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Resumo

Os ciliados dominam o microzooplancton e desempenham um papel essencial
nas teias troficas marinhas. Ao ingerir flagelados, bactérias e outros
organismos do pico e nano-plancton, e ao serem depois consumidos pelo
zoopléncton, os ciliados sédo o principal elo que liga a alga microbiana a cadeia
trofica classica. No entanto, a diversidade e a distribuicdo de ciliados no
oceano global ainda € pouco conhecida devido a dificuldade de observar e
classificar estes organismos em microscopia o6tica. Quando fixados, a maioria
dos ciliados s&o perdidos ou mudam a sua morfologia, dificultando a sua
identificacdo. Assim, o uso de ferramentas moleculares representa uma
oportunidade para o estudo da comunidade de ciliados no oceano. Dentro dos
ciliados, a familia Strombidiidae € uma das mais abundantes, porém existem
ainda poucos estudos sistematizados na escala global sobre a distribuicéo,
abundancia e filogenia deste grupo. Este estudo teve como objetivos: 1) avaliar
a diversidade filogenética de Strombidiidae, 2) entender a sua distribuicado no
oceano global e 3) determinar o nicho ecoldgico dos clados mais abundantes.
Utilizamos um conjunto de dados de metabarcoding (regido V4 18S rRNA) de
1008 amostras das expedi¢cdes de circum-navegagao TARA Oceans e TARA
Polar. Construimos uma arvore de referéncia de Strombidiidae com sequéncias
completas do gene 18S rRNA extraidos da literatura e inserimos as sequéncias
de metabarcoding para a designagao filogenética. Depois relacionamos os
dados da distribuicdo desses clados com dados ambientais para a definicao de
nichos ecoldgicos. A filogenia de Strombidiidae revelou 20 clados distintos,
quase todos amplamente distribuidos na maioria das regides oceénicas. O
clado mais abundante (Strombidium clade2) é cosmopolita. Além disso,
obtivemos 12 clados ambientais cujas sequéncias (regiao V4 18S rRNA) nao
sao idénticas as descritas na arvore de referéncia, e portanto representam
novos clados. A analise de nicho mostrou que os diferentes clados da familia
Strombidiidae apresentaram diferentes padrbes de distribuigdo no oceano
global, determinados pela temperatura, salinidade e oxigénio. O oceano Artico
apresentou maior abundancia entre os clados de Strombidiidae, com nichos
bem caracteristicos para estas regides oceanograficas. Este trabalho
representa o primeiro estudo da diversidade taxond6mica e filogenética da
familia Strombidiidae no oceano global, contribuindo assim, para o
conhecimento da ecologia dos ciliados marinhos.

Palavras-chave: Ecologia Microbiana; Distribuicdo Oceéanica; Ciliophora;
Ordem Oligotrichida; Familia Strombidiidae.



Abstract

Ciliates dominate microzooplankton and play an essential role in marine food
webs. By ingesting flagellates, bacteria and other organisms from pico and
nano-plankton, and then being consumed by zooplankton, ciliates are the main
pathway of carbon flow that links the microbial loop to the classical trophic
chain. However, the diversity and distribution of ciliates in the global ocean is
still poorly understood due to the difficulty of observing and classifying these
organisms under light microscopy. When fixed, most ciliates are lost or change
their morphology, making their identification difficult. Thus, the use of molecular
tools represents an opportunity to study the ciliate community in the ocean.
Within ciliates, the Strombidiidae family is amongst the most abundant, but
there are still few systematic studies at the global scale on the distribution,
abundance and phylogeny of this important group in the ocean. This study aims
to: 1) evaluate the phylogenetic diversity of Strombidiidae, 2) understand its
distribution in the global ocean, 3) determine the ecological niche of the most
abundant clades. We used a metabarcoding dataset (region V4 18S rRNA) of
1008 samples from the TARA Oceans and TARA Polar circum-navigation
expeditions. We constructed a Strombidiidae reference tree with complete 18S
rRNA gene sequences from the literature and inserted the metabarcoding
sequences for phylogenetic assignment. Then we related the distribution data of
these clades with environmental data to define ecological niches. The
phylogeny of Strombidiidae revealed 20 distinct clades, almost all of them
widely distributed in most oceanic regions. The most abundant clade
(Strombidium_clade2) is cosmopolitan. Furthermore, we obtained 12
environmental clades whose sequences (V4 18S rRNA region) are not identical
to those described in the reference tree, and thus, may represent new clades.
Niche analysis showed that the different clades of the Strombidiidae family had
different distribution patterns in the global ocean, determined by temperature,
salinity and oxygen. The Arctic Ocean had greater abundance among the
Strombidiidae clades and very characteristic niches were observed for these
oceanographic regions. This work represents the first study of the taxonomic
and phylogenetic diversity of the Strombidiidae family in the global ocean, thus
contributing to the knowledge of the ecology of marine ciliates.

Key-words: Microbial Ecology; Oceanic Distribution; Ciliophora; Order
Oligotrichida; Family Strombidiidae.
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Neste trabalho, optou-se por utilizar os seguintes termos em inglés por serem
frequentemente utilizados na literatura e comumente utilizados pela
comunidade cientifica:

Primers: Sequéncia de nucleotideos usada em reagbes em cadeia da
polimerase (PCR), como ponto de partida para a replicagao do DNA.

Reads: Sequéncias curtas de nucleotideos de um fragmento genémico que s&o
obtidas como produto de sequenciamento massivo.
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1. Introducao
1.1- Introdugéo geral

Os protistas sdo fundamentais para o ecossistema marinho (Keeling e
Campo, 2017). Dentre os protistas, os ciliados representam um dos grupos
mais abundantes, mais diversificados e melhor distribuidos no oceano global

(Canals et al., 2020; Pereira e Soares-Gomes, 2021).

Os ciliados, sdo organismos pequenos cujo tamanho celular varia de 10
MM a poucos mm (Lynn, 2008; Canals et al., 2020). Se caracterizam pela
presenca de organelas chamadas cilios que sao utilizados para diversas
funcbes, como nadar, arrastrar-se, aderir-se, alimentar-se e receber sensacdes
do meio em que ocorrem (Kirchman, 2012). Sdo essenciais para as teias
troficas, podendo ser heterotréficos, mixotréficos (podendo realizar fotossintese
e predagao de outros microrganismos), ou até mesmo autotréficos (Kirchman,
2012). Sao importantes contribuintes ativos da alga microbiana, alimentando-se
principalmente de flagelados, bactérias, fitoplancton e outros organismos do
pico e nano-plancton (Azam et al., 1983; Stoecker et al., 1994; Fenchel, 2008).
Sao importantes elos da cadeia trofica classica, ja que sao presas importantes
para grupos superiores de animais como copépodes e peixes (Fenchel, 2008;
Kirchman, 2012).

Dentre esses ciliados, a Sub-classe Oligothichia (Ciliophora, Spirotrichia) é
0 grupo mais abundante, podendo ocorrer em todos os oceanos e mares do
Artico, dos tropicos até a Antartica, podendo apresentar morfoespécies restritas
a certas regides geograficas e até morfoespécies endémicas (Agatha, 2011;
Canals et al., 2020). Esse grupo apresenta grande diversidade morfolégica, e
tende a medir de 15 a 260 ym (Agatha, 2011).

Dentro da sub-classe Oligothichia, Oligotrichida € a ordem com maior
rigueza no ambiente marinho (Liu et al., 2019). Apresenta 4 familias, sendo
elas: Strombidiidae, Tontoniidae, Cyrtostrombidiidae e Pelagostrombidiidae
(Agatha, 2004b, 2011; AdI et al., 2018). Dentro das familias foram descritos 15

géneros e mais de 100 espécies (Agatha, 2011).
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A familia Strombidiidae é o principal grupo da sub-classe Oligothichia
(Lynn, 2008; Liu et al, 2015b). Apresentam uma ciliatura oral com
membranelas ventrais e endorais, e a estomatogénese ocorre no tubo
transitério (Agatha, 2004a; Liu et al.,2015b). Sua ciliatura somatica (cinta
cinécia e uma cinta cinécia ventral) apresenta uma vasta diversidade de
padrées considerados importantes para as diferenciagdo dos géneros (Liu et
al.,2015b; 2019) (Fig. 1).

Figura 1 - Principais estruturas taxondmicas generalizadas da familia Strombidiidae. AM-
Grandes membranelas anteriores bucais; VM- Pequenas membranelas ventrais bucais; EM-
membranelas endorais; GK- Cinta cinécia; VK- Cinta cinécia ventral e DC- Superficie celular
distendida. Agatha, S. (2004a)

S&o organismos de vida livre, globalmente distribuidos e altamente
abundantes, colonizando aguas tanto costeiras como oceénicas (Agatha, 2011;
Song et al, 2021). Estudos anteriores mostraram que a diversidade e a
distribuicdo deste grupo se encontra modelada principalmente pela
temperatura, salinidade e disponibilidades alimentares (Gonzalez et al., 1990;
Montagnes, 1996; Agatha e Riedel-Lorjé, 1997; Agatha, 2011; Song et al.,
2021). Estudos filogenéticos revelaram que a familia Strombidiidae € um grupo
parafilético (Agatha, 2004b; Zhang et al., 2010; Agatha e Strider-Kypke, 2014),
porém ainda ha autores que defendem a necessidade de mais dados para a
definicao (Li et al., 2013).



21

O conhecimento da familia vem aumentado muito, a maioria dos
trabalhos foram realizados em escala local, com amostras pontuais de aguas
costeiras, sedimentos, lagoas, baias e golfos (Lynn e Gilron, 1993; Zhang et
al., 2010; Liu et al., 2015a, 2015b, 2019; Hu et al., 2019, Snyder et al., 2021;
Song et al, 2021). Desta forma, o conhecimento ecolégico e os fatores
principais que determinam a diversidade e distribuicdo deste grupo no oceano

global ainda s&o limitados.

Devido a seu tamanho celular, tradicionalmente os ciliados foram
estudados utilizando técnicas de microscopia Optica (Foissner et al., 2014).
Porém as técnicas de filtracdo, coloragao e fixagdo, podem causar perdas de
organismos assim como as alteragdes em sua morfologia, impedindo a
identificacdo taxondbmica detalhada (Foissner et al., 2014). Desta forma, os
avancos de sequenciamentos de DNA tornaram mais viavel os estudos
filogenéticos da diversidade dos protistas (Pawlowski et al., 2012; Caron et
al.,2012). Analise de fragmentos de genes de RNA ribossémico (rRNA),
tornaram-se analises viaveis para identificacdo de taxons microbianos
(Countway et al., 2005). A regiao hipervariavel V4 do gene 18S rRNA (~500pb)
foi proposta como um bom marcador molecular para o estudo da diversidade

de eucariotos (Pawlowski et al., 2012).

No presente estudo, analisamos a diversidade e a distribuigdo de ciliados
da familia Strombidiidae no oceano global, explorando a sua diversidade
taxonémica e filogenética para estabelecer o nicho dos principais clados desse
grupo. Os resultados deste trabalho s&do fundamentais para melhor
entendimento ecoldgico dos ciliados, suas relagdes com o meio bidtico e meio
abidtico, e assim prever como as mudangas climaticas poderao afetar este

grupo que € um nodo essencial da teia trofica marinha.

1.2- Descrigdo dos principais géneros da familia Strombidiidae
Esta descricdo fornece informacgdes coletadas da bibliografia sobre a
taxonomia, diagndésticos morfologicos, e espécies-tipo dos principais géneros

da familia Strombidiidae.
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Género Novistrombidium (Song e Bradbury, 1998)

Esse género apresenta uma cinta cinécia incompleta (girdle kinety) ao
redor da area equatorial que € visivelmente aberta com uma grande abertura
ventral através da qual se estende a cinécia ventral (ventral kinety) (Song e
Bradbury, 1998; Song et al., 2021) (Fig. 2). A espécie-tipo deste género é
Novistrombidium testaceum (Anigstein, 1914; Song e Bradbury, 1998; Song et
al., 2021)

Devido a algumas mudangas morfoldgicas foi proposto a divisdo de 2
sub-géneros de Novistrombidium (Novistrombidium e Propecingulum)
principalmente baseado em diferentes localizagdes do primordio oral em
relagdo a cinta cinécia e os pontos de fixagdo dos extrussomos (Agatha e
Strider-Kypke, 2014; Song e Bradbury, 1998; Song et al., 2021). Porém, sao
poucas as espécies conhecidas para cada sub-género, optando assim, por
adotar uma abordagem conservadora até novos taxons serem apresentados
(Song et al., 2021).

Figura 2 - Novistrombidium apsheronicum (a, b) Visdes ventrais de células vivas. (c,d) visdo

ventral e ciliaturas (c) dorsal . Barra de escala:30 um (Hu et al., 2019).
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Género Sinistrostrombidium (Liu et al., 2015b)

Este género se caracteriza por apresentar uma cinécia ventral e uma
cinta cinécia sinistramente espiralada (Fig. 3). O primordio oral desenvolve-se
abaixo da extremidade esquerda da cintura cinécia. A espécie-tipo deste

género é Sinistrostrombidium cupiformum (Liu et al., 2015b; Song et al., 2021)

Nos Strombidiidae, a cinta cinécia geralmente s&o circulares ou
espiroladas dextralmente. Em Sinistrostrombidium cupiformum, no entanto, a
cinta cinécia €& sinistramente espiralada, com base no qual o género

Sinistostrombidium foi estabelecido (Liu et al., 2015b; Song et al., 2021).

Figura 3 - Sinistrostrombidium cupiformum (a, b) Visdes ventrais de células vivas (c,d) visbes

ventrais e ciliaturas (c) visdo dorsal. Barra de escala: 20 um (Hu et al., 2019).
Género Apostrombidium (Xu et al., 2009)

Estes Strombidiidae apresentam cinécia somatica (somatic kinety)
consistindo de varios fragmentos que se estendem em diregdo a extremidade
posterior da célula em ambos os lados ventrais e dorsais, com ou sem
fragmento de cinécia subterminal (Fig. 4). O primérdio oral esta localizado entre
os fragmentos cinéticos 1 e 2 (Song et al., 2019; Song et al, 2021). A
espécie-tipo deste género é Apostrombidium pseudokielum (Xu et al., 2009;
Song et al., 2021).

Inicialmente o diagnostico deste género foi caracterizado em relagdo a

espécie Apostrombidium pseudokielum, porém apos duas novas espécies
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serem atribuidas ao género, a diagnose foi aprimorada e novas caracteristicas
adquiridas (Song et al., 2013, 2019, 2021).
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Figura 4 - Apostrombidium sp. (a) Apostrombidium orientale (b) Visbes ventrais de individuos
vivos (a, b) Visdes ventral e dorsal, a seta marca os cilios dorsais extremamente longos, pontas
de seta duplas marcam os cilios somaticos normais (c,d). Scale bar: 30 um (a), Barra de
escala: 15 ym (b) (Hu et al., 2019; Song et al., 2019).

Género Parallelostrombidium (Agatha, 2004a)

Neste género, a cinta cinécia ventral segue a porgédo posterior da cinta
cinécia dextralmente espiralada, assim, ambas as cinécias tém a mesma
orientagdo (Fig. 5) (Agatha, 2004a; Song et al., 2021). Com base nas mesmas
orientagdes das cinécias ventrais e de cintas cinécias, Agatha (2004a)
estabeleceu o género Parallelostrombidium, designando Parallelostrombidium
rhyticollare como espécie-tipo (Corliss e Snyder, 1986; Agatha, 2004a; Song et
al., 2021) e acabou concluindo que a cinta cinécia e cinécia ventral podem ou

nao ser inversamente orientadas (Song et al., 2021).
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Figura 5 - Parallelostrombidium conicum (a, b) Visbes ventrais de individuos vivos (c,d) Visbes

ventrais e visdes das ciliaturas (c) visdo dorsal. Barra de escala: 20 ym (Hu et al., 2019).

Género Varistrombidium (Xu et al., 2011)

Este género de Strombidiidae apresenta cinco cinécias somaticas
dispostas em espiral que correm obliguamente através do lado ventral e
paralelos entre si, com os dois mais longos estendendo-se para o lado dorsal e

terminando na area caudal (Fig. 6) (Xu et al., 2011; Song et al.,2021).

Apds algumas descricbes anteriores, Xu et al. (2011) redescreveu a
espécie Varistrombidium kielum e revelou seu padrao ciliar unico, com base no
qual estabeleceu o que seria o género Varistrombidium (Song et al., 2021). A
espécie-tipo deste género é Varistrombidium kielum (Maeda e Carey,1985; Xu
et al., 2011; Song et al., 2021)
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Figura 6 - Varistrombidium kielum (a, b) Visbdes ventrais de individuos vivos (c,d) Visdes

ventrais e ciliaturas (c) e dorsal. Barra de escala: 30 ym (Hu et al., 2019).

Género Spirostrombidium (Xu et al., 2011)

Este género apresenta as cinta cinécia dextralmente espiralada, porgéo
posterior inversamente orientada e paralela a cinécia ventral longitudinal (Fig.
7) (Agatha, 2004a; Song et al., 2021).

O género Spirostrombidium foi estabelecido em 1978 e redefinido por
Agatha em 2004a. O padréo ciliar deste género é bem semelhante ao
Parallelostrombidium, exceto que as porgdes posteriores da cinécia ventral e
cinta cinécia tém orientagcdes opostas (Song et al., 2021). A espécie-tipo &
Spirostrombidium sauerbreyae (Kahl, 1932; Song et al., 2021).
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Figura 7 - Spirostrombidium apourceolare (a, b) Visdes ventrais de individuos vivos (c,d)

Vis@es ventrais e ciliaturas (c) e dorsal. Barra de escala: 30 um (Hu et al., 2019).

Género Omegastrombidium (Agatha, 2004a)

Este género apresenta cinta cinécia orientada horizontalmente no lado
dorsal, estendendo-se até a extremidade posterior do corpo no lado ventral
(Agatha, 2004a; Song et al., 2021). Foi no estudo de Song et al. (2000) que o
padrao ciliar foi descrito pela primeira vez. Com base no cinta cinécia em forma
de “QQ", Agatha (2004a) estabeleceu o género Omegastrombidium elegans e o
designou como espécie-tipo (Fig. 8) (Florentin, 1901; Agatha, 2004a; Song et
al., 2021).

Figura 8 - Omegastrombidium elegans (a, b) Visdes ventrais de individuos vivos (c,d) Visbes

ventrais e ciliaturas (c) e visdo dorsal. Barra de escala: 20 ym (Hu et al., 2019).
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Género Antestrombidium (Liu et al., 2015a)

Este Strombidiidae apresenta trés cintas cinécias somaticas, ou seja, uma
cinta cinécia dextrualmente espiralada, uma cinta cinécia circular e uma cinta
cinécia ventral (Fig. 9) (Liu et al., 2015a, Song et al., 2021). Liu et al.(2015a)
encontrou um Strombidiidae com a cinta cinécia circular fragmentada, sendo
essa, uma caracteristica Unica na qual o género Antestrombidium foi
estabelecido (Song et al.,, 2021). A espécie-tipo € Antestrombidium agathae
(Liu et al., 2015a; Song et al., 2021).

Figura 9 - Antestrombidium agathae (a, b) Visdes ventrais de individuos vivos (c,d) Visbes

ventrais e ciliaturas (c) e visdo dorsal. Barra de escala: 30 ym (Hu et al., 2019).

Género Williophrya (Liu et al., 2011)

O género Williophrya apresenta membranelas adorais indiferenciadas;
ciliatura somatica consistindo apenas de um cinturdo com uma unica fileira,
bipartido e orientado horizontalmente (Fig. 10) (Song et al., 2021). Williophrya
maedai € a unica espécie da familia Strombidiidae que nao apresenta
diferenciagdo das membranelas adorais, sendo assim, através desta

caracteristica Liu et al.(2011) estabeleceu este género (Song et al., 2021).
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Figura 10 - Williophrya maedai (a, b) Visdes ventrais de individuos vivos (c,d) Visdes ventrais

e ciliaturas (c) e visao dorsal. Barra de escala: 25 ym (Hu et al., 2019).

Género Strombidium (Claparéde e Lachmann, 1859)

Apresentam cinta cinécia horizontal (Fig. 11). Cinta cinécia ventral
longitudinal, ocasionalmente reduzida ou ausente. O primérdio oral
desenvolve-se no nivel ou abaixo do nivel da cinta cinécia (Agatha, 2004a;
Song et al., 2021). O género Strombidium é o género-tipo e 0 mais especioso
da familia Strombidiidae, entretanto, muitas espécies foram classificadas
erroneamente como Strombidium, fato que, posteriormente foram redescritos
(Song et al., 2021), sendo a espécie-tipo Strombidium sulcatum (Claparéde e
Lachmann, 1859; Song et al., 2021).

Essa ordem Oligotrichida caracteriza-se por apresentar uma zona adoral
em formato de C, membranela endoral, (Adl et al., 2018; Agatha, 2011), duas
fileiras de ciliaturas somaticas (cinta cinécia e a cinta cinécia ventral),
apresentam extrussomos (toxicistos) em forma de agulha, que auxiliam na
imobilizagdo das presas podendo leva-las a morte (Adl et al., 2018; Agatha,
2011).
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Figura 11 - Strombidium capitatum (a, b) Visbes ventrais de individuos vivos (c,d) VisGes

ventrais e ciliaturas (c) e visdo dorsal. Barra de escala: 30 um (Hu et al., 2019).

2. Objetivos
Objetivo Geral:

Estudar a diversidade, ecologia e distribuicdo de ciliados da Familia

Strombidiidae (Ciliophora) no oceano global.

Objetivos especificos:

- Explorar a diversidade taxonémica e filogenética da familia Strombidiidae.
- Entender a distribuicdo da familia Strombidiidae, no oceano global

- Analisar dados de distribui¢des horizontais e verticais da familia Strombidiidae
junto com variaveis ambientais para aferir o nicho deste grupo e conhecer

melhor sobre sua ecologia.

3. Materiais e métodos

3.1 Amostragem, extragdo e sequenciamento de DNA

Para o estudo da diversidade espacial da familia Strombidiidae, utilizamos
amostras de sequenciamento massivo da regiao V4 do gene 18S rRNA. As

amostras foram provenientes da expedi¢ao de circum-navegacao Tara Oceans
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(https://oceans.taraexpeditions.org) e da expedigdo Tara polar. Os dados
incluem amostras que pertencem a trés fragdes de tamanho do plancton: pico,

nano e micro-plancton (de Vargas et al., 2015; Canals et al., 2020).

A agua marinha foi coletada com o uso de garrafas Niskin, bombas e
redes. As amostras analisadas foram coletadas na superficie (~ 3 m de
profundidade), no maximo de clorofila (DCM, do inglés Deep chlorophyll

maximum) e na zona mesopelagica (200 a 1000 m).

O plancton foi separado em até onze fracbes de tamanho operacional,
trés enriquecidas com procariotos pico-planctonicos ( 0.22—-1.6 ym, 0.22—-3 um
e 0.8-3 ym), quatro enriquecidos com eucariotos nano-plancténicos (0.8-5 um,
0.8-20, pym 3-20 pm, 5-20 pm) e dois enriquecidos com eucariotos
micro-plancténicos 20—180 uym e 180-2000 um). Também foram coletados em
filtros de 0.8 ym e 3 ym sem pré-filtracdo (Sunagawa et al., 2015 De Vargas et
al., 2015). As amostras foram coletadas em filtros de membrana de
policarbonato de 142 mm (fragcdes pico) e 47 mm (fracbes nano e micro) de
didmetro e criopreservadas para analises moleculares (Sunagawa et al.,
2020).

O DNA foi extraido dos filtros com diferentes métodos de extracdo de
acidos nucleicos dos diferentes grupos de plancton amostrados, como descrito
por Alberti et al. (2017). O sequenciamento foi realizado mediante a técnica de
metabarcoding com a tecnologia Illumina miSeq, utilizando os primers
TAReuk454 FWD1 (5-CCAGCASCYGCGGTAATTCC-3') e TAReuk REV3
(5-ACTTTCGTTCTTGATYRA-3') (Stoeck et al., 2010; Sunagawa et al., 2020).
As amostras analisadas através deste estudo fardo parte do projeto AtlantECO
(https://www.atlanteco.eu/), que criara uma base de dados de microbiomas do

Oceano Atlantico.

3.2 Processamento das sequéncias

As amostras foram processadas utilizando o software R com o pacote
DADAZ2 v1.10.0 (https://github.com/benjjneb/dada2) (Callahan et al., 2016) apés
os cortes de primers por Cutadapt 1.18 (Martin, 2011). O pacote DADAZ2 infere
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sequéncias biologicas unicas (ASV, do inglés Amplicon Sequencing Variants) a
partir de dados de sequenciamento de amplicons de alto rendimento,
substituindo a abordagem de agrupamento OTU mais grosseira € menos
precisa (Roblin et al., 2021). O pipeline DADA2 leva como entrada arquivos
rapidos e produz as variantes de sequéncia e as suas abundancias de amostra

apos a remogao de erros de substituicdo (Roblin et al., 2021).

A atribuicdo taxonOmica de sequéncias eucaridticas foram realizadas
usando BLAST (Altschul, et al., 1990) com o banco de dados de referéncia PR2
(Guillou et al., 2013) e com o banco de dados de eucariotos V4 (Obiol et al.,
2020). Sequéncias identificadas como ciliados foram recuperadas do conjunto
de dados original e validadas usando o banco de dados EukRef-Ciliophora
(Boscaro et al., 2018). As sequéncias de ciliados foram entdo classificadas em
um nivel de classe (sempre que possivel) seguindo a classificagéo atual (Adl et

al., 2018) com base em pesquisas do BLAST no banco de dados PR2.

3.3 Analise Filogenética

Para este estudo, devido a taxonomia ser muito dindmica e ocorrer
constantes alteragdes, optamos por seguir a classificacdo utilizada por Adl et
al. (2018) e Xu et al. (2022). A arvore de referéncia (RT, do inglés Reference
Tree) foi construida utilizando sequéncias do gene 18s rRNA (192 sequéncias,
comprimento minimo 700 bp) do banco de dados publicos GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) garantindo que os principais clados de
Strombidiidae  fossem representados. O alinhamento das sequéncias de
referéncia foram realizadas no programa MAFFT (KATOH et al, 2002) (a
multiple sequence alignment program) e posteriormente visualizado e editado
pelo Aliview software (http://ormbunkar.se/aliview/) (Larsson, 2014). A analise
de maxima verossimilhanga (ML) foi conduzida usando RAxML v8.2.X
(Stamatakis, 2014), através do modelo filogenético GTRGAMMA. A
confiabilidade das ramificagbes internas foi avaliada com um método bootstrap
paramétrico com 1.000 réplicas (Song et al., 2021). E apds isso, através dos
softwares Figtree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e iTOL (Letunic e

Bork, 2007), a arvore foi editada e modificada.
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Para inferir as posi¢des filogenéticas das ASV, incorporamos elas na RT
criada. Para isso, primeiro, alinhamos as ASV com os alinhamentos de
referéncia usando PaPaRa v.2.5 (Berger e Stamatakis, 2011) e apds,
colocamos as ASV na arvore usando o Algoritmo de Posicionamento
Evolucionario (EPA) (Berger et al., 2011) conforme implementado em RAxML.
Para a validagdo da colocacao filogenética foram analisados os valores de
LWR (Stamatakis, 2014).

3.4 Dados ambientais e 6timo ambiental

As variaveis ambientais incluidas neste estudo foram a salinidade, o
oxigénio e a temperatura. Para medir a temperatura e salinidade, foram
utilizados dois termossalinografo (TSG, Seabird SBE45 e SBE38), com
medicdes durante toda a expedicdo, e as medi¢cdes de salinidade foram
corrigidas apos a analise de amostras de agua do mar nao filtradas (Gorsky et
al., 2019). O Equilibrator Inlet Mass Spectrometer forneceu medi¢des de alta
resolugdo da razdo de oxigénio dissolvido (ou seja, O2 /Ar) (Gorsky et al.,
2019).

Para cada clado filogenético definido, foi calculado o 6timo ambiental em
funcdo da abundancia total maxima de reads por amostras para cada fator

ambiental .

3.5 Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas utilizadas neste estudo foram conduzidas e
visualizadas no R Studio (v.2.15.1, http://r-project.org). As analises de rarefagcéo
foram realizadas no R utilizando o pacote “vegan” (Oksanen et al., 2013;
Gimmler et al., 2016). Para avaliar a diversidade alfa para cada amostra foi
calculado o indice de Shannon (H) usando o pacote “vegan” em R (Oksanen et
al., 2013; Gimmler et al., 2016). Para avaliar a riqueza de espécies, foi utilizado
o estimador chao.1 utilizando o pacote “vegan” em R (Oksanen et al., 2013;
Gimmler et al., 2016).
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4. Resultados
4.1 Analise exploratoria da base de dados

Utilizamos amostras de sequenciamento massivo da regiao V4 do gene
18S rRNA da expedicao de circum-navegacao Tara Oceans (2009-2013) e da

expedigado Tara Polar (2013) para analises de exploracéo da base de dados.

O conjunto de dados analisado neste trabalho foi constituido por 1008
amostras de 147 pontos de coleta através do oceano global (Fig. 12). As
amostras foram coletadas na superficie (SRF 0-5 m), no DCM e mesopelagico
(MESO, 200 - 1000 m). Os dados incluem onze fragdes de tamanhos
operacionais dentro do pico , nano e micro-plancton (tabela 1). Representantes
da ordem Oligotrichida foram encontrados em 95.63% das amostras (964
amostras), em todos os pontos de coleta, cobrindo 9 regides oceanicas (Fig.

12). A ordem Oligotrichida representou 34.8% do total de reads de Ciliophora.

50-

Latitude (decimals)

-50-

e Longitudt)e (decimals) 100 200
Figura 12 - Estagbes de coleta do Tara Oceans (2009-2013) e Tara Polar (2013) onde
sequéncias da ordem Oligotrichida foram encontradas. AO: Oceanico Artico , SO: Oceano
Austral, 10: Oceéanico indico, MS:Mar Mediterraneo, NAO: Oceano Atlantico Norte, SAO:
Oceano Atlantico Sul, SPO: Oceano Pacifico Sul, NPO: Oceano Pacifico Norte e RS: Mar

Vermelho.
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Fig. 13 - Abundancia da ordem Oligotrichida identificadas nas onze fragcbes de tamanhos
operacionais e profundidade no oceano global. O tamanho dos circulos corresponde a
abundancia A. Tamanho: 0.22-1.6 ym, B. Tamanho: 0.22-3 uym. AO: Oceanico Artico , 10:
Oceanico Indico, MS:Mar Mediterraneo, NAO: Oceano Atlantico Norte, NPO: Oceano Pacifico
Norte, RS: Mar Vermelho, SAO: Oceano Atlantico Sul, SO: Oceano Austral e SPO: Oceano
Pacifico Sul.
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Fig. 13 (Cont.) - Abundancia da ordem Oligotrichida identificadas nas onze fragbes de
tamanhos operacionais e profundidade no oceano global. O tamanho dos circulos corresponde

a abundancia C. Tamanho:0.8-3 ym, D. Tamanho:0.8-5 ym AQ: Oceanico Artico , |10: Oceénico

Indico, MS:Mar Mediterraneo, NAO: Oceano Atlantico Norte, NPO: Oceano Pacifico Norte, RS:
Mar Vermelho, SAO: Oceano Atlantico Sul, SO: Oceano Austral e SPO: Oceano Pacifico Sul.
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Fig. 13 (Cont.) - Abundancia da ordem Oligotrichida identificadas nas onze fragbes de
tamanhos operacionais e profundidade no oceano global. O tamanho dos circulos corresponde
a abundancia E. Tamanho:0.8-20 um, F. Tamanho: 3-20 um. AO: Oceanico Artico , 10:
Oceanico Indico, MS:Mar Mediterraneo, NAO: Oceano Atlantico Norte, NPO: Oceano Pacifico
Norte, RS: Mar Vermelho, SAO: Oceano Atlantico Sul, SO: Oceano Austral e SPO: Oceano
Pacifico Sul.
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Fig. 13 - (cont.) Abundancia da ordem Oligotrichida identificadas nas onze fracdes de
tamanhos operacionais e profundidade no oceano global. G. Fragdo:5-20 um, H.
Tamanho:20-180 ym. AO: Oceanico Artico , 10: Oceanico indico, MS:Mar Mediterraneo, NAO:
Oceano Atlantico Norte, NPO: Oceano Pacifico Norte, RS: Mar Vermelho, SAO: Oceano
Atlantico Sul, SO: Oceano Austral e SPO: Oceano Pacifico Sul.
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Figura 13 - (cont.) Abundancia da ordem Oligotrichida identificadas nas onze fragbes de
tamanhos operacionais e profundidade no oceano global I. Tamanho:180-2000 um, J. Tamanho
: >0.8 ym. AO: Oceanico Artico , 10: Oceanico indico, MS:Mar Mediterraneo, NAO: Oceano
Atlantico Norte, NPO: Oceano Pacifico Norte, RS: Mar Vermelho, SAO: Oceano Atlantico Sul,
SO: Oceano Austral e SPO: Oceano Pacifico Sul.
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Tabela 1 - Total de amostras da base de dados onde sequéncias do filo Ciliophora e da ordem

Oligotrichida foram encontradas,

dividida por fragdes de tamanhos operacionais e

profundidade. SRF: Superficie, DCM: Maximo de clorofila profundo ; MESO: Mesopelagico

Depth

SRF
DCM
MESO

Total

Depth

SRF
DCM
MESO

Total

0.8-3

23

24

0.8-3

23

24

Samples Ciliophora

0.8-20 3-20 5-20
i, 23 66
1 9 35
10
2 42 101

Samples Oligotrichida

0.8-20 3-20 5-20
i, 23 66
1 9 35

10

>3

28

31

28

31

Total Result

609

289

1008

Total Result

585

269

110
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A ordem Oligotrichida esteve presente em todas as profundidades
estudadas, porém na Superficie e DCM a abundéancia foi maior quando
comparada com o Mesopelagico (Fig. 13). Das trés profundidades, a mais
representada foi a SRF com 585 amostras (Tab. 1). Do total de ASV
encontrada na superficie, 831 foram exclusivas quando comparadas com as
demais profundidades (representando 67% das ASV da Superficie, Tab. 2, Fig.
14).

Dentro das classificacbes das fragbes pico, nano e micro-plancton, as
comunidades foram sequenciadas para até onze fracbes de tamanhos
operacionais (Tab. 1). Algumas fracbes dos tamanhos pico, nano e
micro-plancton (0.22-3 ym, 0.8-5 ym, 5-20 ym, 20-180 ym, 180-2000 ym e >0.8
pgm) corresponderam maiores quantidades de amostras (Tab. 1), que estiveram
representadas na maioria das regides oceanicas coletadas (Tab. 3). Uma das
fracdes do nano (0.8-20 pm) foi coletada apenas no Oceano indico (2
amostras, Tab. 3). Outra fragdo de tamanho nano (3-20 pm), foi a mais bem
representada no Artico (37 amostras, Tab. 3). Uma das fragdes do tamanho
pico (0.22-3 ym) foi a melhor distribuida, com uma quantidade de amostras

equiparavel nas 3 profundidades (Tab. 1).

Por outro lado, algumas fragcbes dos tamanhos pico, nano e
micro-plancton (0.22-1.6 pym, 0.22-3 ym, 0.8-5 pym, 3-20 ym, >0.8 ym e >3 um),

estiveram representadas na superficie, DCM e mesopelagico (Tab. 1).
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Tabela 2 - Dados de ASV da ordem Oligotrichida exclusivas e comuns para cada profundidade,
fragbes de tamanho e regides oceanograficas. SRF: Superficie, DCM: Maximo de clorofila
profundo; MESO: Mesopelagico; AO: Oceanico Artico , 10: Oceanico indico, MS:Mar
Mediterraneo, NAO: Oceano Atlantico Norte, NPO: Oceano Pacifico Norte, RS: Mar Vermelho,
SAO: Oceano Atlantico Sul, SO: Oceano Austral e SPO: Oceano Pacifico Sul.

© @

Exclusive Common
SRF 831
DCM 374 409
MESO 278
0.22-1.6 42
0.22-3 292
>0.8 440
0.8-20 1
0.8-3 21
0.8-5 272 29
180-2000 19
20-180 T
=3 128
3-20 157
5-20 133
AOD 143
10 63
MS 66
NAO 96
NPO 56 66
RS T
SAO 65
SO 28
SPO 109
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Tabela 3 - Total de amostras da base de dados onde sequéncias do filo Ciliophora e da ordem
Oligotrichida foram encontradas, dividida por fragdes de tamanhos operacionais e Regides
oceanicas. AO: Oceanico Artico , 10: Oceanico indico, MS:Mar Mediterraneo, NAO: Oceano
Atlantico Norte, NPO: Oceano Pacifico Norte, RS: Mar Vermelho, SAO: Oceano Atlantico Sul,

SO: Oceano Austral e SPO: Oceano Pacifico Sul.
Samples Ciliophora
Oceans 0.22-1.6 0.22- 0.8-3 0.8-5 0.8-20 3-20 520 20-180 180-2000 =08 =3 Total
3 Result
AO 23 37 24 27 29 140
10 14 T 28 2 12 26 26 3 118
MS T 23 14 23 25 92
NAO 2 17 8 21 4 1 21 22 23 T 136
NPO 10 6 21 17 20 20 21 T 122
RS 6 4 2 6 6 1 25
SAD 16 2 18 9 14 14 13 5 a1
S0 4 T 4 6 T 6 34
SPO 28 8 41 1 3z 42 47 42 9 250
Total 29 105 24 163 2 42 101 182 194 135 31 1008
Samples Oligotrichida
Ocean 0.22-1.6 0.22- 0.8-3 0.8-5 0.8-20 3-20 5-20 20-180 180-2000 =08 =3 Total
3 Result
AO 23 37 24 27 29 140
10 14 T 28 2 12 26 19 3 i1
MS 7 23 14 23 18 85
NAD 2 17 8 21 4 1 20 15 23 T 128
NPO 10 6 21 17 20 14 21 T 116
RS 6 4 2 6 5 1 24
SAQ 16 2 18 9 14 13 13 5 a0
S0 4 T 4 6 T 6 34
SPO 27 8 41 1 3z 42 34 42 9 236
Total 29 104 24 163 2 42 101 181 152 135 31 064

368

a3l 374

408

61 47

Figura 14 - Diagrama de Venn representando as ASV exclusivas e comuns nas profundidades
oceanicas: SRF: Superficie, DCM: Maximo de Clorofila Profundo e MESO: Mesopelagico.
Fonte: http://www.interactivenn.net/
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Em termos de abundancia (numero de reads), a ordem Oligotrichida
esteve melhor representado em algumas fracbes nas trés categorias de
tamanhos operacionais (pico, nano e micro-plancton: 3-20 ym, 0.22-3 ym e
>0.8 ym) quando comparado aos demais tamanhos amostrados (Fig. 15). As
abundancias da ordem Oligotrichida sobre o total de Ciliophora também foram
maiores em algumas fragdes nas trés categorias de tamanhos operacionais
(pico, nano e micro-plancton: 3-20 um, 0.22-3 ym e > 0.8 um, Fig. 16).

A maior riqueza dentro da ordem Oligotrichida foi observada nas
categorias pico e micro-plancton (0.22-3 ym e >0.8 ym) (Fig. 17). E em relacao
a diversidade (Fig. 18), observamos que uma fragdo do tamanho pico (0.22-3
Mm) apresentou a maior diversidade alfa, acima de 4.0 pelo indice de Shannon,
quando comparadas com as demais fracdbes de tamanhos operacionais

amostradas.

Oligotrichida and other Ciliates
Groups: Oligotrichida [l Others Ciliales

30000

20000

]m I I I

n= 29 n=104 n: n=42 n=101 n=181 n=152 n=135 —31
0.22-1.6 0.22-3 0 3-20 5-20 43 80  180-2000 >0.8
Filter Size

AVG Reads Sample

Figura 15 - Representatividade da ordem Oligotrichida em relagao aos demais Ciliados por

faixas de tamanho e por amostras. n= numero de amostras.
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todas as fragbes de tamanhos operacionais. n=numero de amostras. PICO: pico-plancton;
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plancton; MICRO: micro-plancton; ALL: todas as fragoes.

It
..
£

20-180  180-2000 >0.8 >3

5-20

3-20
Filter size (um)

0.8-5 0.8-20

0.22-3 0.8-3

Riqueza (Chao.1) da ordem Oligotrichida em todas as fragbes de tamanhos

. PICO: pico-plancton; NANO: nano-plancton; MICRO: micro-plancton; ALL: todas
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no

DIVERSITY (SHANNON)

0.22-16 0.22-3 0.8-3 0.8-5 0.8-20 3-20 5-20 20-180  180-2000 >0.8 >3
Filter size (um)

Figura 18 - Diversidade (indice de Shannon) da ordem Oligotrichida em todas as fragdes de
tamanhos operacionais. PICO: pico-plancton; NANO: nano-plancton; MICRO: micro-plancton;

ALL: todas as fracoes.

O Oceano Pacifico Sul foi a regido oceénica mais amostrada com 236
amostras, e o Oceano Artico como o segundo mais amostrado, com 140
amostras (Tab. 3). O Oceano Artico apresentou o maior nimero de ASV
exclusivas (143 ASV, 20.8%), e o Oceano Pacifico Sul em segundo lugar, com
109 ASV exclusivas (Tab. 2). O Oceano Artico apresentou a maior abundancia
da ordem Oligotrichida entre as regides oceanicas, principalmente em algumas
fragdes de tamanhos operacionais pico, nano e micro-plancton (0.22-3 um,
>0.8 pm, 180-2000 pm, 20-180 ym e 3-20 um, Fig. 13).

4.2 Estudo filogenético da familia Strombidiidae e analise de nicho

Para o estudo filogenético da familia Strombidiidae, primeiramente
construimos uma arvore de referéncia (RT) (Fig. 19) e posteriormente as ASV
foram inseridas na RT para aferir sua classificacdo filogenética. A RT foi

construida com 128 sequéncias do gene 18S rRNA, (fragmentos maiores que
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700 pb) selecionadas manualmente de bases de dados publicas. As quatro
familias da ordem Oligotrichida, bem como os principais géneros da familia
Strombidiidae, estiveram representados na RT (Fig. 19).

No total, 2563 ASV classificadas dentro da ordem Oligotrichida, foram
inseridas na RT (Fig. 20), das quais 99.6% foram atribuidas a diferentes clados
da ordem Oligotrichida. Os clados da familia Strombidiidae foram os melhores
representados na base de dados tanto em termos de abundéancia, quanto em
numero de ASV. A Familia Tontoniidae foi a segunda familia mais abundante,
seguido por Cyrtostrombidiidae e Pelagostrombidiidae (Fig. 21). Dos 10
géneros da familia Strombidiidae presentes na RT, 9 estavam representados
em nossa base de dados (Fig. 21). Mais de 50% das ASV foram atribuidas ao
género Strombidium, representando 69% do total de reads da Familia
Strombidiidae.

Além disso, o0s géneros Antestrombidium, Paralellostrombidium e
Apostrombidium, representaram mais de um por cento do total de reads da
Familia Strombidiidae (Fig. 21).

Além dos clados definidos na RT, 501 ASV foram agrupadas em 12
clados ambientais, representando 19.5% do total de ASV (Fig. 20). Os distintos
clados apresentaram diferentes padrées de distribuicAo nos ambientes

naturais, regides oceanograficas e profundidades (Fig. 20 e 24 ).



'FJ422993.1 Pseudotontonia simplicidens'
'FJ715634.1 Spirotontonia taiwanica’
'FJ422994.1 Spirotontonia turbinata’
'KU525756.1 Laboea strobila'

'KY290331.1 Laboea strobila’

'AF399151.1 Laboea strobila’

'AF399153.1 Laboea strobila’

'AY302563.1 Laboea strobila’

'AF399154.1 Laboea strobila clone’
'KU525755.1 Spirotontonia grandis'
'MF445658.1 Parallelostrombidium dragescoi’
'KJ704987.1 Parallelostrombidium ellipticum’
'FJ422991.1 Parallelostrombidium obesum’
'MF445657.1 F el il iptic

'KF800042.1 Parallelostrombidium paralatum’
'HM140404.1 Parallelostrombidium paralatum'
'KU525748.1 F idium p:
'MT124525.1 Propecing

'KU525744.1 Novistrombidium sinicum’
'FJ422990.1 Novistrombidium sinicum"
'FJ422989.1 Novistrombidium sinicum’
'FJ422988.1 idli e '
'KU525750.1 Omegastrombidium elegans’
'EF486862.1 Omegastrombidium elegans’

'JX310365.1 agathae’
'KP260513.1 Strombidium caudispina’
‘MK110374.1 Pelagostrombidium fallax'
'JN712658.1 Spirostrombidium subtropicum’
'DQ811090.1 Varistrombidium kielum'
'MF445656.1 Parallelostrombidium kahli'
'MF445659.1 Parallelostrombidium jankowskii'
'JN712657.1 Parallelostrombidium conicum’
'KU525746.1 Spi idium ap '
'FJ422992.1 Strombidium conicum'
'KM084726.1 Strombidium chiorophilum’
'JX025560.1 Ap idium parakielum'
‘MH688479.1 Apostrombidium pseudokielum’
'MH688480.1 Apostrombidium sp.'
'KJ609051.1 Varistrombidium cf. kielum*
'KJ737432.1 iclit Ikinsi'
'JX310366.1 Sinistrostrombidium cupiformum’
'KJ609050.1 Strombidium sp'

'KP260512.1 Strombidium cuneiforme”
'MT274320.1 Strombidium sp’
'KX131153.1 Strombidium intermedium’
'KU525752.1 Strombidium rassoulzadegani’
'AY257125.1 Strombidium rassoulzadegani’
'KJ609049.1 Strombidium guangdongense’

U97112.1 Strombidium purpureum’
FJ876966.1 Williophrya maedai’
KM084727.1 Strombidium oculatum’

DQE62848.1 icli -
'KM084728.1 idium sp'
'DQ631805.1 Strombidium stylifer'

'JX012185.1 Strombidium stylifer'
'HM140389.1 Strombidium crassulum’
'FJ377546.1 Strombidium sulcatum’
'AJ488911.1 Strombidium inclinatum’
'AF399116.1 Strombidiums sp’

I
iz
I
i

Ol—'FJ480419.1 Strombidium basimomphum’
©g 'KP260511.1 Strombidium paracapitatum’
6T Q&L Av541684.1 Strombidium biarmatum’
'KY9B0064.1 idium cf.

'KJI609052.1 Strombidium triquetrum’
. ] 4'}@’260510 1 Strombidium capitatum’
'KU525754.1 Limnostrombidium viride"
'FJ876958.1 Novistrombidium apsheronicum’
B8 'FJ377547.1 Novistrombidium testaceum’

(100L— ‘A 1488910.1 Novistrombidium testaceum’
'MHG88481.1 Cyrtostrombidium sp.'
) 'KJ534583.1 Cyrtostrombidium sp.'
'KJ534582.1 Cyrtostrombidium longisomum'
E) Choreotrichida

Qutgroups

'KM222098.1 Spirostrombidium schizostomum'

Tontoniidae

Parallelostrombidium_clade2

Propecingulum

Novistrombidium_clade2
Novistrombidium_clade3
Omegastrombidium

Spirostrombidium_clade2
Antestrombidium
trombidium_clade7

Pelagostrombidiidae
Varistrombidium

Parallelostrombidium_cladel

Spirostrombidium_cladel
Strombidium_clade5

Apostrombidium

Strombidium_clade6

Sinistrostrombidium

Strombidium_claded

Strombidium_clade3

Strombidium_clade2

Strombidium_cladel
Pelagostrombidiidae

Novistrombidium_cladel

Cyrtostrombidiidae

epiyo113061|0 419pJO
e1ys1obiO sse|dansg

48

Figura 19 - Arvore de referéncia (RT) de Maxima verossimilhanca (ML) da Subclasse

Oligotrichia. A arvore foi construida utilizando 128 sequéncias do gene 18S rRNA coletadas na

base de dados GenBank. Os valores de suporte de bootstrap de ML (>60%) estéo

representados nos nodos. Os clados formados pelas espécies e géneros da familia

Strombidiidae estao representados em negrito.
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Figura 20 - Designacdo filogenética das sequéncias ambientais que foram designadas

taxonomicamente dentro da ordem Oligotrichida. Os clados representados em negrito sdo da

familia Strombidiidae. A cor dos quadros indicam as abundancias totais dos clados (em

numeros de reads). As barras de cores indicam a abundancia relativa de cada clado por

regides oceanicas (AO: Oceanico Artico , SO: Oceano Austral, 10: Oceanico indico, MS: Mar
Mediterraneo, NAO: Oceano Atlantico Norte, SAO: Oceano Atlantico Sul, SPO: Oceano

Pacifico Sul, NPO: Oceano Pacifico Norte e RS: Mar Vermelho)
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(46ASV)

Strombidium
(1011 AsV)

——__Strombidium
(88%)

Figura 21 - Numeros de ASV (painel esquerdo) e abundancia (painel direito) das familias da

ordem Oligotrichida (a) e dos géneros da familia Strombidiidae (b).

Género Strombidium (Claparéde and Lachmann, 1859)

Este género esteve presente em 7 clados na arvore de referéncia (Fig.
19). O clado Strombidium_1 apresentou 2 sequéncias de Strombidium
(Bootstrap de 100%) e 162 ASV (9.5% de um total de ASV dos clados de
Strombidiidae, Fig. 21). Esse foi um dos mais abundantes representando 7.94
% do total de reads de Strombidiidae. Apresentou uma distribuicdo cosmopolita
no oceano sendo mais abundante no Oceano Pacifico Sul, Oceano Atlantico
Sul e Oceano Artico, com temperaturas 6timas de 1.8 e 16.8 °C, salinidade
otimas de 34.9 PSU e oxigénios 6timos de 234.5 e 363 umol.kg-* (Fig. 20, 22 e
24). Esteve presente nas 3 profundidades (superficie, DCM e mesopelagico),

porém foi mais abundante na superficie (Fig. 23).
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Figura 22 - Abundéancia dos clados em termos de numero de reads em diferentes regides
oceanicas. As cores na barra horizontal indicam os clados das 4 familias da ordem
Oligotrichida assim como os clados ambientais. AO: Oceanico Artico , 10: Oceanico indico,
MS:Mar Mediterraneo, NAO: Oceano Atlantico Norte, NPO: Oceano Pacifico Norte, RS: Mar
Vermelho, SAO: Oceano Atlantico Sul, SO: Oceano Austral e SPO: Oceano Pacifico Sul.

O clado Strombidium_clade2 apresentou 5 sequéncias de Strombidium
(Bootstrap de 67%) e 474 ASV (28% do total de ASV de Strombidiidae, Fig.
21). Este clado foi o mais abundante do género (apresentando 33.3% do total
de reads dos clados de Strombidiidae). E um clado cosmopolita, porém
apresenta uma distribuicdo mais acentuada no Oceano Artico, com
temperatura 6tima de -1.6 °C, salinidade 6tima de 33 PSU e oxigénio étima de
398.3 umol.kg-" (Fig. 20, 22 e 24). Esteve presente nas 3 profundidades, porém
mais abundante na superficie (Fig. 23).
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Figura 23 - Abundancia relativa dos clados em relagdo ao ndmero de reads em diferentes
profundidades (SRF: Superficie, DCM: Maximo de clorofila profundo, e MESO: Mesopelagico).
As cores na barra horizontal indicam os clados das 4 familias da ordem Oligotrichida assim

como os clados ambientais.

O clado Strombidium_clade3 apresentou 6 sequéncias de Strombidium,
uma das quais é a espécie-tipo do género (Strombidium sulcatum) (Bootstrap
de 82%) e 103 ASV (6% do total de ASV de Strombidiidae, Fig. 21). Este clado
foi pouco abundante (apresentando 0.7% do total de read dos clados de
Strombidiidae). E um clado cosmopolita, porém mais presente no Oceano
Pacifico Norte com temperatura 6tima de 19.2 °C, salinidade 6tima de 33.1
PSU e oxigénio 6tima de 223.2 ymol.kg-' (Fig. 20, 22 e 24). Esteve presente

nas 3 profundidades, porém mais abundante na superficie (Fig. 23).

O clado Strombidium_clade4 apresentou 9 sequéncias de Strombidium e
1 sequéncia de Williophrya (Bootstrap de 83%) e 40 ASV (2.3% de um total de
ASV de Strombidiidae, Fig. 20). Este clado foi pouco abundante (apresentando
0.9% do total de read dos clados de Strombidiidae). E um clado cosmopolita,
com uma distribuicdo mais acentuada no Oceano Artico e Mediterranio, assim

como apresenta temperaturas 6timas de 2.5 e 20.1 °C, salinidades 6timas de
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229 e 36.6 PSU e oxigénio 6timo de 375 pymol.kg-' (Fig. 20 22 e 24). Este
clado esta presente nas 3 profundidades, porém mais abundante na SRF (Fig.
23).

Na RT, o clado Strombidium clade5 apresentou 2 espécies de
Strombidium (Bootstrap de 72%). Trinta e quatro ASV foram designadas para
este clado, representando 2.01% de um total de ASV de Strombidiidae (Fig.
21). Foi um clado pouco abundante (0.1% do total de reads dos clados de
Strombidiidae), apresentando distribuigdo cosmopolita, porém mais localizada
no Oceano Atlantico Norte com temperaturas otimas de 9.1 e 17.9 °C,
salinidade 6timas de 36.8 PSU e oxigénio 6timos de 5.1 e 189.6 pmol.kg-* (Fig.
20, 22 e 24). Esteve presente nas 3 profundidades (Fig. 23), apresentando

maior abundéncia na superficie e mesopelagico.

O clado Strombidium clade6 esteve representado por 1 sequéncia de
referéncia de Strombidium e 29 ASV. As ASV neste clado representaram 1.7%
de um total de ASV de Strombidiidae. Foi um clado cosmopolita sendo mais
abundante no Oceano Artico, apresentando temperaturas 6timas de 0.4, 1 e
1.2 °C, salinidade 6timas de 34.6 PSU e oxigénio 6timo de 1 e 203.8 umol.kg-’
(Fig. 20, 22 e 24), embora seja pouco abundante no oceano (0.1% do total de
read dos clados de Strombidiidae). Esteve mais abundante no mesopelagico e

pouco abundante na superficie e DCM (Fig. 23).

O clado Strombidium_clade7 apresentou uma sequéncia de referéncia de
Strombidium e 169 ASV, (9.9% do total de ASV de Strombidiidae). Foi um
clado abundante (18.5% do total de read dos clados de Strombidiidae) e
cosmopolita, porém mais abundante no Oceano Artico com temperatura 6tima
de -1.6 °C, salinidade 6tima de 34.4 PSU e oxigénio 6timo de 385.9 ymol.kg-’
(Fig. 20, 22 e 24). Esteve mais abundante na superficie e DCM do que no
mesopelagico (Fig. 23). Do total das ASV atribuidas para a familia

Strombidiidae, 88% foram atribuidas ao género Strombidium (Fig. 21).
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Género Antestrombidium (Liu et al., 2015b)

Na RT, este género esteve representado pela espécie Antestrombidium
agathae (Fig. 19). Um total de 46 ASV (2.7% de um total de ASV dos clados de
Strombidiidae) foram atribuidas nesta espécie formando o clado
Antestrombidium (Fig. 21). O clado apresentou uma abundéancia de 2.9% (do
total de reads de Strombidiidae) sendo mais abundante no Oceano Artico com
temperatura 6tima de -0.4 °C, salinidade 6tima de 30.9 PSU e oxigénio 6timo
de 334.7 umol.kg-' (Fig. 20, 22 e 24), além disso, este clado foi mais
abundante na superficie e DCM (Fig. 23). Do total de géneros de

Strombidiidae, apresentou uma abundancia de 4% (Fig. 21).

Género Parallelostrombidium (Agatha, 2004a)

Na RT, Parallelostrombidium esta dividido por 2 clados (Fig. 19). O clado
Parallelostrombidium _clade1 esteve conformado por 3 sequéncias de
referéncia, suportando com um valor de bootstrap de 75%. Esteve
representado por 91 ASV de Strombidiidae (5.38% de um total de ASV de
Strombidiidae) representando 2.78% (do total de reads dos clados de
Strombidiidae). O clado foi encontrado em todas as regides oceanicas, porém
apresentou uma abundancia mais acentuada no Oceano Artico e Oceano
Pacifico Sul com temperaturas 6timas de -1.6, 2.5 e 16.8 °C, salinidade 6tima
de 30 PSU e oxigénio 6timo de 354.8 pmol.kg-' (Fig. 20, 22 e 24). Além disso,

foi mais abundante na superficie do que no DCM e mesopelagico (Fig. 23).

O clado Parallelostrombidium_clade2 foi conformado por 5 sequéncias de
diferentes espécies do género (bootstrap 84%). Do total de ASV de
Strombidiidae, 10 ASV (0.5% de um total de ASV de Strombidiidae) foram
atribuidas a este clado. Foi um clado comparativamente pouco abundante
(0.02% do total de reads dos clados de Strombidiidae) estando melhor
representado no Oceano Pacifico Sul, com temperatura étimas de 26.5 °C,
salinidade otima de 37.2 PSU e oxigénio 6timo de 191.1 ymol.kg-', diferente do
clado Parallelostrombidium_clade1. (Fig. 20, 22 e 24). Assim como o clado

Parallelostrombidium_clade1, as maiores abundancias foram encontradas na
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superficie e posteriormente no DCM (Fig. 23). Do total de géneros de

Strombidiidae, apresentou uma abundancia de 4% (Fig. 21).

Género Apostrombidium (Xu et al., 2009)

Na RT, este género esteve representado em um clado conformado por 3
sequéncias de Apostrombidium entre as quais se encontra a espécie-tipo do
grupo, e uma espécie de Varistrombidium (bootstrap de 61%) (Fig. 19). Um
total de 38 ASV (2.24% de um total de ASV de Strombidiidae) (Fig. 21) foram
atribuidas a este clado apresentando uma abundancia de 0.8% (do total de
reads dos clados de Strombidiidae). Esteve presente em todas as regides
oceanicas, com maior abundancia no Oceano Artico e com temperatura 6tima
de 1.1 °C, salinidade 6tima de 34.7 PSU e oxigénio 6timo de 322.6 pmol.kg-"
(Fig. 19, 21 e 23). Além disso, foi mais abundante na superficie do que nas
demais profundidades (Fig. 23). Do total de géneros de Strombidiidae,

apresentou uma abundancia de 1% (Fig. 21).

Género Novistrombidium (Song e Bradbury, 1998)

Este género foi distribuido em trés clados na RT (Fig. 19). Duas
sequéncias das espécies Novistrombidium testaceum (espécie-tipo do grupo) e
uma sequéncia de Novistrombidium apsheronicum se agruparam formando o
clado Novistrombidium_clade1, um clado basal suportado por um bootstrap de
88%. Este clado esteve representado com um total de 6 ASV (Fig. 22), (0.35%
de um total de ASV de Strombidiidae). Apresentou uma abundancia de 0.001%
(do total de reads dos clados de Strombidiidae) estando mais abundante no
Oceano indico, porém apresentou uma baixa abundancia no oceano em modo

geral (Fig. 20 e 22), além de estar presente sé na superficie (Fig. 23).

O clado Novistrombidium_clade2 esteve representado por trés sequéncia
da espécie Novistrombidium sinicum. Um total de 9 ASV (0.5% de um total de
ASV de Strombidiidae) foram atribuidos neste clado (Fig. 21). Apresentou uma
abundancia de 0.11% (do total de reads dos clados de Strombidiidae) estando

presente em todas as regides oceanicas, porém mais abundante no Oceano
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Pacifico Sul, com temperatura étima de 27.6 °C, salinidade 6tima de 38.3 PSU
e oxigénio otimo de 188.9 uymol.kg-' (Fig. 20, 22 e 24). Este clado foi
relativamente mais abundante na superficie, porém também foi encontrado no

DCM e mesopelagico (Fig. 23).

O clado Novistrombidium clade3 esteve representado pela espécie
Novistrombidium orientale e 5 ASV (0.29% de um total de ASV de
Strombidiidae). Este clado apresentou uma abundancia baixa na base de
dados (0.0002%, do total de reads de Strombidiidae), estando melhor
representado no Oceano Artico e Mar Mediterraneo e na superficie e
mesopelagico (Fig. 22 e 23). Do total de géneros de Strombidiidae, apresentou
uma abundancia de 0.01% (do total de reads dos géneros de Strombidiidae)
(Fig. 21).

Género Sinistrostrombidium (Liu et al., 2015b)

Na RT este género esteve representado por um clado constituido por
duas espécies distintas, Sinistrostrombidium cupiformum (espécie-tipo do
grupo) e Strombidium sp. (bootstrap <60%) (Fig. 19). Do total de ASV, 33 foram
atribuidas a este clado (1.9% do total das ASV de Strombidiidae, Fig. 21).

Este clado apresenta pouca abundancia (0.15% do total de reads dos
clados de Strombidiidae), tendo sido encontrado em todas as regides
oceanicas, sendo mais abundante no Oceano Austral, com temperatura 6tima
de 3.9 °C, salinidade 6tima de 33.6 PSU e oxigénios 6timos de 191.4 e 392.6
umol.kg-' (Fig. 20, 22 e 24). O clado foi encontrado em todas as profundidades,
porém mais abundantes na superficie e mesopelagico (Fig. 22). Do total de

géneros de Strombidiidae, apresentou uma abundéancia de 0.2% (Fig. 21).
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Género Varistrombidium (Xu et al., 2011)

Este género esteve representado por 2 sequéncias de Varistrombidium
(Fig. 19). Uma das sequéncias, Varistrombidium kielum (espécie-tipo), ficou
agrupada com uma sequéncia de Spirostrombidum com baixo valor de
bootstrap (<60%). 5 ASV (0.2% do total das ASV de Strombidiidae) foram
designadas a esta espécie, formando o clado Varistrombidium (Fig.21). A outra
sequéncia deste género foi agrupada no clado de Apostrombidium com baixo
valor de bootstrap (<60%, Fig. 19).

O clado de Varistrombidium apresentou uma baixa abundancia (0.008%,
do total de reads de Strombidiidae) (Fig. 20 e 22), sendo mais encontrado no
Oceano Atlantico Sul quando comparado com as demais regides (Fig. 20). O
clado Varistrombidium foi mais abundante na superficie, seguido de DCM (Fig.
23). Do total de géneros de Strombidiidae, apresentou uma abundancia de
0.01% (Fig. 21).

Género Spirostrombidium (Xu et al., 2011)

Na RT, este género foi distribuido em dois clados:
Spirostrombidium_clade1 e Spirostrombidium_clade2, e além destes dois
clados, uma sequéncia agrupou-se com Varistrombidium kielum, com baixo
valor de suporte (bootstrap <60%) (Fig. 19). Um total de 44 ASV (2.6% do total
das ASV dos clados de Strombidiidae, Fig. 21) foram atribuidas nesta espécie
formando o clado Spirostrombidium_clade1 (Fig. 20) e um total de 2 ASV foram
atribuidas ao clado Spirostrombidium_clade2 0.11% do total das ASV dos

clados de Strombidiidae).

O clado Spirostrombidium_clade1 foi mais abundante (0.03% do total de
reads de Strombidiidae) em relacdo ao clado Spirostrombidium_clade2
(0.0006% do total de reads dos clados de Strombidiidae) no oceano global (Fig.
20 e 22). Spirostormbidium_clade1 apresenta uma distribuicdo em todas as
regides oceanicas, porém apresenta abundancia maior no Oceano Pacifico Sul,
com temperatura 6tima de 21.1 °C, salinidade 6tima de 38 PSU e oxigénio
o6timo de 209.7 umolkg-' (Fig. 20, 22 e 24). Diferente de
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Spirostormbidium_clade2 que foi encontrado apenas nas regides Oceano
Artico e Oceano Pacifico Sul (Fig. 20). Spirostrombidium_clade1 estad mais
abundante na superficie e DCM, ja Spirostormbidium_clade2, presente apenas
na superficie (Fig. 23). Do total de géneros de Strombidiidae, apresentou uma
abundancia de 0.05% (Fig.21).

Género Omegastrombidium (Agatha, 2004a)

Na arvore de referéncia, este género esteve representado por duas
sequéncias da espécie Omegastrombidium elegans (espécie-tipo do género),
este é um clado bem suportado com 100% de bootstrap (Fig. 19). Este clado

nao estava representado em nossa base de dados.

Género Williophrya (Liu et al., 2011)

Na arvore de referéncia, este género foi encontrado no clado
Strombidium_clade4, (Fig. 19) com o representante Williophrya maedai

(espécie-tipo do grupo), porém nao apresentou um clado proprio.

Clados ambientais

A classificacao filogenética das ASV revelou doze clados ambientais (Env.
clade), além dos clados dos principais géneros (Fig. 20). Onze Env. clades
foram atribuidos a ordem Oligotrichida, e um Env. clade foi atribuido a um

grupo da subclasse Oligotrichia.

O Env. clade 11 apresentou 179 ASV (10.5% do total das ASV de
Strombidiidae, Fig. 21). Foi o Env. clade mais abundante (8.45%, do total de
reads dos clados de Strombidiidae) (Fig. 20 e 22), estando presente em todas
as regides oceanograficas, sendo mais abundante no Oceano Artico com
temperatura 6tima de 1.9 °C, salinidade 6tima de 28.6 PSU e oxigénio 6timo de
336.2 pmol.kg-' (Fig. 20, 22 e 24), na superficie em relacdo as demais
profundidades (Fig. 23). Este clado esta relacionado com clados de

Strombidium e o clado Env. clade 10.



59

O clado Env. clade 10 (25 ASV, 1.4% do total das ASV dos clados de
Strombidiidae, Fig. 21), também é um clado abundante (4%, do total de reads
dos clados de Strombidiidae) (Fig. 20 e 22). Foi mais abundante no Oceano
Pacifico Sul com temperatura 6tima de 19.1 °C, salinidade 6tima de 36.6 PSU e
oxigénio otimo de 230.6 ymol.kg-' (Fig. 20, 22 e 24) mais abundante na

superficie do que nas demais profundidades (Fig. 23).

O Env. clade 9 apresentou 56 ASV (3.3% do total das ASV dos clados de
Strombidiidae, Fig. 21), também relacionado com o clado Strombidium_clade1
(Fig. 20 e 22). Foi o terceiro mais abundante (2.7% do total de reads dos clados
de Strombidiidae) (Fig. 20 e 22). Foi mais abundante no Mediterraneo com
temperatura 6tima de 14.1 °C, salinidade 6tima de 38.4 PSU e oxigénio 6timo
de 213.4 ymol.kg-' (Fig. 20, 22 e 24). E estd mais abundante na superficie e
DCM (Fig. 23)

O Env. clade 4 foi o clado mais distante do género Strombidium,
apresentou 19 ASV (1.1% do total das ASV de Strombidiidae, Fig. 21), e teve
uma abundancia de 2.7% (do total de reads dos clados de Strombidiidae) (Fig.
20 e 22) estando melhor representado no Oceano Artico na temperatura 6tima
de -1.6 °C, salinidade 6tima de 30.2 PSU e oxigénio 6timo de 311.4 pmol.kg-"
(Fig. 20, 22 e 24) além de estar presente nas trés profundidades, sendo mais

abundante na superficie (Fig. 23).
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Figura 24 - Distribuicdo dos clados (em termos de abundéancia total de reads por amostras)

para diferentes temperaturas, salinidades e oxigénio. Linhas inteiras representam curvas pela

Decay(Double) e linha com tragos largos representa a curva pela equagao Peak (Weibull).

equacgao Peak (Gaussian), linhas com pontilhado representa a curva pela equagédo Exponencial
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curvas pela equacao Peak (Gaussian).
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Figura 24 - (cont) Distribuicdo das ASV por clados (em termos de abundancia relativa de
reads) para diferentes temperaturas, salinidades e oxigénio. Linhas inteiras representam
curvas pela equagédo Peak (Gaussian), linhas com pontos e tragos representam curva pela
equacgao Rational.
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Figura 24 - (cont) Distribuicdo das ASV por clados (em termos de abundancia relativa de
reads) para diferentes temperaturas, salinidades e oxigénio. Linhas inteiras representam

curvas pela equagéo Peak (Gaussian).

5. Discussao

Os resultados da distribuicdo da ordem Oligotrichida evidenciaram que
essa ordem se encontra presente em todas as regides oceanicas, confirmando
a sua extensa distribuicdo no oceano global (Luo et al., 2009; Canals et al.,
2020). Trabalhos anteriores reportaram influéncia limitada da regido oceéanica
na composi¢cao da comunidade de ciliados (Snyder et al., 2021; Song et al.,
2021; Shen et al.,, 2018; Luo et al., 2009; Terrado et al., 2009), mas nosso
estudo mostrou que existe um numero elevado de ASV exclusivas de cada
regido oceanografica. Particularmente o Oceano Artico apresentou o maior

numero de sequéncias exclusivas em relacéo as demais regides.

As temperaturas extremamente baixas, assim como as fortes variagdes
de salinidades pela influéncia da agua doce escoada através dos rios glaciais,
fazem do Oceano Artico um sistema muito particular, com redes ecoldgicas
muito particulares e separadas do resto dos oceanos (Chaffron et al., 2021;

Hop et al., 2002). Assim, essas caracteristicas ambientais poderiam levar a
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selecao de espécies com adaptagdo a baixas temperaturas e salinidade
relativamente baixa. No outro extremo polar, o0 Oceano Austral apresentou
poucas sequéncias exclusivas, diferente de trabalhos anteriores que
evidenciaram uma maior diferenciacdo da comunidade da classe Oligotrichea
(Agatha et al., 2011, Canals et al., 2020). No entanto, cabe ressaltar que em
nossa base de dados havia poucas amostras dessa regido, o que poderia

explicar esses resultados.

O estudo da distribuicdo vertical da ordem Oligotrichida revelou que esta
ordem, apesar de ser mais abundante na superficie, pode ser encontrada em
toda a coluna d'agua. Este resultado coincide com outros estudos que
reportaram a presenca de Ciliados desde a superficie até o batipelagico.
Particularmente, Canals e colaboradores (2020), estudaram a diversidade de
Ciliophora em diferentes profundidades e regides oceanograficas, e
encontraram que aproximadamente 30% da abundancia total de ciliados no
mesopelagico e batipelagico esta representada pela ordem Oligotrichida. Em
concordancia com trabalhos anteriores das comunidades de Ciliophora, nosso
trabalho mostrou uma clara diferenciagdo da composicdo de ASV da ordem
Oligotrichida com a profundidade (Grattepanche et al., 2015, 2016; Zhao et al.,
2017). Foi na superficie onde as maiores ASV exclusivas foram encontradas.
Estes resultados podem ser o reflexo de um maior numero de amostras na
superficie em nossa base de dados. Outra possivel explicacdo é que a
superficie do oceano é mais heterogénea em suas condigdes ambientais
quando comparadas ao oceano profundo (Villarino et al., 2018; Ruiz-Gonzalez
et al., 2019). Assim, na superficie poderiam se desenvolver comunidades mais
diversas com espécies exclusivas, que nao conseguem colonizar outras

regides da coluna d'agua.

Em relagdo a presenga dos Oligotrichidas nas diferentes fragbes de
tamanhos operacionais, nossos resultados indicaram a presenca das
sequéncias desta subclasse no pico, nano, bem como, no micro-plancton.
Embora seja bem conhecido que os ciliados sdo maiores do que as fracoes
pico e nano-plancton, com a incorporacdo das técnicas de sequenciamento
massivo, sequéncias de Ciliophora sdo repetidamente reportadas nestas

fragbes de tamanho (Montagnes et al, 1988, de Vargas et al., 2015;
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Lopez-Garcia et al., 2001; Not et al., 2009; Canals et al, 2020). Varias
hipéteses foram propostas para explicar estes resultados, e a explicagdo mais
aceita é que estas sequéncias sdo na realidade artefatos da filtracdo. A ordem
Oligotrichida apresenta um corpo nu e flexivel, e durante a filtragéo, as células
podem ser quebradas ou deformadas permitindo que passem pelos poros
filtrantes (Canals et al., 2020; Terrado et al., 2009; Cheung et al., 2008).
Adicionalmente, a maior diversidade e riqueza da ordem Oligotrichida foi
encontrada na fragdo pico. Esse resultado concorda com o reportado por
Canals et al. (2020), aportando uma nova evidéncia que as sequéncias obtidas
dos filtros com poros de pequenos tamanhos, representam informacgdes uteis
para o estudo da diversidade e composicdo da comunidade de ciliados

marinhos.

A arvore filogenética de referéncia (RT) apresentou uma topologia similar
a outras arvores publicadas na literatura, com os clados agrupando-se por
género (Song et al., 2021; Fenfen et al., 2020). A RT apontou evidéncias de
que a familia Strombidiidae e os géneros Strombidium e Spirostrombidium s&o
polifiléticos (Song et al, 2020, 2021; Li et al., 2013). E que os géneros
Parallelostrombidium e Novistrombidium nao sdo monofiléticos (Liu et al., 2013;
Song et al., 2018; Kippers et al., 2019).

A analise filogenética das sequéncias do gene 18S rRNA revelou que a
Strombidiidae foi a familia mais representada na base de dados, apresentando
um total de 29 clados validados com altos valores estatisticos. Os principais
clados descritos em estudos anteriores foram representados (Xu et al., 2011; Li
et al., 2013, Agatha e Struder-Kypke, 2014; Liu, et al., 2015b; Kuppers, et al.,
2019; Fenfen et al., 2020; Song, et al., 2021), mas também foram identificados
9 novos clados conformados exclusivamente por sequéncias ambientais. Este
resultado revela uma grande diversidade de Strombidiidae ainda desconhecida,
expandindo o conhecimento da biodiversidade das comunidades plancténicas

do oceano global.

Strombidium foi o género mais diverso filogeneticamente, agruparam-se
em um total de 7 clados distintos. Os clados apresentaram diferentes padroes

de distribuicdo no oceano global, assim como na coluna d’agua, indicando que
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essas diferencas filogenéticas refletiram diferencas nas caracteristicas

ecoldgicas dos diferentes clados.

Os clados Strombidium_clade2, Strombidium_clade7 compartilharam um
padrdo similar de distribuicido sendo mais abundante no Oceano Artico. Os
clados Strombidium _clade1 e Strombidium_clade2 séo clados ja definidos
anteriormente por outros autores (Song et al., 2021). Strombidium_clade2
esteve representado por  Strombidium  basimorphum,  Strombidium
paracapitatum e Strombidium biarmatum. Essas espécies tém em comum a
presenca morfolégica de dois tipos de extrussomos, diferente dos demais
Strombidiideos que apresentam apenas um (Song et al, 2021), e foram
previamente relatados no Pacifico Norte (S. basimorphum e S. paracapitatum)
e no Mar Mediterranio (S. biarmatum). Strombidium_clade1 esteve
representado pelas espécies S. triquetrum e S. capitatum que foram relatadas
em diferentes estagdes costeiras do Pacifio Norte (costa da China) (Song et al.,
2021). Por fim, Strombidium_clade7 esteve representado pela espécie S.
caudispina, espécie descrita pela primeira vez no Pacifico Norte, na costa da
China (Song et al., 2021). Assim, nosso estudo mostra uma distribuicdo mais

ampla desses clados no oceano global.

O clado Strombidium_clade4 foi um clado bem representado em nossa
base de dados, presente em todas as regides oceanograficas. O clado
Strombidium_clade4 é representado por varias espécies de Strombidium (S.
apolatum, S. rassoulzadegani, S. oculatum, S. purpureum, S. guangdongense,
S. cuneiforme) que ja foram descritas em trabalhos anteriores como sendo o
‘clado da mancha ocular’, j& que todos estes organismos apresentam uma
mancha ocular, conhecida como ocelo (Liu et al., 2016; Gao et al., 2016; Song
et al.,,2021). O ocelo é formado por um grupo de células fotossensiveis,
através da qual os organismos podem perceber a luz mas nao formar imagens,
isto poderia explicar porque este clado foi relativamente mais abundante na

superficie e DCM em comparagdo com o Mesopelagico.

O género Parallelostrombidium também foi um dos géneros mais bem
representados no nosso banco de dados. Em nosso trabalho,
Parallelostrombidium esteve representado em dois clados distintos ja

reportados na bibliografia (Song et al., 2021). A separacao destes clados tem
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um suporte morfolégico relacionados a diferengas na forma celular e nos
padrdes ciliares somaticos (Song et al., 2018, 2021). Nosso trabalho mostrou
que esses clados apresentam padrdes de distribuicdo diferentes:
Parallelostrombidium_clade1 foi mais abundante no Oceano Artico e Oceano
Pacifico Sul e em &aguas mais frias (-1.6, 2.5 e 16.8 °C, Fig. 25), ja
Parallelostrombidium_clade2 apresentou maior distribuicdo no Oceano Pacifico
Sul e em aguas mais quentes (26.5 °C, Fig. 25). Assim, esses resultados
podem estar indicando que diferengas na morfologia tém grande influéncia na

ecologia das espécies de Parallelostrombidium.

Em concordéancia com estudos anteriores, os géneros Varistrombidium e
Apostrombidium apresentaram uma estreita relagdo no RT (Gao et al., 2016).
Estes resultados foram atribuidos as similaridades na morfologia que poderiam
ter uma origem evolutiva: compartilham uma divisdo dorsal da cintura cinécia e
cilios longos no lado dorsal (Agatha, 2011; Agatha e Strider-Kypke, 2014,
Song et al., 2013, 2021; Gao et al., 2016).

Os clados do géneros Parallelostrobidium (Parallelostrombidium_clade2)
e Novistrombidium (Novistrombidium_clade2) foram reportados proximos na
nossa RT em concordancia com estudos anteriores (Liu et al., 2011; Song et
al., 2021). Os otimos ambientais destes clados foram similares, o que estaria
corroborando o fato de coexistirem. Porém, estes clados apresentam
diferengcas morfolégicas, principalmente nas estruturas ciliares. O género
Novistrombidium apresenta uma cinta cinécia incompleta, ja o género
Parallelostrombidium apresenta uma cinta cinécia dextralmente espiralada
(Agatha, 2004a; Song e Bradbury, 1998; Song et al., 2021).

Os clados Env. clade 4, Env. clade 11, Strombidium_clade2,
Strombidium_clade4, Strombidium_clade7, Antestrombidium e Apostrombidium
apresentaram nichos 6timos em temperaturas baixas e em condi¢cdes de
oxigénios elevados que foram predominantes no Oceano Artico. Uma possivel
explicacdo da alta abundancia de ciliados em ambientes de frio e oxigénio
extremos € a agado do gene En-MsrB, que desempenha um papel central no
mecanismo genético, permitindo que os ciliados consigam adaptar-se a estes
ambientes polares (Luo et al., 2009; Marquardt et al., 2016; Ricci et al., 2017).
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Figura 25 - Arvore filogenética da familia Strombidiidae mostrando os 20 clados definidos
neste trabalho. Para cada clado, foram indicados os valores otimos para temperatura,
salinidade, oxigénio assim como as profundidade e oceano onde se registraram as maiores
abundancias. SRF: Superficie, DCM: Maximo de clorofila profundo, e MESO: Mesopelagico.
AO: Oceanico Artico , 10: Oceanico indico, MS:Mar Mediterraneo, NAO: Oceano Atlantico
Norte, NPO: Oceano Pacifico Norte, RS: Mar Vermelho, SAO: Oceano Atlantico Sul, SO:
Oceano Austral e SPO: Oceano Pacifico Sul.

Os clados Strombidium_clade5, Strombidium_clade6 e Env. clade 8
apresentaram grandes abundéncias em niveis baixos de oxigénio. Estudos
anteriores mostraram que espécies dentro destes clados apresentam uma
resisténcia a ambientes com baixa concentracdo de oxigénio (Bernard e
Fenchel (1996). Especificamente o Env. clade 8 € mais abundante no Oceano
Pacifico Sul, onde ocorrem zonas de ressurgéncia que sédo afetadas por uma
zona minima de oxigénio (Escribano, 2006). Essas condi¢des de baixo oxigénio
em aguas abertas constituem ambientes pelagicos unicos com a presenga de

microorganismos que resistem a estas condi¢des (Ulloa et al., 2006).
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6. Conclusao

Este € o primeiro trabalho que descreve a distribuicdo dos diferentes
clados e géneros da familia Strombidiidae no oceano global em distintas

profundidades.

Foi encontrada maior diversidade na profundidade SRF, nas fragcbes de
tamanho PICO e no Oceano Artico. E foi encontrado menor diversidade na
profundidade MESO, nas fragcées de tamanho MICRO e no Mar Vermelho.

A informacdo molecular obtida dos filtros com poros de pequenos
tamanhos foi suficiente para o estudo da diversidade e composicdo da

comunidade de ciliados marinhos.

Mediante a construcdgo de uma arvore de referéncia da ordem
Oligotrichida utilizando o gene 18S rRNA, foi possivel a classificagdo de ASV

do grupo da familia Strombidiidae no oceano global.

O género Strombidium foi o mais abundante da familia e mais diverso
filogeneticamente. Os resultados sugerem que este género deveria ser revisto,
pois alguns clados deste género apresentam uma distribuicdo filogenética e

ecologia muito distintas.

Na classificacdo filogenética das ASVs encontramos 12 novos clados,

refletindo a grande diversidade do grupo ainda desconhecida.

A temperatura e a salinidade resultaram em parametros muito importantes
que afetam a distribuicdo da familia Strombidiidae. No cenario de aquecimento
global, o aumento das temperaturas polares podera afetar a distribuicdo destas

especies no oceano.
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