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RESUMO

Os protistas ciliados sdo distribuidos mundialmente, ¢ podem ser encontrados em diversos
habitats tais como rios, lagos e regides marinhas, mas ¢ no ambiente terrestre, solos e
associados a musgos, com suas caracteristicas especificas e dindmicas ao longo do tempo,
onde adaptacdes a vida terrestre sdo encontradas. Contudo, até o momento, sdo escassos 0s
estudos evolutivos, principalmente os relacionados a evolugdo de caracteristicas ecologicas
como os habitats, para o filo Ciliophora. No presente estudo, nds inferimos uma ampla
filogenia molecular datada, com base no gene 18S-rDNA, para todo o filo Ciliophora, o qual
permitiu realizar um mapeamento do habito de vida ao longo do tempo de evolugao do grupo
e avaliar se os diferentes habitats em que os ciliados se encontram estavam associadas a
variagdo de taxas de diversificagdo e ao modo de evolu¢ao em Ciliophora. Nossos resultados
recuperaram que o Ultimo ancestral comum do filo Ciliophora ocupava um ambiente similar
aos habitats marinhos/salobros atuais, e que o ambientes terrestres foram ocupados de forma
independente e inumeras vezes durante a evolu¢do do grupo. Pela primeira vez utilizando
dados moleculares e estatisticos, registramos duas rotas possiveis para o alcance ao ambiente
terrestre: (i) através de um ancestral marinho, rota mais frequente com trés pontos de
transicdes, e (i1) a partir de um ancestral de agua doce, com apenas um registro de transi¢ao.
Além disso, encontramos um sinal filogenético robusto que reforca a influéncia dos habitats
na evolucdo do grupo, e um aumento significativo das taxas de diversificagdo dos ciliados
terrestres e simbiontes, quando comparados aos que exploram habitats marinhos e de agua
doce. Notamos também uma forte influéncia dos ciliados terrestres nas taxas evolutivas das

suas respectivas classes, principalmente, nas classes Colpodea, Litostomatea, Spirotrichea.

Palavras-chave: Ciliophora; ciliados de solo; macroevolucdo; habitat; taxas de

diversificacao.



ABSTRACT

Ciliated protists are distributed worldwide, and can be found in different habitats, such as
rivers, lakes and marine regions, but it is in the terrestrial environment, soils and those
associated with mosses, with their specific and dynamic characteristics over time, where
adaptations to terrestrial life are discovered. However, to date, evolutionary studies are scarce,
especially those related to the evolution of ecological characteristics such as habitats, for the
phylum Ciliophora. In the present study, we inferred a broad dated molecular phylogeny,
based on the 18S-rDNA gene, for the entire phylum Ciliophora, which allowed us to map the
life habit throughout the group's evolution and evaluate whether the different habitats in the
ciliates are associated with variation in diversification rates and the mode of evolution in
Ciliophora. Our results recovered that the last common ancestor of the phylum Ciliophora
occupied an environment similar to the current marine/brackish habitats, and that terrestrial
environments were occupied independently and numerous times during the group's evolution.
For the first time using molecular and statistical data, we recorded two possible routes to
reach the terrestrial environment: (i) through a marine ancestor, the most frequent route with
three transition points, and (ii) from a freshwater ancestor, with just a transition record.
Furthermore, we found a robust phylogenetic signal that reinforces the influence of habitats
on the evolution of the group, and a significant increase in the diversification rates of
terrestrial ciliates and symbionts, when compared to those that explore marine and freshwater
habitats. We also noticed a strong influence of terrestrial ciliates on the evolutionary rates of

their respective classes, mainly in the classes Colpodea, Litostomatea, Spirotrichea.

Keywords: Ciliophora; soil ciliates; macroevolution; habitat, diversification rates.
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INTRODUCAO GERAL

O filo Ciliophora Doflein, 1901 ¢ formado por organismos denominados de ciliados, um
grupo que engloba seres eucariontes, heterotroéficos e unicelulares. Esses individuos
compartilham trés caracteristicas sinapomorficas: dimorfismo nuclear (microntcleo e
macronucleo), reproducdo sexuada por conjugacdo (quando presente) e corpo coberto por
uma complexa estrutura formada por cilios, a infraciliatura (LYNN, 2008; ADL et al., 2019).
Esses individuos sdo muito diversos e, at¢é o momento, j4 foram descritas 8000 espécies de
ciliados, e sua classificagdo ¢ dada pelo sub-filo Postciliodesmatophora, que compreende as
classes Karyorelictea e Heteretrichea, e pelo sub-filo Intramacronucleata, onde estdo contidas
as classes Spirotrichea, Armophorea, Litostomatea, Colpodea, Oligohymenophorea,
Nassophorea, Phyllopharyngea, Plagiopylea, Prostomatea, Protocruzia, Odontostomatea e,
mais recentemente, Muranotrichea e Parablepharismea, totalizando 15 classes (GAO et al.,
2016; FERNANDES, 2018).

Os ciliados sdo distribuidos mundialmente e ocorrem em praticamente todos os tipos
de ambientes, sendo eles, dgua doce, marinho, salobro e terrestre, ou em associagdes
simbidticas (BAMFORTH, 1981; DE PUYTORAC,1994; LYNN, 2008). A presen¢a dos
ciliados em praticamente todos os lugares do planeta tem influéncia direta em sua admiravel
tolerancia ou adaptabilidade as adversidades apresentadas pela natureza em seus ambientes
(NOLAND, 1925; SLEIGH, 1988).

No ambiente terrestre, os ciliados sdo componentes essenciais na mineralizacdo dos
nutrientes do solo, pois ao predarem as bactérias, liberam para o meio o nitrogénio que antes
estava preso na biomassa bacteriana, deixando assim esse nutriente disponivel para as plantas
e outros organismos daquele ambiente (CLARHOLM, 1985; GRIFFITHS, 1986;
BONKOWSKI & CLARHOLM, 2012). Contudo, para esses organismos, as variadas
condi¢des fisicas e quimicas desse ambiente podem se tornar bem adversas. FENCHEL
(1987) citou trés fatores que sdo importantes para protozoarios terrestres: dimensao dos poros
do solo, escassez de 4gua, e a flutuacdo temporal de umidade. Além destes, BAMFORTH
(1980) comenta também da influéncia da temperatura no microambiente onde os ciliados
vivem.

Na literatura, as principais classes do filo Ciliophora possuindo representantes no
ambiente terrestre sao Colpodea, Litostomatea e Spirotrichea (FENCHEL, 1987; FOISSNER,
1993; FOISSNER, 1998). E uma das caracteristicas que ciliados de solo apresentam ¢ o
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tamanho reduzido, sendo geralmente menor e mais fino do que ciliados de dgua doce ou
marinho (FOISSNER, 1987; FOISSNER, 1998). Além disso, algumas outras espécies
apresentam também o corpo mais flexivel devido ao formato alongado ou vermiforme
(FOISSNER, 1998; FOISSNER et al., 2002; FOISSNER & XU, 2007; VDACNY &
FOISSNER, 2008; BERGER, 2011). Essas se devem a adaptacdo a vida nas fendas estreitas e
poros do solo, ja que o espaco disponivel entre o solo e suas particulas € restrito (FENCHEL,
1987; FOISSNER, 1987; FOISSNER, 1998). Uma outra caracteristica dos ciliados terrestres ¢
a estratégia r/K, que ¢ relacionada com o tipo de ambiente em que o ciliado se encontra, e
como irdo explorar os recursos deste ambiente. Os estrategistas r sdo aqueles que possuem
uma tolerancia maior em relagdo as alteragdes ambientais, j& os estrategistas K aqueles que
exercem melhor suas fungdes ecologicas em um ambiente mais estavel (LUFTENEGGER et
al., 1985; BAMFORTH, 1995; BAMFORTH et al., 2005). Uma terceira caracteristica dos
ciliados, evoluida para protegdo contra condigdes ambientais desfavoraveis, ¢ a formagao de
cistos (GUTIERREZ et al., 2001; VERNI & ROSATI, 2011). Desde temperaturas altas e
dessecagdo, falta de alimento e até mesmo superpopulacdo, esses estagios de dorméncia sao
utilizados nessas condi¢des ambientais para prote¢do dos organismos (CORLISS & ESSER,
1974; GUTIERREZ et al., 2001; EKELUND et al., 2002; WEISSE, 2004; VERNI &
ROSATI 2011). E devido a essas condigdes também estarem presentes no ambiente terrestre,
observa-se muito frequentemente ciliados no solo que eclodiram de formas cisticas
(FOISSNER, 1987; FOISSNER, 1998; FOISSNER et al., 2002; FOISSNER, 2016). Além dos
cistos de resisténcia, alguns autores mostram a existéncia dos chamados cistos de reproducao,
onde em um meio muito competitivo, os ciliados deixam de reproduzir para conseguirem
obter uma maior quantidade de alimento, e, posteriormente, formam cistos onde ocorrem a
reproducao (FENCHEL, 1987; CORLISS, 2001; LYNN, 2008).

Dentro os estudos macroevolutivos que investigaram os ambientes colonizados pelos
ciliados no planeta, poucos trabalhos inferiram por meio do estado ancestral do habitat as
transigdes entre os diversos ambientes ocupados por ciliados. DUNTHORN et al. (2014), por
exemplo, inferiram a partir das regides V4 e V9 do gene 18S-DNA qual seria o habitat
ancestral de ciliados pertencentes a classe Colpodea. SUN et al. (2016) realizaram uma
analise filogenética robusta dos Peritrichia e determinaram o estado ancestral para o grupo a
partir de diversos habitats. Contudo, at¢ o momento, ndo existem trabalhos que utilizam
técnicas moleculares modernas a fim de mapear a influéncia do ambiente (solo, agua doce,

marinho/salobre e simbiontes) na evolucao do filo Ciliophora como um todo.
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OBJETIVOS

Deste modo, o presente estudo objetivou investigar os aspectos macroevolutivos relacionados
aos ciliados terrestres, estimando o tempo e as diferentes rotas evolutivas para a sua chegada a
esse habitat, e explorar a relagcdo do sinal filogenético com os diferentes habitats alcangados

durante a evolugao de Ciliophora.

Objetivos especificos

(1) Estimar e mapear os habitats de Ciliophora ao longo do tempo evolutivo do grupo.
(2) Estimar o sinal filogenético relacionado ao habitat.

3) Avaliar a associacdo do ambiente terrestre as taxas de diversificagdo e ao modo de

evolugao do filo Ciliophora.
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CAPITULO UNICO

Elevadas taxas de diversificaciio e presenca de sinal filogenético reforcam a

influéncia do habitat terrestre na dinimica evolutiva do filo Ciliophora

(Artigo submetido ao periddico “European Journal of Soil Biology”, FI: 4.2, Qualis A1)
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RESUMO

Os ciliados apresentam distribuicdo mundial e sdo encontrados em diversos habitats, dentre
eles os ambientes terrestres, como organismos de habito simbidtico ou de vida livre. Os
ambientes terrestres apresentam um conjunto de caracteristicas especificas e dinamicas, que
selecionam adaptagdes necessdrias para a sobrevivéncia dos organismos que exploram esses
habitats. Entretanto sdo escassos os estudos macroevolutivos relacionados a evolucdo de
caracteristicas ecologicas, como os habitats, para o filo Ciliophora. Pensando nisso, inferimos
uma ampla filogenia molecular datada, com base no gene 18S-rDNA, a qual permitiu realizar
um mapeamento dos habitats ao longo do tempo de evolugdo do grupo, estimar o sinal
filogenético relacionado ao habitat e avaliar se os ambientes terrestres estdo associados a
variacdo das taxas de diversificacdo e ao modo de evolugdo do filo. Nossos resultados
mostram que o ultimo ancestral comum do filo Ciliophora ocupava um ambiente similar aos
habitats marinhos/salobros atuais, € que os ambientes terrestres foram ocupados de forma
independente e inimeras vezes durante a evolu¢do do grupo. Pela primeira vez utilizando
dados moleculares e estatisticos, registramos duas rotas possiveis para o alcance ao ambiente
terrestre: (i) através de um ancestral marinho, rota mais frequente com trés pontos de
transicdes, e (i1) a partir de um ancestral de agua doce, com apenas um registro de transi¢ao.
Além disso, encontramos um sinal filogenético robusto que refor¢a a influéncia dos habitats
na evolu¢do do grupo, e um aumento significativo na taxa de diversificacdo dos ciliados
terrestres, quando comparados aos ciliados que exploram outros habitats, principalmente
aqueles encontrados nos ambientes marinhos e de 4gua doce. Recuperamos também uma forte
associagdo entre o aumento das taxas de diversificagdo das classes com registros de ciliados
terrestres, Colpodea, Litostomatea e Spirotrichea, e as taxas de diversificacdo dos ciliados
terrestres. Tais alteragdes nas taxas macroevolutivas refletem o sucesso evolutivo dos ciliados
terrestres, que pode estar associado a inimeros fatores, sejam eles morfologicos, fisiologicos
ou comportamentais, incluindo a sua plasticidade morfoldgica, capacidade de formar cistos de
repouso, bem como suas caracteristicas de resisténcia, e a fendmenos evolutivos, como a

radiacao adaptativa.

Palavras-chave: Ciliophora, Colpodea, Litostomatea, ciliados terrestres, Spirotrichea, habitat.
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1. INTRODUCAO

O filo Ciliophora Doflein, 1901 exibe uma notdvel diversidade morfologica, com
cerca de 8.000 morfoespécies descritas (LYNN, 2008). Esses protozoarios ciliados
encontram-se distribuidos mundialmente, explorando praticamente todos os tipos de
ambientes, com registros em habitats de 4gua doce, marinhos, salobros e terrestres, como
organismos de vida livre ou em associagdes simbidticas (LYNN, 2008; BAMFORTH, 1981;
DE PUYTORAC, 1994). A presenca dos ciliados nesses habitats destaca sua admiravel
tolerancia e adaptabilidade as adversidades impostas pela natureza nos diferentes tipos de
ambientes (NOLAND, 1925; SLEIGH, 1988).

Os habitats terrestres apresentam caracteristicas intrinsecas e dindmicas, que
influenciam diretamente na sobrevivéncia e manutencao das comunidades de microrganismos
que os habitam, como as flutuagdes da temperatura e umidade (FENCHEL, 1987). Em
contrapartida, os ciliados demonstram uma ampla variedade de adaptacdes (FENCHEL,
1987), com mais de 600 espécies descrita em habitats terrestres, com registros em solos e
musgos (FOISSNER, 1997, 1998). Em sua revisdo, FENCHEL (1987) cita trés fatores que
sdo importantes para protozodrios terrestres: dimensao dos poros do solo, escassez de agua, e
a flutuagdo temporal de umidade. Além destes fatores, BAMFORTH (1980) adiciona em sua
discussdo a influéncia da temperatura ambiental nas comunidades de ciliados. Diversas
caracteristicas se mostram importantes para a sobrevivéncia dos ciliados sob tais condigdes
extremas do solo, como o tamanho reduzido, os ciliados terrestres geralmente sdo menores e
mais fino do que ciliados de 4gua doce ou marinho (FOISSNER, 1998,1997). E o corpo mais
flexivel devido ao formato alongado ou vermiforme (FOISSNER, 1998; FOISSNER et al.,
2002; FOISSNER & XU, 2007; VDACNY & FOISSNER, 2008; BERGER, 2011). Essas
caracteristicas morfoldgicas se devem a adaptagdo a vida nas fendas estreitas e poros do solo,
j4 que o espaco disponivel entre o solo e suas particulas ¢ restrito (FENCHEL, 1987;
FOISSNER, 1987; FOISSNER, 1998).

Outra caracteristica relevante ¢ a estratégia 1/K, que esta relacionada com o tipo de
ambiente em que os ciliados se encontram, e como irdo explorar os recursos destes habitats.
Os estrategistas r sdo aqueles que possuem uma tolerancia maior em relagdo as alteracdes
ambientais, j& os estrategistas K aqueles que exercem melhor suas fungdes ecoldgicas em um
ambiente mais estavel (LUFTENEGGER et al., 1985; BAMFORTH, 1995; BAMFORTH et

al., 2005). Uma terceira caracteristica presente nos ciliados terrestres ¢ a formagdo de cistos

19



de repouso (GUTIERREZ et al., 2001; VERNI & ROSATI, 2011). Tal estagio de dorméncia é
utilizado em condi¢cdes ambientais extremas para protecdo dos organismos (CORLISS &
ESSER, 1974; GUTIERREZ et al., 2001; EKELUND et al., 2002; WEISSE, 2004; VERNI &
ROSATI, 2011). No ambiente terrestre os cistos de repouso aumentam a resisténcia dos
ciliados a altas temperaturas, dessecacao, UV, falta de alimento e eventos de competi¢ao por
superpopulacao.

Encontramos registros de ciliados que habitam o ambiente terrestre em trés dos
principais clados do filo Ciliophora, sendo eles Colpodea, Litostomatea e Spirotrichea
(FENCHEL, 1987; FOISSNER, 1993; FOISSNER, 1998). Contudo, grande parte dos
trabalhos com foco nesses organismos sdo descritivos, baseados em dados morfologia,
ecoldgico e/ou em caracterizagdes moleculares, € poucos buscam compreender 0s processos
evolutivos relacionados a colonizagdo e permanéncia dos ciliados nos ambientes terrestres.
Sendo menor ainda o nimero de estudos que buscam entender os aspectos macroevolutivos
relacionados a aquisicdo de um novo habitat e a diversificagdo dessas espécies. Estimativas
pontuais sobre cardcteres ambientais, tais como os processos de colonizacdo e transi¢des entre
os diversos habitats ocupados pelos ciliados, foram estimados anteriormente por Dunthorn et
al. (2014) e Sun et al. (2016), entretanto, ainda ¢ inexistente uma avaliacdo geral para o filo.
Dunthorn et al. (2014) inferiram a partir das regides V4 e V9 do gene 18S-DNA qual seria o
habitat ancestral de ciliados pertencentes a classe Colpodea. Enquanto Sun et al. (2016)
estimaram uma filogenia robusta para a subclasse Peritrichia e determinou o modo de
evolucao dos habitats de 4gua doce, salinos e hipersalinos no interior da subclasse.

Nos ultimos anos, inimeros estudos buscaram utilizar dados moleculares para
compreender a relacdo entre a dindmica temporal nas mudancas das taxas de diversificacao
das espécies e tragos fenotipicos (STADLER, 2011; RABOSKY et al., 2013, 2014). E apesar
dos ciliados serem considerados 6timos modelos microbianos para estimar taxas de
diversificagdo dependente de caracteristicas (VDACNY et al., 2017), poucos sdo os estudos
que abordam os padrdes macroevolutivos no interior do filo, bem como a influéncia de
caracteristicas ecologicas, como o habitat e os diferentes habitos, para todo o grupo.
VDACNY et al. (2017) estimou a influéncia de diferentes caracteristicas morfologicas nas
taxas de diversificagdo, especiacdo e extingdo dos ciliados pertencentes a subclasse
Rhyncostomatia. Fernandes e Schrago. (2019) foram os primeiros a propor analises
macroevolutivos para todo o filo Ciliophora. Contudo, seus amplos achados ndo tornaram

possivel a associagdo das alteragdes encontradas nas taxas de diversificagdo e caracteristicas
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morfoldgicas gerais. Apesar de ser raro, alguns estudos buscaram avaliar a influéncia do
desenvolvimento de relagdes simbidtico nas dindmicas macroevolutivas das diferentes classes
de Ciliophora (VDACNY et al., 2018, 2019; RATAJ & VDACNY, 2018; COSTA et al.,
2021). Como podemos notar, ainda ¢ ausente uma perspectiva geral sobre a influéncia dos
diferentes habitats explorados pelos ciliados na dindmica evolutiva do grupo e um
mapeamento dessas caracteristicas ao longo da sua evolugdo. Deste modo o presente estudo
objetivou investigar os aspectos macroevolutivos relacionados aos ciliados terrestres,
estimando o tempo e as diferentes rotas evolutivas para a sua chegada a esse habitat, e
explorar a relagdo do sinal filogenético com os diferentes habitats alcangcados durante a
evolugao de Ciliophora.

Nossas inferéncias evidenciam a ancestralidade marinha do filo, além das transi¢des
recentes para os ambientes de agua doce, terrestre e para o habito simbionte. Uma descoberta
relevante foi a identificacdo de duas rotas evolutivas para o alcance dos ciliados aos
ambientes terrestres, sendo a mais comum proveniente de um ancestral marinho, e a segunda
originada a partir de um ancestral de 4gua doce. Evidenciamos também, a presenga de pontos
de regressdes para todos os ambientes, com énfase na regressdo ao ambiente marinho apds a
transi¢do pelo ambiente terrestre. Nossa analise filogenética, combinada com dados sobre os
habitats explorados pelos ciliados, também revelou um sinal filogenético robusto para esse
traco ecologico. Além disso, constatamos que dentre os habitats analisados, as espécies de
ciliados encontradas nos ambientes terrestres, assim como os simbiontes, apresentaram um
aumento significativo nas taxas médias de diversificagdo, sugerindo uma vantagem evolutiva
nesses cendrios em comparagdo aos demais ambientes. Dentre as clados com registro de
transigdes para o ambiente terrestre, ficou evidenciado que as taxas de diversificacdo dos
ciliados que compdem as classes Colpodea, Spirotrichea e Litostomatea tiveram uma maior

influéncia na taxa geral dos ciliados que habitam o ambiente terrestre.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Reconstrucao do habitat ancestral em Ciliophora

As analises de reconstru¢do do estado ancestral do habitat foram realizadas a partir da
filogenia datada do gene 18S-rDNA proposta por COSTA et al. (2021), a qual apresenta uma

ampla representatividade de taxons, com a inclusdo de 1137 espécies e uma matriz de 1500
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pb. Para realizar a reconstru¢do do estado ancestral do habitat em Ciliophora empregamos a
funcao ,,ape” do pacote Phytools (REVELL, 2012) no ambiente R v.4.0.2 (R CORE TEAM,
2020). O método ,ace” foi aplicado na funcdo ,ape” para calcular os valores de
verossimilhanga do estado ancestral do habitat para os nds, utilizando apenas as informagdes
dos ramos terminais. Os habitats atribuidos para cada ramo terminal foram: agua doce,
complexo marinho/salobra, terrestre e habito simbionte.

A classificacdo dos habitats foi realizada com base em artigos especificos de registo
das espécies (Tabela Suplementar S1). No caso das espécies encontradas em varios habitats,
apenas um habitat, aquele com maior frequéncia de registros da linhagem foi selecionado para
compor o ramo terminal. Para as espécies em que a busca bibliografica ndo delimitava os
habitats, mas fornecia dados relacionados a salinidade do ambiente em que foram
encontradas, foi adotado o seguinte padrao: salinidades <1% foram considerados de agua
doce; enquanto salinidades >1% foram consideradas como pertencentes ao complexo
marinho/salobra (Brasil, 2007). Para os epibiontes, foram considerados os habitats em que os
basibiontes foram coletados. E em relagdo a categoria simbionte, foram designadas como tal
as espécies de ciliados que vivem associados a outros organismos (comensais, mutualistas,
parasitos facultativos e parasitos), levando em consideragdo a definicdo de simbiose como
uma relag@o neutra, benéfica ou patogénica, e ainda de carater obrigatorio ou facultativo (DE
BARY, 1879; LEUNG & POULIN, 2008). As espécies que ndo apresentavam informacdes
disponiveis para o habitat também foram mantidas nas andlises, sendo denominadas como

informagdes ndo disponiveis.

2.2. Inferéncia de sinal filogenético em Ciliophora

O sinal filogenético foi estimado para avaliar se os diferentes habitats nos quais os ciliados
sdo encontrados podem refletir a historia evolutiva do grupo, ou seja, investigamos se as
transicOes entre os habitats dentro do filo estdo associadas ao modo de evolugao dos ciliados.
Para calcular o sinal filogenético utilizamos o indice A de Pagel (PAGEL, 1999), amplamente
recomendado como um dos algoritmos mais satisfatério (MUNKEMULLER et al., 2012).
Este indice permite incorporar dados ausentes, o que foi crucial para a nossa analise, uma vez
que ndo tinhamos dados sobre o habitat de todas as espécies de ciliados. O indice A de Pagel
utiliza o método de maxima verossimilhanca, com valores de A variando de zero a um.
Quando A ¢ igual a zero, ndo ha sinal filogenético, enquanto valores de A > 0 indicam a

presenca de sinal filogenético. Contudo, valores mais proximos de um indicam a presenca de
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um sinal filogenético mais forte [40]. Desta forma, o indice A de Pagel foi calculado através
do pacote Phytools (REVELL, 2012) na plataforma R (R CORE TEAM, 2020), utilizando as

categorias de habitats: 4gua doce, complexo marinho/salobra, terrestre e habito simbionte.

2.3. Analises macroevolutivas das taxas de diversificacao

Para a inferéncia das taxas de diversificagdao de Ciliophora ao longo do tempo, submetemos a
filogenia datada disponivel em COSTA et al. (2021) ao algoritmo BAMM (Bayesian analysis
of macroevolutionary mixtures) (RABOSKY et al., 2013). O BAMM estima, ao longo da
arvore datada, as transi¢oes dos dados evolutivos (“rate shift”) e o local onde ocorreram essas
mudancas (“shift configuration”). Os “priors” foram obtidos usando a funcdo
setBAMMpriors, e para a leitura e interpretagdo o dos dados, utilizamos o pacote
BAMMTools (RABOSKY et al., 2014) na plataforma R v.4.0.2 (R Core Team, 2020). Foram
executadas quatro cadeias MCMC por 10.000.000 geragdes, coletadas/amostradas a cada
1.000 ciclos, e posteriormente foi descartado um “burn-in” de 50% das amostras. Nos
adotamos 1.0 como valor esperado de shifts ao longo da arvore. A fungdo
plotRateThroughTime foi usada para inferir a taxa de diversificacdo ao longo do tempo. E
para estimar a distribuicdo posterior das taxas de diversificagdo dos nds de cada habitat e de

cada grupo taxondmico, foi usada a fun¢do getcladerates.

3. RESULTADOS

A andlise de reconstrucdo do estado ancestral do habitat sugeriu que o tltimo ancestral
comum do filo Ciliophora provavelmente ocupava um ambiente com caracteristicas
semelhantes aos que classificamos atualmente como complexo marinho/salobra, e teria
surgido durante o periodo Neoproterozdico, datado em aproximadamente 822.9 milhdes de
anos (Ma) (Figura 1). Além disso, estimamos que a ocupagdo dos demais habitats ocorreu de
forma independente e em diferentes clados do filo (Figura 1). A primeira transicdo do
complexo marinho/salobra aconteceu para o ambiente terrestre, durante o Permiano (295.4
Ma), e posteriormente para o habito simbionte (294.7 Ma), e para os ambientes de dgua doce
(273.6 Ma), sendo esse ultimo o habitat mais recente a ser explorado pelos ciliados (Figura 1).
Recuperamos cinco transi¢des para o ambiente terrestre, originando-se em maior frequéncia a

partir do complexo marinho/salobra, com registros nas classes Colpodea, Spirotrichea e
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Litostomatea (Figura 1 e Tabela 1). A Unica transicdo para o ambiente terrestre a partir de um
ancestral de ambiente de 4gua doce ocorreu na classe Armophorea (Figura 1 e Tabela 1). Para
o habito simbionte, estabelecemos sete transi¢des, sendo a de maior frequéncia oriunda de um
ancestral pertencente ao complexo marinho/salobra, no interior das classes
Oligohymenophorea e Phyllopharyngea. As transigdes para o habito simbionte a partir de um
ancestral de ambiente de 4gua doce e de ambiente terrestre aconteceram nas classes
Oligohymenophorea e Litostomatea, respectivamente (Figura 1 e Tabela 1). J4 para o
ambiente de 4gua doce observamos 36 transi¢des, com registro em todas as classes de ciliados
e se originando de todos os demais ambientes, embora a maior frequéncia registrada seja a
partir de ancestrais pertencentes ao complexo marinho/salobra (Figura 1 e Tabela 1). Além
das transi¢des, durante o processo de diversificacdo das linhagens foram registrados alguns
pontos de regressdes, que se trata de momentos em que os ciliados voltam a explorar um
habitat que era previamente ocupado por seus ancestrais (Tabela 2). Tais regressdes foram
recuperadas para todos os habitats analisados (Tabela 2). Para os ciliados que habitam os
ambientes do complexo marinho/salobra recuperamos nove regressdes, das quais sete
apresentam transi¢do pelo ambiente terrestre, uma com transi¢cao pelo ambiente de dgua doce
e uma a partir de ciliados com habito simbionte (Figura 1 e Tabela 2). Para aqueles
encontrados em ambientes terrestres recuperamos trés regressoes, com todas passando por um
ancestral de habitat de 4gua doce (Figura 1 e Tabela 2). Em relacdo aos ciliados de habito
simbionte, registramos apenas uma regressao, transitando pelo ambiente de dgua doce antes
de retornar ao ambiente simbionte de origem (Figura 1 e Tabela 2). E por tltimo, a regressao
para o ambiente de dgua doce foi inferida duas vezes, com transi¢do pelo ambiente terrestre
(Figura 1 e Tabela 2).

Buscando investigar a ocorréncia de sinal filogenético em relagdo aos diferentes tipos
de habitat e sua associagdo com a historia evolutiva do filo Ciliophora, mapeamos os dados de
habitat disponiveis para as sequéncias moleculares de ciliados ao longo da filogenia mais
recente do grupo. O indice de A de Pagel evidenciou um sinal filogenético robusto, com valor
de lambda de 0.877265 (p-value < 0.001) para os dados de habitat, sugerindo uma forte
associagdo dessa caracteristica ambiental ao longo da evolugdo do Filo Ciliophora.

A fim de melhorar o entendimento sobre a influéncia dos diferentes habitats ocupados
pelos ciliados sob o cenério macroevolutivo do grupo, avaliamos também a dindmica das suas
taxas de diversificagdo. Nossas estimativas mostraram que os clados compostos por espécies

que habitam os ambientes terrestres, assim como aqueles formados por ciliados simbiontes,
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apresentam maiores valores médios de densidade marginal das taxas de diversificacdo,
quando comparados com os clados compostos por ciliados de dgua doce e ambientes
marinhos/salobra (Figura 2A). Além disso, registramos uma sobreposi¢do na distribuicdo das
taxas de diversificagdo para ambos os clados, com taxas macroevolutivas muito similares
(Figura 2A). Quanto a variagdo das taxas de diversificacdo ao longo do tempo, notamos que
independente do habitat explorado, os ciliados apresentam taxas médias constantes desde o
surgimento até o presente, ponto onde ocorre um aumento exponencial em todas as taxas
(Figura 2B). Contudo, os clados compostos por ciliados de hébito simbionte e os ciliados
terrestres apresentaram altas taxas médias desde sua origem (Figura 2B). E para aqueles
clados compostos por ciliados terrestres registramos ainda dois picos significativos entre 200
Ma e o presente (Figura 2B).

Além disso, ao comparar as taxas médias de diversificacdo para os clados das classes
que apresentaram ao menos um registro de transicdo para o ambiente terrestre e a taxa média
de todos os ciliados encontrados em ambientes terrestres, foi possivel identificar alguns
pontos de sobreposi¢do. Esse achado sugeri que a transicdo para o ambiente terrestre pode
estar fortemente relacionada com o aumento das taxas médias de diversificagao das classes
Colpodea, Litostomatea e Spirotrichea. Para a classe Colpodea, encontramos uma
coincidéncia entre a taxa média de diversificagdo no surgimento da classe e a taxa média de
diversificacdo dos primeiros ciliados a ocuparem o ambiente terrestre, a qual ocorreu em
2954 Ma (Figura 1 e Figura 3A). Para a classe Spirotrichea, registramos o alcance ao
ambiente terrestre ocorrendo em torno de 90 Ma (Figura 1), periodo que coincide com um
aumento significativo da taxa média de diversificagdo dos ciliados pertencentes a essa classe
(Figura 3B). Além disso, registramos, no mesmo ponto temporal, uma sobreposi¢do entre a
taxa média da classe e a taxa média de diversificagdo de todos os ciliados terrestres (Figura
3B), com tal coincidéncia se mantendo até o presente, o que revela uma influéncia duradoura
do ambiente terrestre no aumento da taxa média de diversificagdo da classe Spirotrichea
(Figura 1 e Figura 3B). Em Litostomatea, os resultados sugerem que a ocupag¢do do ambiente
terrestre ocorreu em um periodo mais recente, por volta de 71.3 Ma (Figura 1). Nesse mesmo
periodo houve um aumento continuo da taxa média de diversificacdo para a classe
Litostomatea. Além disso, encontramos uma coincidéncia entre as taxas médias dos ciliados

terrestre e as taxas medias da classe por volta de 8.5 Ma (Figura 1 e Figura 3C).
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Habitats
@ Marine/Brackish @ Fresh water @ Terrestrial Symbiosis @ Not Available

Classes
1. Karyorelictea 8. Colpodea
2. Heterotrichea 9. Phyllopharyngea
3. Protocruziea 10. Armophorea
4. Nassophorea 11. Odontostomatea
5. Oligohymenophorea 12. Listostomatea
6. Plagiopylea 13. Muranotrichea and Parablepharismea
7. Prostomatea 14. Spirotrichea

Figura 1. Reconstrugdo de estado ancestral para o filo Ciliophora com todas as transi¢des e
regressdes dos habitats. Os bragos coloridos sdo o habitat mais provavel dos ciliados dentro de
sua historia evolutiva. Os ramos verdes representam ciliados Marinhos/Salobros, os ramos
azuis representam ciliados de 4gua doce, ramos marrons ciliados terrestres e ramos laranja
representam ciliados simbiontes. Os circulos nas pontas dos ramos representam o estado atual
do habitat das espécies. Espécies cujo habitat ndo foi encontrado tem pontas pretas. Os
numeros representam as 14 classes do filo Ciliophora.
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Figura 2. Dindmicas das taxas de diversificacdo inferidas para o filo Ciliophora. (A)
Histograma com taxas médias de diversificagdo calculadas para cada habitat. (B) Taxas de
diversificagao inferidas ao longo do tempo, comparando ramos pertencentes a cada habitat.
Linhas verdes representam ciliados marinhos/salobros, linhas azuis representam ciliados de
agua doce, linhas marrons representam ciliados terrestres e linhas laranja representam os
ciliados simbiontes. My: Milhdes de anos.
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Figura 3. Taxa média de diversificagdo ao longo do tempo dos clados do Filo Ciliophora

associados ao ambiente terrestre e a taxa média das classes monofiléticas de ciliados de solo.
(A) Colpodea, (B) Spirotrichea, (C) Litostomatea.
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Tabela 1. Frequéncia das transicdes dos ambientes na histdria evolutiva do filo Ciliophora.

Agua doce - 1 1 1
Terrestre 13 - 0 1
Marinho/Salobra 22 4 - 5
Simbionte 1 0 0 -
Total 36 5 1 7

Tabela 2. Frequéncia das regressdes dos ambientes na historia evolutiva do filo Ciliophora

Agua doce- Terrestre- Agua doce

Terrestre— Agua doce — Terrestre
Marinho/Salobra - Agua doce - Marinho/Salobra
Marinho/Salobra - Terrestre - Marinho/Salobra
Marinho/Salobra - Simbionte - Marinho/Salobra
Simbionte - Agua doce - Simbionte

Total 15

—_— e~ = W DN

4. DISCUSSAO

Nossos resultados fornecem uma visdo abrangente e inovadora sobre o tempo e os padrdes
evolutivos relacionados aos diferentes habitats explorados pelos ciliados de todas as classes
atualmente aceitas para o filo Ciliophora. Conseguimos estabelecer, pela primeira vez, através
de dados moleculares as rotas evolutivas para a colonizagcdo dos ambientes terrestres pelos
ciliados. Nesse contexto nossos resultados corroboraram teorias anteriores, ¢ adicionou uma
nova rota. Além disso, mostram como a radiacdo adaptativa pode estar influenciando no
processo evolutivo do grupo.

Nos ultimos anos, diversos autores abordaram a evolucdo de caracteristicas ecoldgicas
para o filo Ciliophora (BACHY et al., 2012; DUNTHORN et al., 2014; VDACNY, 2015;
RAJTER & VDACNY, 2016; SUN et al., 2016; RATAJ & VDACNY, 2018; VDACNY et
al., 2018; XU et al., 2020; COSTA et al., 2021). Contudo, o nimero de estudos com foco na
evolucdo do habitat ainda ¢ limitado a pequenos grupos e classes (BACHY et al., 2012;
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DUNTHORN et al., 2014; SUN et al., 2016; XU et al., 2020), sendo o nosso trabalho, o
primeiro a explorar a evolucdo do habitat para todo o filo Ciliophora. BACHY et al. (2012)
investigaram as relagdes filogenéticas de Tintinnida (Choreotrichia, Spirotrichea), estimando
a diversidade desse grupo em ambientes marinhos e de dgua doce, através de dados
moleculares dos genes ITS e 18Sr-RNA, e propuseram uma reconstrucao do estado ancestral
do habitat. Seus resultados mostraram que o ambiente de agua doce foi alcangado a partir de
um ancestral marinho (BACKY et al., 2012), o que foi corroborado por nossos dados, ja que
registramos a mesma rota. Em contrapartida, DUNTHORN et al. (2014) inferiu para a Classe
Colpodea uma ancestralidade em habitats de agua doce/terrestres e registrou uma regressao
recente ao ambiente marinho. Esse achado controverso aos nossos resultados pode estar
associado a uma subamostragem ou a metodologia utilizada. Uma vez que a filogenia
proposta por DUNTHORN et al. (2014) ¢ restrita a classe Colpodea, enquanto nossos dados
abrange todo o filo. E pela auséncia de registros, em nossas andlises, de sequéncias
relacionadas a espécies dentro da classe que vivem em habitats marinho/salobra. Além disso,
nossos achados juntamente com os de BACHY et al. (2012) e DUNTHORN et al. (2014),
corroboram na delimitagdo de rotas para a colonizacdo de diferentes ambientes em Ciliophora,
e mostram indicios que vao de acordo com o que BACHY et al. (2012) defendiam, de que
andlises filogenéticas compostas por individuos (géneros e familias) que sdo encontradas em
diferentes habitats, demonstram intimeras alteracdes recentes.

LOGARES et al. (2009) destaca em seu estudo que os microrganismos, ao contrario
dos macroorganismos, apresentam um tamanho populacional maior, um grande potencial de
dispersdo, maiores taxas reprodutivas e alta diversidade genética, o que justificaria uma maior
frequéncia de transi¢des desses organismos nos diferentes tipos de ambientes. Entretanto,
segundo LOGARES et al. (2009), para a maioria dos eucariotos unicelulares aquaticos, a
salinidade seria uma barreira de colonizacdo, reduzindo a frequéncia de transi¢cdes entre os
ambientes marinhos e de 4gua doce. Em contrapartida ao que foi documentado pelos autores,
nossas analises filogenéticas mostraram inumeras transi¢des entre os ambientes marinhos e de
agua doce ao longo de todo periodo evolutivo do grupo, incluindo transi¢des recentes e a
auséncia de clusters exclusivos a cada tipo de ambiente. FORSTER et al. (2012) ja havia
demostrado que tal padrdo ndo era representado nas filogenias do filo Ciliophora, e que apesar
de encontrar clusters relacionados ao tipo de ambiente, seus registros mostravam que oS
ciliados apresentavam transigdes recentes € em maior frequéncia entre os ambientes marinhos

e de agua.
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Estudos macroevolutivos como o nosso, que inferem o modo de dispersao dos ciliados
pelos diferentes habitats ao longo da evolugdo de todo o filo, e utilizam uma éarvore datada
com calibragdo primaria, ¢ desconhecido at¢ o momento. Nossos dados revelam que
independente do habitat explorado pelos ciliados, as taxas de diversificacdo sdo constantes
durante a chegada ao novo ambiente e nos anos iniciais de exploracdo, e sofrem um pico
quando chegam préximos ao presente. Todavia, alguns habitats, como os terrestres e
simbiontes, mostram taxas de diversificagdo maiores que os demais habitats. O padrdo geral
das taxas de especiacdo, extin¢do e diversificagdo do filo Ciliophora ja havia sido explorado
anteriormente por FERNANDES & SCHRAGO (2019), com analises filogenéticas baseadas
em dados de proteina e de multi-genes (18Sr-RNA, ITS e 28S). Os autores mostraram que
algumas classes e subclasses apresentam taxas de diversificagdo mais elevadas
(FERNANDES & SCHRAGO, 2019). E apesar de revelarem a associacdo entre os padrdes
filogenéticos e macroevolutivos presentes no filo, eles ndo conseguiram estabelecer relagdes
precisas entre as variacdes nas taxas e caracteristicas morfoldgicas/ecoldgicas exclusivas de
cada grupo. COSTA et al. (2021), assim como FERNANDES & SCHRAGO (2019) e o
presente estudo, revelaram através de suas andlises moleculares, a presenca de alteracdes nas
taxas macroevolutivas do filo Ciliophora, mostrando que as relagdes de parasitismo e de
mutualismo levam a um aumento significativo nas taxas de diversificacdo do grupo. Nossos
resultados refor¢am tal achado, mostrando que ciliados que desenvolvem hébito simbiotico,
seja ele benéfico ou ndo, apresentam elevadas taxas de diversificagao.

Como podemos ver, os ciliados pertencentes a classe Colpodea apresentaram altas
taxas de diversificagdo associadas a origem do grupo, seguida de uma leve reducdo até
recentemente no tempo evolutivo. O alcance ao ambiente terrestre por esses ciliados
provavelmente ocorreu em sua origem, ha mais de 252 Ma, o que pode estar associado as
altas taxas de diversificagdo iniciais dessa classe. FERNANDES & SCHRAGO (2019) ja
haviam documentando tal padrdo para as taxas de especiacdo do clado CONThhreeP, clado no
qual a classe Colpodea se encontra inserida. Contudo, acreditamos que a colonizagdo recente
de novos habitats, particularmente os habitats de d4gua doce, pode estar levando a reducdo na
taxa de diversificacdo da classe. Esses achados unidos aos resultados da reconstrucao do
estado ancestral do habitat nos levam a pensar que poderia ter ocorrido um processo de
radiag¢do adaptativa no interior do clado, uma vez que o ultimo ancestral comum desse grupo
pode ter sido o pioneiro na colonizagdo do ambiente terrestre, e assim ter ocupado um novo

nicho ecologico.
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Além disso, a sobreposi¢ao das taxas de diversificagdo dos ciliados da classe Colpodea
e os encontrados em habitats terrestres revela que provavelmente os ciliados desse grupo
estejam influenciando diretamente na taxa de diversificagdo geral do ambiente terrestre,
principalmente nos primeiros 200 Ma (Figura 1). J& para os ciliados pertencentes a classe
Litostomatea encontramos um leve aumento na taxa média de diversificacdo desde sua origem
até aproximadamente 50 Ma, periodo em que a classe passa a apresentar um aumento
significativo da taxa. Segundo nossos resultados, esse periodo coincide com o alcance do
ambiente terrestre pelos ciliados desse grupo. O que nos leva a acreditar que existe uma forte
influéncia dos ciliados dessa classe sobre o aumento na taxa geral de diversificagdo do
ambiente terrestre, j4& que além disso, encontramos uma sobreposi¢do entre os graficos
representativos das taxas de diversificagdo dos ciliados que compdem essa classe e dos que
exploram o ambiente terrestre. Quanto aos ciliados da classe Spirotrichea, notamos que a taxa
de diversificagdo ¢ relativamente alta na origem e sofre uma leve reducdo até
aproximadamente ~180 Ma, onde encontramos um pico, seguido de um aumento significativo
até o periodo atual. Além disso, com esse aumento na taxa de diversificagdo encontramos uma
sobreposi¢do com a taxa geral de diversificagdo dos ciliados terrestres. Esses dados nos
revelam que a alta taxa de diversificagdo encontrada para os ciliados que exploram os habitats
terrestres estd associada, principalmente, as trés classes, Colpodea, Litostomatea e
Spirotrichea. A diversidade genética e morfoldgica dos grupos torna dificil delimitar uma
causa especifica para as alteragdes encontradas nas taxas de diversificacdo das classes,
contudo, acreditamos que as transi¢des recentes aos ambientes, principalmente aos ambientes
de agua doce, e a baixa amostragem de sequéncias podem estar impulsionando as mudangas
expressivas das taxas estimadas. Visto que grande parte das espécies de ciliados terrestres,
classificadas no interior dessas e de outras classes, ndo apresentam dados moleculares. Dentre
essas espécies estdo Grossglockneria acuta, Nivaliella plana, Circinella arenicola,
Caudiholosticha paranotabilis e Edaphospathula fusioplites.

Ainda que necessario, determinar hipdtese Unica para explicar as altas taxas de
diversificacdo dos ciliados terrestres ainda € algo utdpico, ja que ndo encontramos origem
unica para a chegada desses organismos ao habitat terrestre e, portanto, temos ciliados com
caracteristicas distintas explorando o mesmo ambiente. Por outro lado, os ciliados terrestres
apresentam  algumas adaptacdes, morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais,
indispensaveis para a sobrevivéncia nesse ambiente, sendo elas corpo delgado (FOISSNER,

2003), capacidade de produzir estdgios de dorméncia, os cistos de repouso, em periodos de
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seca (FOISSNER, 1987), o tamanho do corpo e estratégias r/k (CORLISS & ESSER, 1974;
FENCHEL, 1987; FOISSNER, 1993; LUFTENEGGER et al., 1985; FOISSNER, 1998;
VDACNY & FOISSNER, 2008; VDACNY et al., 2014).

A formacdo de cisto ¢ um estagio do ciclo de vida amplamente documentada para os
protozoarios (CORLISS & ESSER, 1974; FENCHEL, 1987). Dentre suas principais fungdes
estdo a protecdo contra as condigdes desfavoraveis dos ambientes e como método de
dispersao (CORLISS & ESSER, 1974; FENCHEL, 1987; VERNI & ROSATI ,2009). Para o
filo Ciliophora, encontramos registros dessa estratégia de vida para os ciliados terrestres, de
agua doce e marinhos, contudo, grande parte dos estudos sdo voltados para os ciliados
terrestres (FENCHEL, 1987). Os habitats terrestres apresentam caracteristicas intrinsecas,
como a dimensdo dos seus poros, a escassez de agua, a flutuacdo temporal de umidade e de
temperatura que sdo de extremamente importancia para os protozoarios (BAMFORTH, 1980;
FENCHEL, 1987). Essas particularidades tornam o encistamento uma adaptag¢do essencial
para a sobrevivéncia dos ciliados, uma vez que esse processo ajuda a evitar a dessecagdo
desses organismos, e ainda possibilita a sua sobrevivéncia em flutuagdes de pH, temperatura e
competicdes intra e interespecificas (FENCHEL ,1987, LI et al., 2022).

O cisto na classe Colpodea ¢ uma caracteristica marcante e pode ser encontrada em
praticamente todos os integrantes deste grupo (FOISSNER, 1993). Ciliados da familia
Marynidae sdo frequentemente encontrados em solos de varzeas, que sdo inundados de
tempos em tempos a depender da estagdo do ano, fazendo desses ambientes serem efémeros.
Segundo FOISSNER (1993), esses ciliados sdo adaptados a ambientes de varzeas em que
rapidamente desencistam e reproduzem quando ha um aumento da 4gua, e encistam quando
potenciais predadores se tornam abundantes e/ou quando a agua volta a secar. E para viver
neste tipo de ambiente, seus cistos sdo encontrados com granulos minerais na parte externa,
que confere ainda mais prote¢do ao cisto e consequentemente ao ciliado. FOISSNER (2009)
descreveu detalhes do cisto de Maryna umbrellata, apé6s FOISSNER et al. (2009) terem
mostrado a primeira comprova¢do da biomineralizacdo feita por um ciliado. O processo
ocorria quando o ciliado acumulava os granulos do ambiente e ao entrar na forma dormente
de cisto devido a uma condicdo ambiental, esses granulos eram excretados por vesiculas do
complexo de Golgi, ficando na parte externa a ultima camada da parede do cisto.

FOISSNER (2003) descreveu duas espécies da familia Colpodidae, Pseudomaryna australis e
Colpoda brasiliensis, ambas encontradas em solos de varzea, e apresentavam ‘“‘envelopes

minerais” tanto nas células tréficas quanto nas formas cisticas. Geralmente, colpodidios nao
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apresentam envelopes minerais (FOISSNER 1993), mas o autor constatou essa caracteristica
nas espécies, e ainda sugeriu que esse envelope era composto por granulos muito finos, que
eram procurados ativamente pelos ciliados no ambiente e aderido através de uma substancia
gelatinosa. Com isso, os individuos tinham uma prote¢do contra predadores ja que a parte
organica do ciliado era envolvida por esse envelope, € 0os organismos eram menos expostos.
Um tempo depois, FOISSNER & STOECK, (2009) descreveram a espécie Sandmanniela
terricola também de solo de varzea, e notaram que seus cistos apresentavam um tamanho
igual ao tamanho celular. O motivo era devido a retencdo dos vactolos de comida mesmo na
forma cistica, além de estarem cheios de bactéria. Os autores classificaram a espécie como
sendo um estrategista de adversidade devido a caracteristica acima, além de fazer mengdo a
Pseudomaryna australiensis (FOISSNER, 2003) pois os globulos opacos que os autores
tinham identificado eram também bactérias nos vactiolos de comida.

Levantamentos taxondmicos fundamentados em dados morfoldgicos apontam que os
ciliados terrestres tendem apresentar tamanho médio menor e assumir formas mais finas do
corpo, quando comparados com os ciliados de 4gua doce (FOISSNER, 1987, 1998). Eles
acreditam que essas caracteristicas estejam relacionadas a distribui¢do de agua pelo solo e sua
porosidade (FOISSNER, 1987, 1998). Outro ponto importante na evolu¢do dos ciliados
terrestres estd na estratégia r/K. De forma geral, os autores classificam os ciliados terrestres
em um continuo de estrategistas /K, que estd intimamente associado ao tipo de ambiente
explorado. Os representantes da classe Colpodea, normalmente encontrados em ambientes
extremos, sdo classificados como estrategistas r (LUFTENEGGER et al., 1985, BAMFORTH,
1985, 2001), enquanto as outras espécies, que sao mais recorrentes em ambientes estaveis, sao
consideradas estrategistas K. Os ciliados classificados como estrategistas r se caracterizam
pela ampla distribui¢do em ambientes extremos, reducdo do tamanho corporal, alta taxa
reprodutiva e produ¢do de cistos de dorméncia (FOISSNER, 1987). BAMFORTH (1985)
realizou uma extensa avaliacdo da composi¢do e frequéncia de espécies de ciliados em
diferentes ambientes terrestres, na tentativa de compreender como a diversidade de ciliados
interferem no funcionamento dos ecossistemas. Seus resultados mostraram que diferentes
substratos abrigam comunidades distintas de ciliados, onde ambientes extremos se
caracterizam pela presenca de Colpodea, estrategistas r, e um menor niimero de espécies totais
(BAMFORTH, 1985). Enquanto ambientes mais equilibrados abrigariam grande nimero de
espécies estrategistas K e intermediarias. BAMFORTH (2001) analisou solos minerais para

investigar as populagdes ativas e totais de ciliados, revelando que os ciliados da classe
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Colpodea eram os mais frequentes, constituindo cerca de 50% dos ciliados totais e ativos

desses ambientes.

5. CONCLUSAO

Nossos resultados revelam que a conquista do ambiente terrestre pelos ciliados aconteceu pelo
menos 5 vezes durante a histdria evolutiva de Ciliophora e a partir de duas rotas distintas,
onde uma corrobora estudos classicos anteriores e a outra foi documentada pela primeira vez.
Demonstramos também que, assim como as relagdes simbioticas, a aquisi¢do do habitat
terrestre pode estar influenciando de forma positiva nas taxas de diversificacdo do filo,
gerando espécies com taxas macroevolutivas mais elevadas. Dentre as transi¢des registradas
para o ambiente terrestre, temos uma ocorrendo no interior da classe Armophorea, uma na
classe Colpodea, duas na classe Listostomatea e uma na classe Spirotrichea. Além disso,
acreditamos que um conjunto de caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e evolutivas podem
explicar como a aquisicdo de um novo habitat, principalmente os com condi¢cdes amplas e
varidveis, como ¢ o caso dos ambientes terrestres e simbiontes, poderiam estar influenciando
na diversificacdo dos diferentes clados de ciliados. Apesar de amplos, nossos resultados
reforgam a necessidade de aprofundar o conhecimento nos aspectos importantes para esse

grupo de organismos, sejam eles morfoldgicos, ecologicos ou moleculares.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho atual pode ser considerado inovador visto que utiliza: (i) técnicas macroevolutivas
modernas, (i1)) ampla amostragem de linhagens de ciliados, e (iii) representantes de ciliados
advindos de variados ambientes. Os resultados inovadores ampliam consideravelmente a
compreensdo sobre a evolugdo dos ciliados terrestres.

A presente proposta, em breve, podera estimular novos estudos macroevolutivos
dentro do filo Ciliophora, bem como explorar novas ferramentas de bioinformatica, visto
crescimento do numero de dados gendmicos para representantes do filo. Embora nos ultimos
anos o numero de genomas disponiveis para Ciliophora tenha aumentado exponecialmente,
ainda ndo ha volume de dados para realizagdo de estudos macroevolutivos, tal como a
presente Dissertacdo, o que ressalta a novidade deste estudo e suas potenciais extrapolacdes.

Embora haja ampliacdo recente sobre conhecimento da diversidade de ciliados de
ambientes edaficos, esse ecossistema precisa ser mais explorado e investigado. H4 inimeras
sugestdes recentes sobre o grande potencial biotecnoldgicos dos ciliados terrestres, atuando
como os principais predadores das populagdes de bactérias nitrificantes, sendo essenciais para
o crescimento vegetal e de cultivares de interesse econdmico. O estudo evolutivo desses
microrganismos podera nos fornecer informagdes sobre suas aplicagdes na agricultura e sobre
suas fascinantes estratégias contra dessecacdo e sobrevivéncia em ecossistemas com intenso

déficit hidrico em um planeta, onde a escassez hidrica se apresenta cada vez mais intensa.
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ANEXO A: Numero de acesso para as sequéncias do gene 18S-rDNA disponiveis em Costa
et al. (2021) compiladas para as espécies de ciliados e um grupo externo, com suas respectivas
classificagdes taxondmicas e de habitat (Marinho/Salobro, 4gua doce, terrestres ou

simbiontes).
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