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Resumo

Ha estimativas para um aumento de até 2,5°C na média de temperatura global até o fim
desse século, tornando o estudo através de experimentagdo uma ferramenta importante para observar
o comportamento dos organismos diante do aquecimento. Utilizando técnicas de Metabarcoding,
podemos extrair informagdes relevantes dos dados resultantes em experimentagdes, analisando a
diversidade filogenética das espécies. Nosso experimento utilizou 20 aquarios com aquecedores para
simular cenarios de aquecimento, com 4 tratamentos: tratamento Controle; tratamento Intermediario
com aquecimento de 2°C acima da média; tratamento pessimista com aquecimento de 4°C acima da
média, e, tratamento pessimista — pessimista com aumento até 8°C. Para observar as diferencas na
diversidade filogenética entre os tratamentos, foi construida a filogenia dos organismos, estimada os
indicies filogenéticos e realizado uma anova. Havendo diferencas significativas para menos, apenas
no indice de MNPD (distancia média do vizinho mais proximo), dos tratamentos Intermediario —
Controle; sendo eucariotos geral com valor de P = 0,02 e para eucariotos classificados com valor de
P = 0,04. Os resultados demonstram pouca alteragdo na composi¢do das espécies diante do
aquecimento. As métricas de diversidade aqui utilizadas podem contribuir para planejamentos de

conservagdo de espécies revelando informagdes sobre caracteristicas filogenéticas das mesmas.

Palavras chave: Experimento, PD, MPD, MNPD, Arvore filogenética.
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Abstract

There are estimates of an increase of up to 2.5°C in the average global temperature by the
end of this century, making the study through experimentation an important tool for observing the
behavior of organisms in the face of warming. Using Metabarcoding techniques, we can extract
relevant information from the data resulting from experiments, analyzing the phylogenetic diversity
of species. Our experiment used 20 aquariums with heaters to simulate warming scenarios, with 4
treatments: Control treatment; Intermediate treatment with warming of 2°C above the average;
pessimistic treatment with warming of 4°C above the average; and pessimistic-pessimistic treatment
with an increase of up to 8°C. To observe the differences in phylogenetic diversity between
treatments, the phylogeny of organisms was constructed, the phylogenetic indices were estimated and
an anova was performed. There were significant differences for less, only in the MNPD index
(average distance of the nearest neighbor), of the Intermediate-Control treatments; being general
eukaryotes with a P value = 0.02 and for classified eukaryotes with a P value = 0.04. The results
demonstrate little change in the composition of species in the face of warming. The diversity metrics
used here can contribute to species conservation planning by revealing information about their

phylogenetic characteristics.

Key words: Experiment, PD, MPD, MNPD, Phylogenetic tree.
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Introducio

O aumento acelerado nas temperaturas globais, se deve ao crescente volume de emissao
de gases do efeito estufa na atmosfera, que em sua maioria sdo de origem antropogénica,
principalmente o dioxido de carbono (CO2) (AI-Ghussain 2018). Essas alteragdes, provocam
desequilibrios ambientais que promovem elevagdo da temperatura global para acima da média, e tem
levado a uma modificagdo dos ciclos de vida dos organismos nos mais diversos ambientes (Neale e.
al., 2022). Dessa forma nosso planeta vem enfrentando uma crise climatica sem precedentes, com
repercussodes sociais e ecologicas de longo alcance, tais como: declinio no oxigénio dissolvido na
agua, maior probabilidade de eutrofizagdo em ambiente de agua doce, e, perca de locais de pesca e
lazer (Woolway et. al., 2018). Assim as mudancas climaticas estdo afetando a ligacdo terra — dgua e
influenciando os ciclos biogeoquimicos e hidrologicos, alterando os servigos ecossistémicos

oferecidos (Donat et. al., 2019).

Essas divergéncias climaticas afetam os ecossistemas de 4gua doce por meio do aumento
da temperatura do ar e na distribui¢do de nutrientes e oxigénio dissolvidos na agua, acarretando em
consequéncias negativas para as espécies locais e afetando negativamente a produtividade do
ambiente, interferindo em atividades de aquicultura (Priya et. al., 2023). Os estudos que buscam
compreender os efeitos das altas temperaturas no ambiente aquatico destacam que o aquecimento
desencadeia outros problemas como alteragdes na distribuicdo de nutrientes em lagos, por exemplo
(Santana 2023). E, complicagdes nas condi¢cdes de normalidade dos ambientes aquaticos, provocam
desequilibrios que favorecem a multiplicagdo de algas potencialmente prejudiciais, suprimindo a
sobrevivéncia de algas endémicas em regides de dgua doce, eutrofizando os lagos e causando uma
diminui¢do na biodiversidade de espécies (Kravtsova 2021). Proje¢des de um cendrio de aquecimento
irreversivel até 2100, indicam que as comunidades planctonicas podem perder fluxo de nutrientes, o

que causaria impactos significativos em sua abundancia (Lewandowska 2014).

Em casos extremos de aumento de temperatura existe a possibilidade de que a densidade
do plancton/microplancton seja reduzida (Murphy 2019). As flutuagdes de temperatura nesses
ambientes tém dificultado o estudo das consequéncias desse aquecimento, tendo em vista que a
maioria dos modelos de estudo desenvolvidos se baseiam nas proje¢des de temperatura média local
(Morash et. al, 2018). Assim, a mitigacdo dos efeitos das mudancas climaticas emerge como a

melhor abordagem para a manuten¢do do equilibrio entre as diversas espécies constituintes do
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plancton (Zhong et. al., 2023). Esses impactos geram engajamento da sociedade como um todo para
apoiar acdes de mitigacdo aos agentes prejudiciais ao clima, envolvendo de formas diferentes os

cidadaos (Kim — Pong et. al., 2022).

A experimentagdo ¢ uma maneira indispensavel de observar os comportamentos das
espécies, e indica alteracdes importantes diante do aquecimento, apontando uma relagdo direta dos
organismos com a temperatura (Hoppe et. al., 2019). Sendo um dos principios fundamentais da
ecologia avaliar a maneira como os organismos respondem as alteragdes ambientais, experimentos
nos fornecem informagdes importantes em simulacdes de cendrios futuros, sendo organismos
componentes do plancton bons modelos de uso, tendo em vista seu ciclo de vida e sua fun¢io base
na cadeia alimentar (Machado 2020). Dessa maneira, o sucesso destes trabalhos da animo para a
replicacido em ambiente natural, tornando o desenvolvimento de experimentos controlados

importantes precursores para o uso in situ (Kasprzak et. al., 2002).

Sendo os ecossistemas aquaticos uns dos mais ameacados, se faz necessario os avangos
em pesquisas, por exemplo, em eDNA conhecido popularmente como DNA ambiental, onde ¢
possivel avaliar os impactos sofridos pelos organismos que fazem parte desses ambientes através de
rastros biolégicos (Li et. al., 2018). E utilizando marcadores de eDNA podemos recuperar uma série
de sequéncias genéticas de procariontes e eucariontes (Drumond et. al, 2015). O
plancton/microplancton desempenha fun¢des importantes no ecossistema aquatico, experimentos
multifatoriais destacam a relevancia de impactos potenciais em curto prazo nessas comunidades, que
em resposta podem modificar as teias alimentares planctonicas (Domaizon et. al., 2012). Essa técnica
ampliou a capacidade de identifica¢do de espécies, no nosso caso em especifico em area aquatica,
facilitando a reconstru¢do de comunidades do presente e passado, essas analises permitem

planejamento de acdes para mitigacao da acao antropica (Angeles et. al., 2023).

Através de andlises utilizando “metabarcoding”, ¢ possivel encontrar padrdes de
distribuicdo das espécies e investigar suas causas, por exemplo, constatar que a dispersdo dos
nutrientes provenientes de atividades antropicas esta provocando desequilibrio ambiental (Zhang
2023). Os métodos de analises por “eDNA” tém a capacidade de identificar organismos a nivel de
espécies utilizando a sequéncia genética, tornando-se algo crucial, essa capacidade ¢ importante para
identificacdo e controle rapido e preciso das espécies presentes em uma determinada area de estudo
(Stoeck 2018). As analises de sequéncias de codigo de barras de DNA, permitem a classificacdo em
clusters para uma identificacdo taxondmica mais abrangente e precisa (Kekkonen 2014). Estudos

recentes de sequéncias de DNA 16S através de sequenciamento de proxima geragdo permitiu a
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organizacdo de dados genéticos em OTUs (do inglés: Operational Taxonomic Unit, que significa:
Unidade Taxonomica Operacional, em portugués) importante para superar as variag0es inter e
intraespecificas e/ou espécies cripticas (espécies muito semelhantes entre si, mas que geneticamente

sdo distintas); elas sdo dificeis de distinguir visualmente/morfologicamente (Chen 2013).

Essa ferramenta importante facilita os estudos de diversidade filogenética (DP), que, ¢
uma medida de diversidade que incorpora a filogenia das espécies, sendo assim, quanto mais distintos
filogeneticamente sdo as espécies maior a diversidade entre elas (Cianciaruso et. al., 2009). Sendo
uma medida de biodiversidade das espécies, ela aponta as relagdes evolutivas entre as mesmas
capturando valores através do célculo de indices de diversidade e incluindo riqueza, divergéncia e
regularidade (Sylvanus 2023). H4 varias métricas que medem diversidade filogenética, os indices
calculados neste trabalho sdo os seguintes: PD de — Faith, (1992) — que ¢ definida pela distancia do
comprimento dos bragos das arvores filogenéticas, onde é necessario que sejam sequenciados os
genes das espécies analisadas; e as métricas de Webb (2000) que propds duas medidas de diversidade
baseadas na recente classificagdo das angiospermas que sdo: MPD, distancia médias par-a-par nos da
um valor geral da estrutura filogenética da comunidade e MNPD, distancia média do vizinho mais

proximo, o qual nos oferece o valor das taxas por género; ambos derivados de PD.

PD, MPD e MNPD sao o conjunto de métricas mais utilizadas para medir a diversidade
e dispersdo de espécies, juntas elas avaliam a filogenia em diversas camadas evolutivas, estando PD
ligado as estruturas mais basais da arvore da vida, MPD ligado a regido intermediaria dos ramos €
MNPD ligada as extremidades dos ramos, estando intimamente ligadas e correlacionadas
positivamente com PD, mas cada métrica captura uma informagao tnica do conjunto de taxons (Hong
et. al., 2022). Para as trés métricas, valores negativos levam a um conjunto de espécies mais agrupado,
enquanto valores positivos revelam uma super dispersao (Tsirogiannis et. al., 2016). Pistas valiosas
sdo encontradas nas caracteristicas de evolucdo das espécies, a maioria desses tracos genéticos do
plancton/fitoplancton sdo conservadas na evolugdo, e, tais afirmativas podem ser observadas com

base na investigacdo e construgado de filogenias das espécies (Bruggeman 2011).

Este estudo se baseia em uma abordagem experimental controlada realizada com a
microbiota de organismos planctonicos acessada por DNA metabarcoding (16S e 18S). Testamos e
avaliamos o desenvolvimento desses organismos perante uma simulagdo de aquecimento,
considerando as proje¢des das mudancas climaticas. Apesar da ampla quantidade de estudos
experimentais, ha relativamente pouco trabalho em lagos tropicais de regides do hemisfério Sul, como

o Brasil, em relagdo aos paises do hemisfério Norte, considerando especialmente a riqueza de
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biodiversidade existente nas proximidades dos tropicos e sua versatilidade e alta capacidade de
adaptagdo. E importante que haja prosseguimento nas investigagdes para obtengdo de dados que
esclaregam as relagdes dos seres vivos com o clima e mudangas previstas, assim como investigar a
alta suscetibilidade de espécies a eventos de extingdo com a ajuda do calculo dos indices

filogenéticos, como PD e seus derivados.

O objetivo principal € avaliar se houve alteragao na diversidade filogenética da microbiota
planctonica coletada apds o encerramento do experimento, calculando os indices de diversidade
filogenética das amostras através das métricas: PD, MPD, MNPD, importante ressaltar que os indices
estdo respectivamente ligados a base da arvore filogenética onde ha espécies mais ancestrais, a0 meio
dos ramos onde hé espécies de surgimento intermediario na escala evolutiva, e, as extremidades dos
ramos com espécies de surgimento recente na escala evolutiva. Pretendo: 1) Avaliar o efeito do
aumento da temperatura na diversidade filogenética da microbiota planctonica através do uso de
“metabarcoding”. ii) construir a filogenia dos grupos estudados. iii) Classificar os grupos estudados.
iv) estimar os indices filogenéticos através das fungdes PD, MPD, MNPD. Espera-se que diante do
aumento de temperatura haverd maior agrupamento filogenético da microbiota planctonica,

promovendo uma homogeneizagao biotica e a perda de diversidade filogenética.
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Metodologia

O experimento foi conduzido em abril de 2016 na Universidade Estadual de Goias,
Anapolis, Brasil, e, teve inicio no dia 06 perdurando até o dia 26 daquele més (Machado 2019). Os
microcosmos foram organizados por meio de 20 aquarios, cada um com capacidade para 25 litros de
agua com aquecedores acoplados a termostatos ligados diretamente a eletricidade, os quais foram
distribuidos aleatoriamente em quatro tratamentos distintos: Controle (C): temperatura ambiente
baseada em dados locais, correspondente a 24°C; Intermediario de temperatura (I): cenario otimista
e intermedidrio de temperatura, com aumento de 2°C para 26°C; Cenario pessimista de temperatura
(P): com aumento de 4°C, atingindo 28°C; Cenario pessimista + pessimista de temperatura (PP):

com aumento de temperatura duplo, chegando a 8°C de aumento, correspondendo a 32°C.

A agua para preenchimento dos aqudrios foi coletada em um lago oligo-mesotrofico
definido de acordo com o IET (indice do estado tro6fico), em uma area de reserva proxima a area do
experimento e cada aquario foi preenchido com 16 litros de 4gua. Nao houve filtracdo prévia da 4gua
a fim de evitar que células fito planctonicas fossem perdidas, as espécies de fitoplancton das amostras
foram coletadas no mesmo lago utilizando uma rede de filtragdo de plancton com malha de 20 ym ao
final da coleta os aquarios apresentavam volume de 18,2 litros de agua, 16 sem filtracdo prévia + 2,2
L resultantes da filtracdo para coleta do fitoplancton. Para evitar o esgotamento dos nutrientes,
adicionamos 5,40 mg L, de nitrato de sddio (NaNO3) e 0,34 mg de fosfato de potassio (KH2PO4).
Também foi adicionado uma bomba para que nao houvesse a sedimentacdo dos organismos. Além
disso, os aquarios foram cobertos com tela de nylon para prevenir a invasao de outros organismos ou
a entrada de sujeira (Machado et. al., 2018). Durante a realizagdo do experimento um aquario

apresentou problemas com o aquecedor, sendo assim excluido do resultado final.

Considerando que a luz poderia entrar através das paredes dos aquarios, o que nao ocorre
em ambiente natural, foram instaladas por precaugao telas pretas de nylon ao redor do local onde se
desenvolveu o experimento. O aumento da temperatura foi baseado em dados oferecidos pelo Modelo
de Circulagdao Global Atmosfera Oceano (AOGCM) e modelo de Sistema Climatico comunitario
(CCSM), disponiveis na base de dados Ecoclimate (Lima-Ribeiro et. al., 2015). Os aquarios foram
expostos a luz e clima naturais durante todo o experimento, a temperatura dos aquarios pertencentes
aos tratamentos Intermediario, Pessimista e Pessimista-pessimista foi manipulada através do uso de
um termostato acoplado aos aquarios, exceto nos aquarios pertencentes ao tratamento controle, assim
foi mantido a temperatura acima da média por volta de 3°C em todos os tratamentos manipulados.

Todos os aquarios acompanharam as oscilagdes de clima local (dias chuvosos, secos, quentes). O
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experimento foi conduzido por 3 semanas, uma média de 20 dias, considerado o tempo de geragao

dos organismos (Domaizon et. al., 2012).

Apos o ultimo dia de experimento foram coletados 5S00ml de agua de cada microcosmo e
armazenadas em geladeira para posterior filtragdo, que ocorreu em um periodo de 24h. A primeira
filtragdo foi realizada utilizando uma bomba a vacuo em filtro de celulose Millipore com 3 pm,
seguida pela segunda filtragdo da agua resultante do processo utilizando filtros de 0,22 pum. Isso
resultou na obtencao de organismos: micro eucariotos (algas, protozodrios e fungos), nano procariota
(bactérias com diametro de 2 a 10 micrometros) e Pico procariotas (organismos procariotos que
medem entre 0,2 a 2 micrometros). Cada filtro foi adicionado em tubos Falcon e armazenado em

nitrogénio liquido a -80°C.

Anélises genomicas

Em seguida o DNA total de procariotos e eucariotos foi extraido seguindo o protocolo do
Kit de isolamento de DNA PowerWater® (MoBio). O DNA eucariotico (rDNA) foi amplificado por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando os primers TAReuk45FWDI e
TAReuKREV3 (Stoeck et. al., 2010), seguindo o protocolo descrito no kit Taq PCR Master Mix
Qiagen. Para o DNA procariotico, a amplificacdo foi realizada usando os primers BAC341F e
BAC785R (com adaptadores Illumina adicionados, baseado em Klindworth et al., 2013),
direcionados ao 16S rDNA, conforme as instrugdes do Kit ReadyMixTM Taq PCR Reaction Mix. As
amplificacdes foram realizadas em triplicata, € o DNA resultante foi analisado em gel de agarose

1,5%. (Machado et al., 2020).

Durante a preparagdo das bibliotecas Illumina, as triplicatas foram agrupadas em um
unico tubo, seguindo as informagdes de Kit Nextera XT Index 2 da Illumina, por meio de uma reagao
de PCR limitada. As amostras passaram por um processo de purificagdo utilizando as micangas
AMPure XP da Agencourt (Beckman Coulter). Para o DNA eucarioto um fragmento hipervariavel de
18s rDNA utilizando os primers TAReuk45FWD1 e TAReuKREV3, seguindo os protocolos descritos
em kit Tag PCR Master Mix Qiagen. As bibliotecas indexadas forma contadas com Real Time PCR
com o Kappa Library Quantification kit e validadas pelo bioanalisador. As bibliotecas de cada rplica,

foram normalizadas para 4nM e sequenciadas utilizando o MiSeq Kit de Reagentes v3 (600 ciclos).

A qualidade das sequéncias foi avaliada utilizando o software FastQC (Andrews 2010).
Sequencias que apresentavam tamanho menor que 100pb ou bases com valor de Phred<20 foram
arquivados utilizando o software trimomatic (Bolger ef al., 2014). Nessa etapa também removeram

adaptadores. A previsao das OTUs foi feita utilizando o pipeline UPARSE (Edgar et. al., 2013), que
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consistiu em: (a) montagem das sequéncias, (b) separacdo das sequéncias por tratamento, (c)
desreplicacdo com a identidade das sequencias unicas e filtradas das quimeras, (d) agrupamento das
sequéncias com similaridade acima de 97% em uma mesma OTU, (e) obtencdo da tabela de OTUs

por tratamento.

Posteriormente, o tamanho do amplicon foi verificado utilizando um kit de DNA de alta
sensibilidade da Agilent no Bioanalyzer (Agilent). A qualidade das sequéncias foi avaliada utilizando
o software FastQC (Andrews 2010). Sequéncias que apresentaram tamanho menor que 100 pb ou
bases com pontuacdo Phred abaixo de 20 foram excluidas, utilizando o software Trimmomatic
(Bolger et. al., 2014). Nesta etapa, também foram removidos quaisquer adaptadores indesejaveis. A
predicdo taxondmica serd realizada por um BLASTn (Altschul er. al., 1990), das sequencias
representativas das OTUs contra o banco de dados Silva 128 usando um percentual de identidade de
97%. Sequéncias de OTUs que foram classificadas como ndo pertencentes a microbiota planctonica

forma removidas para analises posteriores.

Para a realizacdo deste trabalho apos a obtengdo dos dados, fizemos uma filtragem
através de um programa chamado Geanny que foi responsavel por excluir as OTUs que apresentavam
inconsisténcias incompativeis com a construcdo da filogenia e célculo dos indices de diversidade
filogenética. Para as pesquisas aqui descritas foram utilizadas 123 OTUs para procariotos, e 127

OTUs para eucariotos, classificadas e nao classificadas, resultantes do experimento.

Analises estatisticas

A filogenia foi construida utilizando o servidor: NGphylogeny.fr, sendo a andlise das
sequéncias feita através do muscle (Edgar 2004), e a analise filogenética foi utilizada a maxima
verossimilhanca (Guindon 2010) através do modelo evolutivo GTR, (Junier 2010) utilizando o
suporte Bootstrap (Lemoine 2018) com 1000 pseudo réplicas. Durante a construg¢do da filogenia ndo
foi possivel estimar os indices de diversidade filogenética do aquario 3 do tratamento controle, do
aquario 5 do tratamento intermedidrio e do aquario 3, referente ao tratamento pessimista — pessimista,

pois eram comunidades constituidas de apenas uma OTU a qual ndo gerou arvore enraizada.

Os célculos dos indices filogenéticos foram realizados no software R (R Core Team,
2018), utilizando o pacote Picante (Kembel et. al.; 2020). A diversidade filogenética foi calculada
através da fungao PD (Faith 1992) através da soma dos ramos do cladograma/filogenia conectando
as spp. de cada comunidade; a MPD distancia filogenética média dos pares (mean pairwise distance),
em uma comunidade também foi utilizada como medida de diversidade filogenética (Webb et al.

2000), e foi calculado também a MNPD (mean nearest taxon distance), similar a MPD pois contam
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as distancias médias dos pares de espécies mais proximas filogeneticamente em uma comunidade,

uma medida que representa melhor padrdes evolutivos mais "recentes".

Os dados foram testados para analisar a homogeneidade das variancias através da fungao:
“barlett.text”, em seguida foram realizadas ANOVAs para os resultados dos indices de diversidade
referentes a cada matriz analisada, através do pacote Vegan (Oksanem et al.; 2020) do R, utilizando
a fungdo “aov”. Em seguida foi realizado um teste de Shapiro-wilk para normalizar os dados ¢ um
teste de Tukey foi adicionado ao final para identificar em qual tratamento se encontravam alteragdes

significativas, utilizando a funcdo “TukeyHSD”.
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Resultados

ApoOs a obtencao das OTUs, geramos uma filogenia para quantificar a verossimilhanga
das unidades encontradas, e, assim foi possivel plotar figuras de arvores filogenéticas que resultou
em algumas imagens. Utilizamos apenas as figuras que mostram arvores construidas pelos conjuntos
de grupos troficos para melhor visualizagdo, ja4 que esses grupos apresentam tanto as OTUs
classificadas taxonomicamente, quanto as nao classificadas taxonomicamente (Figuras 1, 2, 3,4 ¢ 5).
No6s obtemos 250 OTUs, que foram analisadas no blast para fornecimento da classificagdo dos
organismos encontrados. Na area de anexos deste trabalho ha tabelas com a classificagdo das OTUs
presentes nas arvores filogenéticas geradas. Ver mais detalhes de classificagdo das OTUs na se¢do de

material suplementar ao final do trabalho.

Nove matrizes com organismos pertencentes ao microplancton sendo: algas, fungos,
protozodarios e bactérias foram geradas, sdo elas: (i) eucariotos nao classificados taxonomicamente;
(i1) eucariotos classificados taxonomicamente; (iii) eucariotos autotroficos; (iv) eucariotos
heterotroficos; (v) eucariotos mixotroficos. E os procariotos também foram separados como: (i)
procariontes classificados e ndo classificados taxonomicamente; (ii) procariontes classificados
taxonomicamente; (iii) procariontes autotroficos; (iv) procariontes heterotroficos. Nao foram
encontrados procariontes mixotréfico. Classificamos todas as espécies encontradas com as andlises
das OTUs, de acordo com NBCI, aqui colocamos tabelas com os grupos classificados a nivel de:
classificacdo geral para eucariotos e ordem/familia para procariotos, apenas 1 OTU pertencente aos

procariotos nao pode ser classificada, por nao apresentar arvore filogenética enraizada (tabela 1 e 2).
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Figura 1. Arvore filogenética construida com base nos organismos eucariotos autotroficos encontrados.
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Figura 2. Arvore filogenética construida com base nos organismos eucariotos heterotroficos encontrados.
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Figura 3. Arvore filogenética construida com base nos organismos eucariotos mixotroficos encontrados.
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Figura 4. Arvore filogenética construida com base nos organismos procariotos autotroficos encontrados.
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Figura 5. Arvore filogenética construida com base nos organismos procariotos heterotro6ficos encontrados.

Dentre os géneros encontrados temos espécies pertencentes ao: zooplancton,
fitoplancton e fungos para eucariotos, que foram divididos em grupos de acordo com seus habitos
alimentares, autotroficos, heterotroficos e mixotroficos. Com relagdo aos organismos procariotos nos
encontramos apenas organismos do dominio bactéria, assim ndo havendo mixotroficos entre eles,
apenas autotroficos e heterotroficos. No zooplancton temos apenas organismos protistas e amebas
que sao considerados predadores de outros organismos do plancton, e dentro do fitoplancton,

encontramos cianobactérias e algumas algas (ver figura 6).

Tabela 1. Tabela apresentando a classificacao dos organismos encontrados para eucariotos a nivel de

género, ¢ a quantidade

Classificagdo Geral  Eucarioto Eucarioto Eucarioto
Autotrofico Heterotréfico  mixotrofico
Fungi - 25 -
Chrysophyta - - 9
Chlorophyta 20 - -
Cercozoa - 16 -
Charophyta 7 - -
Ciliophora - 21 -
Bicosoecida - 2 -
Dinoflagellata - - 3
Eustigmatophyceae 3 - -
Amoebozoa -
Ichthyosporea -
Apusozoa -

|| ©
1
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Perkinsidae -

Peronosporomycetes -

Bacillariophyta 1

Total

120

Tabela 2. Tabela apresentando a classificacdo dos organismos encontrados para procariotos a nivel

de género, ¢ a quantidade

Ordem/Familia Procarioto Procarioto
autotraéfico heterotrofico
Proteobacteria 1 87
Actinobacteria - 7
Bacteroidetes - 14
Cyanobacteria 7 -
Armatimonadetes - 4
Planctomycetes - 2
Spirochaetae - 1
Verrucomicrobia - 3
Acidobacteria - 2
Chlorobia - 1
Total 129
Eucariotos Procariotos
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Figura 6. Boxplots demonstrando a média da riqueza total de cada grupo encontrado: eucariotos e procariotos.
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Os indices de diversidade gerados apresentaram os resultados para a média da distancia
filogenética entre as espécies, sendo PD relativo as bases da arvore, MPD relativo as regides dos
ramos da arvore, e o MNPD relativo as terminag¢des dos ramos da arvore. As matrizes analisadas
apresentaram 513 valores de resultados somando PD, MPD, MNPD; exceto 18 pois ndo foi possivel
estimar a riqueza referente a esses aqudrios, pois, a unica OTU para essas comunidades ndo
apresentou arvore filogenética enraizada, sendo assim temos um total de 495 valores de indices

filogenéticos (ver figura 7 ¢ 8).

Os resultados mostram que houve uma deplecdo minima de espécies entre os tratamentos
diante do aumento de temperatura. As ANOVAs realizadas ndo apresentaram valores significativos
para todos os indices, (ver tabelas 3 e 4), apenas para o MNPD de eucariotos geral e classificados,
presentes nos tratamentos I-C de acordo com os testes de Tukey realizados. No geral foram
encontrados valores de p discordantes da hipotese, indicando que o experimento ndo promoveu uma
deplecao significativa de espécies com o aquecimento, o que ndo alterou a dispersao ou agrupamento
das espécies, exceto pelo indice de MNPD para eucariotos geral e eucariotos classificados

taxonomicamente dos tratamentos controle e intermedidrio (ver figuras 7 e 8).

Tabela 3. Valores gerados pela ANOVA de fator inico para os organismos eucariotos

totais

Eucariotos Total

PD

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Tratamento 3 110,8 36,92 0,524 0,672
Residuals 15 1056 70,4
MPD

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Tratamento 3 0,03049 0,01016 0,819 0,503
Residuals 15 0,18612  0,01241

MNPD

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Tratamento 3 0,02112 0,00704 4,439 0,0201
Residuals 15 0,02379 0,001586
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Tabela 4. Valores gerados pela ANOVA de fator inico para os organismos procariotos
totais

Procariotos Total

PD

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Tratamento 3 1222 407,2 1,023 0,41
Residuals 15 5973 398,2
MPD

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Tratamento 3 0,646 0,2153 0,379 0,77
Residuals 15 8,533 0,5688

MNPD

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Tratamento 3 00593 0,01978 0,169 0,915
Residuals 15 1,7505 0,1167
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Figura 7. Graficos apresentando os valores de mediana e menor e maior valor dos conjuntos de dados, assim como diferenca
interquartil para cada indice de diversidade calculado para eucariotos totais e eucariotos classificados, sendo os indices PD, MPD,

NMPD respectivamente. C = 24°C, [ = 26°C, P =28°C, PP =32°C.
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Figura 8. Graficos apresentando os valores de mediana e menor e maior valor dos conjuntos de dados, assim como diferencga

interquartil para cada indice de diversidade calculado para procariotos totais e procariotos classificados, sendo os indices: PD, MPD,

NMPD respectivamente. C = 24°C, [ = 26°C, P =28°C, PP =32°C.
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Discussao

Prever como o aquecimento global pode afetar os seres vivos € uma das tarefas do século,
em especial levando em consideracao o momento de ebuli¢ao global pelo qual estamos passando com
as temperaturas batendo recordes elevados todos os anos. No ambiente aquatico temos a microbiota
planctonica como um exemplo funcional para essa avalia¢do, e, com importantes espécies compondo
sua diversidade, como por exemplo, as cianobactérias que sdo popularmente conhecidas como
organismos que causam danos a saude humana diante da eutrofizagao de rios e lagos. O aquecimento
promove alteragdes fisico-quimicas na agua, como diminui¢ao na quantidade de oxigénio dissolvido,
e os efeitos sobre a composicao da microbiota planctonica sdo adversos, e em especial na composi¢ao
dos organismos com substituicdo de espécies e prevaléncia de alguns grupos sobre outros,
evidenciando a importancia de avaliarmos o risco de extincdo de organismos com fungdes

importantes que sao componentes da microbiota planctonica (Machado et. al., 2018).

Eventos de mudancas climaticas sdo multifatoriais e acontecem em efeito cascata,
quando algo entra em desequilibrio afeta outros aspectos do ambiente, provocando alteragdes
negativas para os organismos. O aumento de temperatura por si s6 nao se revela um causador de
alteragdes nas comunidades planctonicas procariotas, mas provocou alteragdes nas comunidades
eucariotas; ha informagdes onde o aquecimento combinado ao enriquecimento por nutrientes,
provoca um notavel aumento dos organismos planctonicos (Wieliczko et. al., 2019). A interagdo do
calor e excesso de nutrientes ¢ mais significativa em ambientes oligotréficos, gerando uma mudanga
em dire¢do a heterotrofia liquida nesses ambientes, (Huete-Stauffer ez.al., 2018). O aquecimento ¢ a
adicdo de nutrientes estimulam sinergicamente o aumento da biomassa desses organismos em
ambientes nao oligotroficos (Fernandez-Gonzélez et. al., 2022). As principais lacunas no estudo da
temperatura sobre os organismos isoladamente € o fato de as espécies terem habitos influenciados por

multiplos fatores.

A diversidade dos organismos planctonicos estd ligada as alteracdes da quantidade de
nutrientes na agua, medigdes de populacdes desses organismos utilizando métricas de diversidade
filogenética revelaram reducao de algas em lagos eutrofizados, apos a redug¢ao de nutrientes, dessa
forma podem ser mais uma variavel de medida para auxiliar no tratamento de ambientes aquaticos
inviabilizados pela proliferacdo excessiva de algas prejudiciais (Lili et. al., 2013). Os organismos
componentes do plancton funcionam como organismos sentinela, devido ao seu breve periodo de vida
e alta variabilidade e diversificagdo em comparagao ao demais seres vivos da cadeia alimentar, sendo
os processos heterotréficos aumentados em par com a temperatura, em parte devido a alta do pastejo

do zooplancton sobre o fitoplancton, prevalecendo no fitoplancton, bactérias; e organismos
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mixotroficos tendem a se adaptar melhor ao longo de estudos de experimentagdo com temperatura
(Cabrezino et. al., 2024). Medidas de diversidade filogenética tem sido frequentemente utilizadas

para planejamento de conservagao.

As arvores filogenéticas aqui observadas revelam uma alta diversidade de espécies
eucariotas e procariotas heterotrdficas, o que indica dispersdo de espécies compartilhando poucos
genes evolutivos entre si, ¢ esperado que uma maior quantidade de espécies leve a valores altos de
PD (Tsirogiannis et. al., 2016), mostrando uma alta diversificagdo. Houve apenas uma OTU nao
enraizada, a qual pode conter espécies pertencentes a clados das OTUs presentes. Os resultados
encontrados onde houve um valor de p abaixo de 0,05, refere-se a0 MNPD dos tratamentos I-C para
eucariotos geral e classificados, indicando a possibilidade de haver espécies sensiveis que se
localizam nas extremidades dos ramos da arvore filogenética (Hong et. al., 2022). O que indica uma
necessidade de investigar as possibilidades de homogeneizagdo das espécies diante de mudancas

ambientais adversas, bem como a vulnerabilidade das mesmas a eventos de extingao.

Apesar do aquecimento alterar as condi¢des e padrao de sobrevivéncia dos organismos,
ndo houve deplecdo significativa de espécies em todos os tratamentos com temperaturas mais altas
para procariotos, indicando que diante das condigdes de realiza¢dao do experimento, isso ndo provocou
alterag¢do consideravel dos aspectos da dgua para que houvesse empecilho do desenvolvimento dessas
espécies, exceto para os eucariotos, levando em consideragao que ambientes oligotroficos, nosso local
de coleta, possuem uma riqueza relativamente reduzida de espécies (Vieira 2023), em especial devido
a baixa quantidade de nutrientes suspensos na agua, sendo classificados como ambientes de aguas
claras. Apesar da temperatura representar fundamental importancia no comportamento e composi¢ao
da microbiota planctonica, o aquecimento provocou pouca alteracdo que impusesse barreiras no
desenvolvimento das espécies amostradas, codificacdes por metabarcoding revelaram que ha
alteracdes nos tdxons de espécies sujeitas ao super aquecimento, assim como substituigdes por

sucessdo ecologica (Machado et. al., 2020).

Os diversos estudos provocam a necessidade de se aprofundar no monitoramento e
experimentacao em ambientes aquaticos, levando em consideracao sua indispensavel fungdo para a
manuten¢do da vida na terra, com seus servi¢os ecossistémicos oferecidos, e sua produtividade
primaria nesses ambientes, onde alteracdes significativas podem alterar os niveis troficos. O estudo
desses servicos tende a favorecer o encontro de relagdes entre eles, o que aumenta as chances de
reproduzirmos tais situagdes, favorecendo a recuperacdo de habitats e impedindo trade-offs

(promog¢do de um servigo em detrimento de outro — o que ocorre de forma involuntdrio ou ndo),
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baixando a qualidade da agua (Bennett et. al, 2009). Estudos atuais focam também em
experimentacdo controlada para medir os efeitos da luz associada as flutua¢des de temperatura sobre
as comunidades planctonicas, e, foi deduzido que a quantidade de luminosidade influencia na floracao
de cianobactérias e a consequente diminui¢do da riqueza de heterotrofos, levando a uma alteragao de
niveis troficos, confirmando que a diminui¢do da diversidade de espécies ¢ permeada por diversos

fatores (Stockenreiter et. al., 2021).

Estudos recentes tem focado na interagdo entre luz e temperatura, sendo a luz o principal causador de
aumento na biomassa de cianobactérias na primavera e o declinio da luz principal responsavel pela
diminui¢do de diatomdceas, por exemplo, alterando diretamente a biomassa algal nos ambientes,
sendo o processo de evaporacdo da agua diante de periodos de seca prolongados devido a altas
temperaturas, um fator crucial na concentragdo de nutrientes dissolvidos que promovem melhores
condi¢des de multiplicacdo de espécies prejudiciais (Zhang et. al., 2022). O impacto da temperatura
depende da limitagdo de nutrientes disponiveis na dgua, por exemplo, o que leva a importancia de

mais experimentagao na area para compreender os efeitos do aquecimento (Wu et. al., 2021).

Na abundancia também nao foram observadas alteragdes na composi¢do dos organismos amostrados,
exceto pelos fatores ja descritos relacionados a substituicao de taxons, e, prevaléncia de espécies mais
generalistas, que sdo em parte células menores, que tem mais sucesso quanto a reducao do oxigénio
dissolvido, algo comprovado diante das altas temperaturas (Machado et. al., 2018), assim faz sentido
nao haver alteracdes significativas para os resultados encontrados com os calculos das métricas de
indices de diversidade filogenética. O fator do local de coleta ser oligotrofico e haverem OTUs nao
enraizadas que nao puderam ser integradas as construgdes das arvores filogenéticas representam uma

limitagdo para o estudo.
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Conclusao

Através de estudos com experimentagao podemos manipular e controlar flutuagdes de
temperatura para observar o comportamento dos seres vivos, em especial o plancton, responsavel pela
produtividade primaria de ambientes de d4gua doce e composto por espécies com alto potencial de
eutrofizagdo e alteragdo dos niveis troéficos de lagos, no nosso caso, tropicais. Porém as mudancas
climaticas que se abatem sobre o planeta, sio multifatoriais, ndo sendo possivel medir tais impactos
negativos com apenas um fator isoladamente. Os indices de diversidade filogenética nos indicam que
ndo houveram mudancgas significativas na composicdo das espécies amostradas, pelo menos
mudancas fora do que ja se tem relatado em estudos anteriores. H4 relativamente pouco estudo
publicado hoje onde se utilizam diretamente PD, MPD ¢ NMPD relacionadas ao ambiente aquatico,
o que deixa lacunas de conhecimento do potencial delas para investigar eventuais problemas de
mudancas climaticas e eventos de extingdo. Espécies mais recentes, nas pontas dos ramos
filogenéticos, sdo denominadas especificas e sdo menos adaptaveis, sendo as mais vulneraveis a
situacdes extremas, compondo organismos de fundamental importincia para manutengdo da
qualidade da dgua. Estudar amplamente a aplicagdo desses indices pode acrescentar ainda mais

conhecimento para mitigar os efeitos das mudangas climaticas.

34



Referéncias bibliograficas

Al-Ghussain L. Global Warming: Review on Driving Forces and Mitigation. Environmental Progress

& Sustainable Energy. V. 18 N. 1. Pag 13-21. Jan/Fev — 2019.

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W., Lipman, D.J. Basic Local Alignment Search Tool.
Journal Of Molecular Biology. 1990. V. 215. Pag. 403-410. Encontrado Em <
Https://Doi.Org/10.1016/50022-2836(05)80360-2>.

Andrews, S. Fastqc: A Quality Control Tool For High Throughput Sequence Data. Babrahan
Bioinformatics. 2010. Encontrado Em

<Http://Www.Bioinformatics.Babraham.Ac.Uk/Projects/Fastqc>.

Angeles B I, Romero-Martinez L M, Cavaliere M, Varrella S, Francescangeli F, Piredda R, Mazzocchi
G M, Montresor M, Schirone A, Delbono I, Margiotta F, Corinaldesi C, Chiavarini S, Montereali R
M, Rimauro J, Parrella L, Luigi M, Dell’Anno A, Tangherlini M, Pawlowski J, Frontalini F.
Encapsulated In Sediments: Edna Deciphers the Ecosystem History of One of the Most Polluted
European Marine Sites. Environment International. Itilia — 2023. Encontrado Em

Https://Do1.0rg/10.1016/J.Envint.2023.107738.

Bennett M. E., Peterson D. G., Gordon J. L.; Understending Relationships Among Multiple
Ecosystem Services. Ecology Letters. Canada. 2009. V. 12. N. 1394-1404.

Bolger, A.M., Lohse, M., Usadel, B,. Trimmomatic: A Flexible Trimmer for [llumina Sequence Data.
Bioinformatics. 2014. V. 30. Pag. 2114-2120. Encontrado Em <Https://Doi.Org/10.1093/
Bioinformatics/Btul70>.

Bruggeman J. A Phylogenetic Approach to The Estimation of Phytoplankton Traits. Phycological
Society of América. Oxford. 2011. V. 47.

Tsirogiannis C., Sandel B. PhyloMeasures: a package for computing phylogenetic biodiversity
measures and their statistical moments. Ecography. 2016. V. 39. P. 709-714.

Cabrerizo J. M., Happe A., Ahme A., John U., Olsson M., Striebel M,. Moderate and Extreme
Warming Under a Varied Resource Supply Alter the Microzooplankton-phytoplankton Coupling
North Sea Coastal Communities. Limnology and Oceanography. 2024. Encontrado em< Creative

Commons Attribution-NonCommercia>.

Cianciaruso V M., Silva A 1., Batalha A M. Diversidades Filogenética E Funcional: Novas
Abordagens Para A Ecologia De Comunidades. Biota Neotropica. Brasil - 2009. V. 9. N. 3.

35



Chen W., Zhang K.C., Cheng Y., Zhang S., Zhao H. A Comparison Of Methods For Clustering 16S
Rrna Sequences Into Otus. Plos One. August 2013. Volume 8. Issue 8.

Lili D., Qingyun Y., Liang L., Hong L., Lijing W., Weisong F., Gang P., Yuhe Y. Microplankton
Community Dynamics During The Algae Removal Process For Nutrient Control. Fresenius

Environmental Bulletin. 2013. V. 22. N. 12.

Gwendoline D M., Lépez-Garcia P., Moreira D., Alric B., Deschamps P., Bertolino P., Restoux G.,
Rochelle-Newall E., Thébault E., Simon M., Jardillier L. Small Freshwater Ecosystems With
Dissimilar Microbial Communities Exhibit Similar Temporal Patterns. Molecular Ecology. France —

2021. Encontrado Em <Wileyonlinelibrary.Com/Journal/Mec>.

Donat H., Paul W B., Comparing The Impacts Of Climate Change On The Responses And Linkages
Between Terrestrial And Aquatic Ecosystems. Science Of The Total Environment. 2019.

Encontrado Em < Https://D01.0rg/10.1016/J.Scitotenv.2019.05.024>.

Domaizon 1., Lepére C., Debroas D., Bouvy M., Ghiglione F J., Jacquet S., Bettarel Y., Bouvier C.,
Torréton P J., Vidussi F., Mostajir B., Kirkham A., Lefloc’h E., Fouilland E., Montanié H., Bouvier
T. Short-Term Responses Of Unicellular Planktonic Eukaryotes To Increases In Temperature And
UVB Radiation. Biomed Central. France - 2012. V. 12. N. 202.

Drummond J A., Newcomb D R., Buckley R T., Xie D., Dopheide A., Potter C M B., Heled J., Ross
A H., Tooman L., Grosser S., Park D., Demetras J N., Stevens I M., Russell C J., Anderson H S.,
Carter A., Nelson N. Evaluating A Multigene Environmental DNA Approach For Biodiversity
Assessment. Biomed Central. New Zeland —2015. V. 4. N. 46.

Edgar R C. Uparse: Sequéncias Altamente Precisas De Leituras De Amplicons Microbianos. Nat.

Métodos. 2013. V. 10. Pag. 996-998.

Edgar C R. MUSCLE: Multiple Sequence Alignment With High Accuracy And High Throughput.
Nucleic Acids Research. 2004. V. 32. Pag. 1792—-1797. Encontrado Em <Doi:10.1093/Nar/Gkh340>.

Edgar R C. MUSCLE: A Multiple Sequence Alignment Method With Reduced Time And Space
Complexity. BMC Bioinformatics. 2004. V. 5. Pag. 113. Encontrado Em <Doi:10.1186/1471-2105-
5-113>.

Faith D P. Conservation Evaluation And Phylogenetic Diversity. Biological Conservation. 1992. V.
61. N. 1. Pag. 1-10.

36



Faith D P. Conservation Priorities And Phylogenetic Pattern. Biological Conservation. 1996. V. 10.
N. 4. Pag. 1286-1289.

Fernandez-Gonzalez C., Tarran A G., Schuback N., Woodward E., Malcolm S., Aristegui J., Maraion
E. Phytoplankton Responses To Changing Temperature And Nutrient Availability Are Consistent
Across The Tropical And Subtropical Atlantic. Biologia Das Comunicag¢des. 2022. Encontrado Em
< Hittps://Doi.Org/10.1038/S42003-022-03971-7>.

Guindon S., Dufayard F J., Lefort V., Anisimova M., Hordijk W., Gascuel O. New Algorithms And
Methods To Estimate Maximum-Likelihood Phylogenies: Assessing The Performance Of Phyml 3.0.
Systematic Biology. 2010. V. 59. Pag. 307-321. Encontrado Em <Do0i:10.1093/Sysbio/Syq010>.

Goldi D Z., Sprague J., Kushner J D., Marin Z E., Barber H P. Edna Metabarcoding As A
Biomonitoring Tool For Marine Protected Areas. Plos One. February — 2021. Encontrado Em

Https://Do1.0rg/10.1371/Journal.Pone.0238557

Hoppe H-G., Breithaupt P., Walther K., Koppe R., Bleck S., Sommer U., Jiirgens K. Climate Warming
In Winter Affects The Coupling Between Phytoplankton And Bacteria During The Spring Bloom: A
Mesocosm Study. Aquatic Microbial Ecology. Germany. Maio - 2019. V. 51. P. 105-115.

Huete-Stauffer M T., Arandia-Gorostidi N., Gonza'Lez-Ben1'Tez N., D1"Az-Pe'Rez L., Calvo-D1"Az
A., Mora’N G A X. Large Plankton Enhance Heterotrophy Under Experimental Warming In A

Temperate Coastal Ecosystem. Ecosystems. Espanha - 2018. Encontrado Em
Hittps://Doi.Org/10.1007/S10021-017-0208-.

Junier T., Zdobnov E M. The Newick Utilities: High-Throughput Phylogenetic Tree Processing In
The UNIX Shell. Bioinformatics. 2010. V. 26. Pag. 1669-1670. Encontrado Em
<Doi:10.1093/Bioinformatics/Btq243>.

Kekkonen M., Hebert N. D. P. DNA Barcode-Based Delineation Of Putative Species: Efficient Start
For Taxonomic Workflows. Molecular Ecology Resources. 2014. N. 14. Pag 706-715.

Kembel S W.,, Cowan P D., Helmus M R., Cornwell W K., Morlon H., Ackerly D D., Blomberg S P.,
Webb C O. Picante: R tools for integrating phylogenies and ecology. Bioinformatics. 2010. V. 26 N.
11. P. 1463-1464. Encontrado em <doi: 10.1093/bioinformatics/btq166>.

Kasprzak P, Benndorf J, Mehner T, Koschel R. Biomanipulation Of Lake Ecosystems: An
Introduction. Freshwater Biology. 2002. V. 47.

37



Kravtsova L., Vorobyeva S., Naumova E., Izhboldina L., Mincheva E., Potemkina T., Pomazkina G.,
Rodionova E., Onishchuk N., Sakirko M., Nebesnykh I., Khanaev I. Response Of Aquatic Organisms
Communities To Global Climate Changes And Anthropogenic Impact: Evidence From Listvennichny

Bay Of Lake Baikal. Biology. 2021. Encontrado Em Https://D0i.Org/10.3390/Biology10090904.

Kim - Pong T., Leung A K.Y, Brandon K. Perceived Cultural Impacts Of Climate Change Motivate
Climate Action And Support For Climate Policy. Mudancas Climaticas. 2022. Encontrado Em <
Https://Doi.Org/10.1007/S10584-022-03337-8>.

Lemoine F., Domelevo J B E., Wilkinson E., Correia D., Davila M F., Oliveira T D., O Gascuel.
Renewing Felsenstein’s Phylogenetic Bootstrap In The Era Of Big Data . Nature. 2018. V. 556. Pag.
452-456. Encontrado Em < Doi:10.1038/S41586-018-0043-0>.

Lewandowska M A., Boyce G D., Hofmann M., Matthiessen B., Sommer U., Worm B. Effects Of
Sea Surface Warming On Marine Plankton. Ecology Letters. 2014. N. 17. Pag 614-623.

Li F, Peng Y., Fang W., Altermatt F., Xie Y., Yang J., Zhang X. Application Of Environmental DNA
Metabarcoding For Predicting Anthropogenic Pollution In Rivers. Environmental Science &

Technology. Encontrado Em <10.1021/Acs.Est.8b03869>.

Lima-Ribeiro M S., Varela S., Gonzalez-Hernandez J., Oliveira G., Diniz-Filho J A F., Terribile, L C.
Ecoclimate: Um Banco De Dados De Dados Climaticos De Multiplos Modelos Do Passado, Presente
E Futuro Para Macroecologistas E Biogedgrafos. Informatica Sobre Biodiversidade. 2015. V. 10.

Pag. 1-21.

Machado B K., Antunes M A., Targueta P C., Fernandes G J., Soares N T., Nabout C J. DNA
Metabarcoding Reveals The Responses Of Prokaryotes And Eukaryotes Microbiota To Warming: Are
The Patterns Similar Between Taxonomic And Trophic Groups? Ecological Indicators. Agosto —

2022. Econtrado Em: <Https://D01.0Org/10.1016/J.Ecolind.2020.106452>.

Machado B K., Vieira G C L., Nabout C J. Predicting The Dynamics Of Taxonomic And Functional
Phytoplankton Compositions In Different Global Warming Scenarios. Hidrobiologia. 2018. V. 830.
Encontrado Em: < Https://D01.0rg/10.1007/S10750-018-3858-7>.

Machado B K. Composicio Taxondomica, Funcional E Molecular Da Microbiota Planctonica:
Integrando Diferentes Niveis Troficos Na Ecologia Aquatica. Tese Doutorado. Universidade
Federal De Goids — Ufg Instituto De Ciéncias Bioldgicas Programa De P6s-Graduagdo Em Ecologia

E Evolugao. Goiania — 2019.

38



Murphy P E., Grace Romanuk N T., Worm B. Cascading Effects Of Climate Change On Plankton
Community Structure. Ecology And Evolution. Canadda — 2019. Encontrado Em

<Www.Ecolevol.Org>.

Morash J A., Neufeld C., Maccormack J T., Currie S. The Importance Of Incorporating Natural
Thermal Variation When Evaluating Physiological Performance In Wild Species. The Company Of
Biologists Ltd / Journal Of Experimental Biology. 2018. V. 221.

Neale J P., Williamson E C., Banaszak T A., Hiader P D., Hylander S., Ossola R R C K., Wingberg A
S., Zepp R. The Response Of Aquatic Ecosystems To The Interactive Efects Of Stratospheric Ozone
Depletion, UV Radiation, And Climate Change. Photochemical & Photobiological Sciences.2023.
Encontrado Em Https://Doi.Org/10.1007/S43630-023-00370-Z.

Oksanen J., Blanchet F G., Friendly M., Kindt R., Legendre P., McGlinn D., Minchin PR., O'Hara R
B., Simpson G L., Solymos P., Stevens M H H., Szoecs E., Wagner H. Vegan: Community Ecology

Package. R package version 2.5-7. Encontrado em <https://cran.r-project.org/package=vegan>.

Pryia K A., Muruganandam M ., Sivarethinamohan R., Jatha G R K M., Prya V., Gomathi R .,
Gokulan R., Thirumala G R., Senthil M K. Impact of climate change and anthropogenic Activities on

aquatic ecosystem — a review. Environmental Research. Dec. 2023. V. 238.

Santana O L. Efeito Do Aquecimento E Do Uso Do Solo Sobre A Comunidade De Protistas
Ciliados Planctonicos. Dissertacdo. Mestrado. Programa De Po6s-Graduacdo Em Ecologia De
Ambientes Aquaticos Continentais. Universidade Estadual De Maringd Centro De Ciéncias

Biologicas Departamento De Biologia. Maringa-RS. 2023.

Stoeck T., Pan H., Dully V., Forster D., Jung T. Towards An Edna Metabarcode-Based Performance
Indicator For Fullscale Municipal Wastewater Treatment Plants. Water Research. 2018. Encontrado

Em: <Https://D0i.0Org/10.1016/J. Watres.2018.07.051>.

Strandberg U., Hiltunen M., Syvéranta J., Eti E., Brett T M L., Davidson A T., Jeppesen E. Combined
Effects Of Eutrophication And Warming On Polyunsaturated Fatty Acids In Complex Phytoplankton
Communities: A Mesocosm Experiment. Science Of The Total Envinroment. 2022. Encontrado Em

< Http://Dx.D0i.0Org/10.1016/J.Scitotenv.2022.157001>.

Stockenreiter M., Navarro I J., Buchberger F., Stibor H. Community Shifts From Eukaryote To
Cyanobacteria Dominated Phytoplankton: The Role Of Mixing Depth And Light Quality. Freshwater
Biology. Germany — 2021.

39



Sylvanus M., Kangb’eni D., Florent N., Fons P V D., Thomas S. Phylogenetic diversity and
community wide-trait means offer different insights into mechanisms regulating aboveground carbon
storage. Science of the Total Environment. Oct. 2023. Encontrado em <

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.167905>.

Tam K-P., Angela Y K., Koh B L. Perceived Cultural Impacts Of Climate Change Motivate Climate
Action And Support For Climate Policy. Climatic Change. 2022. Encontrado Em
Https://Doi.Org/10.1007/S10584-022-03337-8.

Vieira C V. Composicao e riqueza de espécies do fitoplancton de um trecho do baixo rio Jari, sul
do Amapa Brasil. Trabalho de Conclusdo de Curso. Instituto de Educacdo Ciéncia e Tecnologia do

Amapa — Curso de licenciatura em Ciéncias Biologicas. Campos Laranjal do Jari. 2023.

Woolway I R., Sharma S., Smol P J. Lakes In Hot Water: The Impacts Of A Changing Climate On
Aquatic Ecosystems. Bioscience. November — 2022, V. 72, N. 11.

Wieliczko R D A., Rodrigues R L., Motta-Marques D D., Crossetti O L. Phytoplankton Structure Is
More Influenced By Nutrient Enrichment Than By Temperature Increase: An Experimental Approach

Upon The Global Changes In A Shallow Subtropical Lake. Limnetica. 2019. V. 1, Pag. 405-418.

Wu X., Liu H.,, Ru Z., Tu G., Xing L., Ding Y. Meta-Analysis Of The Response Of Marine
Phytoplankton To Nutrient Addition And Seawater Warming. Marine Environmental Research.
2021. Encontrado Em Https://Do0i.Org/10.1016/J.Marenvres.2021.105294.

Webb C O. Exploring The Phylogenetic Structure Of Ecological Communities: An Example For Rain
Forest Trees. Pubmed. 2000. V. 156. N. 1. Pag. 145-155.

Webb C O., Ackerly D D., Kembel S W. Phylocom: Software For The Analysis Of Community
Phylogenetic Structure And Trait Evolution. 2008. Version 4.0.1.
Http://Www.Phylodiversity.Net/Phylocom.

Webb C O., Ackerly D D., Mcpeek M A., Donoghue M J. Phylogenies And Community Ecology.
Annual Review Of Ecology, Evolution And Systematics. 2002. V. 33. Pag. 475-505.

Webb C O., Donoghue M J. Phylomatic: Tree Assembly For Applied Phylogenetics. Molecular
Ecology Notes. 2005. V. 5. N. 1. P4ag. 181-183.

Zhang M., Yang Z., Shi X., Yu Y. The Synergistic Effect Of Rising Temperature And Declining Light
Boosts The Dominance Of Bloom-Forming Cyanobacteria In Spring. Harmful Algae. 2022.
Encontrado Em < Https://Do0i.Org/10.1016/J.Hal.2022.102252>.

40



Zhong J., Li J., Deng J., Fang J. Quantifying The Effects Of Global Warming On The Plankton
Population: An Asymmetric Multifactor Mathematical Model-Based Approach. Symmetry. China —
2023. Encontrado Em: < Https://D0i.Org/10.3390/Sym15051047>.

41



Material Suplementar

Tabela 1. Classificacdo das OTUs utilizadas para a construcao das arvores filogenéticas, referentes

aos procariontes autotroficos.

OTUs  Classificacdo NCBI Grupo taxondmico geral Familia/ordem Autor
OTU6 Synechococcus sp. Cyanobacteria Cyanophyceae Garrity et al. 2001
0oTU48 Cyanophyceae Cyanobacteria Cyanophyceae Garrity et al. 2001
OTU64 Cyanophyceae Cyanobacteria Cyanophyceae Garrity et al. 2001
oTuU72 Obscuribacterales Cyanobacteria Cyanophyceae Garrity et al. 2001
oTusl Cyanophyceae Cyanobacteria Cyanophyceae Garrity et al. 2001
OTU157  Obscuribacterales Cyanobacteria Cyanophyceae Garrity et al. 2001
OTU212  Snowella sp. Cyanobacteria Cyanophyceae Garrity et al. 2001
0OTU263 Rhodopila sp. Proteobacteria Acetobacteraceae Brenner et al. 2005

Tabela 2. Classificagdo das OTUs utilizadas para a construcao das arvores filogenéticas, referentes
aos procariontes heterotroficos.

Grupo taxonomico

OTUs Classificacdo NCBI geral Familia/ordem Autor
OTUl Polynucleobacter sp. Proteobacteria Burkholderiaceae Hahn et al., 2011
OoTuU2 Sporichthyaceae Actinobacteria Sporichthyaceae Goodfellow et al. 2012
oTU4 Novosphingobium sp. Proteobacteria Sphingomonadaceae Takeuche et al. 2001
OTU5 Sediminibacterium sp. Bacteroidetes Chitinophagaceae Rosenberg et al. 2014
oTuU7 Sphingomonas sp. Proteobacteria Sphingomonadaceae Rivadeneyra Torres et al. 2013
oTu8 Sporichthyaceae Actinobacteria Sporichthyaceae Goodfellow et al. 2012
OTU10  Bdellovibrio sp. Proteobacteria Bdellovibrionaceae Stolp and Starr 1963
OTU11  Novosphingobium sp. Proteobacteria Sphingomonadaceae Takeuche et al. 2001
OTU12  Roseomonas sp. Proteobacteria Acetobacteraceae Rihs et al. 1993
OTU13  Sporichthyaceae Actinobacteria Sporichthyaceae Goodfellow et al. 2012
OTU14  Haliscomenobacter sp. Bacteroidetes Saprospiraceae Rosenberg et al. 2014
OTU17  Sphingobacteriales Bacteroidetes Sphingobacteriales Rosenberg et al. 2014
OTU20  Bdellovibrio sp. Proteobacteria Bdellovibrionaceae Stolp and Starr 1963
OTU21  Rhizobiales Proteobacteria Rhizobiales Erlacher et al. 2015 e suas referéncias
OTU24  Rhizobiales Proteobacteria Rhizobiales Erlacher et al. 2015 e suas referéncias
OTU26  Methylobacterium sp. Proteobacteria Methylobacteriaceae Erlacher et al. 2015 e suas referéncias
OTU28  Reyranella sp. Proteobacteria Rhodospirillales Pagnier et al. 2011
OTU30  Azospirillum sp. Proteobacteria Rhodospirillaceae Triphati et al. 2013
OTU33  Undibacterium sp. Proteobacteria Oxalobacteraceae Vandermaesen et al. 2017
OTU34  Devosia sp. Proteobacteria Hyphomicrobiaceae Erlacher et al. 2015 e suas referéncias
OTU35  Pseudarcicella sp. Bacteroidetes Cytophagaceae McBride et al. 2016
OTU37  Rickettsiales Proteobacteria Rickettsiales Hess et al. 2016
OTU38  Sandarakinorhabdus sp. Proteobacteria Sphingomonadaceae Gich & Overmann 2006
OTU39  Rhodovarius sp. Proteobacteria Acetobacteraceae Ké&mpfer et al. 2004
OTU43  Sporichthyaceae Actinobacteria Sporichthyaceae Goodfellow et al. 2012
OTU50  Inquilinus sp. Proteobacteria Rhodospirillaceae Coenye et al. 2002
Candidatus megaira
OTU51  polyxenophila Proteobacteria Rickettsiaceae Scharallhammer et al. 2013
OTU53  Armatimonadales Armatimonadetes Armatimonadales Tamaki et al., 2011
OTU54  Elstera sp. Proteobacteria Rhodospirillaceae Rahalkar et al. 2012
OTU55  Candidatus finniella Proteobacteria Rickettsiales Hess et al. 2016
OTU56  Ferruginibacter sp. Bacteroidetes Chitinophagaceae Rosenberg et al. 2014
OTU60  Chthonomonas sp. Armatimonadetes Chthonomonadaceae Jiang et al. 2016
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OTU62
OTU73
oTuU84
OoTuU85
oTu89
OTUu91
0OTU92
OTU93
OTU96
oTuU98
0OTU101
OTU107
OTU108
OTUl11
OTU112
OTU114
OTU120
OTU122
OTU129
OTU130
OTU131
OTU133
OTU137
OTU138
0OTU142
OTU145
OTU147
OTU149
OTU150
OTU155
OTU158

0OTU160
OTU167
OTU176
OTU179
0TU180
0TU182
0oTuU187
OTU188
0OTU189
OTU190
0OTU191

0TU192
OTU194
0OTU200
0TU202
0TuU203
0OTU205
0OTU206
OTU209
OTU210
OTu211
0oTuU214
oTu221
0oTuU229
OTU234
OTU238

Planctomycetaceae

Sediminibacterium sp.

Leptospira sp.
Sphingobium sp.
Chthoniobacter sp.
Legionella sp.
Sphingobacteriales
Phenylobacterium sp.
Undibacterium sp.
Heliimonas sp.
Rickettsiales
Rickettsiales
Bdellovibrio sp.
Methylophilaceae
Bradyrhizobium sp.
Sphingomonas sp.
Ferruginibacter sp.
Legionella sp.
Brevundimonas sp.
Neisseriaceae
Methylocystaceae
Bdellovibrio sp.
Fimbriimonadaceae
Legionella sp.
Sporichthyaceae
Pedomicrobium sp.
Acidovorax sp.
Ralstonia sp.
Zavarzinella sp.
Armatimonas sp.
Methylobacterium sp.

Comamonadaceae

Sediminibacterium sp.

Sphingomonadaceae
Rickettsiales
Cytophagaceae
Bryobacter sp.
Curvibacter sp.
Sphingobacteriales
Chthoniobacter sp.
Acidocella sp.
Endobacter sp.

Comamonadaceae
Dinghuibacter sp.
Bdellovibrio sp.
Chthoniobacterales
Rickettsiales
Sphingomonas sp.
Limnohabitans sp.
Holosporaceae
Rickettsiaceae
Comamonas sp.
Holosporaceae
Cytophagaceae
Coxiella sp.
Candidatus Odyssella
Hyphomonadaceae

Planctomycetes
Bacteroidetes
Spirochaetae
Proteobacteria

Verrucomicrobia

Proteobacteria
Bacteroidetes

Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Armatimonadetes

Proteobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Planctomycetes

Armatimonadetes

Proteobacteria

Proteobacteria
Bacteroidetes
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes
Acidobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes

Verrucomicrobia

Proteobacteria
Proteobacteria

Proteobacteria
Bacteroidetes
Proteobacteria

Verrucomicrobia

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Planctomycetaceae
Chitinophagaceae
Leptospiraceae
Sphingomonadaceae
Chthoniobacteraceae
Legionellaceae
Sphingobacteriales
Caulobacteraceae
Oxalobacteraceae
Chitinophagaceae
Rickettsiales
Rickettsiales
Bdellovibrionaceae
Methylophilaceae
Bradyrhizobiaceae
Sphingomonadaceae
Chitinophagaceae
Legionellaceae
Caulobacteraceae
Neisseriaceae
Methylocystaceae
Bdellovibrionaceae
Fimbriimonadaceae
Legionellaceae
Sporichthyaceae
Hyphomicrobiaceae
Comamonadaceae
Burkholderiaceae
Planctomycetaceae
Armatimonadaceae
Methylobacteriaceae

Comamonadaceae
Chitinophagaceae
Sphingomonadaceae
Rickettsiales
Cytophagaceae
Solibacteraceae
Comamonadaceae
Sphingobacteriales
Chthoniobacteraceae
Acetobacteraceae
Acetobacteraceae

Comamonadaceae
Chitinophagaceae
Bdellovibrionaceae
Chthoniobacterales
Rickettsiales
Sphingomonadaceae
Comamonadaceae
Holosporaceae
Rickettsiaceae
Comamonadaceae
Holosporaceae
Cytophagaceae
Coxiellaceae
Rickettsiales
Hyphomonadaceae

Fuerst and Sangulenko, 2011
Rosenberg et al. 2014

Rosenberg et al. 2014

Takeuche et al. 2001

Sangwan et al. 2004

Richards et al. 2013

Rosenberg et al. 2014

Tiago et al. 2004

Vandermaesen et al. 2017

Rosenberg et al. 2014
Scharallhammer et al. 2013
Scharallhammer et al. 2013

Stolp and Starr 1963

Doronina et al. 2014

Erlacher et al. 2015 e suas referéncias
Rivadeneyra Torres et al. 2013
Rosenberg et al. 2014

Richards et al. 2013

Tiago et al. 2004

Klann et al. 2016

Erlacher et al. 2015 e suas referéncias
Stolp and Starr 1963

Wan Tack et al. 2012

Richards et al. 2013

Goodfellow et al. 2012

Erlacher et al. 2015 e suas referéncias
Vandermaesen et al. 2017

Klann et al. 2016

Fuerst and Sangulenko, 2011

Tamaki et al., 2011

Erlacher et al. 2015 e suas referéncias

Kasalicky et al. 2013; Vandermaesen et al.
2017

Rosenberg et al. 2014

Erlacher et al. 2015 e suas referéncias
Hess et al. 2016

McBride et al. 2016

Kielak et al. 2016

Vandermaesen et al. 2017

Rosenberg et al. 2014

Sangwan et al. 2004

Servin Guarciduefias et al. 2013
Ramirez Bahena et al. 2013

Kasalicky et al. 2013; Vandermaesen et al.
2017

Rosenberg et al. 2014
Stolp and Starr 1963
Sangwan et al. 2004

Hess et al. 2016
Rivadeneyra Torres et al. 2013
Kasalicky et al. 2013

Hess et al. 2016
Scharallhammer et al. 2013
Park et al. 1962

Hess et al. 2016

McBride et al. 2016
Michaud et al. 2009

Birtles et al. 2000

Lee et al. 2005

43



0OTU239
0OTU240
0TU244
0OTU250
0OTuU251
OTU255
OTU256
OTU257
0oTuU258
0OTU265
0OTU266
0OTU268
OoTU271
OoTu272
oTu278

Pseudoxanthobacter sp.
Skermanella sp.
Rickettsiales
Hyphomicrobiaceae
Paludibaculum sp.
Chitinophagaceae
Sphingobacteriales
Chromobacterium sp.
Bryobacter sp.
Bryobacter sp.
Bdellovibrio sp.
Methylobacillus sp.
Hyphomicrobium sp.
Rickettsiales
Devosia sp.

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Acidobacteria
Bacteroidetes

Proteobacteria
Proteobacteria
Acidobacteria
Acidobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Rhizobiales
Rhodospirillaceae
Rickettsiales
Hyphomicrobiaceae
Solibacteraceae
Chitinophagaceae
Sphingobacteriales
Neisseriaceae
Solibacteraceae
Solibacteraceae
Bdellovibrionaceae
Methylophilaceae
Hyphomicrobiaceae
Rickettsiales
Hyphomicrobiaceae

Erlacher et al. 2015 e suas referéncias

Lindsay and Stackebrandt 1999

Hess et al. 2016

Erlacher et al. 2015 e suas referéncias

Kielak et al. 2016
Rosenberg et al. 2014
Rosenberg et al. 2014
Klann et al. 2016
Kielak et al. 2016
Kielak et al. 2016
Stolp and Starr 1963
Doronina et al. 2014

Erlacher et al. 2015 e suas referéncias

Hess et al. 2016

Erlacher et al. 2015 e suas referéncias

Tabela 3. Classificagdo das OTUs utilizadas para a construcao das arvores filogenéticas, referentes
aos eucariontes autotréficos.

OTU ID Nome NCBI Classificacdo geral Grupo trofico Autor
OTU9 Choricystis sp. Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU1l  Makinoella tosaensis Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU12  Staurastrum sp. Charophyta Autotréfico Khomich et al. 2017
OTU13  Micractinium reisseri Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU33  Eustigmatophyceae Eustigmatophyceae  Autotréfico Fietz et al. 2005
OTU40  Monomastix minuta Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU70  Staurodesmus omearii Charophyta Autotréfico Khomich et al. 2017
OTU83  Oedogoniales Chlorophyta Autotrofico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU98  Pseudomuriella sp. Chlorophyta Autotrofico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU105 Chlamydomonadaceae Chlorophyta Autotrofico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU111 Netrium digitus Charophyta Autotrofico Khomich et al. 2017
OTU118 Pedinomonas sp. Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU121 Compactochlorella kochii ~ Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU122  Scenedesmus pupukensis  Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU142 Chlamydomonadaceae Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU154 Chlamydomonadaceae Chlorophyta Autotrofico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU155 Scenedesmaceae Chlorophyta Autotrofico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
Neochlorosarcina
OTU172 negevensis Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU211 Atractomorpha echinata Chlorophyta Autotrofico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU219 Eunotia sp. Bacillariophyta Autotrofico Khomich et al. 2017
OTU225 Eustigmatophyceae Eustigmatophyceae  Autotréfico Fietz et al. 2005
Oogamochlamys
OTU256 zimbabwiensis Chlorophyta Autotrofico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU260 Lobomonas monstruosa Chlorophyta Autotrofico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU262 Eustigmatophyceae Eustigmatophyceae  Autotréfico Fietz et al. 2005
OTU266 Mougeotia sp. Charophyta Autotrofico Khomich et al. 2017
OTU275 Chlamydomonadaceae Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU289 Micractinium reisseri Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU307 Chlorophyceae Chlorophyta Autotréfico Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017
OTU322 Cosmocladium saxonicum Charophyta Autotréfico Khomich et al. 2017
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OTU337
0OTU354

Closterium tumidum

Desmidium grevillei

Charophyta
Charophyta

Autotréfico
Autotréfico

Khomich et al. 2017
Khomich et al. 2017

Tabela 4. Classificagdo das OTUs utilizadas para a construcao das arvores filogenéticas, referentes
aos eucariontes heterotroficos.

OTU_ID Nome NCBI Classificacdo geral Grupo trofico Autor
oTuU2 Cryptomycota Fungi Heterotréfico Simon et al. 2015
oTuU7 Cryptomycota Fungi Heterotréfico Simon et al. 2015
OoTuU8 Arachnula impatiens Cercozoa Heterotréfico Khomich et al. 2017
OTU15  Stichotrichia sp. Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU16  Bicosoecida Bicosoecida Heterotrofico Khomich et al. 2017
OTU20  Hemiophrys procera Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU25  Vorticella sp. Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU27  Cryptocaryon Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU28  Cryptomycota Fungi Heterotréfico Simon et al. 2015
OTU35  Cryptomycota Fungi Heterotréfico Simon et al. 2015
OTU36  Pseudodifflugia gracilis Cercozoa Heterotréfico Khomich et al. 2017
OTU39  Oxytricha sp. Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU42  Paramicrosporidium sp.  Fungi Heterotréfico Simon et al. 2015
OTU43  Loxophyllum sp. Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU45  Bicosoecida Bicosoecida Heterotréfico Khomich et al. 2017
OTU50  Paramicrosporidium sp. Fungi Heterotréfico Simon et al. 2015
OTU51  Cyrtolophosis sp. Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU53  Spongomonas sp. Cercozoa Heterotrofico Khomich et al. 2017
Microdiaphanosoma
OTU55  arcuatum Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU72  Anteholosticha gracilis  Ciliophora Heterotrofico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU81  Vorticella campanula Ciliophora Heterotrofico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU88  Ophrydium versatile Ciliophora Heterotrofico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU94  Cercozoa Cercozoa Heterotrofico Khomich et al. 2017
OTU9  Rhogostoma sp. Cercozoa Heterotrofico Khomich et al. 2017
OTU100 Cercozoa Cercozoa Heterotréfico Khomich et al. 2017
OTU103 Paramicrosporidium sp. Fungi Heterotréfico Simon et al. 2015
OTU106 Rhogostoma sp. Cercozoa Heterotréfico Khomich et al. 2017
OTU108 Glomus sp. Fungi Heterotréfico Simon et al. 2015
OTU112 Vorticella sp. Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU114 Carchesium polypinum  Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU117 Tubulinida sp. Amoebozoa Heterotréfico Lesen et al. 2010
OTU119 Cyrtolophosis mucicola Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU120 Vampyrellidae Cercozoa Heterotréfico Khomich et al. 2017
Pseudocyrtolophosis
OTU123 alpestris Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU126 Tetrahymena sp. Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
Cryptodifflugia
OTU136 operculata Amoebozoa Heterotréfico Lesen et al. 2010
OTU143 Bryometopus sp. Ciliophora Heterotréfico Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
OTU148 Protosteliales Amoebozoa Heterotréfico Lesen et al. 2010
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0OTU152
OTU157

OTU159
OTU160

OTUl61
OTU166

OTU173
OTUl74
OTU178
OTU179
OTU180
OTuU181
OTU184
OTU185
OTuU191
OTU195
0OTU201
0OTU204
OTU205

0OTU208
OTuU213
OTU231
0OTU234
0TuU245
0oTuU252
0OTU255
0TU259
0TU268
OTU271
oTUu287
OTU297
OTU310
OTU313
OTU314
OTU317

OTU325
OTU327
OTU332
0OTU343
0TU348
OTU351

Cryptomycota

Parvilucifera sp.
Vermamoeba
vermiformis

Bodomorpha sp.
Echinamoeba
thermarum

Salpingoeca sp.
Protostelium
mycophagum

Platyophrya vorax
Saccamoeba sp.
Chytridiaceae
Metromonadea
Clavaria zollingeri
Hannaella oryzae
Leptopharynx sp.
Orphella catalaunica
Clavaria zollingeri
Cryptomycota
Paramicrosporidium sp.

Cercozoa
Ammopiptanthus
mongolicus

Cryptomycota
Aphanomyces sp.
Bryometopus sp.
Clavaria zollingeri
Clavaria zollingeri
Cercozoa
Vampyrellidae
Cryptomycota
Euglypha filifera
Rhinosporideacae
Xylodon sp.
Ancyromonas sp.
Cryptomycota
Cercomonas sp.

Smittium orthocladii
Cladochytrium
replicatum

Cercozoa
Paramicrosporidium sp.
Saccamoeba limax
Leptomyxa reticulata

Microthoracida

Fungi
Perkinsidae

Amoebozoa
Cercozoa

Amoebozoa
Choanoflagellata

Amoebozoa
Ciliophora
Amoebozoa
Fungi
Cercozoa
Fungi
Fungi
Ciliophora
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Cercozoa

Cercozoa
Fungi
Peronosporomycetes
Ciliophora
Fungi

Fungi
Cercozoa
Cercozoa
Fungi
Cercozoa
Ichthyosporea
Fungi
Apusozoa
Fungi
Cercozoa
Fungi

Fungi
Cercozoa
Fungi
Amoebozoa
Amoebozoa

Ciliophora

Heterotréfico

Heterotréfico

Heterotréfico
Heterotréfico

Heterotréfico
Heterotréfico

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

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

Heterotréfico
Heterotréfico
Heterotréfico
Heterotréfico
Heterotréfico

Heterotréfico

Simon et al. 2015
Mongot et al. 2011

Lesen et al. 2010
Khomich et al. 2017

Lesen et al. 2010

Simon et al. 2015; Khomich et al. 2017

Lesen et al. 2010

Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015

Lesen et al. 2010
Simon et al. 2015
Khomich et al. 2017
Simon et al. 2015
Simon et al. 2015

Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015

Simon et al. 2015
Simon et al. 2015
Simon et al. 2015
Simon et al. 2015
Khomich et al. 2017

Khomich et al. 2017
Simon et al. 2015
Dick 2001

Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015

Simon et al. 2015
Simon et al. 2015
Khomich et al. 2017
Khomich et al. 2017
Simon et al. 2015
Khomich et al. 2017
Glocking et al. 2013
Simon et al. 2015
Boenigk & Ardnt 2002
Simon et al. 2015
Khomich et al. 2017
Simon et al. 2015

Simon et al. 2015
Khomich et al. 2017
Simon et al. 2015
Lesen et al. 2010
Lesen et al. 2010

Beaver & Crisman 1989; Simon et al. 2015
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Tabela 5. Classificagdo das OTUs utilizadas para a construcdo das arvores filogenéticas, referentes
aos eucariontes mixotroficos.

OTU_ID Nome NCBI Classificacdo geral Grupo tréfico Autor
oTU4 Ochromonas sphaerocystis Chrysophyta Mixotrofico Jones 2000
OTU17  Poterioochromonas sp. Chrysophyta Mixotrofico Jones 2000
OTU23  Glenodinium sp. Dinoflagellata Mixotrofico Stoecker 1999
OTU48  Paraphysomonas vestita Chrysophyta Mixotrofico Jones 2000
OTU85  Chromulinales Chrysophyta Mixotrofico Jones 2000
OTU90  Spumella sp. Chrysophyta Mixotrofico Jones 2000
OTU110 Spumella sp. Chrysophyta Mixotrofico Jones 2000
OTU137 Epipyxis pulchra Chrysophyta Mixotréfico Jones 2000
OTU147  Glenodinium sp. Dinoflagellata Mixotréfico Stoecker 1999
OTU149 Ochromonas sphaerocystis Chrysophyta Mixotréfico Jones 2000
OTU283 Lagynion scherffelii Chrysophyta Mixotréfico Jones 2000
OTU336 Glenodinium inaequale Dinoflagellata Mixotréfico Stoecker 1999
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