramento eficiente e preciso de ecossistemas aquaticos
(\Valentini et al., 2015). O metabarcoding de eDNA tem sido muito usado para investigar
a montagem de comunidades planctonicas (Banerji et al., 2018; David et al., 2021; Mo et
al., 2021; Liu et al., 2022; Li et al., 2023; Shen et al., 2024). E seu uso aliado as anélises
de diversidade filogenética da comunidade, pode ser muito vantajoso para descrever 0s
padrbes ambientais das comunidades, fornecendo estimativas de diversidade mais

consistentes e informativas (Diniz-Filho et al., 2024).

A planicie de inundacdo do rio Araguaia, com sua grande extensao e conectividade,
oferece um cenério ideal para investigar a estrutura e a dinamica das comunidades

filogenéticas de microeucariotos planctonicos em ampla escala espacial. O rio Araguaia €
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um importante rio da regido centro-oeste do Brasil (Valente, Latrubesse e Ferreira, 2013),
que possui uma importante planicie de inundacao, que forma um complexo mosaico de
unidades inter-relacionadas, formando um sistema que regula uma importante area de
ecossistemas aquéaticos do Cerrado (Latrubesse e Stevaux, 2006). As planicies de
inundacdo sao areas que sao periodicamente inundadas pelo transbordamento lateral de rios
ou lagos, e possui uma biota adaptada a dindmica do pulso de inundacdo com estruturas
comunitarias caracteristicas (Junk et al., 1989). O rio Araguaia faz parte da bacia do rio
Tocantins-Araguaia uma das mais importantes bacias hidrogréaficas do Brasil que abrange
duas regides fitogeogréaficas distintas, o Cerrado e a Amaz0nia, que concentram grande
biodiversidade (Latrubesse e Stevaux, 2006). Esta bacia vem sofrendo com as intensas
mudancgas e ameacas ambientais que tem levado a sua degradacdo em grande escala,
colocando em risco a biodiversidade e servigos ecossistémicos locais (Pelicice et al., 2021),
tornando este ecossistema uma area prioritria para o monitoramento e estudos da

biodiversidade local.

O complexo mosaico de unidades inter-relacionadas da planicie de inundacdo do
rio Araguaia, cria um sistema de lagos interconectados ao curso do rio, estes ambientes séo
dominados por comunidades locais conectadas pela dispersdo de multiplas espécies,
formando uma metacomunidade (Wilson, 1992; Leibold et al., 2004) e assim integrando
processos locais e regionais, como interacBes entre espécies, espécie-ambiente e dispersao,

gue atuam na montagem e estrutura da comunidade local (Logue et al., 2011).

A regido da bacia do Rio Araguaia, tem sido muito estudada nos ultimos anos.
Varios estudos tem sido feitos para avaliar a diversidade e qualidade ambiental da regido,
que inclui, estudos a respeito do regime hidrolégico e ecossistemas da regido (Aquino,
Latrubesse e Souza-Filho, 2008), suas caracteristicas fisico-bidticas (Latrubesse e Stevaux,
2006), estudos sobre as comunidades de microrganismos aquaticos (Nabout, Nogueira e
Oliveira, 2006; Machado et al., 2016) e outros organismos (Tejerina-Garro et al., 1998;
Pereira e Colli, 2023; Paschoalini et al., 2020), sobre as caracteristicas limnolégicas das
lagoas (Alves et al., 2019; Marcionilio et al., 2016), uso e cobertura do solo (Martins et al.,
2021), estruturacdo das metacomunidades aquaticas (Lansac-To6ha et al., 2021), estudos de
paisagem (Valente, Latrubesse e Ferreira, 2013), dindmica do mercdrio (Fernandes et al.,
2024; Monteiro et al., 2024), entre outros. Dentre esses, foi realizado um estudo feito com
técnicas moleculares sobre os padrdes de diversidade de comunidades de microeucariotos

planctonicos, que analisou 27 lagos na regido do médio Araguaia ao longo de 500 km na
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planicie de inundacédo do rio e seus afluentes (Machado et al., 2019). Neste estudo, 0s
autores observaram uma composicdo de microeucariotos planctonicos espacialmente
estruturada ao longo da planicie, sem efeitos direto do ambiente ou espago, mas com uma
fracdo de explicacdo consideravel do componente compartilhado na composi¢do da
comunidade, indicando que variaveis ambientais espacialmente estruturadas podem estar

atuando para determinar a composicao dessas comunidades.

O presente estudo propde uma expansao do trabalho de Machado et al. (2019), em
termos da amostragem de lagos, que engloba quase toda a regido do médio Araguaia,
perfazendo cerca de 1.500 km entre o rio Araguaia e seus afluentes, cobrindo assim, uma
grande parte desse ecossistema aquatico. Além disso, no presente estudo noés utilizamos
uma abordagem analitica baseada na diversidade filogenética molecular, com o intuito de
explorar melhor os dados obtidos e incluir os aspectos evolutivos na determinacdo da
estrutura da comunidade e sua relacdo com caracteristicas espaciais e ambientais. Tendo
em vista estes aspectos, o objetivo deste trabalho € com o uso da ferramenta molecular de
DNA metabarcoding, investigar a diversidade filogenética da comunidade de eucariotos
capturados pelo marcador molecular 18S na planicie de inundacao do rio Araguaia, focando
nos microeucariotos plancténicos fotossintetizantes (MEPF). Os microeucariotos
planctdnicos fotossintetizantes sdo a base da cadeia alimentar aquética e sdo organismos
essenciais para a manutencao dos ecossistemas aquaticos (Smetacek e Cloern, 2008; Field
et al., 1998). Estes organismos sao identificados com frequéncia utilizando a regido 18S
do RNA ribossomal (Penna et al., 2017; Kezlya, Tseplik e Kulikovskiy, 2023; Akcaalan et
al., 2023) e ja foi demonstrado que esta regido tem uma maior riqueza de sequéncias
depositadas em banco de dados publicos para estes organismos (Furtado et al., 2024) o que
facilita a identificacdo das espécies por meio do metabarcoding. Baseado nisso, nossos
objetivos especificos sdo: i) Determinar a diversidade e estrutura filogenética da
comunidade; ii) Avaliar a diversidade beta filogenética da comunidade; iii) Testar a
influéncia das variaveis ambientais e espaciais para explicar a variacdo na diversidade
filogenética da comunidade; iv) Verificar se espécies filogeneticamente proximas ocupam
ambientes semelhantes; v) Verificar se os padrdes de diversidade e estrutura filogenética
observados sdo semelhantes entre a comunidade de eucariotos (comunidade total) e a

comunidade de microeucariotos planctonicos fotossintetizantes (comunidade focal).
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METODOS

Area de estudo

O rio Araguaia faz parte da bacia hidrografica Tocantis-Araguaia, considerada a
quarta maior bacia da América do Sul, com uma area de drenagem que se estende por
777.308 km2 (Aquino, Latrubesse e Souza-Filho, 2009). A nascente do rio fica no sudoeste
do estado de Goias (préximo ao Parque Nacional das Emas - GO, Brasil) e desagua no Rio
Tocantins (proximo a Sdo Jodo do Araguaia — PA, Brasil). O rio Araguaia faz a divisa dos
estados de Goias e Mato Grosso, Tocantins e Mato Grosso e Tocantins e Para e percorre
cerca de 2.100 Km até a confluéncia com o rio Tocantins (Aquino, Latrubesse e Souza-
Filho, 2009). O rio é dividido em alto, médio e baixo Araguaia e possui uma area de
escoamento, de cerca de 377.000 km? (Latrubesse e Stevaux, 2006; Aquino, Stevaux e
Latrubesse, 2005). O alto Araguaia tem cerca de 450 km de extensdo e uma é&rea de
drenagem de cerca de 36.400 km2, vai da nascente até a regido de Registro do Araguaia -
GO, o médio Araguaia se estende por 1.600 km e possui uma area de drenagem maior que
300.000 kmz, indo de Registro do Araguaia - GO até a cidade de Concei¢do do Araguaia -
PA (Latrubesse e Stevaux, 2006; Aquino, Latrubesse e Souza-Filho, 2009). Neste trecho
se encontra os importantes rios tributarios, como o rio das Mortes, rio Vermelho, rio
Cristalino e rio Crixas que contribuem para o aumento da area de drenagem do médio
Araguaia (Latrubesse e Stevaux, 2006). O baixo rio Araguaia tem cerca de 500 km de
extensdo com uma area de drenagem de cerca de 40.000 km?, indo de Concei¢do do

Araguaia — PA, até a sua confluéncia com o rio Tocantins (Latrubesse e Stevaux, 2006).

O rio Araguaia tem um regime hidrolégico dependente do clima quente a
semiumido, caracteristico do Cerrado (Aquino, Stevaux e Latrubesse, 2005). Apresenta
uma temporada de cheia e outra de seca, de acordo com o clima do Cerrado, com picos de
cheias ocorrendo entre 0s meses de janeiro a maio e o periodo de vazantes ocorrendo entre
junho e setembro, variando ao longo das regides do rio (Aquino, Latrubesse e Souza-Filho,
2008). Em razé&o dessa sazonalidade do regime de chuvas da regido, o rio Araguaia possui
uma importante planicie de inundacdo com uma area total que pode chegar a 88.119 km?
de terra coberta por dgua durante o periodo de cheia, e cerca de 2.930 km?2 de &rea Umida
coberta por agua durante o periodo de seca (Irion et al., 2016). Esse regime hidrolégico da
regido é muito importante para a manutencdo dos ecossistemas aquaticos (Aquino,
Latrubesse e Souza-Filho, 2008).
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Amostragem e obtencdo dos dados limnologicos e ambientais

Foram coletadas amostras de agua de 140 lagos da planicie de inundacdo do médio
Araguaia e seus afluentes (rio Cristalino, rio das Mortes, rio Vermelho, rio do Peixe,
corrego Agua Limpa e rio Crixas) (Fig. 1) ao longo do més de fevereiro de 2023, periodo
de cheia do rio. Em cada lago foram amostrados 1,5 litros de agua, coletados logo abaixo
da superficie (cerca de 30 cm de profundidade). Para a coleta dos 1,5 litros de &gua foram
utilizados trés frascos de 500 ml branco leitoso. Cada 500 ml de agua foi coletado de um
ponto diferente na zona limnética do lago, com o intuito de aumentar a captura da
diversidade bioldgica . Posteriormente, as amostras foram armazenadas em caixas térmicas
com gelo até o transporte ao barco-hotel onde foram filtradas em até 12 horas ap0s a coleta.
Cada amostra de 500 ml foi filtrada com o uso de uma membrana de acetato de celulose
com porosidade de 0,45 um e 47 milimetros de diametro (Millipore), com o auxilio de uma
bomba a viacuo. A membrana de porosidade 0,45 um ¢é capaz de capturar organismos
inteiros de microeucariotos planctonicos, alguns organismos do picoplancton (0,2-2,0 um)
e todos maiores que estes. Os equipamentos de filtragdo foram esterilizados com
hipoclorito de sédio comercial a 10% e depois enxaguados com agua destilada por trés
vezes. Além disso, a bancada de uso foi higienizada continuamente com alcool 70%. Apds
a filtragem, cada membrana foi armazenada separadamente em um tubo eppendorf de 2 ml
com solucdo tampé&o de Longmire (Longmire et al., 1997) e mantidas refrigeradas a cerca
de -4°C, até o transporte para o laboratério de Genética & Biodiversidade, da Universidade

Federal de Goias, onde foram armazenadas a -80°C.
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Figura 1 - Localizacdo dos 140 pontos de coleta, ao longo do médio Araguaia e seus afluentes (rio

Cristalino, rio das Mortes, rio Vermelho, rio do Peixe, corrego Agua Limpa e rio Crixas).

Em cada lago amostrado foram coletadas as seguintes variaveis ambientais e

limnoldgicas: condutividade elétrica da agua (mS/cm), oxigénio dissolvido (OD — mg/L),

porcentagem de oxigénio dissolvido (%0D), pH, temperatura da agua (°C), turbidez (NTU-

Unidade Nefelométrica de Turbidez), sélidos totais dissolvidos (TDS — g/L), potencial de

16



oxido-reducdo (ORPmV), que foram medidos em campo com o auxilio de um analisador
multiparametro (Horiba U-50). A temperatura (°C) e a umidade do ar (%RH) foram
medidas com o auxilio de um multianalisador ambiental. A profundidade (m) foi
determinada por uma sonda de profundidade e a transparéncia (m) foi analisada com o

auxilio de um disco de Secchi.

Para obtencéo da concentragdo de pigmentos totais, em cada lago foram coletados
1 litro de &gua em frascos branco leitoso, a &gua foi filtrada com uma membrana de acetato
de celulose (0,45 um e 47 mm) com o auxilio de uma bomba a vacuo até entupimento dos
poros. Apds a filtragem, as membranas foram armazenadas em envelopes de papel
aluminio e mantidas congeladas a -20 °C até o transporte para o laboratério de Ecologia
Aquatica na Universidade Federal de Goias (UFG). Para obtencdo dos valores de
nutrientes foram coletadas em cada lago 500 ml de d&gua em frascos transparentes que foram
mantidas congeladas a -20 °C até transporte para o laboratdrio de Ecologia Aquética na
UFG. Em laboratdrio, as concentracdes de pigmentos totais (mg/l) foram medidas através
da extracdo com acetona (90%) e leitura em espectrofotdmetro (Golterman, Clymo e
Ohmstad, 1978). O ortofosfato (ug/L) e fosforo total (ug/L) foram determinadas usando o
método de acido ascorbico e posterior leitura em espectrofotdmetro (Golterman, Clymo e
Ohmstad, 1978). Os valores para nitrato (mg/L) e o nitrogénio amoniacal (mg/L) foram
obtidos através do método de reducdo de cadmio e método salicilato, respectivamente, e

posterior leitura em espectrofotdmetro, como descritos em APHA (2023).

Obtencéo dos dados moleculares

O DNA das amostras dos 140 lagos foi extraido a partir dos filtrados das
membranas de acetato de celulose utilizando o kit comercial DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen). O kit Dneasy Blood and Tissue (Qiagen) é comumente utilizado em extracdes de
DNA ambiental usando filtros de membranas (Stat et al., 2017; Sawaya et al., 2019; Sard
et al., 2019; Djurhuus et al., 2020). O protocolo original de tecido do kit foi modificado
para aumentar a eficiéncia e o volume da extracdo (Apéndice 1). O DNA foi extraido
separadamente de metade de cada membrana, totalizando 420 extragdes (trés membranas
por ponto de coleta). A eficiéncia do protocolo de extragédo foi avaliada pela intensidade e
integridade da banda de DNA genémico em gel de agarose 1% corado com brometo de

etideo. Controles negativos de extracdo, utilizando filtrados de &gua destilada, foram
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realizados para monitorar possivel contaminacdo durante o processo de extracdo. O DNA
extraido foi quantificado por eletroforese horizontal em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo. Apos a quantificacdo das 420 amostras de DNA, elas foram combinadas
(juntando as trés amostras de DNA de cada ponto), formando um pool de DNA Unico para

cada um dos 140 lagos, e em seguida quantificadas novamente (Fig. 2).

A amplificacdo via PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) foi realizada em triplicatas
para todas as 140 amostras de DNA extraidas dos lagos, visando minimizar o viés da
técnica. O par de primers TAReuk454FWD1 e TAReukREV3 (Stoeck et al., 2010) foi
utilizado para amplificar a regido 18S-V4 rRNA, que possui aproximadamente 380 pares
de bases (pb) e é comumente empregada em estudos de DNA metabarcoding para

microeucariotos planctonicos. Os primers foram sintetizados com adicao de sequéncias do

adaptador llumina (TAReuk454FWD1.: 5’-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCAGCASCYGCGGTAATTC
C-3 - TAReukREV3: 5’-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACTTTCGTTCTTGATYRA-

3’). As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL, contendo 5,0 uL
de DNA (5 ng/pL), 2,5 uL de cada primer (5 uM), 12,5 pL. de Multiplex PCR (Qiagen,
Alemanha) e 2,5 uLL de Qsolution. As amplificagdes ocorreram no termociclador Applied
Biosystems® Veriti, seguindo as etapas: 95°C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos de
94°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, com uma extensao
final a 72°C por 10 minutos. Controles negativos de PCR foram incluidos em cada placa
para monitorar a possivel contaminacdo durante o processo. Utilizamos eletroforese
horizontal em gel de agarose 1,5% corada com brometo de etideo para avaliar a qualidade
dos fragmentos amplificados, verificar visualmente a presenca de contaminacdo via
brancos/negativos, a presenca da banda alvo e a consisténcia dos resultados entre as

réplicas de PCR.

O preparo da biblioteca de DNA para sequenciamento seguiu o protocolo padrédo
16S da Illlumina (16S Metagenomic Sequencing Library Preparation, disponivel em:
https://support.illumina.com/downloads/16s_metagenomic_sequencing_library preparati
on.html). Nesta etapa, as triplicatas de PCR de cada ponto foram combinadas, formando
uma amostra por ponto, e 0s controles negativos que amplificaram na PCR foram incluidos
no preparo da biblioteca. As amostras foram purificadas com 60 pL de beads magnéticas

IPB (Illumina Purification Beads) para cada volume de PCR. Apds a purificagdo foi
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realizada a PCR de ciclo limitado (8 ciclos) para adi¢do dos indexs Nextera XT (N7XX e
S5XX) aos fragmentos de DNA de cada ponto, utilizando o kit KAPA Hotstart Hifi
ReadyMix PCR. Em seguida, foi realizada a etapa de purificacdo da biblioteca com as
beads magnéticas IPB para limpeza dos produtos de PCR de ciclo limitado. A integridade
e o tamanho médio dos fragmentos foram avaliados a partir de 8 amostras aleatorias no
Bioanalyzer com o kit DNA1000 Agilent. A quantificacdo das bibliotecas (ng/uL) foi
realizada no Qubit Fluorometer (Thermo Scientific) com o kit High Sensitivity, utilizando
diluicdo 1:3. As bibliotecas foram diluidas a 4 nM em Tris-HCI 10 mM. O pool das
bibliotecas a 4 nM foi montado com 5 pL de cada biblioteca em um tubo de 1,5 mL e
quantificado no Qubit Fluorometer para confirmar a concentracdo total de 4 nM. A
biblioteca foi desnaturada a 4 nM e diluida a 9 pM conforme o protocolo padréo. O pool
de biblioteca foi codificado com 40% de PhiX para aumentar a diversidade de fragmentos
nas corridas de sequenciamento. O sequenciamento pareado (2x300) foi realizado na

plataforma Illumina MiSeq utilizando o kit MiSeq Reagent v3 (600 ciclos).
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Figura 2 — Resumo esquematico das analises moleculares da coleta ao sequenciamento. Passo 1 — Coleta das
amostras de agua e filtragem; passo 2 — Extracdo do DNA e quantificagdo; passo 3 — Juncao das amostras A,
B e C e quantificacdo; passo 4 —Preparacdo e amplificacdo das triplicatas de PCR; passo 5 — Jung¢éo das
triplicatas de PCR e quantificacdo; passo 6 — Formacdo do pool da biblioteca e sequenciamento.
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Analises bioinformaticas e obtencéo da filogenia

A gqualidade das sequéncias foi avaliada utilizando o software FastQC (Andrews,
2010) e o tratamento das sequéncias foi realizado através do pipeline Pimba (Plpeline for
MetaBarcoding Analysis) (Oliveira et al., 2021). O pipeline é dividido em duas etapas
principais: a primeira (pimba_prepare.sh) preparou os dados para as analises subsequentes,
com a remocdo de primers e adaptadores, tratamento de qualidade e mesclagem das
sequéncias. Nesta etapa, também foram estabelecidos os parametros de qualidade para as
sequéncias brutas (tamanho minimo >100 pb e Phred médio > 20) e as sequéncias que ndo
atenderam aos critérios foram descartadas; na segunda etapa (pimba_run.sh) foi realizada
a desreplicacdo, classificacdo de abundancia, descarte de sequéncias Unicas, truncamento
das sequéncias, remog¢ao de sequéncias com ‘N’ > 0, definicdo das OTUs (Unidades
Taxondmicas Operacionais) utilizando 97% de similaridade com o método UPARSE,
remocdo de quimeras e, por fim, a atribuicdo taxondmica. Para a etapa do truncamento
estabelecemos um tamanho final de 390 pb para as sequéncias, baseado no tamanho médio
dos fragmentos obtidos com truncamento 0 e no tamanho médio das sequéncias apos a
mesclagem. Para os demais parametros utilizamos o padréo da linha comando. A atribuicéo
taxonOmica para as sequéncias 18S foi feita utilizando o banco de dados SILVA (Quast et

al., 2013) usando uma identidade percentual de 97% e uma cobertura minima de 90% .

As OTUs presentes no controle negativo foram removidas do conjunto total de
OTUs obtidas, para garantir a confiabilidade dos dados. As OTUs restantes com atribuicao
taxonémica foram classificadas em grupos troficos (heterotréficos, autotroficos e
mixotréficos) com base na literatura especializada. Considerando a ampla gama de
eucariotos capturados pelo marcador genético 18S-V4, foi construida uma filogenia inicial
utilizando todas as OTUs obtidas, tanto as classificadas taxonomicamente quanto as sem
classificacdo (&rvore total). Posteriormente, os clados que correspondiam a
microeucariotos planctonicos fotossintetizantes (MEPF) foram selecionados e foi gerada
uma nova filogenia composta exclusivamente por grupos pertencentes a este grupo focal

(&rvore focal) (Fig. 3).

Para a construgdo da arvore filogenética com todas as OTUs (arvore total) as
sequéncias foram alinhadas usando o software MAFFT v7.503 (Katoh e Standley, 2013).
A arvore foi construida com o método de maxima verossimilhanca usando o software 1Q-
TREE v1.6.12 (Minh et al., 2020) seguindo os parametros padrdes do software. O modelo

evolutivo mais adequado foi selecionado automaticamente pelo software ModelFinder
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(Kalyaanamoorthy et al., 2017), o modelo selecionado foi 0 GTR+F+R10, com base nos
critérios BIC (Critério de Informacdo Bayesiano) e AIC (Critério de Informacdo de
Akaike). A confiabilidade das ramificacGes da arvore foi avaliada por meio de 1000
réplicas de bootstrap ultrarrapido (UFBoot) (Hoang et al., 2018). A visualizacdo da arvore
foi realizada nos softwares iTOL (Letunic e Bork, 2024) e FigTree (Rambaut, 2009). Apds
a visualizacdo da arvore fizemos a selecdo dos clados com os grupos MEPF manualmente,
e removemos as OTUs que ndo pertencia a este grupo do conjunto total de OTUs.
Selecionamos as sequéncias ndo classificadas e classificadas de OTUs que foram
agrupadas aos clados do grupo focal (MEPF) para construir uma nova filogenia. Para esta
segunda arvore (arvore focal) as sequéncias foram alinhadas usando MAFFT (v7.503) e a
arvore filogenética foi construida com o 1Q-TREE (v1.6.12) (Minh et al., 2020) utilizando

0S mesmos parametros da arvore total.

As sequéncias obtidas neste trabalho serdo depositadas no banco de dados do

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Construgdo da arvore total - IQTREE

Alinhamento de todas as OTUs - MAFFT

A-TGCAATGGTCCTAA -GG -OTU1
AATGCAATGG-CCTAAAGG -OTU2
AA-GCAATGG-CCTAAAG- -Heterotrofico

Selegao dos grupos autotroficos

,—E r—— Construgdo da arvore focal - IQTREE

oTu! s Autotréfico
Alinhamento das OTUs dos grupos MEPF- MAFFT o

Autotréfico

A-TGCAATGGTCCTAA -GG . Autotréfico sotifea
= AATGCAATGG-CCTAAAGG-0OTU3 > i:vus

AA-GCAATGG-CCTAAAG--0TU4 —
Euov'omo
oTU8

Figura 3 - Representagdo da construcdo das filogenias. Grupos MEPF = Grupos de Microeucariotos
Planctonicos Fotossintetizantes. MAFFT, software de alinhamento de sequéncias e IQTREE software de
construcéo de arvore filogenética.
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Analises de riqueza e diversidade de OTUs

Todas as analises foram realizadas no software R (R Core Team, 2023). Para avaliar
a abundancia relativa dos grupos taxonémicos identificados e a abundancia dos grupos
tréficos em cada lago, utilizamos o pacote "phyloseq” (Mcmurdie e Holmes, 2013).
Construimos um objeto "phyloseq™ combinando a tabela de abundancia de OTUs, a tabela
de taxonomia e os metadados em um Unico objeto. Em seguida, agrupamos os dados no
nivel de grupos taxonémicos e grupos troficos e transformamos as contagens absolutas em
cada amostra em abundancias relativas. A riqueza de OTUs foi avaliada a partir da tabela
de abundancia de OTUs com a fungdo “diversity” do pacote “vegan” (Oksanen et al.,
2022). As arvores filogenéticas foram editadas e preparadas para as analises posteriores

com o pacote “ape” (Paradis e Schliep, 2019) e “phytools” (Revell, 2024).

Analises de diversidade e estrutura filogenéticas (diversidade alfa filogenética)

A diversidade filogenética para ambas as arvores (arvore total e focal) foi avaliada
medindo os comprimentos totais dos ramos da arvore que conectam todas as espécies
presente na comunidade, para isso usamos o indice PD (Diversidade Filogenética de Faith;
Faith, 1992). Para calcular o indice PD usamos a fungdo “pd”, e para testar a significancia
dos valores de PD usamos um modelo nulo gerado com 999 permutacdes usando a funcao

“ses.pd” do pacote “picante” (Kembel et al., 2010).

Para medir a estrutura filogenética da comunidade total e focal (arvore total e focal)
usamos o indice NRI (indice de Parentesco Liquido). Esse indice mostra se os taxons
observados em uma comunidade estdo proximos ou distantes filogeneticamente uns dos
outros, 0 que € um padrdo de estruturacdo filogenética, e permite ver o quanto da
diversidade filogenética encontrada pode ser observada ao acaso (Han et al., 2021). Valores
de NRI maiores que zero indicam agrupamento filogenético e valores menores que zero
indicam superdispersédo filogenéetica. Como o NRI é uma medida padronizada da MPD
(Distancia Media entre Pares) (Webb et al., 2002), para obter o indice NRI calculamos um
modelo nulo para MPD gerado com 999 permutagdes com a fungdo “ses.mpd” do pacote
“picante” (Kembel et al., 2010). O MPD mede a distancia filogenética media entre os pares
de espécies presentes na comunidade, e 0 NRI é dado pela diferenga entre a MPD observada
e a MPD esperada pelo modelo nulo, dividido pelo desvio padrdo dos valores esperados
(Diniz-Filho et al., 2024).
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A correlacdo entre a riqueza de OTUs e o indice PD, e a correlacdo de PD
padronizado com o indice NRI foram verificadas com a fungdo “cor” do pacote “stats”
usando o método de Pearson (R Core Team, 2023). Para todas as anélises filogenéticas,
foram usados dados de incidéncia de OTUs (presenca-auséncia), transformados com a
fun¢do “decostand” do pacote “vegan” (Oksanen et al., 2022) e ordenados de acordo com

a filogenia com a fun¢ao “match.phylo.comm” do pacote “picante” (Kembel et al., 2010).

Anélises ambientais e espaciais para a diversidade alfa filogenética

Para avaliar a influéncia das variaveis ambientais e espaciais na diversidade e
estrutura filogenética das comunidades, foi realizada uma analise de redundéncia parcial
(pRDA) utilizando o pacote "vegan" (Oksanen et al., 2022). Construimos as variaveis
espaciais a partir das coordenadas geograficas (latitude e longitude) de cada local de coleta,
utilizando dois tipos de filtros: PCNMs (Coordenadas Principais de Matrizes Vizinhas) e
AEMs (Mapas de Autovetores Assimetricos). Diferentes filtros estabelecem diferentes
hipbteses sobre a relacdo espacial entre os lagos analisados e isso € importante para separar
melhor os processos ambientais e espaciais na organizacdo da comunidade (Heino et al.,
2015). As PCNMs consideram as distancias lineares e cria preditores espaciais que podem
ser usados em regressdo multivariada ou analise candnica. Essa técnica detecta e quantifica
padrdes espaciais em diferentes escalas (Borcard e Legendre, 2002). As PCNMs foram
criadas com a funcdo "pcnm™ do pacote "vegan" e selecionadas com a funcéo "ordistep™
do pacote “vegan” com o modo de busca “forward” (Oksanen et al., 2022) com 999
permutacdes, considerando a sua significancia para o0 modelo (p < 0,05) (Blanchet,
Legendre e Borcard, 2008a). As AEMs calculam a conectividade direcional entre os pontos
de coleta, criando variaveis espaciais correspondentes a um processo direcional assimétrico
que influencia a distribuicdo de espécies, como o fluxo de um rio (Blanchet, Legendre e
Borcard, 2008b). As variaveis AEMs foram construidas com a funcéo "aem™ do pacote
"AEM" (Blanchet, Legendre e Gauthier, 2015) a partir de uma matriz de conectividade
direcional entre os pontos, construida de acordo com o fluxo do rio (de montante a jusante).

As varidveis foram selecionadas com a funcao "ordistep”, da mesma forma que as PCNMs.

As variaveis ambientais foram selecionadas calculando o fator de inflacdo da
variancia (VIF) para verificar a multicolinearidade entre as varidveis independentes,

variaveis com VIF > 5 foram excluidas (Akinwande, Dikko e Samson, 2015). As variaveis
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ambientais que ndo tinham relevancia para organismos aquaticos, como temperatura e
umidade do ar, foram removidas. Todas as variaveis foram padronizadas, utilizando a

funcéo "decostand™ do pacote "vegan" com o método “standardize” (Oksanen et al., 2022).

A particdo da variancia foi avaliada com a fungéo “varpart” utilizando as variaveis
ambientais e variaveis espaciais selecionadas (PCNMs e AEMSs), e as matrizes com 0s
valores de PD e NRI para cada ponto, estimados para o grupo total e focal. A significancia
de cada fracdo da variancia foi verificada por testes de permutacdo usando a funcéo

“anova.cca” do pacote “vegan” (Oksanen et al., 2022) com 999 permutacdes.

Para avaliar a heterogeneidade ambiental entre os lagos realizamos uma analise de
componentes principais (PCA) usando a fun¢ao “princomp” do pacote “stats” (R Core
Team, 2023).

Diversidade beta filogenética

Para calcular a diversidade beta filogenética (diversidade filobeta) utilizamos a
fungdo “phylosor” do pacote “picante” (Kembel et al., 2010). O “phylosor” mede a
similaridade filogenética entre comunidades, que é definida pela fracdo do comprimento
total dos ramos que é compartilhado entre duas comunidades (Bryant et al. 2008). O indice
PhyloSor varia de proximo de 0 (duas comunidades compartilham apenas uma raiz muito
pequena) a 1 (ambas as comunidades sdo compostas dos mesmos taxons) (Bryant et al.
2008). Calculamos a diversidade beta filogenética apenas para a arvore focal, pois a funcao
“phylosor” exige que a arvore esteja enraizada, e a arvore total nao formou raiz. Para obter
os valores da particdo dos componentes da diversidade beta filogenética, utilizamos a

funcao “phylo.beta.multi” do pacote “betapart” usando o indice de Sorensen (Baselga et
al., 2023).

Utilizando a matriz de similaridade filobeta gerada pelo phylosor, uma matriz de
distancia ambiental e espacial euclidiana, avaliamos se a diversidade filobeta estava
correlacionada com a distancia espacial ou ambiental, a partir de um teste de mantel parcial
com 999 permutacdes, usando a fungdo “mantel.partial” do pacote “vegan” (Oksanen et
al., 2022). Para a construcdo da matriz de distdncia ambiental utilizamos apenas as
variaveis ambientais que foram selecionados para 0 modelo da RDA relacionadas 0s

indices de diversidade alfa filogenética da arvore focal.
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RESULTADOS

Anélises de bioinformaticas e classificacdo das OTUs

A concentracdo de DNA extraido variou entre 1,67 e 66,67 ng/ul em 110 das 140
amostras dos lagos analisados. Em 30 lagos, a concentracdo de DNA foi inferior ao limite
de deteccdo visual, impossibilitando a quantificacdo (Fig. 4), mesmo assim todas as 140
amostras seguiram para etapa de amplificacdo via PCR, destas, 120 apresentaram
concentragdo de produto amplificado suficiente para o preparo de biblioteca e
sequenciamento (Tabela 1).

As sequéncias de produtos amplificados apresentaram uma boa qualidade, com um
score Phred médio superior a 20 em praticamente toda a extensdo das leituras. O
comprimento medio dos fragmentos ficou entre 290 a 300 pb, indicando um bom
desempenho do processo de amplificacdo e sequenciamento. A qualidade das leituras R1
(forward) e R2 (reverse) comecou a declinar apds aproximadamente 260 pb e 210 pb,
respectivamente, o que é comum em sequenciamentos de pares de extremidades na
plataforma Illumina MiSeq (resultados do FastQC, em Apéndice 4). O sequenciamento
gerou ao todo 19.804.212 sequéncias brutas da regido V4 do gene 18S, das quais
18.138.662 (91,59%) passaram pela filtragem de qualidade, 8.013.747 de sequéncias foram
mescladas, gerando 8.277 OTUs. Destas, 338 (4,1%) foram removidas do conjunto de
dados, por estarem presente nos controles negativos e serem consideradas contaminantes.
Restando 7.939 OTUs, das quais, 1.676 (21,1%) foi possivel fazer alguma atribuicéo

taxondmica.
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Figura 4 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo com as 140 amostras de DNA extraidas dos 140 lagos
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Tabela 1- Lista de pontos com amostras de DNA amplificadas por PCR e sequenciadas na plataforma

Illumina MiSeq, com o ndmero total de OTUs obtidas por ponto e indicacdo dos respectivos rios de origem.

Ne Ponto  N° OTUs Rio Ne° Ponto  N° OTUs Rio N° Ponto  N° OTUs Rio

1 Lago 1 1904  Agua Limpa 41 Lago 48 1577 Araguaia 81  Lago 94 1520 das Mortes
2 Lago 2 887 Agua Limpa 42  Lago 49 944 Araguaia 82 Lago 95 1856  das Mortes
3 Lago 3 730 Agua Limpa 43 Lago 50 1541 Araguaia 83  Lago 96 1579  das Mortes
4 Lago 4 1054  Agua Limpa 44  Lago 51 1161 Araguaia 84 Lago 97 1338  das Mortes
5 Lago 5 1075 Vermelho 45  Lago 54 1101 Araguaia 85  Lago 98 1590 das Mortes
6 Lago 6 1311 Vermelho 46 Lago 55 801 Araguaia 86  Lago 99 1720  das Mortes
7 Lago 8 754 Agua Limpa 47  Lago 56 943 Avraguaia 87 Lago 100 1920  das Mortes
8 Lago 10 1136 Vermelho 48  Lago 57 1606  Cristalino 88 Lago 104 1472 das Mortes
9 Lago 11 878 Vermelho 49  Lago 58 996 Cristalino 89 Lago 105 1650  das Mortes
10  Lago 12 931 Vermelho 50 Lago 59 1211  Cristalino 90 Lago 107 1501 das Mortes
11  Lago 13 928 Vermelho 51  Lago 60 951 Cristalino 91 Lago 109 2036  das Mortes
12 Lago 16 1100 Vermelho 52  Lago 61 988 Cristalino 92 Lago 110 1639 das Mortes
13 Lago 17 736 Vermelho 53  Lago 62 1415  Cristalino 93 Lago 112 1525 das Mortes
14  Lago 18 1027 Vermelho 54  Lago 63 1664 Cristalino 94 Lago 113 1911 das Mortes
15  Lago 19 1179 Vermelho 55 Lago64 2070  Cristalino 95 Lago 114 1505 das Mortes
16  Lago 21 990 Araguaia 56  Lago 65 1867 Cristalino 96 Lago 115 1546  das Mortes
17  Lago 22 1037 Araguaia 57  Lago 66 1923  Cristalino 97 Lago 116 1070 das Mortes
18  Lago 23 1247 Araguaia 58 Lago67 1603  Cristalino 98 lLago 117 1837  das Mortes
19  Lago 24 1178 Avraguaia 59  Lago 68 1677 Cristalino 99 Lago 118 1340  das Mortes
20  Lago 25 1057 do Peixe 60 Lago 69 1350  Cristalino 100 Lago 119 1473 das Mortes
21 Lago 26 504 do Peixe 61 Lago 70 1441 Cristalino 101 Lago 120 1439  das Mortes
22 Lago 27 1385 do Peixe 62 Lago 71 1790  Cristalino 102 Lago 121 1423 das Mortes
23 Lago 28 1887 do Peixe 63  Lago 72 1824  Cristalino 103 Lago 122 1233  das Mortes
24 Lago 29 812 do Peixe 64  Lago 73 1879  Cristalino 104 Lago 123 851  das Mortes
25  Lago 30 1201 do Peixe 65 Lago 74 1952 Cristalino 105 Lago 124 1197 das Mortes
26  Lago 31l 708 do Peixe 66 Lago 75 1802 Cristalino 106 Lago 125 751 das Mortes
27  Lago 32 1153 do Peixe 67 Lago 76 1417  Cristalino 107 Lago 126 1042 das Mortes
28  Lago 33 512 do Peixe 68  Lago 77 1514 Cristalino 108 Lago 128 1048 das Mortes
29  Lago 34 1339 do Peixe 69 Lago 78 1491  Cristalino 109 Lago 129 655  das Mortes
30 Lago 35 1020 do Peixe 70 Lago79 1926  Cristalino 110 Lago 130 1120 Araguaia
31  Lago 36 1036 Avraguaia 71  Lago 80 2181 Cristalino 111 Lago 131 1062 Avraguaia
32 Lago 37 1157 Araguaia 72 Lago 81 1721 Araguaia 112 Lago 132 1234 Araguaia
33  Lago 38 834 Avraguaia 73  Lago 85 1311 Araguaia 113 Lago 133 1159 Avraguaia
34  Lago 39 941 Araguaia 74 Lago 86 1686 Araguaia 114 Lago 134 1265 Araguaia
35  Lago 40 1440 Araguaia 75  Lago 87 854 Araguaia 115 Lago 135 1262 Araguaia
36  Lago 42 1106 Araguaia 76  Lago 88 1134 Araguaia 116 Lago 136 1014 Araguaia
37  Lago 43 1128 Araguaia 77  Lago 89 1335 Araguaia 117 Lago 137 1486 Araguaia
38  Lago 44 915 Crixas 78  Lago 91 1266 Araguaia 118 Lago 138 1086 Araguaia
39  Lago 45 285 Crixas 79  Lago 92 1139  das Mortes 119 Lago 139 1532 Araguaia
40  Lago 46 1372 Crixas 80 Lago 93 1282 das Mortes 120 Lago 142 1561 Araguaia ,

A analise da composicdo taxonbmica, revelou uma diversidade de grupos
eucaridticos (Fig. 5), dominada pelo supergrupo SAR (Stramenopiles, Alveolata e
Rhizaria), representando 42% do conjunto de dados classificados taxonomicamente,
seguido por Archaeplastida (30%) e Opisthokonta (22%) e em menor proporcao (6%) pelos
grupos Cryptophyta, Amoebozoa e Heliozoa (Fig. 6). Entre os microeucariotos
planctonicos fotossintetizantes, destacaram-se Chlorophyta como grupo mais abundante,
seguido de Ochrophyta, Dinoflagellata, Cryptophyta e Charophyta (Fig. 7). Em relagéo ao
modo de nutri¢do entre os grupos classificados (Tabela 2), os organismos heterotroficos
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representaram 48,8% do conjunto de dados, seguidos por autotroficos (40,1%) e, em menor
proporcdo, por mixotroficos (11,1%). No entanto, os grupos autotroficos foram
numericamente mais abundantes na comunidade (Fig. 8). Por motivos néo identificados, a
tabela de abundéncia de OTUs gerada com o pipeline PIMBA possuia 20 OTUs a menos
que o arquivo fasta final gerado na mesma analise. Portanto a riqueza total de OTUs para
a comunidade total foi de 7.919, variando de 285 a 2.181 entre os lagos analisados (Fig. 9,
A |/ Tabela 1). Para a comunidade focal, dos microeucariotos planctonicos
fotossintetizantes, a riqueza total de OTUs foi de 2.497, variando de 114 a 880 entre os

lagos analisados (Fig. 9, B).
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Figura 5 — Abundancia relativa (>1%) dos grupos taxondmicos identificados com o gene 18S do conjunto
de dados total (todas as OTUs obtidas) por lago analisado na planicie de inundacdo do rio Araguaia.

Unassigned = OTUs sem classificagdo taxondmica.
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Araguaia com o gene 18S classificados no banco de dados Silva.
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Figura 7 - Abundancia relativa (>1%) dos grupos taxondmicos identificados com o gene 18S para o conjunto
de dados focal (microeucariotos planctonicos fotossintetizantes) por lago analisado na planicie de inundagao
do rio Araguaia.
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Tabela 2 - Grupos taxondmicos identificados a partir das sequéncias de OTUs 18S identificadas com o banco de dados
Silva e seus respectivos grupos tréficos de acordo com a literatura.

Grupo taxondmico
Chlorophyta

Charophyta

Stramenopiles: Ochrophyta
Stramenopiles: Bacillariophyta
Glaucophyta

Rhodophyta

Alveolata: Dinoflagellata
Cryptophyta

Amoebozoa

Opisthokonta: Fungi
Opisthokonta: Metazoa
Heliozoa: Centrohelida
Rhizaria: Cercozoa

Alveolata: Ciliophora

Alveolata: Protalveolata: Colpodellida
Alveolata: Protalveolata: Perkinsidae
Alveolata: Protalveolata: Syndiniales

Stramenopiles: Peronosporomycetes

Opisthokonta: Ichthyosporea

Stramenopiles: Hyphochytriomycetes

Alveolata: Colponema
Opisthokonta: Choanoflagellida
Sulcozoa: Collodictyonidae

Alveolata: Apicomplexa

Grupo tréfico
Autotrofico
Autotrofico
Autotrofico
Autotrofico
Autotrofico
Autotrofico
Mixotrofico
Mixotrofico

Heterotrofico
Heterotrofico
Heterotrofico
Heterotrofico
Heterotrofico
Heterotrofico
Heterotrofico
Heterotrofico
Heterotrofico
Heterotrofico
Heterotrofico
Heterotréfico
Heterotréfico
Heterotréfico
Heterotréfico

Heterotrofico

Referéncias
Cormaci, Furnari e Alongi, 2014
Garcia, 1994
Brown e Sorhannus,2010
Solak et al., 2012
Price et al., 2017
Gabrielson, Garbary e Hommersand, 1986
Stoecker, 1999
Simon et al., 2015
Schilde, 2019
Wraight, Inglis e Goettel, 2007
Ramulu, Raoult e Pontarotti, 2012
Burki et al., 2016
Cavalier-Smith e Chao, 2003
Lynn, 2012
Mylnikov, 2009
Jeon e Park, 2021
Clarke et al., 2019
Islam e Hossain, 2013
Glockling, Marshall e Gleason,2013
Van der Auwera et al, 1995
MyInikov e Tikhonenkov, 2007
Carr et al., 2008
Zhao et al., 2012

Morrison, 2009
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classificados a partir da literatura por lago analisado na planicie de inundacéao do rio Araguaia.
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Figura 9 - Mapa de calor da riqueza de OTUs para a comunidade total (A), com todas as OTUs identificadas com o
gene 18S, e para a comunidade focal (B), com as OTUs dos organismos de microeucariotos plancténicos

fotossintetizantes (para ver a identificacdo dos lagos no mapa, ver mapa interativo no apéndice 6).
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Arvores filogenéticas

A arvore filogenética total, abrangendo todas as OTUs do gene 18S, inicialmente
possuia 7.939 pontas de ramo. Apds a remogdo de 20 OTUs nédo encontradas nos dados de
abundancia da comunidade, a arvore finalizou com 7.919 pontas de ramo (Fig. 10). A
arvore filogenética focal, dos microeucariotos planctdnicos fotossintetizantes, por sua vez,
iniciou com 2.515 pontas de ramo. Apds a excluséo de 18 OTUs néo encontradas nos dados
de abundancia da comunidade, a arvore resultante apresentou 2.497 pontas de ramo (Fig.
11). A érvore focal apresentou uma maior quantidade de n6s com alto valor de suporte,
74,1% dos nos apresentaram valores de bootstrap acima de 70% e 10,9% apresentaram
valores de bootstrap menores que 50%. A arvore total apresentou 68,3% dos nds com
valores de bootstrap acima de 70% e 14,3% dos n6s com valores de bootstrap menores que
50%. A filogenia total também apresentou mais nés basais com baixos valores de suporte
(< 20% de bootstrap) (ver Apéndice 5).

Figura 10 - Arvore filogenética total, com todo o conjunto de OTUs 18S, rodado no IQTREE com 1000
réplicas de bootstrap ultrarrapido. Clados ndo identificados estdo em cinza.
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Figura 11 - Arvore focal, rodada com o conjunto de OTUs 18S selecionadas, pertencente a microeucariotos
plancténicos fotossintetizantes, rodada no IQTREE com 1000 réplicas de bootstrap ultrarrdpido.
Glaucophyta (ciano) e Rhodophyta (vermelho) sdo grupos presentes na filogenia, mas que ndo foram

nomeados na figura.

Diversidade filogenética (PD)

A diversidade filogenética de Faith (PD) da arvore total, variou de 111,9 (lago 45)
a 472,3 (lago 80) ao longo da planicie de inundacédo do rio Araguaia (Fig. 12, A). O lago
com o menor PD (45), também foi o lago com a menor riqueza de OTUs (285) e o lago

com maior PD (80) foi o lago com maior riqueza de OTUs (2.181).

A arvore focal, com apenas 0s organismos microeucariotos planctdnicos
fotossintetizantes, apresentou uma PD que variou de 14,9 (lago 45) a 63,9 (lago 80) ao
longo da planicie de inundacgéo do rio Araguaia (Fig. 12, B). O lago com menor PD (45),
também apresentou a menor riqueza de OTUs observada na comunidade (114), ja o lago
com maior PD (80) foi o nono lago com maior riqueza de OTUs (790), ficando atras dos
lagos 100 (880), 113 e 28 (858), 109 (840), 142 (836), 64 (833), 107 (806) e lago 74 (803).
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A correlacgéo entre PD e riqueza de OTUs foi alta em ambas as analises (r_total =

0,97, r_focal = 0,94) (Figs. 13 e 14). Os lagos dos rios Cristalino e das Mortes, em geral,

apresentaram maiores valores de PD e riqueza de OTUs (Figs. 9 e 12).
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microeucariotos planctonicos fotossintetizantes, ao longo do rio Araguaia e seus afluentes (para ver a numeragdo

dos lagos no mapa, ver mapa interativo no apéndice 6).
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Figura 13 - Relacéo entre diversidade filogenética (PD) e riqueza de OTUs (r = 0,97) para comunidade total

dos organismos identificados com o gene 18S na planicie de inundagédo do rio Araguaia.
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Figura 14 - Relagdo entre diversidade filogenética (PD) e riqueza de OTUs (r = 0,94) para comunidade focal
de microeucariotos planct6nicos fotossintetizantes identificados com o gene 18S na planicie de inundagdo do

rio Araguaia.

Todos os resultados de PD observado para ambas as arvores (total e focal) em cada
lago foi significativamente diferente daquele esperado sob o modelo nulo, que ¢é baseado
na distribuicdo aleatdria das espécies na arvore filogenética (Fig. 15 e 16). A diversidade
filogenética de Faith observada para ambas as arvores foi menor do que a esperada sob o

modelo nulo, com uma diferenga maior para a arvore total (Fig. 15).
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Figura 15 - Modelo nulo da diversidade filogenética (PD) da arvore total, com todas as OTUs obtidas para

0 gene 18S, gerado com 999 permutagdes usando a fungdo “ses.pd”. Valores significativos estatisticamente

(p < 0,05) estdo em cinza.
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Figura 16 - Modelo nulo da diversidade filogenética (PD) da arvore focal, com as OTUs relacionadas aos

grupos de microeucariotos planctdnicos fotossintetizantes, gerado com 999 permutacfes usando a fungéo

“ses.pd”. Valores significativos estatisticamente (p < 0,05) estdo em cinza.
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Estrutura filogenética da comunidade

Os valores de NRI para ambas as arvores foram maiores que 0, indicando um
agrupamento filogenético. A arvore total, apresentou valores de NRI variando de 0,95 (lago
45) a 18 (lago 17) (Fig. 17 e 19, A) e a arvore focal apresentou valores de NRI variando de
0,27 (lago 48) a 12,43 (lago 17) (Fig. 18 e 19, B). Lagos pertencentes ao rio Cristalino e
proximos a ele apresentaram os menores valores de NRI tanto para a arvore total como
para a arvore focal (Fig. 19). O NRI apresentou uma correlacdo negativa com o PD
padronizado (pd.obs.z) tanto para a arvore total (r = - 0,71)(Fig. 20) como para a arvore
focal (r = - 0,74) (fig. 21).
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Figura 17 - Valores de NRI (indice de Parentesco Liquido) para a arvore total, com todas as OTUs obtidas para o

gene 18S, por lago analisado na planicie de inundagdo do rio Araguaia.
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Figura 18 - Valores de NRI (indice de Parentesco Liquido) para a arvore focal, com os microeucariotos

plancténicos fotossintetizantes, por lago analisado na planicie de inundacéo do rio Araguaia
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Figura 19 - Mapa de calor dos valores de NRI (indice de Parentesco Liquido) da arvore total (A), com todas as
OTUs obtidas para o gene 18S, e arvore focal (B), com as OTUs relacionadas aos grupos de microeucariotos
planctdnicos fotossintetizantes, ao longo da planicie de inundacéo do rio Araguaia (para ver a identificacdo dos

lagos no mapa, ver mapas interativos no apéndice 6)
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15

Figura 20 — Relagdo entre o indice de parentesco liquido (NRI) e a diversidade filogenética de Faith
padronizada (PD_z) (r = - 0,71) para a arvore total com todos as OTUs obtidas com o gene 18S na planicie
de inundacéo do rio Araguaia.

12

NRI

Figura 21 - Relacdo entre o indice de parentesco liquido (NRI) e a diversidade filogenética de Faith
padronizada (PD_z) (r = - 0,74) para a arvore focal, com os microeucariotos planctdnicos fotossintetizantes
identificados com o gene 18S na planicie de inundacéo do rio Araguaia.

O modelo nulo para MPD (Dispersdo Média Ponderada) que é o NRI ndo
padronizado, revelou que o agrupamento filogenético, dado por mpd.obs (observado) <
mpd.esp (esperado), foi significativo para a maior parte dos lagos analisados, exceto para
o lago 45 para a arvore total (Fig. 22) e para os lagos 48, 49, 54, 86 e 119 para a arvore
focal (Fig. 23).
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Figura 22 - Modelo nulo de MPD (Dispersdo Média Ponderada), o NRI ndo padronizado, da arvore total,
com todos as OTUs obtidas com o gene 18S, gerado com 999 permutagdes usando a fungdo “ses.mpd”.
Valores significativos estatisticamente (p < 0,05) estdo em cinza, valores ndo significativos estatisticamente

(p > 0,05) estéo em vermelho.
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Figura 23 - Modelo nulo de MPD (Dispersdao Média Ponderada), o0 NRI ndo padronizado, da arvore focal,
com as OTUs relacionadas aos grupos de microeucariotos planctonicos fotossintetizantes, gerado com 999
permutagdes usando a fungdo “ses.mpd”. Valores significativos estatisticamente de NRI (p < 0,05) estdo em

cinza, valores ndo significativos estatisticamente (p > 0,05) estdo em vermelho.
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Influéncia das variaveis ambientais e espaciais na diversidade alfa filogenética da
comunidade

Para investigar a influéncia das variaveis ambientais e variaveis espaciais obtidas
com os filtros espaciais PCNMs na variacdo da diversidade filogenética da arvore total,
foram selecionadas treze variaveis ambientais com baixo indice de multicolinearidade (VIF
< b) e cinco variaveis espaciais (autovetores de PCNMs de ampla e fina escala) que foram
estatisticamente significativas (p < 0,05) para PD da arvore total. As variaveis selecionadas
estdo detalhadas na tabela do Apéndice 7. Juntas, as varidveis ambientais e espaciais
explicaram 55% da variacao na diversidade filogenética (PD) da arvore total. A maior parte
desta variacdo foi explicada pelo componente compartilhado do ambiente e espaco
(ambiente espacialmente estruturado) (24%), enquanto a menor proporc¢éo foi atribuida ao
efeito puramente ambiental (15%) e 16% da variacdo foi atribuida ao efeito espacial puro.
Os 45% restante da variagdo ndo pdde ser explicada pelo modelo utilizado (Fig. 24, A).
Para a diversidade filogenética da arvore focal foram selecionadas as mesmas treze
varidveis ambientais, e sete varidveis espaciais (autovetores de PCNMs) de fina e ampla
escala (ver apéndice 7). Juntas estas variaveis explicaram 41% da variacdo de PD da arvore
focal. O efeito espacial puro e o efeito das variaveis ambientais espacialmente estruturadas
explicaram a maior parte da variacao (17% cada) enquanto o efeito ambiental puro explicou
apenas 7% da variacdo. No entanto a maior parte da variacdo dos dados (59%) néo pode

ser explicada pelo modelo (Fig. 24, B).

Para a estrutura filogenética (NRI) da arvore total foram selecionadas também as
mesmas treze variaveis ambientais, e seis varidveis espaciais (autovetores de PCNMs) de
ampla e fina escala (ver apéndice 7). Juntas as variaveis ambientais e espaciais explicaram
48% da variacdo do NRI para a arvore total. A maior parte desta variagdo foi explicada
pelo efeito puramente espacial (27%), seguido pelo efeito do ambiente espacialmente
estruturado (15%), e a menor propor¢do (6%) foi explicada pelo efeito puramente
ambiental. O restante (52%) da variacdo dos dados ndo p6de ser explicada pelo modelo
(Fig. 24, C). Para a estrutura filogenética da arvore focal foram selecionadas as treze
variaveis ambientais e sete variaveis espaciais (autovetores de PCNMs) de ampla e fina
escala (ver apéndice 7). Juntas estas variaveis explicaram 48% da variacdo nos valores de

NRI para a arvore focal. A maior parte desta variacdo foi atribuida ao efeito puramente
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espacial (24%), seguido pelo efeito do ambiente espacialmente estruturado (16%) e em
menor propor¢do pelo efeito puramente ambiental, que sé explicou 8% da variacdo. Os

outros 52% da variagdo dos dados ndo pode ser explicada pelo modelo (Fig. 24, D).

Todos as fragbes da particdo da variancia tanto para a diversidade filogenética,
como para a estrutura filogenética para ambas as &rvores foram estatisticamente
significativas (p < 0,05).

AMB GEO AMB GEO

\
024 0.16

PD_Total - iduals = 0.45 PD_Focal - Hals = 0.59

AMB GEO AMB GEO

NRI_Total F yals = 0.52 NRI_Focal Residuals = 0.52

Figura 24 - Diagrama de Venn da particao de variancia da diversidade (PD) e estrutura filogenética (NRI)
de OTUs para a arvore total (PD_Total e NRI_Total), e a arvore focal (PD_Focal e NRI_Focal), em relagéo
ao ambiente (AMB) e espago (GEO), com os filtros espaciais PCNMs (Coordenadas Principais de Matrizes
Vizinhas). * = p < 0,05 e *** = p < 0,001.

Para avaliar a influéncia das variaveis ambientais e variaveis espaciais, obtidas com
os filtros espaciais AEMs, na diversidade filogenética (PD) da &rvore total, foram
selecionadas treze variaveis ambientais e dezesseis variaveis espaciais (autovetores de

AEMs, com p < 0,05) de ampla e fina escala (tabela de variaveis em apéndice 7). Juntas
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estas variaveis explicaram 75,5% da variacdo da PD da arvore total. A maior proporcao
dessa explicacdo é atribuida ao efeito espacial puro (36%), enquanto o ambiente
espacialmente estruturado explicou a segunda maior proporcéo (32,5%) e o ambiente puro
apresentou 0 menor percentual de explicacdo (7%). Os 24,5% da variacdo restante nao
pdde ser explicada pelo modelo (Fig. 25, A). Para a PD da arvore focal, foram selecionadas
treze variaveis ambientais e vinte e uma varidveis espaciais (autovetores de AEMSs) de
ampla e fina escala espacial (ver apéndice 7). Juntas, estas varidveis explicaram 72% da
variacdo da diversidade filogenética da arvore focal. A maior parte (48%) é atribuida ao
efeito espacial puro, a segunda maior proporcao (23%) é atribuida ao efeito do ambiente
espacialmente estruturado e a menor (1%) é atribuida ao efeito ambiental puro. E 28% da

variacdo ndo pode ser explicada pelo modelo (Fig. 25, B).

Para avaliar a influéncia das varidveis ambientais e variaveis espaciais, obtidas com
os filtros espaciais AEMs, na estrutura filogenética (NRI) da arvore total, foram
selecionadas treze variaveis ambientais e quatorze varidveis espaciais de ampla e fina
escala (ver variaveis na tabela do apéndice 7). Juntas estas variaveis explicaram 64,8% da
variacao de NRI da arvore total. A maior proporcao (43,3%) é atribuida ao efeito espacial
puro, seguida pelo efeito do ambiente espacialmente estruturado (17,1%), e a menor
proporcao (4,4%) da variacdo dos dados foi atribuida ao efeito ambiental puro. Os 35,2%
restante da variagdo dos dados ndo pode ser explicada pelo modelo (Fig. 25, C). Para NRI
da arvore focal, foram selecionadas treze varidveis ambientais e treze variaveis espaciais
de ampla e fina escala (ver apéndice 7). Junto essas variaveis explicaram 58% da variacao
da estrutura filogenética da arvore focal. O efeito espacial puro explicou a maior propor¢éo
(34%), sequido pelo efeito do ambiente espacialmente estruturado (20%) e por Gltimo pelo
efeito ambiental puro, que explicou a menor proporc¢do da variacao (4%). Os 42% restante

da variacdo dos dados ndo pbde ser explicada pelo modelo (Fig. 25, D).

Todos as fracBes da particdo da variancia tanto para a diversidade filogenética,
como para a estrutura filogenética para ambas as arvores foram estatisticamente
significativas (p < 0,05), exceto para a fragdo ‘a’ (variancia unica explicada pelo ambiente

controlada pelo espa¢o) da PD da arvore focal (p = 0,2).
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Figura 25 - Diagrama de Venn da parti¢do de variancia da diversidade (PD) e estrutura filogenética (NRI)
de OTUs para a arvore total (PD_Total e NRI_Total), e a &rvore focal (PD_Focal e NRI_Focal), em relacdo
ao ambiente (AMB) e espago (GEO), com os filtros espaciais AEMs (Mapas de Autovetores Assimétricos).
*=p<0,05e***=p<0,001.

A analise de componentes principais (PCA) das variaveis ambientais e limnologicas
mostrou que os dois primeiros componentes principais explicaram 35,3% da variagdo nos
dados, sendo 23,3% atribuido a primeira dimensdo e 12% a segunda dimensdo da PCA. As
varidveis que mais contribuiram para a variacdo explicada pelas dimensdes 1 e 2 foram:
fésforo (P), sélidos totais dissolvidos (TDS), potencial de 6xido reducdo (ORP), pigmentos
totais (CHL_T), turbidez (NTU), temperatura da agua (T_agua), profundidade (PROF),
condutividade (COND) e pH. O fésforo (P), solidos totais dissolvidos (TDS), potencial de
oxido reducdo (ORP), clorofila total (CHL_T), turbidez (NTU) e pH foram as variaveis
mais importantes no componente principal 1, e temperatura da agua (T_agua),
profundidade (PROF), condutividade (COND) e pH foram as variaveis mais importantes

no componente principal 2 (Fig. 26).
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No aspecto geral os lagos apresentaram uma heterogeneidade consideravel entre
eles. Embora ndo tenha sido observada uma clara associacdo entre as caracteristicas
ambientais dos lagos e os rios aos quais pertencem, exceto pelos lagos pertencentes ao rio
do Peixe e rio das Mortes que apresentaram caracteristicas ambientais mais homogéneas
entre eles. Os lagos do rio Araguaia mostraram a maior amplitude de variacdo nas
caracteristicas ambientais, enquanto os lagos do rio do Peixe e do rio das Mortes
apresentaram menor variabilidade. Os lagos 52, 53, 54, 83, 87 e 11 se destacaram por suas
caracteristicas mais distintas (Fig. 27).

PCA - Biplot
54 ;
83
4 1
~ 52 PROF
&~ 53
N 5 pH 133
= TDS T 94 117 109 0z, ORF
CE B _ 8 135, 419 B
£ ~ O 1675y 95
O m e 22 e MG 0. 22 126 93
Qf------------- A5G- [ zﬁ"‘aﬁ"' 23 :I'z'd;fggié"—j-ﬂT';19?_:5?::"406' """ 1_6[_} --------
e —— M 2T ;qurz 43 U747 71 104 9799 o
CHLT47— 4 17 ibdSsq b 65 63 80 7118 81 .57
10 25 233 TP Tagre 119728
" y
13 45 og 32 4434 a o7 08 T4 75 4 2 87
-2 24 77 7
26 40 124 69
-5.0 -2.5 2.5

0.0
Dim1 (23.3%)

Figura 26 - Anélise de componentes principais (PCA) de 14 variaveis ambientais e limnoldgicas coletadas
nos 140 lagos do rio Araguaia e seus afluentes com a ordenacdo dos pontos de coleta. As varidveis ambientais
e limnologicas usadas foram: Sélidos totais dissolvidos (TDS), potencial hidrogenidnico (pH), oxigénio
dissolvido (OD), potencial de éxido reducéo (ORP), unidade nefelométrica de turbidez (NTU), temperatura
da agua (T_agua), condutividade (COND), transparéncia da agua (TRP), profundidade (PROF), pigmentos
totais (CHL_T), nitrogénio (N), nitrato, fésforo (P) e ortofosfato.
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Figura 27 - Ordenacédo dos pontos da analise de componentes principais (PCA) de 14 varidveis ambientais e
limnoldgicas coletadas nos 140 lagos do rio Araguaia e seus afluentes com o destaque para os rios ao qual 0s
lagos pertencem. Azul = Cérrego Agua Limpa, laranja = Rio Araguaia, verde = Rio Cristalino, ciano = Rio

Crixas, preto = Rio das Mortes, marrom = Rio do Peixe e vermelho = Rio Vermelho.

Diversidade beta filogenética

A diversidade beta filogenética para 0s microeucariotos planctdnicos
fotossintetizantes (arvore focal) ficou entre 0,34 e 0,85, muitos pontos apresentaram
valores de diversidade filobeta similares (Fig. 28). Os lagos 21 e 22 apresentaram maior
similaridade filogenética (0,85) seguido pelos lagos 72 e 73 (0,80). Os lagos 1 e 45e 80 e
45 (0,34) apresentaram a menor similaridade filogenética. Os resultados do teste de mantel
mostraram que existe uma relacao positiva e significativa entre a dissimilaridade ambiental
e a dissimilaridade da diversidade beta filogenética (r = 0,29, p = 0,001). Para a
dissimilaridade espacial em linha reta também foi observado uma relacdo positiva e
significativa com a dissimilaridade da diversidade beta filogenética (r = 0,14, p = 0,007).
A diversidade beta total obtida através do indice se Sorensen (B SOR) foi de 0,96, 0,94
deste valor foi atribuido ao turnover (Btur) e 0,02 ao aninhamento (Bnes) de OTUs na

comunidade focal.
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Figura 28 - PCoA da dissimilaridade da diversidade beta filogenética (diversidade filobeta) entre os lagos
analisados na planicie de inundacdo do rio Araguaia para a arvore focal, com 0s microeucariotos plancténicos

fotossintetizantes.

DISCUSSAO

O presente estudo teve o objetivo de investigar a diversidade filogenética da
comunidade de eucariotos, capturados pelo marcador molecular 18S, da planicie de
inundacdo do rio Araguaia usando a técnica de DNA metabarcoding, com foco nos
microeucariotos planctonicos fotossintetizantes. Especificamente, determinamos a
diversidade filogenética e a estrutura filogenética da comunidade por meio das métricas
PD e NRI. Avaliamos a diversidade beta filogenética da comunidade, por meio da métrica
phylosor e, por fim, testamos a influéncia das varidveis ambientais e espaciais na
explicacdo da variacdo da diversidade e estrutura filogenética da comunidade ao longo da
planicie de inundagdo. Nossos resultados mostraram que a comunidade total de eucariotos
e microeucariotos planctnicos fotossintetizantes acessados pela regido v4 do gene 18S
apresentaram diversidades filogenéticas significativamente menores do que as esperadas
sob 0 modelo nulo e essa diversidade foi altamente correlacionada com a riqueza de OTUSs.
Ambos os conjuntos de dados (total e focal) também apresentaram um padrao filogenético
agrupado significativo para a maioria dos lagos. A maior parte da varia¢do da diversidade
e estrutura filogenética explicada, foi atribuida ao efeito espacial puro, no entanto o

ambiente espacialmente estruturado também representou uma porcentagem significativa
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de explicacdo dos dados. Os resultados foram coincidentes para ambos os filtros espaciais,
no entanto os filtros espaciais que calculam a conectividade direcional entre os lagos
(AEMs) tiveram uma maior porcentagem de explicagdo do que os filtros espaciais de
distancias lineares (PCNMs). A maior parte da diversidade beta filogenética (diversidade
filobeta) observada para a comunidade focal foi atribuida ao turnover, indicando uma alta
substituicdo de OTUs entre os lagos analisados, e a sua dissimilaridade foi positivamente

correlacionada com a dissimilaridade ambiental e espacial.

As comunidades foram dominadas pelo supergrupo SAR (Stramenopiles, Alveolata
e Rhizaria), que contém organismos heterotréficos, autotréficos e mixotréficos e por
Archaeplastida, um grupo autotrofico, destacando a importancia e abundancia do grupo
autotréfico na composicao e diversidade da comunidade de microeucariotos plancténicos.
Isso tambeém é apoiado pela maior abundancia relativa de OTUs autotréficas na
comunidade, apesar de entre as OTUs classificadas os heterotréficos serem melhor
representados em presenca. Dentre os microeucariotos planctonicos fotossintetizantes o
grupo das Chlorophyta foi o mais abundante, este parece ser o grupo de microeucariotos
fotossintetizantes predominante na bacia do rio Tocantins-Araguaia, como foi observado
também em outros estudos na regido (Nabout, Nogueira e Oliveira, 2006; Nabout et al.,
2007; Nabout et al., 2009; Machado et al., 2016; Machado et al., 2019; Silva et al., 2024).

A riqueza de OTUs para ambos os conjuntos de dados analisados, assim como a
diversidade filogenética, parece apresentar um gradiente latitudinal, aumentando em
direcdo a latitudes menores, a jusante do rio, com as regides dos rios das Mortes e Cristalino
apresentando alta riqueza de OTUs e diversidade filogenética. Resultados semelhantes de
um gradiente latitudinal para riqueza de espécies de microeucariotos plancténicos
fotossintetizantes, na estacdo de cheia do rio Araguaia, foi observado por Nabout et al.
(2007). Isso pode estar associado as caracteristicas ambientais dos lagos ou processos de
dispersdo favorecidos pela maior conectividade dos lagos e fluxo do rio. Fatores
relacionados ao tamanho do lago, produtividade, qualidade da &gua e niveis de predacéo
controlam a riqueza de espécies de microeucariotos plancténicos em lagos, no entanto
eventos de dispersdo também podem contribuir para o0 aumento da riqueza (Hobaek, Manca
e Andersen, 2002). Um padrdo latitudinal de riqueza também foi observado para espécies
de microeucariotos planctonicos fotossintetizantes em lagos da Patag6nia e da Antéartida, e
sua explicagdo foi atribuida a fatores ambientais e espaciais da regido (lzaguirre et al.,
2016).
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A arvore filogenética total, com totas as OTUs identificadas com o gene 18S-V4,
mostrou um baixo suporte em nads basais, isso provavelmente foi causado pela presenca de
grupos muito distantes filogeneticamente e pela auséncia de td&xons que representassem
todos os clados presente na filogenia. N6s ndo resolvidos na filogenia podem afetar os
resultados da analise filogenética de comunidade (Okuno et al., 2022). Foi relatado que
sequéncias curtas de DNA (p. ex.. DNA barcode) fornece mais informacgdes sobre
diferencas nas distancias filogenéticas entre espécies e géneros intimamente relacionados
(Okuno et al., 2022), resolvendo melhor os nos terminais das filogenias, mas fornecendo
uma baixa resolucdo em ndés basais. Em nossas filogenias, construidas com sequéncias de
DNA metabarcode, também observamos uma melhor resolucdo em nés terminais do que
nos nos basais. Apesar de ndo oferecer uma boa resolucao basal, filogenias com sequéncias
curtas de DNA tem mostrado vantagens em relagdes as filogenias tradicionais, permitindo
a incorporacdo na arvore filogenética de organismos ndo identificados taxonomicamente
ou mesmo identificados, mas em niveis taxondmicos altos (Yi et al., 2010; Heckenhauer et
al., 2017). Um estudo de Yi et al. (2010) demonstrou que a inclusdo de sequéncias nao
identificadas ao conjunto de sequéncias identificadas para inferéncia filogenética de um
grupo de interesse, melhorou a inferéncia filogenética de eucariotos microbianos, mudando

a topologia da arvore e melhorando o suporte de nos.

A falta de resolucdo filogenética afeta as métricas de diversidade filogenética e
estrutura filogenética, principalmente quando é usado arvores grandes sem boa resolucao
basal (Swenson, 2009). Swenson (2009) demonstrou que a diversidade filogenética é cada
vez mais subestimada a medida que as filogenias se tornam menos resolvidas e quando
arvores maiores sao usadas. Park, Worthington e Xi (2018) argumentam que filogenias
grandes, como as filogenias comunitarias podem enviesar estimativas da diversidade
filogenética e levar a uma classificacdo incorreta da diversidade da comunidade, devido a

subamostragem dos taxons.

Diferencas na amostragem de taxons, afeta a resolucdo e topologia das arvores
filogenéticas, o que pode afetar as métricas de diversidade (Park, Worthington e Xi, 2018).
Uma alternativa para melhorar a resolugéo e precisdo de filogenias com muitos grupos
distintos, seria realizar uma amostragem mais ampla de taxons (Hillis et al., 2003) e incluir
tdxons ndo necessariamente de interesse do estudo como marcadores de posi¢do na
filogenia (Park, Worthington e Xi, 2018). A inclusao de sequéncias multilocus (sequéncias

de diferentes marcadores genéticos) e 0 uso conjunto de arvores de restricdo como um
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modelo de como as espécies estdo relacionadas, ao utilizar sequéncias curtas de DNA para
construcao de filogenias, pode contribuir para aumentar a resolugéo topoldgica e o suporte
filogenético para arvores de comunidades (Kress et al., 2010; Liu et al., 2019; Macias-
Hernandez et al., 2020). Isso pode ajudar a garantir que a analise filogenética resultante
respeite os padrdes filogenéticos previamente conhecidos para o grupo estudado,

aumentando a robustez da inferéncia filogenética.

Ao analisar a diversidade filogenética da comunidade total, com todos as OTUs, e
da comunidade focal, com os microeucariotos planctonicos fotossintetizantes, observamos
um padréo similar de diversidade filogenética entre ambos 0s grupos. Isso sugere que 0s
microeucariotos fotossintetizantes desempenham um papel crucial na manutencdo da
diversidade filogenética da comunidade total ou/e que este grupo foi mais bem capturado
com os primers usados para 0 gene 18S-V4. Estes fatores podem ter contribuido com a

melhor resolucdo da arvore filogenética para o grupo focal de fotossintetizantes.

Para ambas os conjuntos de dados (total e focal), a diversidade filogenética de Faith
observada foi menor do que a esperada ao acaso para todos os lagos analisados. PD é uma
medida de diversidade alfa que mede a riqueza dentro de cada local e essa riqueza é
comparada com uma riqueza predita por um modelo nulo (Tucker et al., 2017). Menores
valores de PD do que o esperado por um modelo nulo indica menor quantidade de histdria
evolutiva acumulada no local e menor divergéncia evolutiva observada para o conjunto de
OTUs, indicando a presenca de mais OTUs filogeneticamente relacionadas na comunidade.
Valores mais elevados de PD indicam concentracdo de linhagens profundas e ramos longos
na filogenia, revelando uma maior quantidade de historia evolutiva acumulada no local
(Diniz-Filho et al., 2024; Tucker et al., 2019). As unidades dos comprimentos de ramos,
determinam a interpretacdo precisa de PD, estes podem estar em unidades de mudancas
observaveis em caracteristicas, distancias genéticas ou tempo evolutivo, mais no geral eles
sdo descritos como estimativas de histéria evolutiva, informacéo ou divergéncia evolutiva
(Tucker et al., 2019). Em nosso caso, o tamanho dos ramos representa
distancias/divergéncia genética entre as OTUs. Os valores de PD séo sensiveis a qualidade
da estimativa de comprimento dos ramos da filogenia, como destacado por Faith (1992) ao
formular a métrica, e recentemente relembrado por Cardillo (2023), que destaca a
importancia de saber qual o grau de inconsisténcia que a incerteza na inferéncia filogenética

causa nas estimativas de PD, algo ainda pouco explorado.
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A diversidade filogenética apresentou uma forte correlacéo positiva com a riqueza
de OTUs, um padrdo frequentemente relatado para a métrica PD (Helmus et al., 2007;
Tucker et al., 2019). Essa correlacdo € tdo forte, que alguns autores argumentam que a
riqueza de espécies pode ser um bom substituto para medidas de diversidade filogenética
(Polasky et al., 2001; Rodrigues, Brooks e Gaston, 2005), no entanto outros autores se
opdem a isso, ao dizer que 0 uso da riqueza como um proxy para a diversidade filogenética
ndo é adequado devido a padrdes conflitantes entre a riqueza de taxons e PD (Forest et al.,
2007; Pio et al., 2011). Tucker e Cadotte (2013) argumentam que apesar de existir uma
correlacdo entre a riqueza de espécies (SR) e PD, a forca dessa correlacdo pode ser afetada
por fatores, como: a estrutura da arvore filogenética, tamanho do pool de espécies e pela
estrutura espacial das areas de distribuicdo de espécies. Por exemplo, em &rvores com mais
informagdes nos ramos terminais é esperada uma alta correlacdo para SR e PD, assim como
se ocorrer uma alta autocorrelacdo espacial em presenca de espécies e quando temos um
pool de espécies pequenos. J& em pools regionais relativamente grandes € mais comum

aparecer locais onde a correlacdo entre SR e PD ¢é baixa (Tucker e Cadotte, 2013).

Ambas os conjuntos de dados (total e focal) apresentaram um padrao filogenético
agrupado (NRI >0), e esse padrdo foi significativo para a maioria dos lagos. O agrupamento
filogenético é gerado pela maior proximidade filogenética das espécies presente na
comunidade (Webb et al., 2002). Em comunidades de microrganismos aquaticos tem sido
comum encontrar um padrdo filogenético agrupado (Horner-Devine e Bohannan, 2006;
Barberan e Casamayor, 2010; Pontarp et al., 2012; Keck e Kahlert, 2019; Chen et al.,
2023), isso pode indicar uma maior importancia da filtragem ambiental na montagem da
comunidade de microrganismos, ja que estes exibem maior sensibilidade as condigdes
ambientais (Ren et al., 2015). Um padrao filogenético agrupado € uma evidéncia de que
filtros ambientais estdo atuando na comunidade, fazendo com que taxons mais
filogeneticamente relacionados que tem tolerancias ambientais semelhantes sejam
selecionados na comunidade (Webb et al., 2002; Cavender-Bares et al., 2004). Do contrario
observariamos um padrdo superdisperso, com uma abundancia de taxons distantemente
relacionados, o que poderia indicar exclusdo competitiva entre espécies filogeneticamente
proximas (Webb et al., 2002; Cavender-Bares et al., 2004). No entanto, estes podem néo
ser 0s Unicos mecanismos envolvidos na formagéo da estrutura filogenética da comunidade,
podendo até causarem um efeito inverso aquele esperado, com a competicao levando ao

agrupamento se uma caracteristica filogeneticamente conservada determinar se as espécies
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sdo boas competidoras (Vamosi et al.,, 2009). Ou superdisperso quando tracos
ecologicamente importantes para especializacdo de habitats tem uma historia evolutiva
convergente (Cavender-Bares et al., 2004; Cavender-Bares, Keen e Miles, 2006). Uma
estrutura filogenética aleatoria como observada para os lagos 45 da arvore total e para 0s
lagos 48, 49, 54, 86 e 119 da arvore focal, pode ser um indicativo de interagdes neutras, ou
que a forca dos processos ambientais € equilibrada ou fracas, e caracteristicas filogenéticas

aleatorias estruturam a comunidade (Kembel e Hubbell, 2006).

E esperado que o NRI seja estreitamente correlacionado ao PD padronizado
(Vamosi et al., 2009). Observamos gue essa correlacdo é negativa, onde é observado altos
valores de diversidade filogenética é observado baixos valores de NRI, os lagos
pertencentes ao rio Cristalino, por exemplo, apresentaram alta riqueza e diversidade
filogenética, e baixa estrutura filogenética, apresentando os menores valores de NRI tanto
para a arvore total como para a arvore focal. Isso indica que onde temos uma maior
diversidade filogenética temos taxons que sdo mais distantemente relacionados reduzindo

o0 agrupamento filogenético no local.

Assim como o PD, o NRI também pode ser influenciado pela topologia e resolucéo
da arvore filogenética (Kembel e Hubbell, 2006; Swenson, 2009; Muscarella et al., 2014;
Park, Worthington e Xi, 2018). E mais provavel encontrar valores de NRI que estdo mais
préximos da expectativa nula com filogenias com baixa resolucdo, principalmente ao usar
arvores filogenéticas grandes (Swenson, 2009). O uso de grandes arvores com nds basais
mal resolvidos, afeta a deteccdo da estrutura filogenética da comunidade (Swenson, 2009).
O NRI é um método que possui um excelente poder de deteccdo de padrdes resultantes da
filtragem ambiental, no entanto € mais sensivel as questdes dos nds mal resolvidos na
filogenia (Kraft et al. 2007; Pausas e Verda, 2010), o que pode enviesar 0s resultados para
a métrica. Apesar da baixa resolucdo da filogenia afetar as métricas de diversidade,
Swenson (2009) demonstrou que os padrdes de diversidade entre filogenias bem resolvidas
e filogenias com baixa resolucdo permaneceu parecidos, ele observou que os valores para
as métricas de diversidade foram altamente correlacionados entre as filogenias com baixa
e alta resolucdo filogenética. Portanto, podemos supor que nossos resultados estdo no
caminho certo, os padrdes de diversidade e estrutura filogenética observados neste estudo
sdo consistentes e indicam uma estruturacdo ndo aleatoria da comunidade. Embora a
resolucdo das arvores filogenéticas, especialmente da arvore total, possa influenciar as

estimativas quantitativas, os padrdes gerais observados sdo robustos, segundo a literatura,
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e sugerem a importancia de processos ecoldgicos e evolutivos na organizacdo da

comunidade.

Além da resolucéo da filogenia, a riqueza de espécies e a escala do estudo também
podem afetar o padrdo de estrutura filogenética identificado na comunidade. A variagdo na
riqueza de espécies provocada por filtros ambientais pode influenciar a interpretacdo do
NRI, principalmente quando a filtragem ambiental forte favorece um clado de tamanho
moderado, fazendo com que o NRI se torne cada vez mais negativo a medida que a riqueza
de espécies aumenta (Sandel, 2018). A escala do estudo pode influenciar ndo s6 quais
padrdes sdo identificados, mas também a importancia dos processos que atuam na
comunidade (Vamosi et al., 2009). Em pequenas escalas espaciais frequentemente
encontramos uma estrutura filogenética superdispersa, mas em grandes escalas espaciais é
comum encontrar um padrao agrupado (Cavender-Bares, Keen e Miles, 2006; Swenson et
al., 2007). Em escala regional ou em grandes escalas espaciais, a biogeografia da
especiacao pode impulsionar o agrupamento filogenético em comunidades locais, enquanto
0 tipo de especiacdo e a limitagdo da dispersdo local pode levar a comunidades
superdispersas (Vamosi et al., 2009).

Outros fatores que afetam o padrdo de estrutura filogenética identificado na
comunidade s&o a escala taxonémica e o tamanho da comunidade. Estudos demonstraram
que a medida que a escala taxonémica vai se tornando mais fina é comum identificar um
padréo superdisperso na comunidade (Swenson et al., 2006; Cavender-Bares, Keen e
Miles, 2006), e a medida que se aumenta a escala taxondmica o inverso acontece. O
tamanho da comunidade local, em relacéo ao pool regional também influenciam o poder
estatistico das analises filogenéticas, a presenca de comunidades locais muito pequenas ou
muito grande em relacdo ao pool regional podem aumentar as taxas de erros do tipo 2
(rejeitar uma hipotese alternativa quando ela é verdadeira) (Kraft et al., 2007). J& para
comunidades de tamanho intermediario entre 30 e 60% do pool regional ha uma melhora
no poder estatistico, dependendo da métrica utilizada (Kraft et al., 2007). Em nosso estudo
observamos um padréo filogenético agrupado como é esperado, segundo a literatura, para
estudos em grandes escalas espaciais com uma escala taxonémica grosseira. O tamanho da
comunidade local representou menos de 30% do pool regional para o conjunto de dados
total e menos de 40% do pool regional no conjunto de dados focal, no entanto isso ndo
afetou a deteccdo de um agrupamento filogenético estatisticamente significativo para

ambos o0s conjuntos de dados.
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A maior parte da variacdo da diversidade e estrutura filogenética foi explicada pelo
efeito espacial puro, para ambos os filtros espaciais, no entanto os filtros espaciais que
calcula a conectividade direcional dos lagos ao longo do rio (AEMSs) tiveram uma maior
porcentagem de explicacdo do que os filtros espaciais com distancias lineares (PCNMs).
Um efeito significativo do componente espacial puro sugere a atuacdo de processos
relacionados a dispersdo ocorrendo na metacomunidade. O efeito combinado do ambiente
e espaco também representou uma porgao significativa de explicacdo para ambos os filtros,
indicando que algumas variaveis ambientais estdo estruturadas no espago. A influéncia das
variaveis ambientais e espaciais na diversidade (PD) e agrupamento filogenético (NRI),
avaliada com os filtros espaciais PCNMs mostraram que o espaco (puro e compartilhado)
apresentou uma maior influéncia na diversidade e estrutura filogenética para ambas as
arvores, e na maioria dos casos 0 espago puro apresentou uma maior porcentagem de
explicacdo, exceto para a estrutura filogenética da arvore total, onde o efeito do ambiente
estruturado no espacgo apresentou uma porcentagem de explicacdo maior. Com os filtros
espaciais AEMs, foi observado que o espaco (puro e compartilhado) também apresentou
uma maior influéncia na variacao de PD e NRI para ambas as arvores, no entanto, o espaco
puro apresentou uma maior porcentagem de explicacdo para a variacdo da diversidade e
estrutura filogenética. A influéncia ambiental pura apesar de significativa para maioria das
métricas, no geral foi muito baixa para ambas as arvores com ambos os filtros espaciais,
sendo menor quando os filtros AEMs foram usados. Esses resultados indicam que tanto a
classificacdo de espécies como a dispersdo sdo fatores importantes na estruturacdo da
metacomunidade, no entanto os processos relacionados a dispersdo parecem ter um papel

predominante.

Preditores espaciais também foram o fator principal na estruturacdo da
metacomunidade de microeucariotos plancténicos fotossintetizantes analisadas sob um
aspecto taxondmico e funcional na planicie de inundacdo do rio Araguaia (Silva et al.,
2024). Os autores argumentam que a homogeneizacao das condicdes bioticas causada pelo
pulso de inundagdo, pode ter diminuido a forca dos filtros ambientais sobre as
metacomunidades da regido. A homogeneizacao dos habitats apos as inundagdes derivadas
do aumento da conectividade durante o periodo de aguas altas € considerada um padrdo
geral para os ambientes de planicie de inundagdo (Thomaz, Bini e Bozelli, 2007). No
entanto, Nabout et al. (2009) ao investigar como a composi¢do das comunidades de

microeucariotos planctonicos fotossintetizantes foram afetadas por fatores ambientais e
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espaciais na estacdo seca e chuvosa na bacia do rio Araguaia, ndo encontraram nenhuma
evidéncia de processos espaciais, nem ambientais atuando na estruturacdo das
comunidades em nenhuma das esta¢Bes. Durante a fase de cheia de planicies de inundagéo
0s processos espaciais podem ser mais influentes, devido as altas taxas de dispersdo das
espécies (Heino et al., 2015). No entanto, essa dispersdo pode ser limitada com o0 aumento
da extenséo espacial e distancia espacial entre os locais (Heino et al., 2015) principalmente
para organismos que se dispersam passivamente (De Bie et al. 2012). Mesmo em sistemas
altamente interconectado, as condi¢fes ambientais podem ser fortes o suficiente para
estruturar as comunidades locais (Cottenie et al., 2003) e a dispersdo pode ser resultado da
rastreabilidade da heterogeneidade ambiental, mesmo em grandes escalas espaciais

(Cottenie, 2005) ao invés de ser provocada por efeito de massa, por exemplo.

Embora o padréo frequentemente encontrado para microeucariotos plancténicos, é
o ambiente atuando como fator principal na estruturacdo da comunidade, indicando que a
classificacdo de espécies € 0 processo mais importante nas metacomunidades de
microrganismos aquaticos (Cottenie et al., 2003; Cottenie, 2005; Barberan e Casamayor,
2010; De Bie et al. 2012; Huszar et al., 2015), alguns estudos mostram que 0 espaco
também pode atuar como um fator significativo (Jin et al., 2022; Xiao et al., 2022; Huang
et al., 2023). O ambiente também pode estar estruturado no espaco, e nesse caso fatores
ambientais e espaciais atuam conjuntamente na estruturagdo da comunidade (Bortolini et
al., 2017; Jin et al., 2022). Para planicies de inundacédo, o periodo de aguas altas parece
aumentar a importancia do fator espacial em comunidades de microeucariotos planctdnicos
(Chaparro, O'Farrell, eHein, 2023; Huang et al., 2023). No entanto, a forca desses fatores
pode mudar dependendo da escala espacial. Em escalas menores podemos ver uma forte
atuacdo dos efeitos ambientais (Declerck et al., 2011; Machado et al., 2016), mas em
grandes escalas fatores espaciais apresentam uma significancia maior na estruturacdo da
comunidade (Heino et al., 2010; Declerck et al., 2011). De Bie et al. (2012) argumentam
gue com o0 aumento da escala espacial, as forcas que regulam as metacomunidades tendem
a mudar, passando de controladas pelo ambiente para controladas pela dispersdo. No
entanto, isso pode ndo ser verdade para todos 0s microrganismos planctdnicos, e mesmo
em grandes escalas espaciais 0 ambiente pode permanecer como forte controlador da
estrutura da comunidade (Astorga et al., 2012), ou 0 espaco pode apresentar uma influéncia
significativa mesmo em pequenas escalas espaciais (Soininen et al., 2007). Apesar disso

tudo, temos que considerar que o componente espacial também pode capturar parte da
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variacdo ambiental ndo medida pelas variaveis ambientais incluidas no modelo (Cottenie,

2005) o que pode aumentar o poder de explicacdo do componente espacial.

O uso de diferentes filtros espaciais pode gerar diferentes resultados para a
influéncia do espaco na diversidade e estrutura filogenética da comunidade aquética. Em
nosso estudo observamos que os filtros espaciais que consideram a conectividade e
direcionalidade do fluxo da agua foram melhores preditores da variacdo da estrutura e
diversidade filogenética da comunidade. Ao trabalhar com ambientes aquéticos, as
distancias baseadas em curso d’agua pode capturar padrdes espaciais melhor e explicar
mais variancia do que as distancias lineares (Landeiro et al., 2011). Quando variaveis
espaciais sdo os principais preditores da estrutura da metacomunidade, distancias do curso
de &4gua podem ser mais importantes, resultando em melhores estimativas dos condutores
espaciais do que distancias terrestres (Padial et al., 2014). Liu et al. (2013) observaram que
filtros que consideram apenas distancias terrestres eram preditores fracos para padrdes
espaciais de metacomunidades aquaticas, e que filtros que consideravam a conectividade e
direcionalidade do fluxo de &gua eram melhores preditores para compreensao da estrutura
espacial de microrganismos de dispersdo passiva. Por outro lado, Grénroos et al. (2013)
observaram que para macroinvertebrados aquaticos os filtros espaciais usando diferentes
distancias foram ambos descritores pobres para descrever a estrutura da comunidade. Em
contraste aos nossos resultados, Machado et al. (2019) ndo observaram efeitos
significativos do espago na composi¢cdo de OTUs de comunidades de microeucariotos
planctonicos na planicie de inundacdo do rio Araguaia ao usar diferentes filtros espaciais
(AEMs e PCNMs). Isso pode ter ocorrido devido aos tipos de autovetores de AEMs e
PCNMs utilizados, enquanto eles utilizaram principalmente autovetores que captam a
variacdo espacial em uma escala mais ampla, nés utilizamos autovetores que capturam a
variacdo em fina e ampla escala. O uso de autovetores de ampla (autovetores com nimeros
mais baixos) e fina escala (autovetores com ndmeros mais altos) indicam processos
diferentes, com os autovetores de ampla escala sendo mais propensos a indicar efeito de
massa, enquanto autovetores maiores podem indicar processos relacionados a limitacdo da
disperséo (Heino et al., 2015). Bortolini et al. (2017) ao utilizar filtros espaciais AEMs de
fina e ampla escala espacial, observaram uma influéncia do espaco na biomassa de
microeucariotos planctdnicos fotossintetizantes, sugerindo que os processos de dispersao
influenciavam a estruturacdo da comunidade e que a configuragdo espacial € fundamental

em modelos de metacomunidade.
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A diversidade beta filogenética total observada para a comunidade focal foi alta, e
sua maior parte foi atribuida ao componente turnover, indicando uma alta substitui¢éo de
OTUs entre os lagos analisados. Um alto valor de diversidade beta para microeucariotos
planctonicos, com uma grande proporc¢do dessa diversidade associada a substituicdo de
OTUs ao longo da planicie de inundacdo do rio Araguaia, também foi observado por
Machado et al. (2019). No entanto, eles estavam analisando a diversidade beta, e n6s aqui
analisamos a diversidade beta filogenética, mas como a diversidade beta taxonémica e
filogenética sdo positivamente correlacionadas (Corbelli et al., 2015) acreditamos que a
diversidade beta pode ser usada como um proxy para a diversidade beta filogenética.
Nabout et al. (2007) também observaram uma diversidade beta maior no periodo de cheia
do rio Araguaia, e atribuiram este fato as chuvas isoladas ao longo do rio levarem a um
aumento da heterogeneidade ambiental na regido. A alta heterogeneidade ambiental é
coincidente com um aumento na diversidade beta de microeucariotos plancténicos
(Declerck et al., 2011; Wojciechowski et al., 2017). Em outros trabalhos na regido do rio
Araguaia na época de cheia foi observado que os lagos apresentavam caracteristicas
ambientais heterogéneas (Machado et al., 2019; Nabout et al., 2009). Neste trabalho
observamos uma heterogeneidade consideravel entre os lagos, mas ndo ao ponto de criar
agrupamentos claros de caracteristicas ambientais entre os tributarios, o que pode ter
ocorrido devido a homogeneizacdo das caracteristicas dos lagos devido a conectividade
maior exibida em periodos de cheias do rio (Thomaz, Bini e Bozelli, 2007).

Observamos que a dissimilaridade da diversidade beta filogenética, aumentou com
0 aumento das distancias ambientais, revelando a importancia da heterogeneidade
ambiental para a diversidade beta filogenética. O componente espacial também teve um
efeito significativo, porém menor, sugerindo a atuacdo de algum mecanismo de dispersao.
PadrBes contrastantes sdo encontrados para microrganismos, onde a diversidade beta
filogenética apresenta maior correlacdo com as distancias espaciais, destacando a
importancia da dispersdo para esses organismos (Wang et al., 2013). Para microeucariotos
planctonicos fotossintetizantes, o ambiente parece ser o principal fator influenciando a
dissimilaridade da diversidade beta (Qu et al., 2018; Huszar et al., 2015), no entanto o
espaco também pode ter um efeito significativo para a dissimilaridade beta dessas
comunidades (Jin et al., 2022), ou ambos os fatores podem atuarem juntos (Jamoneau et
al., 2018). Huszar et al. (2015) argumentam que a identificacdo de uma correlacao entre

dissimilaridade espacial e de diversidade beta em locais mais proximos pode ser devido ao
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compartilhamento de caracteristicas ambientais exibida por estes locais, indicando uma
dissimilaridade espacial estruturada pelo ambiente. Para a regido do rio Araguaia, Nabout
et al. (2007) observaram que a similaridade da comunidade de microeucariotos
planctonicos fotossintetizantes foi influenciada principalmente pelo espago, em contraste
aos resultados que observamos para a diversidade beta filogenética. O aumento da
dissimilaridade da diversidade beta filogenética com o0 aumento das distancias ambientais,
pode indicar uma similaridade ecoldgica para as comunidades de microeucariotos
planctdnicos fotossintetizantes. Comunidades com maior proporcdo de espécies
intimamente relacionadas, podem estar em ambientes ecologicamente mais semelhantes
(Burns e Strauss, 2011). No entanto, Swenson et al. (2012) argumentam que a relacéo
filogenética nem sempre € um bom preditor para similaridade ecoldgica, porque a relacéo
filogenética muitas vezes ndo € um bom indicador de caracteristicas (Mazel et al., 2018).
Pois as espécies podem ser filogeneticamente diferentes, mas fenotipicamente semelhantes
(Tucker et al., 2019).

CONCLUSAO

A comunidade total de eucariotos e a comunidade focal de microeucariotos
planctonicos fotossintetizantes, da planicie de inundacéo do rio Araguaia mostrou padrbes
semelhantes de riqueza, diversidade e estrutura filogenética. Para ambas, foi observada
uma diversidade filogenética menor do que a esperada ao acaso e uma estrutura filogenética
agrupada, sugerindo que a montagem da comunidade € influenciada por processos nao
aleatdrios, como limitacao da disperséo e filtragem ambiental. A variacao da diversidade e
estrutura filogenética foi explicada principalmente pelos fatores espaciais, com filtros
espaciais que modelam um processo de conectividade direcional entre os lagos (AEMS)
apresentando um maior poder de explicacdo, revelando a importancia dos processos de
dispersdo para a estruturacdo filogenética da metacomunidade. A diversidade beta
filogenética da comunidade de microeucariotos planctonicos fotossintetizantes foi alta e
predominantemente influenciada pela substituicdo de espécies. A dissimilaridade foi
correlacionada positivamente com as distancias ambientais e espaciais, porém as distancias
ambientais apresentaram uma correlagdo maior com a dissimilaridade da diversidade
filobeta.
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Este estudo demonstra a eficiéncia da técnica de metabarcoding de eDNA para o
monitoramento das comunidades de microeucariotos plancténicos e avaliacdo da
diversidade e estrutura filogenética destas comunidades, ajudando a elucidar questdes
ecoldgicas e evolutivas a respeito da montagem das metacomunidades aquéticas. Embora
reconhecamos que existem algumas incertezas associadas aos nossos resultados, eles séo
consistentes e apresenta um padrdo geral robusto sobre a diversidade e estrutura
filogenética da comunidade de microeucariotos planctdnicos fotossintetizantes da planicie
de inundagdo do rio Araguaia. Sendo assim, este trabalho vem contribuir para o
preenchimento da lacuna de conhecimento sobre a diversidade filogenética da comunidade
de microeucariotos plancténicos da bacia do rio Tocantins-Araguaia. E contribui com o
aumento do conhecimento da diversidade filogenética para microeucariotos planctnicos
fotossintetizantes no geral. E por fim, destaca a importancia de considerar tanto os aspectos
filogenéticos quanto os ecoldgicos para compreender as comunidades de microeucariotos

plancténicos.
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APENDICES

Apéndice 1. Protocolo modificado do kit Dneasy® Blood & Tissue (Qiagen)

Notas antes de comecar

. Efetuar todos os passos de centrifugacéo a temperatura ambiente (15-25°C).

. Redissolver quaisquer precipitados em Tampédo AL e Tampédo ATL.

. Adicionar etanol aos concentrados de Buffer AW1 e Buffer AW2.

. Equilibrar o tecido congelado ou os pellets de células a temperatura ambiente.

. Pré-aquecer uma incubadora a 65°C.*

. _ IConsultar 0 manual para o pré-tratamento de tecido fixado, inseto, bactéria ou outro
material.

la. Tecido: Cortar o tecido (<10 mg de baco ou <25 mg de outro tecido) em pedacos pequenos
e colocar num tubo de microcentrifugacao de 1,5 ml. Para caudas de roedores, utilizar 1 (rato)
ou 2 (ratinho) caudas com 0,4-0,6 cm de comprimento. Adicionar 180 pl de tampdo ATL.
Adicionar 20 ul de proteinase K, misturar em vortex e incubar a 56°C até a lise completa. Agitar
ocasionalmente no vortex durante a incubacdo. Agitar em vortice 15 s diretamente antes de
passar ao passo 2.

*Modificagdo: Adicionar beads para maceracdo mecanica e 380 ul de tampdo ATL (quando
usar toda ou metade da membrana para a extragdo), adicionar 20 pl de proteinase K, misturar
em vortex. Incubar a 65° C por 10 min.

1b. Sangue ndo nucleado: Pipetar 20 pl de proteinase K para um tubo de microcentrifugacéao de
1,5 ml ou 2 ml. Adicionar 50-100 pl de sangue tratado com anticoagulante. Ajustar o volume
para 220 ul com PBS. Avancar para 0 passo 2.

1c. Sangue nucleado: Pipetar 20 ul de proteinase K para um tubo de microcentrifugacéo de 1,5
ml ou 2 ml. Adicionar 5-10 ul de sangue tratado com anticoagulante. Ajustar o volume para
220 pl com PBS. Avangar para 0 passo 2.

1d. Células cultivadas: Centrifugar um méaximo de 5 x 106 células durante 5 minutos a 300 x g
(190 rpm). Ressuspender em 200 ul de PBS. Adicionar 20 ul de proteinase K. Avangar para o
passo 2.

2. Adicionar 200 pl de tamp&o AL. Misturar bem, agitando em vortice.

Para as amostras de sangue incubarem a 56°C durante 10 min.

Modificagdo: Adicionar 400 ul de tampéo AL, quando utilizar 380 pul de tampédo ATL.
3. Adicionar 200 pl de etanol (96-100%). Misturar bem, agitando em vortice.
Modificagdo: Adicionar 400 pl de etanol, quando utilizar 380 ul de tampéo ATL.
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4. Pipete a mistura para uma coluna de centrifugacdo DNeasy Mini spin colocada num tubo
coletor de 2 ml. Centrifugar a >6000 x g (8000 rpm) durante 1 min. Jogar fora o fluxo e o tubo
coletor.

5. Coloque a coluna DNeasy Mini spin em um novo tubo coletor de 2 ml. Adicionar 500 pl de
tampao AW1. Centrifugue durante 1 min a >6000 x g (8000 rpm). Jogar fora o fluxo e o tubo
coletor.

6. Cologue a coluna DNeasy Mini spin em um novo tubo coletor de 2 ml, adicione 500 ul de
tamp&o AW?2 e centrifugue durante 3 min a 20.000 x g (14.000 rpm). Jogar fora o fluxo e o tubo
coletor.

7. Transfira a coluna DNeasy Mini spin para um novo tubo de microcentrifugacéo de 1,5 ml ou
2 ml.

8. Eluir o DNA adicionando 200 ul de Buffer AE ao centro da membrana da coluna DNeasy
Mini spin. Incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente (15-25°C). Centrifugar durante 1
min a >6000 x g (8000 rpm).

Modificacdo: Eluir o DNA adicionado 50 pl de agua nuclease-free aquecida a 56° C. Incubar
por 15 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar durante 1 min a >6000 x g (8000 rpm).

9. Opcional: Repetir 0 passo 8 para aumentar o rendimento de DNA.
Modificacdo: Fazer uma segunda elui¢do em um novo tubo e armazenar a primeira eluicao.

OBS: Para algumas amostras 100 pul do tampdo de armazenamento foram adicionados
juntamente com as membranas para realizacdo da extracdo. Essas amostras eram aquelas cujo
tampdo de Longmire usado no armazenamento das membranas continha muito material
particulado suspenso, liberado das membranas durante o periodo de armazenamento.

84



Apéndice 2. Géis de agarose da extracdo de DNA dos filtrados das membranas de acetato de

celulose utilizando o kit comercial DNeasy Blood and Tissue (Qiagen).
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Figura 1S. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo da extracdo de DNA das triplicatas dos lagos 01 e
23 a 30 com o protocolo de tecido modificado. No inicio de cada pente temos os marcadores moleculares de 10,

20, 50, 100 e 200 ng/ul.
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Apéndice 3. Géis de amplificacdo do gene 18S-V4 através da PCR utilizando par de primers

TAReuk454FWD1 e TAReukREV3 (Stoeck et al., 2010).

e . el e S B e B B e

Figura 3S. Gel de agarose 1.5% corado com brometo de etideo da amplificacdo do gene 18S-V4 dos pontos L43
a L67. Marcador 1kb plus.

-~~———“b¢.~~~—.~——~~-—‘- .

Figura 4S. Gel de agarose 1.5% corado com brometo de etideo da amplificacdo do gene 18S-V4 dos pontos L68
a L87. Marcador 1kb plus.
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Figura 5S. Gel de agarose 1.5% corado com brometo de etideo da amplificagdo do gene 18S-V4 dos pontos L111

a L125. Marcador 1kb plus.
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Apéndice 4. Anélise de qualidade das sequéncias geradas no sequenciamento na plataforma

[llumina MiSeq utilizando o software FASTQC.

@Basic Statistics
Filename L1_51_Loe1_R1_0al.fastq.gz
File type Conventional base calls
Encoding sanger / Illuming 1.9
Total Sequences 77804
@FastQC Report e T o |
Sequence length 38-300
Summary oPer base sequence quality o 25

Quality scores acrass all bases (Sanger / llumina 1.9 enceding)

@BaswcS!allstlcs 38 PN Eas == i St ll'lllllllllllllllllllIIIIIIIIIII' i T
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34
@F’ g til nce quality 2 T

@Mﬂwmm 30

@Per base sequence content 28 -]‘
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@P r base N content 2

) sequence Length Distribution 20 | J LJ |
18 1
@S_Pg ence Duplication Levels 1
16
@Overreprssenled sequences 14
@Adamer Content 12
10
3 I
6
4
2
]

1234567801510 30:34 4549 60-64 7579 90-94 110114 135139 160164 165189 210214 235239 260-264 285289
Fosition in read (bp}

Figura 6S. Andlise de qualidade da sequéncia L1 _R1 (forward) por base.
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Quality score distribution over all sequences
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Mean Seguence Quality (Fhred Score)

Figura 7S. Score de qualidade médio geral de todas as sequéncias de L1 R1.
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OSeq uence Length Distribution

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Figura 8S. Distribuicdo do tamanho geral de todas as sequéncias L1_R1.

@Basic statistics

Measure Value

Filename L1_$1_L601_R2_pe1.fastq.gz
File type Conventional base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9
Summary Total Sequences 77804
Sequences flagged as poor quality 8
eBﬁSIE Statistics a ; Sequence length 35-380
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Position in read {bp)

Figura 9S. Analise de qualidade das sequéncias L1_R2 (reverse) por base.
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@Per sequence quality scores

Quality score distribution over all sequences

Awverage Quality per read
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Figura 10S. Score de qualidade médio geral de todas as sequéncias de L1 R2.
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Figura 11S. Distribuicdo do tamanho geral de todas as sequéncias L1 R2.



@Basic statistics

I N

Filename L72_S64_LBG1_R1_001.fastq.gz
File type Conventional base colls
Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total Sequences 95858
Summary
. Sequences flagged as poor quality @
Q per base sequence quality sequence length 39-300
Basic Statistics
&
P Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.8 encoding)
‘@) Ber base sequence quality -

X6C
O&T
@M r tile sequence quality ” |

@Persequence quality scores

@Per base sequence content

@Mﬂ ence GC content ‘1\
@Pgr base N content
; jIS_egg_engg Length Distribution 2 L
emuence Duplication Levels 20, R i | [
QOverreDresenled sequences 18 gl '”..
@ﬂmm&f Content :j |
12, e
10, |

e 1234567891519 30-34 45-49 60-64 75-79 60-64 110114 135130 160-164 185189 210-214 235236 260-264 285-289

Position in read (bo)

Figura 12S. Analise de qualidade das sequéncias L72_R1 (forward) por base.

@Per sequence quality scores

Quality score distribution over all sequences

Average Quality per read
35000 g Q YP
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20000
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Mean Sequence Quality (Phred Score]

Figura 13S. Score de qualidade médio geral de todas as sequéncias de L72_R1.
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OSeq uence Length Distribution
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Figura 14S. Distribui¢do do tamanho geral de todas as sequéncias L72_R1.
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Filenane
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Sequence length
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Figura 15S. Analise de qualidade das sequéncias L72_R2 (reverse) por base.
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@Per sequence quality scores

Quality score distribution over all sequences

Average Quality per read
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Figura 16S. Score de qualidade médio geral de todas as sequéncias de L72
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Figura 17S. Distribui¢do do tamanho geral de todas as sequéncias L72_R2.
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Apéndice 5. Valores de bootstraps para a arvore focal e arvore total gerada com o software

IQTREE com 1000 bootstrap ultrarrapidos.

bootstrap

| K
W 2575
W 505
W 7525
[l 100
% de nés valor de bootstrap
68,3% > 70
85% > 50
14,3% < 50
1.50% < 20

Figura 18S - Arvore filogenética total, com todas as OTUs identificadas com o gene 18S, mostrando os valores
de bootstrap associados aos nos da filogenia, mostrado por padrdo em cores, verde representando altos valores de
bootstrap e vermelho representando baixos valores de bootstrap. E uma tabela mostrando a porcentagem de nos
com valores de bootstraps acima ou abaixo do especificado.
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Figura 19S - Arvore filogenética focal, com as OTUs que representam os grupos de microeucariotos plancténicos
fotossintetizantes identificadas com o gene 18S, mostrando os valores de bootstrap associados aos nds da filogenia,
mostrado por padrdo em cores, verde representando altos valores de bootstrap e vermelho representando baixos
valores de bootstrap. E uma tabela mostrando a porcentagem de nés com valores de bootstraps acima ou abaixo
do especificado.

Apéndice 6. A tabela com as variaveis ambientais e limnoldgicas dos 140 lagos do rio Araguaia
e seus afluentes, juntamente com a tabela com o numero de sequéncias obtidas no
sequenciamento e analises de bioinformatica e a tabela de atribuicdo taxonémica das OTUs do
gene 18S-V4, classificadas no banco de dados SILVA (Quast et al., 2013) e 0s mapas
interativos de riqueza, diversidade e estrutura filogenética se encontram em uma pasta do drive,
que pode ser acessada pelo link a seguir

https://drive.google.com/drive/folders/11R1IMIEqUGQcYoBG9hw2C bxaggCagxcu?usp=shar

ing
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https://drive.google.com/drive/folders/11R1MlEqUGQcYoBG9hw2C_bxaggCgxcu?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/11R1MlEqUGQcYoBG9hw2C_bxaggCgxcu?usp=sharing

Apéndice 7. Tabela com as variaveis ambientais e espaciais selecionadas para inclusédo no

modelo de particdo da variancia para a comunidade total e focal.

Tabela 1S - Variaveis ambientais e espaciais selecionadas para o modelo de analise de redundancia parcial
(pRDA) e particdo da variancia para as diferentes métricas de diversidade (NRI e PD) para a arvore total e arvore

focal.

Autovetores espaciais selecionados para o modelo de pRDA

PCNMs

PD_total  PCNML, PCNM2,
PCNM9, PCNM10,
PCNM43

PD_focal PCNM2, PCNM9,
PCNM1, PCNM10,

PCNM48, PCNM20,

PCNM14

NRI_total PCNM1, PCNM3,
PCNM5, PCNM40,
PCNM32, PCNM41

NRI_focal PCNM1, PCNM40,
PCNM3, PCNMS5,

PCNM41, PCNM46,

PCNM19

AEMs

V2, V6, V1, V71, V73, V31,
V8,29, V60, V14, V95, V106,
V16, V94, V76, V97

V1, V6, V2, V71, V8, V31,
V106,V73, V76, V94, V57, V4,
V60, V62, V12, V32, V5, V68,
V29, V34, V77

V2, V45, V16, V12, VA3, V26,
VA2,V82, V17, V95, V9, V84,
V106

V2, V4,V7,V16, V9, V43, V5,
V46, V15, V14, V42, V59, V26

T_agua, pH, TRP, ORP, COND, PROF, NTU, OD, TDS, P,
OrtoFosforo, N, Nitrato

T_agua, pH, TRP, ORP, COND, PROF, NTU, OD, TDS, P,
OrtoFosforo, N, Nitrato

T_agua, pH, TRP, ORP, COND, PROF, NTU, OD, TDS, P,
OrtoFosforo, N, Nitrato

T_agua, pH, TRP, ORP, COND, PROF, NTU, OD, TDS, P,
OrtoFosforo, N, Nitrato

Vériaveis ambientais selecionadas para o modelo de pRDA
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