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Resumo

A agricultura aumentou de forma exponencial nos ultimos anos, alterando o uso da
terra. Entre os estressores relacionados as atividades agricolas que afetam os
ecossistemas loticos destacam-se a deposi¢ao de sedimentos finos, a mudanga da
vazao e aumento nas concentragdes de nutrientes dissolvidos. Além da composigao
taxondmica, alteragbes nos espectros de tamanho corporal (relagbes
tamanho-biomassa) podem fornecer informagdes importantes sobre o
funcionamento do ecossistema. Nosso objetivo geral neste trabalho foi associar a
estrutura de tamanho e a composigdo em comunidades bentdnicas aos impactos
associados a intensificagdo no uso do solo, como aumento do nitrogénio dissolvido,
reducdo do fluxo de agua e sedimentagdo, em experimentos de mesocosmos
simulando riachos (sistema ExStream). Além disso, esperdvamos que os impactos
multiplos ocasionassem inclinagdes negativas e menos acentuadas nos espectros
de tamanho com o impacto ambiental, devido a simplificacdo da rede tréfica e
presenga apenas de organismos resistentes e eficientes que transferem mais
energia ao longo da cadeia tréfica. Oposto ao esperado, os espectros de tamanho
apresentaram uma relagdo positiva entre abundancia e tamanho das espécies,
mudando sistematicamente em relagdo a sedimentagao e velocidade da vaz&o. Em
acordo com os resultados da estrutura de tamanho, observamos alteragdes na
composi¢cao das comunidades expostas a redugédo do fluxo de agua, sendo que a
interacdo deste estressor com a sedimentacdo também foi significativa. Esta
interacao reduziu a abundancia de muitos taxons de Chironomidae (Diptera), sendo
que os géneros raros nado foram observados neste tratamento. Estes resultados
fornecem novos insights sobre as respostas que as comunidades de
macroinvertebrados podem apresentar frente a diferentes estressores relacionados

a agricultura.

Palavras-Chave: Size Spectra, biomassa, Sistema ExStream, aumento de
nutrientes, reducao do fluxo da agua, sedimentagao



Abstract

Agriculture has increased exponentially in recent years, changing land use. Among
the stressors related to agricultural activities that affect lotic ecosystems, the
deposition of fine sediments, changes in flow and increased concentrations of
hydrating nutrients stand out. In addition to taxonomic composition, changes in body
size spectra (size-biomass relationships) can provide important information about
ecosystem functioning. Our general objective in this work was to associate the size
structure and composition in benthic communities with the impacts associated with
intensification in land use, such as increased nitrogen concentration, reduced water
flow and sedimentation, in mesocosm experiments simulating streams (system
ExStream). Furthermore, we expected that multiple impacts would cause negative
and less pronounced slopes in size spectra with environmental impact, due to the
simplification of the food network and the presence of only resistant and efficient
organisms that transfer more energy along the food chain. Contrary to expectations,
size spectra showed a positive relationship between species abundance and size,
changing systematically in relation to sedimentation and flow velocity. According to
the size structure results, we observed changes in the composition of communities
exposed to reduced water flow, and the interaction of this stressor with sedimentation
was also significant. This interaction interferes with the abundance of many taxa of
Chironomidae (Diptera), and rare genera were not presented in this treatment. These
results provide new insights into the responses that macroinvertebrate communities
can present to different stressors related to agriculture.

Keywords: Size Spectra, biomass, ExStream System, nutrient increase, water flux
reduction, sedimentation
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1- Introducao

A agricultura aumentou de forma exponencial nos ultimos 50 anos, alterando
0 uso da terra e ocasionando mudangas abruptas nos processos bioldgicos dos
ecossistemas terrestres e aquaticos (MEA, 2005; DE CARVALHO, 2020). Nas
microbacias, altera¢gdes no uso do solo, que resultam na conversao de vegetagdes
nativas em paisagens agricolas, alteram os componentes bidticos e abidticos dos
ecossistemas loticos, que sao o destino final dos produtos gerados e utilizados em
sua area de drenagem (ALLAN, 2004; DUARTE et al., 2018). As mudancgas
resultantes da expansdo de areas agricolas raramente operam de forma isolada e
seus impactos nos ecossistemas de riachos geralmente refletem uma resposta
integrada a varios estressores (TOWNSEND et al., 2008; ORMEROD et al., 2010).
Entre os estressores prevalentes decorrentes das atividades agricolas destacam-se
a deposicdo de sedimentos finos, mudanga no fluxo da agua e aumento nas
concentragdes de nutrientes dissolvidos (JORDAN et al., 2007; JARVIE et al., 2010;
NHIWATIWA et al., 2017; GONZALES-INCA et al., 2018; ZHANG et al., 2018;
COLLINS et al., 2018).

Os organismos bentdnicos sdo componentes fundamentais em ecossistemas
aquaticos, participam intensamente nas atividades de manutencéo e regulagao dos
processos ecossistémicos, como decomposigdo de matéria organica e ciclagem de
nutrientes (NYBAKKEN, 1993; LANA, 1996; BARROS et al., 2012; DE OLIVEIRA
GOMES, 2017). Esses organismos sao utilizados como indicadores da saude do
ecossistema (WARWICK, 1986; BLANCHET et al., 2008, BESSA et al., 2014, SAITO
et al., 2015), pelo fato de estarem situados na interface sedimento-agua, serem
altamente ricos em espécies e formas de vida, tornando-os assimiladores de
mudangas abioticas ocorridas nos diferentes compartimentos dos sistemas
(DAUVIN, 1993). Quanto as mudancgas bidticas que podem ocorrer, uma delas é a
alteracdo na composicdo e riqueza taxondmica, afetando a manutencédo e
funcionamento dos ecossistemas l6ticos (SIQUEIRA et al., 2015; SCHIESARI et al.,
2023).

O tamanho corporal é uma das caracteristicas funcionais de maior

importancia ecologica, determinando uma ampla gama de processos bioldgicos e



fisiologicos (BROWN et al., 2004, NORRKO et al., 2013). O tamanho corporal pode
afetar os processos biolégicos em todos os niveis de organizagao — das células as
populagdes, até o funcionamento dos ecossistemas (DONADI et al., 2015, SAITO,
PERKINS & KRATINA, 2021). Em comunidades multitroficas, os espectros de
tamanho corporal podem fornecer informagdes uteis sobre o funcionamento do
ecossistema em termos de fluxo de energia (WOODWARD et al., 2005; PERKINS et
al., 2018). Organismos maiores precisam de mais energia que organismos menores
para manter seu metabolismo e para isso, se alimentam de organismos menores e
mais numerosos. Dessa forma, a relagdo de tamanho e abundancia dos organismos
pode refletir como a energia estda sendo utilizada e transferida na cadeia tréfica
(BROWN et al., 2004, PERKINS et al., 2018).

O espectro de tamanho é simplesmente a relagdo da abundancia dos
organismos e seus tamanhos corporeos (White et al.,, 2007). A inclinagdo dessa
relacdo, aliada a outro parametro de regressao linear (intercepto), informa sobre o
fluxo energético nos ecossistemas. Inclinagdes mais baixas podem indicar uma
transferéncia de energia de maneira eficiente, a fim de suportar uma proporgao
maior de individuos maiores, no entanto, inclinagdes acentuadas indicam uma baixa
eficiéncia na transferéncia de energia, com menor quantidade de individuos grandes
sendo suportados pelos organismos menores (BROW et al., 2004; MARTINEZ et al.,
2016; POMERANZ; WESNER, 2020). Isto nos possibilita utilizar a inclinagao do
espectro do tamanho como um indicativo da eficiéncia metabdlica de uma
comunidade (capacidade de transferir energia e biomassa através dos niveis
troficos). Em gradientes sob intensificacdo de uso do solo, estudos recentes
indicaram que o espectro de tamanho de riachos pode sofrer alteragdes; no entanto,
estes estudos ainda sao escassos para entendermos as consequéncias disso para a
estabilidade dos ecossistemas (COLLYER et al., 2023).

Em riachos, modificagdes do fluxo de agua alteram a morfologia do canal e o
tipo de substrato, afetando de maneira indireta as comunidades bentbnicas e,
potencialmente, o fluxo de energia nestes ecossistemas. Isso ocorre devido ao efeito
nestas comunidades estar atrelado a heterogeneidade do habitat, que € comumente
diminuida com a reducéao do fluxo de agua (CORTES et al., 2002; GRAEBER et al.,
2013; WADDLE & HOLMQUIST, 2013). Associado a isso, as caracteristicas do

sedimento controlam as mudancas nas comunidades bentbnicas, porque estao



diretamente relacionadas ao conteudo de matéria organica (disponibilidade do
alimento), o qual determina a complexidade tréfica e, por conseguinte, ira influenciar

diretamente na capacidade suporte do sistema (KNOX, 2001).

Os sedimentos inorganicos encontrados no leito sédo frequentemente
dominados por material fino em riachos, que drenam as bacias agricolas, sendo este
tipo de sedimento inadequado para diversos invertebrados aquaticos (QUINN et al.,
1992; JOWETT et al., 1996; MARY & MARMONIER, 2000). O excesso de sedimento
pode recobrir os substratos consolidados, como pedras e seixos superficiais, que
sdo microhabitats de extrema importancia para as comunidades do perifiton,
resultando em redugdo na heterogeneidade ambiental. Ao se depositar sobre os
organismos, o sedimento pode afetar o funcionamento de estruturas respiratérias ou
filtradoras de determinados taxons de invertebrados, alterando a sua distribuigcao
(WOOD & ARMITAGE, 1997; JONES et al., 2012). Com isto, acaba conduzindo uma
homogeneizagdo dos habitats do leito do rio, com alto potencial de entupimento do
leito do rio (HALL et al., 2001), o que ocasiona uma redugdo na densidade e
diversidade da maioria dos invertebrados (QUINN et al., 1992) especialmente para
invertebrados que vivem dentro de intersticios sedimentares (BOULTON et al., 1998;
BRUNKE, 1999; HANCOCK, 2002).

O aumento de nutrientes na agua pode ocasionar uma elevagao na produgao
autéctone e, por consequéncia, um crescimento na biomassa de produtores
primarios. Em sistemas com aumento de nutrientes, a produgcéo de matéria organica
pode ultrapassar as taxas de consumo e levar a um aumento nas taxas de
decomposi¢cdo. Por ser um processo oxidativo, o aumento nas taxas de
decomposicdo pode resultar na reducdo nos teores de oxigénio disponivel na
camada superficial do sedimento, alterando assim a composicdo taxon6mica das
comunidades benténicas (SAVAGE et al., 2002; BARR et al., 2020). Desta forma, a
biomassa de alguns grupos pode aumentar devido as maiores taxas de produgao
primaria e consequente aumento da disponibilidade de alimento para consumidores.
Por outro lado, o enriquecimento de nutrientes pode ter efeitos negativos em outros
grupos, pois quando a biomassa de algas prolifera, os niveis de oxigénio dissolvido
diminuem e as comunidades tornam-se dominadas por espécies tolerantes a
condicdes eutroficas (NIYOGI et al., 2007; WAGENHOFF et al., 2011).



Normalmente, os impactos da sedimentagao, reducdo do fluxo de agua e do
aumento de nutrientes em ecossistemas I6ticos sdo avaliados individualmente e em
condigdes pouco controladas, gerando inferéncias de causa e efeito frageis. Além
disso, na natureza os estressores sdo multiplos e ocorrem de maneira integrada.
Visando compreender melhor os efeitos do uso do solo nas comunidades de
macroinvertebrados encontrados em microbacias agricolas, este estudo avaliou os
efeitos individuais e combinados de trés estressores recorrentes, i.e., aumento da
sedimentacgao, redugado do fluxo de agua, e aumento de nutrientes, na composigao
taxondmica e nas relagdes de tamanho e abundancia de organismos benténicos

(size spectra).

Hipotetizamos que os estressores provenientes das atividades agricolas
iriam afetar as comunidades de macroinvertebrados, resultando em uma mudanca
na estrutura de tamanho no ecossistema. Por afetar diretamente tanto o habitat
quanto os organismos bentbnicos, esperavamos que o aumento da sedimentagao
seria 0 estressor que mais ocasionasse mudangas no funcionamento dos
ecossistemas, ocasionando em perdas de espécies e mudangas nos parametros do
size spectra. Especificamente, esperavamos que o aumento de nutrientes resultasse
na maior abundancia de consumidores primarios nas comunidades de
macroinvertebrados, resultando em equagdes da reta com maiores interceptos nos
modelos de espectro de tamanho devido a maior abundancia de organismos
menores (Figura 1). Além disso, esperavamos que o0s impactos multiplos
ocasionassem inclinagdes menores com o impacto ambiental, devido a simplificagcao
da rede tréfica e presengca apenas de organismos resistentes e eficientes que
transferem mais energia ao longo da cadeia trofica (COLLYER et al., 2023) (Figura
1). Dessa forma, nosso objetivo geral neste trabalho foi associar a estrutura de
tamanho e a composicado em comunidades bentdnicas aos impactos associados a
intensificagdo no uso do solo, como aumento do nitrogénio, reducao do fluxo de

agua e sedimentacdo em experimentos de mesocosmos simulando riachos.



A) Rede trofica B) Rede trofica
simplificada complexa

C) Size Spectra D) Size Spectra
rede trofica rede trofica
simplificada complexa

Figura 1. Exemplo da simplificagdo da rede tréfica que ocorreu em nosso experimento,
deixando apenas de organismos resistentes e eficientes que acabam por transferir mais
energia ao longo da cadeia trofica. Representagao do espectro de tamanho (linha vermelha).
O intercepto (Y) indica a quantidade de energia disponivel no sistema (pequenos
organismos na base da teia alimentar). A inclinagdo (X) indica a eficiéncia energética do
ecossistema, pois alta eficiéncia implica na manutengdo de maiores organismos sendo
sustentados em maior biomassa. O eixo x representa log (abundancia) e o eixo y representa

log (densidade).



2- Métodos

2.1 Area de estudo

Este estudo foi realizado na Estagdo Experimental de Ciéncias Florestais da
ESALQ/USP em ltatinga, SP (23°38'01” e 23°02°30” S - 48°38'34” e 48°37'30” W),
que possui altitude média de 830 m. A microbacia onde o experimento foi montado
faz parte do Baixo do Paranapanema, que pertence a 4° regido hidrografica do
Estado de S&o Paulo, com area de cerca de 26.254 km? e vazdo média de 243 m?/s
(BEZERRIL Jr, 1990). De acordo com STRAHLER (1964) a bacia estudada é de
segunda ordem e apresenta padrdo de drenagem subdentritico. De acordo com a
classificagdo de Koppen, o clima desta regido é caracterizado como Cwa, com
invernos secos e verdes quentes. A temperatura média nos meses mais frios é de
12,8° C e a média anual de temperatura é de 19,4° C. A precipitagao anual média é
de 1635 mm.

A Estacao Experimental de Ciéncias Florestais possui uma area com cerca de
2119,6 ha. Sua topografia é caracterizada como suavemente ondulada. Os solos
predominantes sao latossolos e podzdlicos. A cobertura vegetal predominante na
reserva € de Eucalyptus e Pinus, os quais sao utilizados para experimentos e
comércio. Alguns trechos com vegetagao nativa estdo presentes, incluindo a mata
riparia do riacho utilizado neste estudo (GONCALVES, 2003).

2.2 Desenho experimental

O experimento no sistema ExStream foi iniciado no dia 12 de janeiro de 2022
e teve duracdo de 5 semanas. Este sistema de mesocosomos permitiu a
manipulacdo dos trés estressores escolhidos (aumento da sedimentagao, redugao
no fluxo de agua e aumento de nutrientes dissolvidos) em um desenho fatorial
completo. Foram utilizados 80 mesocosmos com formato circular, com didmetro
externo com cerca de 25 cm e volume total de 3,5 L (PIGGOTT et al., 2016). Uma
bomba de succédo da agua foi instalada préxima ao sistema para direcionar agua e
organismos do riacho de forma continua para os cinco tanques superiores que

distribuiam a agua para todo os mesocosmos (Figura 2).



Tanques superiores

Gotejadores compensadoresde
pressdo para adigdo de nitrato

Figura 2. Fotos da estrutura do Sistema ExStream localizado na Estagdo Experimental
ESALQ-USP em Itatinga (SP).

Em relacdo a adicdo de nutrientes, foram utilizados quatro niveis
(concentragdes) de nitrato: a concentragdo natural do ambiente e concentragao de
30%, 60% e 90% acima do valor da concentragao natural do riacho. O nitrato que
utilizamos foi o0 KNO, (YaraTera™ Krista™ K, contendo 13% de nitrogénio N soltvel
em agua, 43% de potassio K,O soluvel em agua e 1% de magnésio Mg, soluvel em
agua), que foi dissolvido na agua a partir de uma solugao de 50g/100L. A solugéo foi
adicionada aos mesocosmos dos respectivos tratamentos por meio de gotejamento
por compensadores de pressdo, que foram acoplados de forma individual em
diferentes pressbes para atingir a concentragdo de cada tratamento. As
concentragdes de nitrato foram mensuradas diariamente em um espectrofotdmetro
de luz durante o decorrer do experimento, no periodo da manha e da tarde, em um
mesocosmos de cada tratamento escolhido de forma aleatéria. As concentragdes de
nitrato utilizadas foram baseadas a partir do estudo de TANIWAKI et al. (2019) que
observou concentragcdes de nitrato em riachos sob influéncia da cana-de-agucar
cerca de cinco vezes maiores do que riachos que drenam regides de pasto e oito
vezes maiores do que em trechos florestados de cabeceira.

Foram utilizados dois niveis de deposicao de sedimento: sem adicdo de

sedimento e 80% de preenchimento nos mesocosmos (400g areia fina que foram



depositados em cada mesocosmos no primeiro dia de experimento). Para o
preenchimento foi utilizada a areia fina com tamanho de grdo médio de 0,2 mm. Esta
porcentagem de preenchimento foi baseada em um estudo que analisou 86 riachos
que drenam diferentes bacias hidrograficas do estado de S&o Paulo (MOLINA et al.,
2017). Em relagéo ao fluxo de agua, foram utilizadas duas velocidades: a velocidade
normal do riacho estudado (1,5 L/m) e reduzida (0,5 L/m). A velocidade da agua no
sistema foi medida diariamente nos periodos da manha e da tarde.

Os tratamentos dos estressores sedimentacdo e fluxo de agua foram
espacialmente aleatorizados nos blocos que representavam os quatro niveis de
nitrato, com quatro réplicas de cada tratamento e um bloco controle (sem nenhuma

adicao de estressores) (Figura 3).

l

Distribuidor

Acréscimo de 30% de nuirientes A Vazho reduzida
. Acréscimo de 90% de nutrientes B Vazao reduzica + Acréscimo de sedimento
@ Acréscimo de 60% de nusrientes @ Acréscimo do sedimento

Sem acrésimo de nutrientes Mas cOM oulros estressores

Full Control = Nenhum esiressor

Figura 3. A estrutura do ExStream foi configurada em 5 blocos (A, B, C, D e E). Cada bloco possuia
uma concentracdo de nutrientes ou era o controle. Os Blocos A, B e D tinham, respectivamente, 30%,
90% e 60% a mais a concentragdo normal de nitrato do ambiente. O Bloco C nao recebeu adigédo de
nutrientes. O Bloco E foi utilizado como controle. Os circulos representam os mesocosmos, 0s
circulos com bordas espessas representam os mesocosmos onde foi adicionado sedimento e os

circulos com uma linha no centro representam os mesocosmos com reduc¢ao do fluxo da agua.

No primeiro dia apos a montagem da estrutura, os mesocosmos foram

preenchidos com substrato seco, composto por 500 mL de cascalho de 2 a 20 mm e



pedras de superficie de 20 mm, a fim de simular o leito de pequenos riachos. Em
seguida, a bomba foi ligada e o fluxo de agua iniciado nos mesocosmos.

O experimento so6 foi iniciado apds um periodo de 15 dias, para que ocorresse
a colonizag&o natural dos mesocosmos por organismos aquaticos. Com o intuito de
acelerar a colonizagdo por macroinvertebrados, foram adicionados individuos das
ordens Plecoptera, Hemiptera, Diptera, Coleoptera, Trichoptera e Ephemeroptera, de
forma homogénea entre os mesocosmos. Os organismos foram coletados em
riachos adjacentes ao experimento, transportados em recipientes plasticos contendo
agua dos proprios riachos.

O experimento iniciou com o inicio da adicdo da solugdo de nitrato, que foi
constante durante 21 dias. A adicdo de sedimento e a redugdo do fluxo de agua
também foram iniciadas no mesmo dia nos respectivos mesocosmos e

permaneceram durante os 21 dias do experimento.

2.3 Amostragem dos macroinvertebrados bentbnicos

No ultimo dia de experimento, apds o desligamento do sistema, foi realizada a
lavagem de todo o material contido nos mesocosmos, em agua corrente, sob
peneira com abertura de malha de 250 mm. Apds a lavagem, o material retido na
peneira (amostras) foi transferido para recipientes plasticos e armazenadas em
etanol 70%. Posteriormente, todas as amostras foram triadas e os
macroinvertebrados encontrados foram contados e identificados ao menor nivel
taxonémico possivel (TRIVINHO-STRIXINO, 2007; TRIVINHO-STRIXINO, 2011;).
Para a identificacdo dos géneros de Chironomidae (Diptera), foram montadas
laminas permanentes em Hoyer para observagdo das larvas em microscopio
(Aumento De 40 a 400X). Todos os organismos encontrados tiveram suas
dimensdes corpoéreas determinadas sob estereomicroscopio e papel milimetrado, de
acordo com o grupo taxondmico (COLLYER et al., 2023). A partir das medidas
corpéreas, foi estimada a biomassa individual a partir de equacdes

comprimento-biomassa compiladas da literatura por COLLYER et al. (2023) (Tabela

1).
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Tabela I. Dimensdes corporais que foram determinados para cada taxon encontrado para

estimativa da biomassa e elaboragéo do espectro de tamanho.

Taxa Abreviaciao Dimensao corporal
Ostracoda TBL Comprimento Corpo
Ceratopogonidae TBL Comprimento Corpo

Chironominae HW Largura Cabeca
Coleoptera TBL Comprimento Corpo

Elmidae HW Largura Cabeca

Zygoptera HW Largura Cabeca
Trichoptera TBL Comprimento Corpo

2.4 Analise dos Dados

Calculamos a riqueza taxonémica e a abundancia total para cada mesocosmo
(amostra) como o numero total de taxons e a soma de todos os organismos
encontrados, respectivamente. Construimos Modelo Lineares Generalizados para
associar os valores de riqueza e abundancia com os tratamentos do experimento. A
significancia dos modelos globais foi testada utilizando testes de Chi-quadrado e os
efeitos puros e interativos foram testados por meio de comparacdes de meédias
marginais (EMM) (LENTH & LENTH, 2018).

Utilizamos um método de escalonamento multidimensional n&o-métrico
(NMDS) utilizando a dissimilaridade de Bray-Curtis para examinar os padrées das
variagdes na composi¢ao dos macroinvertebrados entre os diferentes tratamentos.
Com o intuito de testar estatisticamente estes efeitos, utilizamos uma analise de
variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) com a composi¢cao dos
macroinvertebrados para aferir mudancas decorrentes dos tratamentos, utilizando o
indice de dissimilaridade de Bray-Curtis. Utilizamos o valor de F calculado e ent&o
comparamos com os tratamentos e testamos quanto a sua significancia. O nivel de
significancia que utilizamos foi de 0,05. Finalizamos a exploragado dos efeitos na

composicao utilizando uma analise SIMPER para identificar as espécies que foram
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afetadas pelos tratamentos que tiveram efeitos significativos na PERMANOVA e
também observar a abundancia relativa destes géneros.

Para estimar o espectro de tamanho utilizamos a abordagem ‘size density’,
que relaciona a soma das abundéancias das espécies (dados logaritmizados eixo Y)
e biomassa média individual de cada espécie (dados logaritmizados, eixo X) (WHITE
et al., 2007). Esta abordagem utiliza a identidade das espécies na estruturagao de
tamanho e, portanto, é apropriada para estudos com foco na estruturagao
taxonbmica e de tamanho de forma concomitante. Primeiramente estimamos o
‘global size density’ com todos os organismos do experimento e utilizamos uma
regressao linear para identificar a relagdo geral entre tamanho das espécies e suas
abundancias. Em seguida, analisamos o efeito dos tratamentos no espectro de

tamanho local com um modelo multiplo:

log (n) ~log (biomassa + 1) * (nut * sed * vel) (eq 1)

onde a abundancia foi a variavel resposta, tendo como variaveis explicativas o
tamanho médio das espécies, os tratamentos e as interacdes entre eles.

Todas as anadlises foram realizadas no ambiente R, utilizando os pacotes
vegan, sizeSpectra e car (FOX et al., 2007; OKSANEN et al., 2010; SCOTT et al.,
2014).

3- Resultados

Um total de 80 mesocosmos foi amostrado, onde foram encontrados um total
de 2.093 individuos (26 + 11, média + DP). Os individuos foram identificados em
diferentes resolucdes taxondmicas, sendo 1 no nivel de Classe, 3 em nivel de
Ordem, 3 no nivel de Familia, 2 no nivel de Subfamilia, 3 no nivel de Tribo e 41 no
nivel de Género. Os cinco taxa com maiores abundéancias relativas foram
Pentaneura (Chironomidae, Diptera, 23%), Ostracoda (16%), Ceratopogonidae
(Diptera, 8%), Polypedilum (Chironomidae, Diptera, 8%) e Paratanytarsus
(Chironomidae, Diptera, 6%). Notavelmente, muitos grupos inseridos de forma
deliberada no inicio do experimento ndo foram encontrados ao final, com a auséncia

completa de Ephemeroptera, Plecoptera e Trichoptera, por exemplo.
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A GLM considerando riqueza como variavel resposta indicou um modelo
global significativo (Chi-Quadrado, valor de P=0.002), sendo que nas comparagdes
de meédias marginais apenas a comparagao da riqueza em mesocosmos de baixo
fluxo e com 30% de adigdo de nutrientes tiveram diferengas entre aquelas com e
sem sedimentacéo (razédo Z=3.41, P=0.001). Porém & possivel observar a tendéncia
de maior riqueza para mesocosmos sem adicdo de sedimentacgao (Figura 4). Para a
GLM considerando a abundancia como variavel resposta, também obtivemos um
modelo global significativo (Chi-Quadrado, valor de P<0.001), sendo que
observamos seis comparag¢des pareadas com diferengas significativas (Tabela II).

De modo geral, observamos abundancias maiores sem sedimentagao (Figura 4).

Tabela Il. Comparagbes de médias marginais que foram significativas (P<0.05) a partir do modelo
linear generalizado comparando os valores de abundancia total dos mesocosmos em relagdo aos

tratamentos do experimento.

sedimento velocidade nutrientes contraste Razéo Z valor de P
Normal baixa . nutrientes90 - nutrientes60 -4.069 0.0012
baixa 30 Normal - Aumento 5.720 <.0001
Normal 60 Normal - Aumento 7.591 <.0001
Normal 90 Normal - Aumento 3.874 0.0027
Aumento . 0 Normal - baixa 4.130 0.0008

Normal . 90 Normal - baixa 3.766 0.0043
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Figura 4. Graficos de caixa indicando os valores de riqueza e abundancia dos mesocosmos para 0s
diferentes tratamentos do experimento. Os cédigos ‘Aumento’ e ‘Normal’ indicam as comparagdes
entre niveis de sedimentagdo. Os codigos abaixo dos graficos com as indicagdes ‘baixa’ e ‘Normal’

indicam os niveis de velocidade da agua.

A analise NMDS (stress = 0.14; Figura 5) permitiu visualizar sobreposi¢des
elevadas das composigdes das comunidades em todos os tratamentos dos
estressores. O primeiro eixo da NMDS separou as comunidades em dois grupos,

porém sem clara estruturacdo nos tratamentos do experimento. Houve uma
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tendéncia em separar as comunidades positivamente associadas ao predador
Ceratopogonidae (Diptera) e negativamente associadas a diversos Chironomidae
das outras comunidades. No entanto, a PERMANOVA realizada diferenciou as
comunidades quanto ao fluxo de agua (F = 0.022, R? = 0.020) e a interagéo entre
fluxo de agua e sedimento (F = 0.040, R*? = 0.020), apesar do baixo poder
explicativo. Isso significa que a composigao das espécies variou, em parte, em
relagdo a velocidade da agua e também com o nivel de sedimentagao, sendo este

ultimo dependente da velocidade (interagcédo dos fatores).

NMDS de comunidades de mesocosmos ExStream

Nutrientes
11 @ v 2
Cryptochironomus L 3
® 4
Ceratopogenidae . . 5
g |Peman Velocidade
= P ;
Z - - - P -
0 Pulyp‘bﬁn(l'ripudura; Er ; baixa
g *  Normal
L - ) 3 _
Anisoptera Sedimento
Elmigas
. Tanytarsus
A Oyjacoda * Aumento

+ Nommal

-

0
NMDS1

Figura 5. Representacdo do NMDS utilizando o indice de dissimilaridade de Bray-Curtis, onde as
cores indicam as diferencas de velocidade, os simbolos indicam as diferengas de sedimentagéo e o
tamanho dos simbolos indicam todos os niveis de nutrientes. Os autovalores das espécies séo

indicados pelas setas em vermelho.

A SIMPER foi elaborada de acordo com os resultados significativos do teste
anterior (PERMANOVA), dessa forma testando quais espécies foram afetadas pelo

tratamento fluxo de agua e pela interagao entre fluxo de agua e sedimento. A Tabela
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[l apresenta os géneros que responderam ao tratamento fluxo de agua. Os géneros
Cryptochironomus e Labrundinia tiveram maior abundancia no fluxo de agua
normal. No entanto, 0  géneros Chironomus  foi mais abundante  no fluxo de
adgua reduzido. E possivel observar que apesar dos efeitos significativos, as

diferengas absolutas sao pequenas.

Tabela Ill. TAxons que apresentaram variagdo da sua abundancia em rela¢ao ao fluxo de agua na
analise SIMPER. Normal (1,5 m/s) e reduzida (0,5 m/s).

Espécies Valor de Abundancia Abundénci_a
P Fluxo normal Fluxo Reduzido
Cryptochironomus 0.017 44 34
Chironomus 0.044 9 13
Labrundinia 0.014 5 2

Nao foram observadas diferengcas nas abundancias dos taxons na analise
SIMPER realizada para o fluxo normal de agua e dois niveis de sedimentos. No
entanto, foram observadas diferengas para o fluxo de agua reduzido. A Tabela IV
mostra quais taxons responderam a sedimentagdo sob fluxo de agua reduzido.
Todos os taxons tiveram maior abundancia nos tratamentos sem o aumento da
sedimentacao, sugerindo que o aumento de sedimento diminui a abundancia desses
taxons. Além disso, diversos géneros raros (singletons) foram encontrados somente

nos tratamentos sem o aumento da sedimentagao.

Tabela IV. Taxons que apresentaram variagdo da sua abundancia em relagao a adigdo de sedimento

sob fluxo de agua reduzido (0,5 m/s) na analise SIMPER.

o Valor Ab_undénci‘:a Abyndéncig
Espécies d Sedimentacgao Sedimentagao
eP
Normal Aumentada
Pentaneura 0.009 104 69
Polypedilum 0.007 12 1
Larsia 0.046 11 3
Coelotanypus 0.012 8 1
Parapentaneura 0.007 6 0
Corynoneura 0.007 2 0
Zygoptera 0.005 1 0
Endoftribelos 0.009 2 0
Paracladius 0.017 2 0
Thienemanniella 0.017 2 0
Coleoptera 0.004 1 0
Tanypus 0.010 1 0
Clinotanypus 0.015 1 0
Paramerina 0.015 1 0
Tanytarsini 0.015 1 0
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Demicryptochironomus  0.007 1 0
Metriocnemus 0.010 1 0
Pseudochironomus 0.017 1 0
Chironomini 0.018 1 0
Dicrotendipes 0.018 1 0
Orthocladinae 0.016 1 0
Procladius 0.001 2 0
Tanytarsus(Caladomyi) 0.001 6 0

A partir dos dados de biomassa individual estimados pelas equacdes
alométricas, obtivemos os taxons com o maior tamanho médio (Figura 6):
Coleoptera, Ostracoda e Zygoptera. Destes, Ostracoda também foi 0 segundo mais
abundante no experimento. Os taxons com o menor tamanho médio foram: Zavrelia,
Corynoneura, Orthocladiinae, os quais correspondem a trés grupos de
Chironomidae. De modo geral, o experimento foi composto por géneros de

Chironomidae de pequeno tamanho corporeo.
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Figura 6. Biomassa média em log(mg x 10_8) dos taxons identificados. Os valores foram estimados

por equagdes alométricas a partir das dimensbes corporais medidas.

O espectro de tamanho geral utilizando o método ‘global size density’,
determinado a partir da soma de todos os organismos do experimento, n&o
apresentou o padrao esperado, i.e., ndo foi observada uma relagao linear negativa
entre log(abundancia) no eixo X e log(biomassa) no eixo Y (Figura 7). Muitos
organismos grandes, como Ostracoda, foram abundantes e muitos organismos
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pequenos foram raros. Quando observamos o ‘size density’ na escala de
mesocosmos podemos notar que as inclinagdes foram sistematicamente positivas
para os diferentes tratamentos, indicando que taxons maiores tenderam a ser mais
abundantes que taxons menores (Figura 7 e ver material suplementar para os size
density de cada mesocosmo). O modelo multiplo associando o size density local
com os estressores indicou um modelo significativo (R? marginal=0.18, P<0.001). Os
termos significativos indicam a importancia da sedimentagao para os espectros de
tamanho e também da interagdo entre a sedimentacdo e os outros estressores
(Tabela 1V). O padrédo apresentado € complexo, porém €& possivel notar alguns
efeitos:1) a baixa velocidade da agua associada a organismos menores; 2) pouco
efeito dos nutrientes nas estruturas de tamanho; 3) Ostracoda com importancia na
inclinagdo do espectro de tamanho nas comunidades que esta presente; 4) espectro

de tamanho com pouca amplitude de modo geral.
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Figura 7. Relagdo de abundancia-tamanho determinada a partir da soma de todos os individuos

encontrados no experimento (espectro de tamanho geral, ‘global size density’). O eixo Y representa a

abundancia e o eixo X representa o tamanho corporal médio das espécies em log(mg x — 8) . Alinha

de tendéncia indica o modelo linear com inclinagao nao significativa.

Tabela IV. Resultados do modelo multiplo associando a abundéancia dos organismos como variavel

resposta em relagédo a biomassa das espécies e a interagcao entre os trés estressores.

t value P value

Intercepto 3.491 0,00
log(biomassa) 2.077 0,04 *
nutrientes 0.061 0,95
sedimento -1.051 0,29
velocidade 1.081 0,28
log(biomassa):nutrientes 0.850 0,40
log(biomassa):sedimento 4.401 0,00 e
nutrientes:sedimento 1.394 0,16
log(biomassa):velocidade -0.476 0,63
nutrientes:velocidade -0.590 0,56
sedimento:velocidade 1.602 0,11
log(biomassa):nutrientes:sedimento -4.402 0,00 i
log(biomassa):nutrientes:velocidade -1.285 0,20
log(biomassa):sedimento:velocidade -4.401 0,00 e
nutrientes:sedimento:velocidade -0.930 0,35
log(biomassa):nutrientes:sedimento:velocidade 4.402 0,00 e
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Figura 8. Relacdo de abundancia-tamanho determinada a partir da soma de todos os individuos

encontrados em cada tratamento (espectro de tamanho). O eixo X representa a biomassa e o eixoy

representa o tamanho corporal médio das espécies log(mg).

4- Discussao

De maneira geral os resultados obtidos em nosso trabalho indicam que os
macroinvertebrados tiveram maiores tamanhos, riquezas e abundancia nos
tratamentos sem o aumento da sedimentagcdo e sem diminui¢do do fluxo da agua,
sugerindo que os impactos combinados destes estressores acabam alterando essas
comunidades bioldgicas. Os espectros de tamanho foram sistematicamente opostos
ao esperado, com inclinagdes positivas, indicando que organismos maiores foram
mais abundantes que organismos menores. Esses espectros de tamanho
responderam de forma complexa aos tratamentos, com organismos maiores menos
abundantes com baixa velocidade da agua. O efeito interativo entre o fluxo de agua

reduzido e a sedimentagao favoreceu a abundéancia de Ostracoda, mas diminuiu a
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abundancia de muitos géneros de Chironomidae e inibiu a colonizagdo de alguns
géneros sensiveis a perturbagdes ambientais. Nos préximos paragrafos iremos
discutir como essas diferengas podem ser decorrentes de particularidades de
comunidades aquaticas tropicais e quais as consequéncias para o funcionamento

das mesmas frente a multiplos estressores.

Neste estudo observamos uma estrutura de tamanho sistematica em todos os
mesocosmos, com espécies maiores sendo mais abundantes que espécies
menores. O fato de termos encontrado tdxons de menor tamanho, sendo a maioria
composta por larvas de Chironominae, provavelmente diminuiu a possibilidade da
resposta trofica esperada no espectro de tamanho (muitas espécies pequenas
sustentando poucas espécies grandes). Mesmo nos mesocosmos utilizados como
controle ndo foram encontrados muitos taxons de maior tamanho, como predadores
e outros grupos sensiveis as mudangas. COLLYER (2023), estudando comunidades
de macroinvertebrados em ecossistemas tropicais preservados, observou diversos
taxons de tamanhos maiores, como varios géneros de Trichoptera, Plecoptera,
Odonata e Megaloptera. Isto possibilitou a observacéo de variagdes do espectro de
tamanho ao longo do gradiente de estudo. No entanto, nos mesocosmos do sistema
ExStream, mesmo as comunidades do tratamento controle foram dominadas por
taxons relativamente resistentes e isso resultou no espectro de tamanho

sistematicamente invertido neste experimento.

Um grupo que contribuiu bastante para o padrdo na estrutura de tamanho
entre multiplos tratamentos foi o grupo dos Ostracoda. Em nosso experimento houve
uma assimetria na abundancia de Ostracoda, pois foram mais abundantes do que o
esperado conforme o seu tamanho corpdéreo, padrao presente mesmo nos
mesocosmos controle. Isso se explica pelo fato dos Ostracoda serem filtradores e os
mesocosmos de modo geral continham muita matéria organica, estes acabaram se
beneficiando com isto. Provavelmente, o desvio da equivaléncia energética no size
spectra local, ocorreu por conta dos vieses na aquisicdo de recursos que podem ser
impulsionados por assimetrias de tamanho na competicdo (espécies maiores
competem pelos mesmos recursos que as especies menores, mas Sao mais
eficientes) ou pode resultar de diferengas na disponibilidade de recursos para
espécies de tamanhos diferentes (os recursos disponiveis para espécies maiores
eram mais abundantes) (WHITE, 2017).
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4.1 Sedimentagdo e Redugéo do fluxo de agua

O aumento de sedimentos ocasionou a diminuigao dos valores de abundancia
e riqueza total das comunidades de macroinvertebrados. Essa resposta
provavelmente se deve a homogeneizagao do habitat (PETSCH et al., 2017) e a
diminuicao da disponibilidade de recursos alimentares (MATTHAEI et al., 2010 ). A
reducao do fluxo de agua foi o segundo estressor mais difundido e afetou varias
métricas da comunidade e também os valores de abundancia. Nossa primeira
hipotese previa que o aumento da sedimentagao teria o efeito mais difundido nas
comunidades, uma vez que este estressor reduz a heterogeneidade do habitat,
afetando o aparelho respiratério, e reduzindo a eficiéncia alimentar de alguns taxons,
ocasionando menores eficiéncias energéticas em toda a comunidade (WOOD &
ARMITAGE, 1997; JONES et al., 2012). De maneira isolada, esse tratamento n&o
causou o efeito esperado. Entretanto, a combinagao da sedimentacéo e reducgéo do

fluxo de agua apresentou um efeito claro nas comunidades.

Nos mesocosmos com sedimentagdo, 23 taxa responderam a variagao do
fluxo da agua, sendo que todos foram mais abundantes ou presentes apenas com
fluxo de agua normal (ndo reduzido). Dentre as espécies presentes no tratamento
com fluxo de agua reduzido e sedimentagdo foram encontrados Pentaneura,
Polypedilum, Larsia e Coelotanypus. Taxons sensiveis, como Dicrotendipes e
Endotribelos que séo exclusivos de areas florestadas, ndo foram encontrados neste
tratamento. Normalmente, as larvas de Pentaneura séo encontradas em corregos de
baixa ordem ou em associacdo com macroéfitas aquaticas em pequenas lagoas
(TRIVINHO-STRIXINO, 2011). O género Polypedilum é um género numeroso em
especies presentes em quase todos os habitats aquaticos continentais
(TRIVINHO-STRIXINO, 2011), principalmente associados ao sedimento e plantas
aquaticas (ANDERSEN et al., 2015). O género Larsia também €& muito comum,
podendo ser encontrado em todos os tipos de ambientes Iénticos e I6ticos, bem
como associado ao sedimento (TRIVINHO-STRIXINO, 2011). As larvas de
Coelotanypus sao relativamente comuns em sedimentos rasos de lagoas, lagos e
represas. Desta forma, todos os quatro géneros encontrados neste tratamento séo
normalmente encontrados associados ao sedimento. Foi observada uma relagcéo da
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maioria dos organismos com o fluxo de agua e a quantidade de sedimento. No
entanto, a sedimentacido demonstrou ser o melhor preditor da composi¢cao das
comunidades, pois o fluxo de agua pode carrear os sedimentos de forma que os

organismos nao tenham um substrato sélido para se associar.

Nossos mesocosmos tiveram uma densidade de 26 individuos por amostra,
em regides temperadas esse resultado é bastante contrastante, porque nessas
regides a densidade de individuos é aproximadamente cinco vezes maior (HEINO
et al., 2018). Em ambientes tropicais existe uma menor densidade natural,
decorrente do metabolismo mais acelerado que encurta os ciclos de vida e inibe o
acumulo de biomassa (a troca de biomassa € constante) (BROWN et al., 2004,
SAITO, PERKINS & KRATINA 2021). Isso acaba por interferir nas respostas a nivel
de comunidade com mesocosmos de pequenas dimensdes, o que afeta a
comparagao entre os nossos resultados e os resultados com sistemas de outras
regides. Por mais que os experimentos sejam padronizados, é possivel que as
dimensdes dos mesocosmos sejam suficientes para caracterizar as comunidades
mais adensadas dos climas temperados, mas sejam menos precisas em regides

naturalmente menos adensadas.

4.2 Nutrientes

Nossa segunda hipotese previu que o aumento dos nutrientes iria acelerar a
producdo secundaria dos macroinvertebrados, uma vez que a maior quantidade de
nutrientes promoveria a producdo primaria. A maior producdo secundaria dos
organismos de menor tamanho iria resultar em interceptos maiores no espectro de
tamanho. Nossos resultados  corroboraram parcialmente esta hip6tese, dado que
entre todos os trés estressores testados, este foi o de influéncia menos sistematica,
com suave indicagao de aumento na densidade de algumas espécies grandes, como
Ostracoda. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos pelo enriquecimento
de nutrientes em experimentos relacionados a multiplos estressores na Nova
Zelandia (TOWSEND et al., 2008; MATTHAEI et al., 2010; WAGENHOFF et al.,
2012), onde foram observados efeitos positivos do enriquecimento sob o tamanho
dos macroinvertebrados.

Pode-se concluir que apesar de certas limitacoes, este estudo forneceu novos

insights sobre as maneiras pelas quais as comunidades de macroinvertebrados
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podem responder a multiplos estressores. O aumento de sedimento fino e a
diminuicdo do fluxo de agua alteraram a abundancia e riqueza total das
comunidades de macroinvertebrados de forma interativa, independentemente do
tamanho dos individuos. Nos mesocosmos do sistema ExStream mesmo as
comunidades do tratamento controle foram dominadas por taxons relativamente
resistentes e isso pode ter influenciado na auséncia de respostas ao espectro de
tamanho, por conta da simplificacdo generalizada da rede tréfica. Ademais, sistemas
tropicais possuem abundéncias menores de macroinvertebrados em comparagao a
sistemas temperados, trazendo complexidades adicionais em experimentos de
mesocosmos com dimensdes pequenas € que visem analisar padrbes em redes

troficas, como espectros de tamanho e fluxos de energia.
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Figura S1. Local size density para cada mesocosmo em relagao aos tratamentos do

preto com sombras em cinza indicam os modelos para cada combinagao de

tratamento com seu erro padrao.

experimento. Os modelos em azul indicam os espectros locais e os modelos em



