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RESUMO

A demanda da populacdo humana por alimentos, fibras e biocombustiveis imp&e
crescimento pronunciado na agricultura intensiva e, com ela, no consumo de
fertilizantes. Este manejo de fertilizantes leva a alterac6es draméticas nas quantidades
e proporcdes de nutrientes em agroecossistemas que, por sua vez, podem influenciar
comunidades biolégicas por meio de altera¢cdes na biomassa, qualidade nutricional e
composicdo de produtores. Uma tendéncia no cenario produtivo brasileiro recente é a
expansao das culturas de biocombustiveis, notadamente da cana-de-agucar (etanol) e
da soja (biodiesel), sobre ambientes de cerrado. Estas culturas, que juntas cobrem
nada menos que 30 milhdes de hectares do territério brasileiro, demandam padrdes
contrastantes de fertilizacdo. A cana-de-acUcar exige altas propor¢des de nitrogénio
relativo a fésforo, enquanto que a soja exige altas propor¢cdes de fosforo relativo a
nitrogénio.

Esta dissertacdo teve como objetivo testar os efeitos diretos e indiretos que as
alteracdes nas quantidades e proporcdes de N e P que se seguem a conversao de
ambientes nativos para o cultivo de cana-de-agucar e soja tém sobre comunidades
biol6gicas. Estes objetivos foram testados por meio de dois experimentos em
mesocosmos aquaticos manipulando nutrientes, algas, girinos e ninfas de libélulas. O
primeiro experimento seguiu um delineamento fatorial completo cruzando trés
concentragoes de N (Nieerencias Nsojas Ncana) € trés concentragdes de P (Preserencias Psojas
Pcana), € dois niveis troficos (algas e girinos de Physalaemus cuvieri). Niveis de
nutrientes manipulados simularam condicbes medidas em corpos d agua de cerrado,
ou padrdes de fertilizacdo conhecidos para culturas de cana-de-aglcar e de soja. No

segundo experimento pareamos essas concentracoes (Neferencia Preferencias NsojaPsojas



Ncana Pcana) de forma a reduzir a dimensionalidade do experimento e assim permitir a
inclusdo de um terceiro nivel tréfico (algas, girinos de Hypsiboas faber e ninfas de
libélulas). Incluimos ainda um tratamento no qual as ninfas de libélulas estiveram
engaioladas para separar os efeitos da predacéo de girinos, dos efeitos da alteracdo
nos seus atributos. As principais variaveis de resposta em ambos experimentos foram
concentracdo de clorofila a como indicadora de biomassa de fitoplancton, e
mortalidade, massa final e estdgio de desenvolvimento final de girinos como
indicadores de rendimento de consumidores. Uma compara¢do na concentracao de
clorofila antes e depois da introducdo de girinos procurou testar o efeito da adicdo de
consumidores na biomassa de produtores.

Conforme esperado, NT e PT medidos responderam expressivamente a
manipulacdo de N e P. Nas semanas que antecederam a introducdo de girinos, a
biomassa algal cresceu em resposta ao aumento na concentracdo do nitrogénio, mas
ndo do fosforo; esta tendéncia se manteve ao longo dos experimentos. Isso
provavelmente ocorreu porque concentragfes medidas de NT variaram da oligotrofia &
hipertrofia; por sua vez, concentragdes medidas de PT estiveram consistentemente em
valores considerados hipertroficos. A introducdo de girinos nao exerceu efeitos
evidentes sobre a concentracdo de clorofila a, possivelmente indicando que o alimento
era abundante o suficiente para ndo ocorrer competicdo entre consumidores. O
rendimento de consumidores foi significativamente influenciado pela manipulagédo de
nutrientes. Tratamentos ricos em P levaram a uma reducdo no crescimento de
Physalaemus cuvieri, e uma tendéncia & reducdo no seu desenvolvimento e
sobrevivéncia. De forma similar, o cenario de fertilizagdo de soja — portanto rico em P
— levou a uma reducao significativa na sobrevivéncia de H. faber. Por sua vez, o
cenario de fertilizagcdo de cana-de-acUcar levou a um ganho de massa de H. faber
30% superior ao controle. Formulamos a hipotese que esta diminui¢cdo no crescimento
e sobrevivéncia de girinos em cenarios de fertilizagdo ricos em P teria sido causada
pela proliferagdo de cianobactérias, frequentemente impalataveis ou mesmo toxicas, e
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gque tendem a ser favorecidas em ambientes de baixa proporcédo N:P. Ao contrério do
que esperavamos, ninfas de libélulas ndo foram capazes de promover reducéo direta
ou indireta no crescimento ou sobrevivéncia de girinos, ou influenciar a biomassa de
fitoplancton.

Concluimos que as alteracbes nos niveis de nutrientes que acompanham a
conversdo de ambientes nativos para paisagens agricolas tem efeitos importantes
sobre cadeias alimentares aquaticas (controle ‘bottom-up’), e que estes efeitos sdo
muito mais fortes do que aqueles mediados pela presenca de predadores (controle
‘top-down’). No entanto, estes efeitos ndo sdo necessariamente intuitivos, uma vez
gue determinados padrdes de fertilizag&o influenciam negativamente o rendimento de
elos intermediarios da cadeia e, portanto, a transmissdo da biomassa para niveis

troficos superiores.
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ABSTRACT

The human demand for food, fibers and biofuels imposes a pronounced growth in
intensive agriculture and, with it, in the consumption of fertilizers. Fertilizer
management promotes dramatic changes in the quantities and proportions of nutrients
in agroecosystems which, in turn, influence biological communities through changes in
the biomass, nutritional quality, and composition of producers.

A recent trend in the Brazilian productive scenario is the expansion of biofuel
crops - notably sugarcane (ethanol) and soybean (biodiesel) - over the cerrados.
These crops, covering no less than 30 million hectares in the country, demand
contrasting fertilization patterns: sugarcane requires high proportions of nitrogen
relative to phosphorus, whereas soybean requires high proportions of phosphorus
relative to nitrogen.

The objective of this thesis was to test the direct and indirect effects that changes
in the quantities and proportions of N and P that follow conversion of native habitats to
sugarcane and soybean fields have on biological communities. These objectives were
achieved by means of two mesocosm experiments manipulating nutrients, algae,
tadpoles and dragonfly naiads. The first experiment followed a full factorial design
crossing three concentrations of N (Nreference; Nsoys Neane) @nd three concentrations of P
(Preferences Psoys Pcane), @s well as two trophic levels (algae and Physalaemus cuvieri
larvae). Nutrient levels simulated conditions measured in water bodies of the cerrado,
or patterns of fertilization known for sugarcane or soybean crops. In the second
experiment we paired these concentrations (Nreference Preferences Nsoy Psoys Ncane Pcane) SO
as to reduce dimensionality and as such to permit inclusion of a third trophic level

(algae, Hypsiboas faber larvae, dragonfly naiads). We included an additional treament
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with caged naiads to separate the effects of actual tadpole predation from those of
changes in tadpole traits. The main response variables in both experiments were
cholophyll a concentrations as na indicator of phytoplankton biomass, and tadpole
mortality, final mass and final developmental stage as indicators of consumer
performance. A comparison in the concentration of chlorophyll a before and after the
introduction of tadpoles tested the effect of consumers on producer biomass.

As expected, measured TN and TP responded strongly to N and P
manipulations. In the weeks preceding the introduction of tadpoles, algal biomass
increased in response to the concentration of N, but not to the concentration of P; this
trend was maintained throughout the experiment. This probably happened because
measured TN varied from oligotrophic to hypertrophic conditions; in contrast, measured
TP consistenly corresponded to hypertrophic conditions. Tadpole introduction had no
evident effects on chlorophyll concentrations, possibly indicating that food was
abundant and competition among tadpoles, if present, was weak.

Consumer performance was significantly influenced by nutrient manipulations. P-
rich treatments led to a reduction in growth, and to a reduction trend in development
and survivorship, of Physalaemus cuvieri. Similarly, the scenario of soybean
fertilization — therefore P-rich — led to a significant reduction in Hypsiboas faber
survivorship. The scenario of sugarcane fertilization led to a 30% increase in mass gain
in Hypsiboas faber. We hypothesized that this reduction in tadpole growth and
survivorship in P-rich environments was caused by a proliferation of unpalatable or
even toxic cyanobacteria, which are favored in low N:P ratio environments. Contrary to
our expectations, dragonfly naiads did not cause a direct or indirect reduction in
tadpole growth or survivorship, nor influence phytoplankton biomass.

We conclude that changes in nutrient levels that accompany the conversion of
native habitats to agricultural fields can have strong effects on freshwater food chains
(‘bottom-up’ control), and that these effects are much stronger than those mediated by
predator presence (‘top-down’ control). However, bottom-up effects are not necessarily
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intuitive as certain fertilization patterns negatively influence the performance of
intermediate consumers and, as such, the transmission of biomass to higher trophic

levels.
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INTRODUCAO

A provisdo de recursos para a manutencdo e o crescimento da populacdo
humana levou a transformacdes das superficies terrestres e a aumentos expressivos
na quantidade de nutrientes adicionados aos ecossistemas. A exploracdo de recursos
naturais, o extrativismo, o desenvolvimento de cultivos agricolas e areas pastoris, a
instalacdo de industrias e a urbanizacdo promovem a destruicdo de habitats naturais e
alteram os principais ciclos biogeoquimicos dos ecossistemas, gerando mudancas
climéticas globais e perdas irreversiveis de biodiversidade (Vitousek, 1997a). Isso vem
acontecendo especialmente com macronutrientes como nitrogénio, fésforo e carbono,
assim denominados por serem quantitativamente importantes para organismos da
base das cadeias alimentares (Begon et al., 2006). Nos ultimos 30 anos, por exemplo,
a taxa de introducdo de nitrogénio no ciclo terrestre aproximadamente dobrou
(Vitousek, 1997a); foi estimado que o acumulo de fésforo em ecossistemas terrestres
e aguaticos é pelo menos 75% maior do que em periodos pré-industriais (Bennett et
al., 2001); e, com relacdo ao carbono, a concentracao de gas carbdnico resultante das
atividades humanas, ja em 1997, representava 30% do montante total desse gas na
atmosfera (Vitousek, 1997a).

A agricultura, nesse sentido, atua como importante moduladora das quantidades
de nutrientes acrescidos aos sistemas naturais. Isso se da através das queimadas, da
degradacao do solo, e, principalmente, das matérias-primas, tais como fertilizantes e
produtos para corre¢do do solo, utilizadas para maximizar a eficiéncia dos plantios ao
redor do mundo. A producao global de fertilizantes agricolas aumentou oito vezes (de
10 para 80 milhdes de toneladas) entre os anos de 1950 e 1990, e a massa prevista

quase dobrard (para 135 milhdes de toneladas) até 2030 (Vitousek et al., 1997b).
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Estimativas sugerem que, sob a forma de fertilizantes agricolas, o aporte mundial de
nitrogénio entre os anos de 2007 e 2012 aumentou a uma taxa média de 1,47 vezes

por ano, e o de fésforo, 1,70 vezes (FAO, 2008).

Esses materiais utilizados em cultivos ndo séo inteiramente absorvidos pelas
plantas nem ficam retidos ao solo, sendo espacialmente distribuidos e contribuindo
para a denominada poluicdo agricola (FAO, 1998).

Ocorre que existe uma série de limitacdes que impedem a tomada integral de
nutrientes por parte dos vegetais. A absorcdo de nutrientes pelas plantas varia de
acordo com fatores fisiol6gicos, caracteristicas dos produtos utilizados, e do solo em
que o cultivo € mantido. A taxa de absorcao dos nutrientes pelas raizes depende
essencialmente da taxa de absorcao pelas células corticais, da area superficial da raiz
e da concentracdo do nutriente em solucdo no solo (Chapin, 1980). A taxa de
absorcdo de um nutriente também depende frequentemente da concentracdo de
outros elementos na solucdo do solo e na planta, e da demanda da parte aérea
(Chapin, 1980). Sendo assim, muito do que é acrescido as plantagbes ndo €
incorporado pelas plantas. A quantidade total de nitrogénio aplicado na agricultura
supera a quantidade nutricional necessaria para crescimento das plantas (Smith et al.,
1995) e esse excedente é encaminhado para os solos ou entra na atmosfera via
volatilizacdo da aménia e producéo de 6xido nitroso (Nolan et al., 1997; Vitousek et al.,
1997b, Carpenter et al., 1998). O aporte de fésforo na forma de fertilizantes e adubos
também excede grandemente o liberado na forma de produtos agricolas, e esse é
destinado para o solo (Foy & Whiters, 1995; Carpenter et al., 1998). Esse montante
nao utilizado de nutrientes no solo geralmente é deslocado do local de aplicacao para
corpos d’agua — corregos e rios — por processos hidrolégicos tais como precipitacao,
lixiviacdo e escoamento (superficial ou para aguas subterraneas), que se tornam
fundamentais na retirada do solo, no transporte e no destino desses produtos (FAO,
1996).
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Ao atingir corpos d’agua, esses nutrientes sdo capazes de promover mudancas
profundas na cadeia alimentar e na dindmica da comunidade. O aumento na
guantidade de nutrientes tem papel fundamental sobre a biomassa do fitoplancton, de
modo que, quanto maior a concentracao de nutrientes, maior a produtividade primaria.
Dentre as formas de nutrientes mais importantes para o crescimento da biomassa
algal, podemos destacar o fosfato, o nitrato, o0 amonio e o silicato (Esteves, 1998).
Esse aumento de biomassa pode ser transferido, via ingestéo, para os niveis tréficos
superiores (Begon et al., 2006). Os consumidores, organismos que tém os produtores
como fonte de recursos, podem ser, dessa forma, controlados pela quantidade de
alimento disponivel no meio, configurando a visdo bottom-up de regulacdo da cadeia
alimentar (White, 1978).

Alguns dos nutrientes mencionados podem favorecer especialmente o
crescimento de determinados grupos de algas em detrimento de outros. E o caso, por
exemplo, do silicato, que promove um aumento na produtividade priméaria de
diatomaceas, organismos que secretam uma carapaca de silica (Esteves, 1998). Isso
significa dizer que as propor¢cdes dos nutrientes disponiveis, e ndo somente a
guantidade absoluta destes, também tem uma grande relevancia na determinacdo da
composicao e biomassa dos organismos fotoautotroficos.

Quando o fornecimento de nutrientes muda em proporgéo, ajustes celulares na
eficiéncia de aquisicdo podem levar a alteracdo de propriedades como propor¢ées de
ribossomos, atividades enzimaticas, regulagdo de genes, pigmentacdo celular e
composi¢do celular elementar, isto €, a composicdo total dos elementos nos
organismos é alterada por consequéncia da alteracédo das propor¢cdes de nutrientes no
meio (Sterner & Elser, 2002). A estequiometria ecol6gica, que estuda o balanco de
multiplas substancias quimicas em interacdes e processos ecoldgicos, reconhece que,

na base da cadeia alimentar, a composicao dos elementos dos produtores primarios é
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afetada pela composicdo dos nutrientes no meio, sendo estes limitantes ou nao
(Sterner & Elser, 2002).

Organismos interagindo em uma cadeia alimentar sdo compostos por diferentes
elementos quimicos, de modo que o fluxo de energia e nutrientes através das
interacbes consumidor-recurso obedece a restricdes fundamentais, por exemplo, de
balanco de massa desses elementos (Elser et al., 2000; Sterner & Elser, 2002).
Enquanto o montante total de nutrientes influencia a biomassa geral do fitoplancton, a
composicao destes, tanto em forma quanto em proporcao, influencia a composicdo da
comunidade, em termos de riqueza e diversidade de espécies, de produtores
primarios.

Altas concentrac¢des de fosforo relativas as de nitrogénio (baixa propor¢ao N:P),
por exemplo, levam a um aumento no crescimento de cianobactérias fixadoras de
nitrogénio, de menor palatabilidade (Waringer-Loschenkohl & Schargerl, 2001; Kim et
al., 2007; Vrede et al., 2009), e de diatomaceas epifiticas (Kupferberg et al., 1994) em
detrimento de uma comunidade dominada por algas verdes. Isso pode implicar a
reducdo no fornecimento de alimentos comestiveis, uma vez que propriedades como
composicdo de lipidios, producdo de toxinas (cianotoxinas, em blooms algais),
grossura da membrana celular, etc., podem alterar a qualidade do alimento para os
consumidores, em alguns casos, transformando alimento “bom” em alimento “ruim”
(Granéli et al., 2012; Mitra & Flynn, 2005). O que, por sua vez, pode desencadear um
fortalecimento das relagbes competitivas dos consumidores diretos devido a
insuficiéncia de alimento nas propor¢des requeridas por estes, que ficam, dessa
forma, limitados pelos recursos — regulacdo bottom-up (Anderson, 2002; Wood &
Richardson, 2009). Isso porque os consumidores sdo mais homeostaticos, ao que se
refere a rigidez da composi¢cédo elementar (DeMott, 2003) e, dessa forma, selecionam
os alimentos que ingerem.

No nivel dos produtores, os elementos limitantes ao crescimento dos organismos
devem ser usados para este fim e transferidos nas cadeias alimentares com 0 maximo
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de eficiéncia, enquanto os nao-limitantes, ou seja, aqueles em excesso, devem ser
dispensados e reciclados, retornando ao ciclo biogeoquimico (Hessen, 1992; Sterner &
Elser, 2002). Por exemplo, autétrofos tém, de forma geral, maior conteddo de carbono
em relacdo aos outros elementos (Elser et al., 2000). Os consumidores, herbivoros,
por sua vez, quando se alimentam dos autétrofos, requerem 0s outros nutrientes com
alta eficiéncia (Elser & Urabe, 1999), enquanto muito do carbono nédo é assimilado e
deve ser excretado (DeMott et al., 1998; Darchambeau et al., 2003). Visto que a
performance dos herbivoros fica fortemente comprometida por esses sistemas com
alta proporgdo de carbono, um grande conteudo deste deve entrar no ciclo de detritos
(Belgrano et al., 2010). Dessa forma, restricdes quanto a qualidade do alimento
ingerido, ou seja, quanto as propor¢cdes de nutrientes, podem ter impactos relevantes
no ciclo dos nutrientes nos ecossistemas.

Alternativamente a regulacdo bottom-up, esse fluxo de matéria e energia pode
também ser controlado pelos predadores (Hairston et al., 1960; Menge & Sutherland,
1976), direta ou indiretamente, 0 que pode ter consequéncias para o0s niveis troficos
mais basais. Para os predadores — controle top-down —, a influéncia pode ocorrer ndo
s6 na forma de predacdao como também sobre o comportamento dos individuos
passiveis de predacdo na presenca de um predador em potencial. E o caso, por
exemplo, de experimentos classicos com girinos cuja taxa de atividade (para
alimentacdo) e de crescimento fica substancialmente reduzida na presenca de uma
ninfa de libélula (Relyea & Werner, 1999). Efeitos indiretos desse tipo, por parte do
predador, podem ocorrer também sobre as interacdes competitivas de organismos de
um mesmo nivel tréfico (Relyea, 2002). A plasticidade fenotipica gerada em
organismos de uma espécie em resposta a presenca de uma segunda espécie pode
modificar a influéncia da primeira espécie sobre a segunda em termos de densidade
populacional e aptiddo, sdo os chamados efeitos indiretos mediados pelos caracteres
(em inglés, TMIls), que podem ser ainda mais relevantes na dindmica populacional
das espécies do que sua prépria densidade populacional (Werner & Peacor, 2003).
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Estudos envolvendo respostas de ocupacao espacial deixam claro que esses efeitos
indiretos dos predadores através dos produtores podem levar a efeitos positivos e
negativos nos recursos (Schmitz, 1998). Uma série de outros estudos sugere ainda
que efeitos top-down de cascata tréfica sdo fortemente afetados pela intensidade das
respostas comportamentais aos predadores (Power et al.,, 1985; Carpenter et al.,
1987; Persson et al., 1993; Moran et al., 1996; Forrester et al., 1999).

Apesar de parecerem linhas divergentes e contrastantes, os controles bottom-up
e top-down configuram, na verdade, forcas que coexistem, sendo determinadas pelo
enfoque dado ao organismo de interesse e pelos niveis tréficos que o cercam.
Segundo o modelo de Fretwell (1977, 1987), o que ocorre € uma colimitagdo por
recursos e predadores, incorporando as dualidades de ambos os controles: forgas top-
down dominam as dindmicas troficas, mas a estrutura da rede alimentar sera

estabelecida por atributos bottom-up do ecossistema, isto é, pela produtividade

primaria.

A limitacd@o de nutrientes pode, entéo, ter desdobramentos consideraveis sobre a
comunidade aquatica e suas dinamicas tréficas. Podemos definir nutriente limitante
como o primeiro cuja auséncia impede o crescimento do organismo autotréfico, que
promove uma taxa de crescimento proporcional a de fornecimento e que permite o
controle de eutrofizagdo de um corpo d’agua pela simples restricdo do aporte desse
elemento-chave ao ecossistema em questdo (Smith, 1998).

Quanto a limitacdo de nutrientes para o crescimento de organismos da base da
cadeia alimentar aquética, o fésforo tem sido frequentemente considerado o nutriente
limitante principal (Schindler, 1977; Vollenweider & Kerekes, 1982). Entretanto, varios
outros estudos também indicaram que a produtividade primaria pode ser limitada pelo
nitrogénio ou co-limitada por nitrogénio e fésforo (Elser, Marzolf & Goldman, 1990;
Jansson et al., 1996; Vrede et al., 1999). Pesquisas recentes indicaram ainda que o
aumento da deposicdo atmosférica de nitrogénio em ambientes aquéticos pode
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resultar em uma mudanca de um sistema N-limitado para um sistema P-limitado
(Bergstrém, Blomqvist & Jansson, 2005; Bergstrém & Jansson, 2006).

A restricdo do fornecimento do nutriente limitante da produtividade primaria, seja
nitrogénio, seja fosforo, em determinados ambientes aquaticos € capaz de promover a
reducdo da eutrofizacdo do mesmo. A eutrofizacdo € o0 processo nhatural de
enriquecimento, em termos de nutrientes, de corpos d’agua. Quando resulta de
atividades humanas, é chamada eutrofizacdo cultural, e é o principal problema
enfrentado por sistemas aquaticos da atualidade, estando intrinsecamente ligada ao
desenvolvimento e utilizacdo de fertilizantes agricolas (Howarth, 2002; Smith, 2003).
Os efeitos potenciais gerais desse fendmeno incluem: aumento da biomassa
fitoplanctdnica, de perifiton e de macréfitas e consequente aumento da biomassa dos
consumidores; mudancas na formacdo de blooms algais que podem ser toxicos;
reducdo na diversidade de espécies; redugdo na transparéncia da agua e problemas
de odor, gosto e potabilidade da agua e deplecédo de oxigénio (Smith & Schindler,
2009). Ainda, tem efeito positivo sobre o crescimento de bactérias (Farjalla et al.,
2002), aumenta a biodegradacao de petroquimicos, hidrocarbonetos aromaticos e
pesticidas na agua (Graham et al., 2000) e influencia a abundancia, composicao e

viruléncia de pat6genos residentes no sistema (Wilson et al., 1996).

Tais mudancas dramaticas na quantidade e propor¢des de nutrientes nos
ecossistemas — resultantes da manipulacdo de produtos para agricultura — e, por
conseguinte, suas potenciais ramificagbes bioldgicas, vém acontecendo no mundo
todo e também no Brasil, que se tornou uma importante poténcia agricola nas ultimas
décadas, especialmente em funcdo do aprimoramento das tecnologias agricolas e do
desenvolvimento de insumos. Nos ultimos 30 anos, o crescimento na producdo de
fertilizantes foi um dos principais responsaveis por um aumento correspondente na
producao agricola nacional, que triplicou (FAO, 2006). Esse crescimento acompanhou
0 desenvolvimento de tecnologias modernas de producdo, muito mais
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expressivamente do que a simples expansdo da area plantada (FAO, 2006). Nesse
periodo, a produgdo de 16 culturas aumentou 3,4 vezes; o consumo de fertilizantes,
4,4 vezes; e a area plantada, somente 1,5 vezes (FAO, 2004). Dos 50 milhdes de
hectares agricolas cultivados do Brasil, 76,7% € destinado ao cultivo de gréos, entre
eles a soja, e 10,2%, para o cultivo de cana-de-acucar (FAO, 2006). O pais é o maior
produtor mundial de café, cana-de-agUcar e citricos, e 0 segundo maior produtor de
soja (FAO, 2006).

Um aspecto importante sobre o perfil temporal de uso de fertilizantes no Brasil é
o aumento da proporcdo de fésforo em relacdo aos outros dois macronutrientes
(nitrogénio e potassio), isso devido a utilizacdo das éareas de cerrado, cujo solo é
extremamente deficiente nesse elemento (FAO, 2004).

Mesmo em regides com alto nivel de tecnologia agricola, percebe-se grandes
diferencas entre as taxas de aplicacdo de fertilizantes minerais nas culturas de
exportacdo, como café, soja e cana-de-agucar, em relagdo aos cultivos destinados a
alimentacdo basica, por serem as primeiras mais rentaveis para os agricultores (FAO,
2004).

Os dois ultimos cultivos mencionados — cana-de-aglcar e soja — tém sofrido
grandes pressdes do setor energético no sentido de aumentar a demanda de
producdo de energias baseadas em biomassa vegetal (etanol e biodiesel,
respectivamente) para suprir a caréncia deixada pela futura deplecdo dos recursos de
combustiveis fésseis. Esse aumento na demanda de producao gerou, por sua vez,
uma urgéncia para conversao de cada vez mais areas de terra ndo plantada (de mata
nativa e pastagens) em lavouras, provocando, dessa forma, uma expansdo da
fronteira agricola (FAO, 2007).

A producdo de acucar e etanol, derivados da cana-de-acUcar inicialmente
cultivada em areas de Mata Atlantica, esta em expansédo, a uma taxa de crescimento
de &rea cultivada de 1,1 vezes ao ano, de 2001 a 2012 (MAPA, 2013), invadindo areas

de cerrado do interior do estado de Séo Paulo, sul do Rio Grande do Sul e de Goias e
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Sudoeste de Minas Gerais (Rudorff et al., 2010). A regido sudeste € responsavel por
80% do etanol destinado a exportacdo. O estado de S&o Paulo, especificamente,
responde por 88% do volume de cana-de-acUcar, 89% do de alcool e 90% do de
acucar produzido no Brasil (IEL, 2006).

A soja, cuja area plantada cresceu 3,6% no periodo 1990-1991 a 2000-2001
(dez anos — nas regides Centro-Oeste e Norte/Nordeste), teve um crescimento de
13,8% no periodo entre 2000-2001 e 2003-2004 (trés anos — em todas as regides do
pais) (Brandao et al., 2005). Uma vez que ndo houve reducdo da area das culturas
competidoras (culturas também iniciadas no verdo), acredita-se que essa expanséo do
plantio de soja tenha se dado através da conversdo de pastagens degradadas
(Meller, 2003).

Essas culturas diferem diametralmente nas concentracdes relativas de nutrientes
aplicados na forma de fertilizantes agricolas, balanceadas de acordo com as
exigéncias nutricionais de cada espécie. A proporcdo de nutrientes nos fertilizantes
inorgénicos para cana-de-agUcar é, regularmente, de 1N:1P (FAO, 2004) (Figura 1).
Em canaviais, a vinhaca, um subproduto da destilacdo da cana-de-agucar, também é
simultaneamente aplicada por fertirrigacéo, tendo esta uma propor¢céao de nutrientes de
8N:1P (Prada et al., 1997) (Figura 1). Para a soja, que € uma leguminosa em cujas
raizes a associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio faz com que seja reduzida a
demanda por este nutriente, a proporgcdo € de 1N:14P (FAO, 2004) (Figura 1). Essa
diferenca entre as propor¢cdes de nutrientes adicionadas as culturas €, como
anteriormente abordado, transferida para os corpos d’agua das regides que circundam
as lavouras desses dois produtos, podendo ter implicagdes profundas na dinamica da

comunidade e nas interacdes tréficas entre os organismos ali presentes.
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Figura 1. Estequiometria do nitrogénio e fésforo consumido nas duas principais culturas de
biocombustiveis no Brasil, cana-de-acucar (etanol) e soja (biodiesel). Fertilizantes inorganicos
aplicados em soja sdo ricos em P, uma vez que a soja requer pouco N por estabelecer
associacdo mutualistica com bactérias fixadoras de N. Fertilizantes inorganicos aplicados em
cana-de-acucar séo ricos em N e P. Em cana-de-agUcar € importante também a fertirrigagédo
com vinhacga, efluente liquido gerado na destilagdo do mosto fermentado. A composi¢édo
quimica da vinhaca varia substancialmente, mas a razao N:P est4 compreendida entre 3:3 e 53
(FAO, 2004; Prada et al., 1997; LCS observacdo pessoal; Grupo AMaggi comunicacdo
pessoal).

OBJETIVOS

Considerando que macronutrientes como o0 nitrogénio e o fosforo
frequentemente limitam a produtividade primaria, com implicacdes para niveis troficos
superiores via transferéncia de energia, nossos objetivos com o presente estudo foram
investigar experimentalmente, em comunidades aquaticas modelo: (I)(a) os efeitos
diretos do aumento na quantidade e propor¢cdes de nutrientes em produtores
primarios; (I)(b) os efeitos diretos do aumento na quantidade e propor¢cbes de
nutrientes em produtores primarios na presenca de um consumidor; (l)(a) os efeitos
indiretos do aumento na quantidade e propor¢gfes de nutrientes para o consumidor
através dos produtores; (Il)(b) os efeitos indiretos do aumento na quantidade e
proporcBes de nutrientes para o consumidor na presenca de um predador. As
concentracdes de nitrogénio e fosforo por nds escolhida simulam condi¢des realistas
de conversdo e uso da terra por parte da expanséo dos cultivos de soja e cana-de-

acucar para suprimento da demanda por biocombustiveis. Incluimos os tratamentos
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com predadores a fim de analisar uma possivel regulacdo também por parte dos niveis
superiores da cadeia trofica, podendo essa regulagdo ser exercida de forma direta
(predacdo real) ou indireta (indicios de predacao). Assim, poderiamos avaliar quais
forcas de regulagdo da cadeia alimentar atuariam com maior énfase nas nossas
comunidades-modelo, se controle bottom-up ou se controle top-down, e sua relacdo
com as manipulacbes de nutrientes em propor¢cdes utilizadas nos fertilizantes das
duas maiores culturas brasileiras.

Nossas previsdes eram de que um aumento na quantidade de nutrientes levaria
a um aumento assintdtico na biomassa de produtores, e que este aumento na
biomassa de produtores seria transmitido via consumo para um aumento na biomassa
de consumidores. Este aumento de biomassa dos consumidores, no entanto, seria
modulado pelas propor¢des estequiométricas distintas de N:P, que favorecem o
crescimento de determinados tipos de algas em detrimento de outros, podendo
influenciar o valor nutricional e/ou a palatabilidade das algas. Por sua vez, previmos
que o ganho de biomassa de consumidores seria dependente do contexto da teia
alimentar, ou seja, que seria influenciado pela presenca letal (via reducdo na
densidade de consumidores e na taxa de forrageio individual, e, portanto, na reducéo
do consumo e no aumento na disponibilidade per capita de alimento) e ndo-letal de
predadores (via reducéo na taxa de forrageio e de consumo e, portanto, com aumento

na disponibilidade per capita de alimento).

Por se tratarem de questdes ecoldgicas complexas, 0s experimentos exigiram a
escolha de um sistema-modelo apropriado. Sistemas-modelo bioldgicos, que se
baseiam em sistemas biologicos reais, sao caracterizados pela tratabilidade,
generalismo e realismo, permitindo melhores delineamentos para experimentos futuros
a partir dos resultados obtidos, atuando como poderosas ferramentas de pesquisa
(Srivastava et al., 2004). No caso, a comunidade-modelo manipulada é similar a
comunidades biolégicas de pocas temporarias, adequadas para analise de efeitos de
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cascata tréfica por serem compostas por animais relativamente pequenos e de rapido
desenvolvimento (Wellborn et al., 1996), além de serem facilmente manipulados em

laboratorio.

Para atingirmos nossos objetivos, entdo, construimos cadeias alimentares
aguaticas experimentais com até trés niveis troficos, em que os produtores eram
representados por comunidades de algas, os consumidores, por larvas de anfibios
anuros (girinos) e os predadores, quando presentes, por ninfas de libélulas. Estas
comunidades experimentais foram, por sua vez, manipuladas na base de seus
recursos, isto €, na quantidade e proporcdo de nutrientes acrescentados aos
produtores primarios, simulando condi¢cdes de ambientes ndo alterados por influéncia
humana e ambientes influenciados por cultivos de matérias-primas para
biocombustiveis.

Anfibios sdo organismos particularmente Uteis para estudo de problemas
ambientais, pois apresentam importancia trofica, sensibilidade ambiental, tratabilidade
para pesquisa e risco de extingdo iminente (Hopkins, 2007). Seu tegumento permeavel
0s torna sensiveis a mudancas nas condi¢cdes hidricas, contaminantes e certas
patologias de pele. Perturbagdes no regime e na qualidade do corpo d’agua em que
crescem as larvas de anfibios também podem ter sérias implicacdes no ciclo de vida
dos mesmos, afetando a dinAmica populacional (Dunson et al., 1992). Ainda, a grande
conversdo de matéria que os anfibios realizam os torna grandes bioacumuladores de
poluentes e contaminantes, comparando-os com outros animais do mesmo nivel
trofico (Unrine et al., 2007). Muitos anfibios tém ciclo de vidas complexos, ocupando
habitats aquaticos durante o inicio da vida mas metamorfoseando em formas
terrestres, 0 que caracteriza um outro subsidio de energia e nutrientes para 0s
ambientes terrestres que circundam os corpos d’agua (Regester et al., 2006). Adultos

e larvas sdo, geralmente, tdo abundantes que a quantidade passivel de ser
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encontrada e coletada € muito propicia para fins de experimentacao, seja para ensaios
em mesocosmos, seja para laboratoriais (Hopkins, 2007).

Tendo as larvas de anfibios configurado modelos de estudo ja embasados para
sistemas temperados (estudos de Henry M. Wilbur, Scott D. Peacor, Earl Werner,
entre outros), existe um prejuizo na representacdo da diversidade de tracos
relacionados a suscetibilidade a poluentes quimicos da parte de outras espécies
(Schiesari et al., 2007). Vimos, entdo, a necessidade de fazermos uso de organismos-
modelo relevantes para o nosso cenario — econémico e ecoldgico — nos permitindo,
assim, uma extrapolacdo mais segura dos resultados para a nhossa realidade

(Schiesari et al., 2007).

Estudos utilizando mesocosmos sédo frequentemente vistos como uma solucéo
intermediaria para unir a variabilidade das terras alagadas naturais com a habilidade
de manipular varidveis e replicar e randomizar tratamentos em unidades
experimentais, isto €, combinando caracteristicas realistas de estudos em campo com
aqueles controlados realizados em laboratério (Boone & Semlitsch, 2009). Escolhidos
pelo fato de possibilitarem que os organismos de interesse completem fases criticas
de seu ciclo de vida, mesocosmos permitem o controle do ensaio, a evidencia¢do das
variaveis de interesse e o isolamento de outras, a determinacao das relacfes de causa
e efeito e 0 estudo de cadeias alimentares (Wilbur, 1987; Rowe & Dunson, 1994,
Drake et al., 1996; Skelly, 2002). Todos esses fatores de forma realista, uma vez que
mesocosmos incorporam elementos de sistemas naturais que propiciam, parcial ou
integralmente, que se mimetizem processos ocorrendo em grandes pocgas ou lagos

(Schindler, 1998).
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MATERIAIS E METODOS

De forma a testar as hipb6teses de que as proporcBes de nutrientes
diferenciariam o crescimento de organismos fotossintetizantes e de que essa distin¢ao
seria transferida via cadeia alimentar, influenciando o crescimento de consumidores na
auséncia e na presenca direta e indireta de predadores, realizamos dois experimentos
complementares manipulando concentracbes de macronutrientes na agua e a
estrutura trofica de comunidades aqudticas experimentais. Em ambos os
experimentos, utilizamos o periodo inicial de crescimento de algas antes da introdugéo
de girinos para analisar as consequéncias da manipulagdo de nutrientes sobre o nivel
trofico dos produtores.

No primeiro experimento, manipulamos separadamente nitrogénio e fosforo
simulando as concentracdes destes em ambientes sem alteragdo antropica, em
fertiizantes de soja e de cana-de-agclucar, de modo a permitir o crescimento
diferenciado da comunidade fitoplanctonica. Passada a fase inicial de crescimento de
algas, acrescentamos girinos a todos os tanques, de modo a abordarmos o efeito da
alteracdo na proporcao de nutrientes tanto na comunidade de produtores na presenca
de consumidores, quanto nos proprios consumidores.

No segundo experimento, mantivemos também tratamentos em que adicionamos
um terceiro nivel tréfico, o dos predadores, nos permitindo estudar o efeito do
incremento de nutrientes nos girinos na presenca do predador (solto e engaiolado).
Uma vez que esse segundo experimento era complementar ao primeiro em funcéo do
aumento do numero de niveis troficos, houve exigéncia por uma simplificagdo do outro
fator manipulado, isto é, do nivel de nutrientes, de forma a mantermos um experimento

de tamanho manejavel. As algas se nutriram, entdo, de concentracdes pareadas de
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nitrogénio e fosforo simulando as proporcdes de ambiente de referéncia e as usadas

em fertilizantes de culturas de soja e de cana-de-acucar.

ESCOLHA E ORIGEM DO SISTEMA BIOLOGICO

Iniciamos os experimentos inoculando algas coletadas em lagoas de planicies de
inundacdo de uma regiéo de cerrado no interior do estado de Sao Paulo. Esses corpos
d’agua, por constituirem ambientes |énticos durante a maior parte do ciclo hidrolégico,
apresentam condicdes propicias para o desenvolvimento de comunidades
fitoplanctonicas, perifiticas e de macréfitas aquaticas, o que se reflete nas altas taxas

de produtividade priméria desses ecossistemas (Bonetto et al., 1984).

Conduzimos os experimentos com girinos provenientes de desovas de anfibios
de duas espécies, Physalaemus cuvieri e Hypsiboas faber, coletadas na Estacdo
Biologica de Boracéia (EBB), considerada comparativamente livre de contaminacéo e
de influéncias antrépicas, uma vez que se localiza em uma bacia hidrogréafica

protegida, ndo podendo ser poluida a montante ou por fontes internas de

contaminacédo (Verdade et al., 2011).

A Estacdo Biolégica de Boracéia (EBB), com area aproximada de 96 ha, foi
criada em 1954 e esta localizada a 110 km de Sao Paulo, no municipio de Salesépolis
(23° 37’ 59” S e 45° 31’ 59" W) (Ferro & Diniz, 2007). Inserida na Reserva Casa
Grande do Departamento de Agua e Esgotos (DAEE) do estado de S&o Paulo, na
Adutora do Rio Claro (SABESP), foi criada para proteger as bacias dos rios Claro e
Guaratuba. Atualmente pertence a Universidade de Sao Paulo, sendo administrada

pelo Museu de Zoologia (MZUSP) (Cavarzere et al., 2010). O clima é tropical amido,
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com precipitacdo uniforme (média de 2010 mm/ano) e verdo quente (média anual de

temperatura 17,9°C) (Custddio Filho, 1989 apud Cavarzere et al., 2010).

Physalaemus cuvieri Fitzinger 1826 € uma espécie de anfibio de tamanho
pequeno, atingindo, em média, quando adulto, 3 cm (Figura 2). Sua coloragcédo é
bastante variavel; porém, um padrdo de cor alaranjado ou avermelhado é sempre
presente na regido inguinal, posterior a coxa e préximo as axilas (Verdade et al.,
2009). Para o acasalamento, os machos vocalizam geralmente em regibes recém-
inundadas de corpos d’agua. Os ovos sdo depositados em ninhos flutuantes de
espuma, ancorados a vegetagcdo (Haddad & Sazima, 1992). Essas possuem entre 300
e 700 ovos e o0s girinos levam 72h para sair da espuma e 40-50 dias para
metamorfosearem (Barreto & Andrade, 1995). A reproducdo ocorre de outubro a
margo (Heyer, 1990). E uma espécie comum de corpos d’agua lénticos e areas
abertas, sendo encontrada, inclusive, em areas antropizadas (Verdade et al., 2009). A
distribuicdo dessa espécie engloba as regides sudeste, central, centro-oeste e sudeste

do Brasil, Misiones e entre Rios, na Argentina, e o leste do Paraguai (IUCN, 2012).

e

ysalaemus cuvieri
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Hypsiboas faber Wied-Neuwied 1821 é o maior anfibio arboricola da Mata
Atlantica, atingindo cerca de 10 cm quando adulto (Figura 3). Apresenta coloracéo
marrom, com uma faixa escura na linha vertebral. Os adultos machos cantam na
vegetacdo situada ao redor de corpos d’agua lénticos, ou seja, na borda da mata, ou
dentro da agua em partes rasas. Eles sao territoriais e constroem ninhos no chéo, que
permanecem isolados do corpo principal da pocga. Estas “bacias de barro”, que nds
chamamos de “panelas”, com cerca de 20 cm de didmetro e paredes elevadas,
recebem a desova e sdo os locais de desenvolvimento dos girinos em seus primeiros
dias de vida (Verdade et al., 2009). Cada desova possui cerca de 2500 ovos (Martins
& Haddad, 1988) e os girinos levam 65h para abandonar a gelatina e 8 meses para
metamorfosearem (Martins, 1993). A reproducdo ocorre de setembro a margo (Heyer,
1990). A distribuicdo geografica dessa espécie se estende pela Argentina, Paraguai e

Brasil, nos estados da regido sul, sudeste e o sul da regido nordeste (IUCN, 2012).

Figura 3. Exemplar de Hypsiboas faber (créditos: Daniel Din Betin Negri).

Como anteriormente mencionado, no segundo experimento, acrescentamos
também, como integrantes da comunidade aquatica experimental, ninfas de Odonata
da familia Libellulidae, coletadas na Estagdo Ecoldgica do Jatai (EEJ), outra regido

considerada ndo-contaminada e preservada de alteracdes antrOpicas por constituir
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uma Unidade de Conservacdo (UC) de Protecdo Integral destinada a preservacao
ambiental, em que sdo permitidas somente pesquisas e atividades de educacéo

ambiental.

A Estacdo Ecologica do Jatai (EEJ) compreende uma area de 9074,63 ha
protegidos pelo governo do estado de S&o Paulo, pertencendo a Unidade de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRH) da Bacia do Rio Mogi-Guagu. Esta
localizada no municipio de Luiz Antbnio, entre 21°30’'S e 21°40’S e entre 47°40'W e
47°50'W (Pires et al., 2000). O clima é tropical com ver6es Umidos e invernos secos,
com precipitagdo anual de cerca de 1400 mm concentrada entre novembro e abril e

média de temperatura anual de 22°C (Cavalheiro et al., 1990).

Libellulidae é uma familia pertencente a subordem Anisoptera. Adultos dessa
subordem podem ser reconhecidos por apresentarem as bases das asas anteriores e
posteriores diferentes, pousando com as asas abertas (Souza et al., 2007). As larvas
da subordem Anisoptera possuem corpo robusto e respiram por meio de branquias
traqueais retais, utilizando a entrada e saida de dgua do anus também para propulsdo
do corpo quando da contracdo do abdémen. As de Libellulidae se caracterizam por
possuirem labio céncavo em forma de concha e por ndo apresentarem crista dorsal
entre as antenas (Souza et al., 2007) (Figura 4). Dotada de grande diversidade de
espécies, corroborada recentemente (Anjos-Santos & Costa, 2006; Souza & Costa,
2006; Muzdn et al., 2008), Libellulidae possui aproximadamente 50% das espécies de
Odonata conhecidas no estado de S&o Paulo e do Espirito Santo (Dalzochio et al.,

2001).
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Figura 4. Exemplares coletados de ninfas de Odonata da familia Libellulidae, subordem
Anisoptera.

Consideracoes gerais sobre a realizacdo dos experimentos

Realizamos ambos os experimentos no CRHEA, Centro de Recursos Hidricos e
Ecologia Aplicada da Escola de Engenharia de Sao Carlos (EESC/USP), localizado no
municipio de lItirapina (220 km de Sao Paulo), as margens da Represa do Broa. A
coleta, transporte e manutencdo e experimentacdo de animais neste projeto foram
autorizados pelo IBAMA/ICMBIo (Processo 17559-1, de 21 de Outubro de 2008) e a
manipulacdo experimental foi aprovada pela Comissdo de Etica em Uso de Animais
Vertebrados em Experimentacdo do Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao
Paulo (Protocolo 039/2007).

Conduzimos os experimentos em caixas d’agua de polietileno de capacidade

500 L, fechadas com tampas de sombrite 70% (malha de aproximadamente 1 mm?),
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para permitir as trocas gasosas e evitar superaguecimento da agua pelo sol e a
eventual fuga de metamorfos e oviposicdo de insetos cujas larvas podem ser

predadoras de girinos.

Coleta de algas e coleta e manutencdo de larvas de Anura e ninfas de Odonata

Para alcancarmos uma grande diversidade de produtores em nossas
comunidades aqudticas e assim permitir que diferencas na razao e concentracédo de
nutrientes levassem ao estabelecimento de comunidades bastante divergentes,
buscamos inocular algas de varios corpos d’agua diferentes. Coletamos, assim, para o
primeiro experimento, 20 L de a&gua de cada uma de quatro pogas inseridas na
Estacdo Ecoldgica do Jatai e da Represa do Bréa, totalizando 100 L de agua coletada.
No segundo experimento, optamos por coletar algas retidas por uma rede de plancton
de 60 um presentes em 52 L de 4gua de cada uma de trés pocas inseridas na Estacao
Ecolégica do Jatai e da Represa do Brda. Dividimos igualmente os volumes obtidos
em ambas as coletas entre o nimero de mesocosmos e fizemos o inoculo da

comunidade inicial de produtores.

Com relacéo as larvas de Anura, coletamos 22 desovas de Physalaemus cuvieri
(Leiuperidae) (Figura 5) para o primeiro experimento e sete desovas de Hypsiboas
faber (Hylidae) para o segundo (Figura 6), tendo ambas as coletas sido realizadas na
Estacdo Biologica de Boracéia. Mantivemos essas desovas em laboratério em
bandejas de cultivo até elas eclodirem. Alimentamos os girinos até o estagio 25
(Gosner, 1960) com racdo macerada para peixe (Tetra Vegie Algae Wafers Extreme) e
trocamos a agua das bandejas uma vez a cada dois dias. Uma vez que eles atingiram
esse estagio, triamos os girinos por tamanho, excluindo os extremos, de forma a incluir
no experimento girinos de massas e estagios de desenvolvimento semelhantes e a
excluir girinos malformados, moribundos e doentes. Separamos estes girinos
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saudaveis e de tamanho similar em copinhos plasticos, de cinco em cinco (Figura 7),
até totalizar 7200 girinos de Physalaemus cuvieri em 1440 copinhos, para o primeiro
experimento, e 4680 girinos de Hypsiboas faber em 936 copinhos para o segundo.
Estes copinhos com cinco girinos foram aleatoriamente reunidos em grupos de 40 no
primeiro experimento (totalizando 200 girinos), e de 26 no segundo (totalizando 130
girinos). Esses grupos formados eram 0s conjuntos de girinos adicionados a cada um

dos mesocosmos.

Figura 5. Desova de espuma de Physalaemus cuvieri, aderida a vegetacéo.

4 ‘f_‘f

Figura 6. Desova de gelatina de Hypsiboas faber, alocada em uma
da poca.
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“bacia de barro” a margem
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Figura 7. Girinos de Physalaemus cuvieri, jA em estagio 25 de Gosner, separados de cinco em
cinco para randomizagao e posterior inoculagdo nos mesocosmos.

Por fim, coletamos as ninfas de Odonata em uma poca permanente da Estacéo
Ecoldgica do Jatai, com auxilio de uma rede D. Optamos por coletar ninfas da familia
Libellulidae, devido a sua abundancia e consequente facilidade de encontrar no corpo
d’agua. Buscavamos ninfas grandes, sempre tomando a precau¢do de nao coletar
individuos proximos da metamorfose, estagio em que param de se alimentar (Corbet,
1963). Cada ninfa que coletavamos, colocavamos em pequenos sacos plasticos
estreitos e altos, com uma pequena porcdo de agua e boa parte de ar (Carvalho,
2007) (Figura 8). As ninfas ndo podem ser mantidas juntas, pois sdo predadoras

vorazes e canibalisticas, predando umas as outras se nao forem separadas.
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Figura 8. Modo de armazenamento e transporte das ninfas de Libellulidae transportadas do
local de coleta até o laboratério.

DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE NUTRIENTES MANIPULADAS

Trés foram os cenarios ambientais que pautaram a determinacdo das
concentracdes de nutrientes que manipulamos nos dois experimentos: um cenario de
referéncia refletindo as condi¢des de corpos d’agua em um ambiente nativo; um
cenario agricola refletindo as condi¢gdes de corpos d’agua em uma plantagédo de soja;
e um cenario agricola refletindo as condigées de corpos d’agua em uma plantagao de
cana-de-acucar.

Ambiente de referéncia: usamos dados médios da concentracdo de nitrogénio

(nitrato+nitrito+tamoénia) e de fosforo (ortofosfato) de 10 pogas permanentes,
semipermanentes e temporarias da Estacdo Ecoldgica do Jatai em Fevereiro/2011
(Luis Schiesari, observagédo pessoal). Esses valores ([N] = 0,268 mg/L e [P] = 0,128
mg/L) foram utilizados como pulso inicial de nutrientes em todos os tanques
independente do tratamento, e a Unica adicdo de nutrientes em tanques das
manipulacdes simulando condi¢des de referéncia.

Cana-de-acucar: nos baseamos em relatério do Centro de Tecnologia Canavieira

que reportava dados quantitativos de fertilizag&o mineral e fertilizagcdo por vinhagca em
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30 fazendas da regido de Piracicaba na safra de 2007/2008 (CTC, 2008). Com estes
dados calculamos a dose total média de NPK aplicada por hectare por ano na forma
de fertilizantes inorganicos e de vinhaca em cana-soca usando para isso a
composi¢do quimica da vinhaca reportada por Prada et al. (1997). Esta fertilizacdo
apresentava propor¢cado estequiométrica proxima de 12N:1P. A dose anual média de
NPK, em mg/ha, foi dividida pela area da base do tanque (para estimar mg
NPK/tanque); posteriormente dividida pelo volume que pretendiamos atingir por
tanque (400 L) (para estimar mg/L) e, por ultimo, para uma duracao considerada da
safra de 8 meses (240 dias), para finalmente chegarmos a carga final diaria de
nutrientes a ser adicionada: [N] = 0,163 mg/L e [P] = 0,013 mg/L (assumindo uma
dissolucéo linear do fertilizante aplicado ao longo do tempo).

Soja: utilizamos dados reais de massas de fertilizantes aplicados no talhdo 168
do Rancho Mutum da Fazenda Tanguro, de cultivo de soja, localizada no estado do
Mato Grosso (proporcao estequiométrica proxima a 1N:14P) (Luis Schiesari,
observacdo pessoal). A massa de fertilizante aplicada por talhdo € homogénea e,
portanto, os valores para o talhdo 168 séo representativos para a Fazenda como um
todo. A aplicacao é Unica, no momento da semeadura, e a safra dura 4 meses (120
dias). Como fizemos para cana, a dose anual média de NPK, em mg/ha, foi corrigida
para a area basal do tanque, posteriormente dividida pelo volume que pretendiamos
atingir (400 L) e, por ultimo, pela duracdo considerada da safra, para finalmente
chegarmos a carga final diaria de nutrientes a ser adicionada: [N] = 0,011 mg/L e [P] =
0,157 mg/L (assumindo uma dissolucdo linear do fertilizante aplicado ao longo do
tempo).

Para obtermos um delineamento experimental fatorial completo simétrico e para
explorarmos melhor a questdo da estequiometria dos nutrientes, aproximamos 0S
valores de modo a chegarmos as concentraces diarias finais de nutrientes a serem

adicionados que constam na Tabela 1. Note que assim tornamos simétrica a adicao de
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nutrientes: 14N:1P em cenério de cana-de-acUcar e 1N:14P em cenario de soja,

bastante proximos da estequiometria de nutrientes aplicada em campo.

Manipulamos nitrogénio, fésforo e potassio por meio dos sais nitrato de aménio
(NH3NOg), di-hidrogeno-fosfato de potassio (KH,PO,) e cloreto de potassio (KCI),
respectivamente. Como 0 experimento pretendia avaliar a consequéncia da
manipulacdo de nitrogénio e de fdésforo apenas, mas sendo potassio também
macronutriente importante, nivelamos as concentracfes de potdssio para todos os
tratamentos em condigbes ndo-limitantes e igual a maior concentracdo de potassio

adicionada junto com o fosforo por meio do di-hidrogeno-fosfato de potassio (KH,PO,).

Tabela 1. Valores de concentragdes diarias de nutrientes adicionados em cendrios diversos.
Note que estas concentracBes diarias sdo adicionais ao pulso de nutrientes caracterizando
condic¢des de referéncia. Portanto, o cenario de referéncia caracteriza-se pela adicdo de 0 mg/L
de N e P ao longo do experimento.

AMBIENTE [N] (mg/L) [P] (mg/L) [K] determinada por

KH,PO,
Referéncia 0 0 0,17
Cana 0,14 0,01 0,17
Soja 0,01 0,14 0,17

EXPERIMENTO COM DOIS NiVEIS TROFICOS

Delineamento experimental

O desenho determinado para este experimento foi de um delineamento fatorial
completo cruzando 3 concentracdes de nitrogénio (N em ambiente de referéncia; N em
plantacdo de cana; N em plantacdo de soja) com 3 concentracfes de fésforo (P em
ambiente de referéncia; P em plantacdo de cana; P em plantacéo de soja) (Tabela 2).

Cada um dos nove tratamentos foi replicado quatro vezes, quantidade

considerada suficiente para detectar diferencas significativas no comportamento,
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morfologia, desenvolvimento e sobrevivéncia dos organismos estudados (Boone &
James, 2005). A comunidade aquatica era composta, em todos os tanques, por dois
niveis tréficos: algas e girinos. As 36 unidades experimentais foram aleatorizadas

entre os tratamentos (Figuras 9 e 10).

Tabela 2. Valores de concentracdes diarias de nutrientes e a estequiometria destes em
cenérios diversos.

[K]

TRATAMENTO esteq-ll:llii;%etria (nElg\;}L) (m[g}L) determinada

por KH,PO,
Todos pulso inicial 0,26 0,13 0,16
Nieferancia: Preferencia adicdo 00:00:17 0 0 0,17
Nreferencia: Pcana adicdo 00:01:17 0 0,01 0,17
Neferencia: Psoja adicdo 00:14:17 0 0,14 0,17
Nsoja: Preferencia adicdo 01:00:17 0,01 0 0,17
Nsoja:Peana adicdo 01:01:17 0,01 0,01 0,17
Nsoja:Psoja adicédo 01:14:17 0,01 0,14 0,17
Ncana: Preferancia adicdo 14:00:17 0,14 0 0,17
Necana:Pcana adicdo 14:01:17 0,14 0,01 0,17
Neana:Psoja adicdo 14:14:17 0,14 0,14 0,17

NITROGENIO FOSFORO TRATAMENTO iﬁfﬁgﬁég}

referéncia e NeerPro |eesf 29,23, 10 ¢ 22 |
cana | NieiPeans = 19, 16,20 & 26 |
soja el NerPoge el 12,36 34 €25 |
referdncia | Moo Prs | 24,14 1362 |
soja cana el NogaPosrs Pl 21,32,33 €5 |
soja | NogaPoge e 15,8 1164 |

referéncia e NewosPrr pef 28,18, 17 ¢ 31 |

cana cana ]—[ Meana Peans ]—[ 3,268,309 ]
soja H Means Psois H 1,7,35e6 ]

Figura 9. Esquematizacdo do desenho experimental abordando niveis cruzados de
manipulagdo de nitrogénio e de fésforo e a replicacdo e aleatorizacdo das unidades
experimentais.

referéncia

NUTRIEMTES
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Figura 10. Caixas d’agua constituindo os mesocosmos de estudo, dispostas em um desenho
quadrado de seis linhas por seis colunas, totalizando 36 unidades experimentais.

Montagem, rotina de manutencédo e desmontagem do experimento

O experimento foi conduzido de 2 de novembro a 14 de dezembro de 2011.

Em uma primeira fase, lavamos as caixas d’agua com HCI 10%, esfregamos
com fibra de limpeza e os enxaguamos abundantemente. No dia seguinte, que
consideramos ser o primeiro dia do experimento, 2 de novembro, enchemos cada um
deles com 400 L de agua, inoculamos algas e um pulso inicial de nutrientes. A partir
de entdo, duas vezes por semana até o fim do experimento, inoculamos nutrientes nos
tratamentos como descrito acima (Tabela 2). Semanalmente medimos parametros
fisico-quimicos da agua e coletamos aliquotas para posterior medicdo de nutrientes e
clorofila a.

Em 23 de novembro, passadas trés semanas da inoculacéo de algas, colocamos

200 girinos em cada um dos tanques (Figura 11).

40



Figura 11. Girinos de Physalaemus cuvieri em bandejas de cultivo e separados em namero de
200 para inoculagdo Nnos mesocosmos.

Acompanhamos visualmente o crescimento e o desenvolvimento dos girinos, de
modo que, quando percebemos que uma grande quantidade deles ja estava com as
patas traseiras formadas, decidimos encerrar o experimento, receosos de que 0s
girinos viessem a metamorfosear.

Em 14 de dezembro, entdo, seis semanas do inicio do experimento, o
desmontamos, retiramos 0s girinos com auxilio de uma rede de aquario e os
preservamos em formol 8%. Esvaziamos os tanques e os lavamos novamente com
acido, como na montagem, para garantir que ndo haveria nutrientes aderidos ao

material dos tanques, néo influenciando o experimento que viria a seguir.

EXPERIMENTO COM TRES NIVEIS TROFICOS

Delineamento experimental

O desenho determinado para esse experimento foi um delineamento fatorial
completo cruzando 3 cenarios de fertilizacdo com 3 estruturas de comunidade
aguatica. Note que neste experimento o foco ndo foi desmembrar o papel relativo do
nitrogénio e fésforo, como no primeiro, mas sim simular cenarios realistas de
fertilizacdo em soja e cana-de-acUcar. Por este motivo manipulamos concentragdes
casadas de N e P (N e P em ambiente de referéncia; N e P em plantacéo de cana-de-
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acucar; N e P em plantacdo de soja; conforme Tabela 3). Por sua vez, os trés tipos de
comunidade aquatica foram: produtores + consumidores; produtores + consumidores +
predadores soltos; e produtores + consumidores + predadores engaiolados.

Como no experimento anterior, cada tratamento foi replicado quatro vezes. As 36

unidades experimentais foram aleatorizadas entre os tratamentos (Figura 12).

Tabela 3. Valores de concentracdes didrias de nutrientes e a estequiometria destes em
cenarios diversos e nas trés diferentes estruturas de comunidade aquatica.

[K]
TRATAMENTO este -lrjlil:c.))(r)netria (rrEN}L) (rrEP}L) determinada
q 9 9 por KH,PO,
Todos pulso inicial 0,26 0,13 0,16
Nreferéncia: Preferéncia
Girinos .
adicdo 00:00:17 0 0 0,17
Predador solto
Predador engaiolado
Nsoja:Psoja
Girinos L
adicdo 01:14:17 0,01 0,14 0,17
Predador solto
Predador engaiolado
Ncana:Pcana
Girinos .
adicdo 14:01:17 0,14 0,01 0,17

Predador solto
Predador engaiolado
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NITROGENIO REPLICAS
EFOSFORO COMUNIDADE TRATAMENTO (TANQUES)

girinos H NP G H 22.7.32¢9 ]
. predadores
referéncia [ H NP oPE H 21,16, 29 ¢ 25
predadores [ [
dador (| NPuPS 2.27.23 ¢33
girinos _{ NPG | 11,26, 20 & 19
predadores .
NUTRIENTES [l H NP, ;.PE H 35,15, 36 e 4 ]
predadores .
cadol H NP..-PS H 3.1,5e 18
girinos —[ NP 2=G —| 31,13,30 e 34

prEdadores 4 MNP c2n:PE 6,12, 14 e 24
engaiolados
predadores

sotlos H MNP zn:PS H 10,17, 8 ¢ 28 l

Figura 12. Esquematizacdo do desenho experimental abordando niveis de manipulagdo
pareada de nitrogénio e fdsforo com niveis de estrutura trofica e a replicacédo e aleatorizagcéo
das unidades experimentais.

Montagem, rotina de manutencado e desmontagem do experimento

O experimento foi conduzido de 19 de janeiro a 16 de marco de 2012.

Em uma primeira fase, lavamos as caixas d’agua com HCI 10%, esfregamos
com fibra de limpeza e os enxaguamos abundantemente. No dia seguinte, que
consideramos ser o primeiro dia do experimento, 19 de janeiro, enchemos cada um
deles com 400 L de agua, inoculamos algas e um pulso inicial de nutrientes. A partir
de entdo, uma vez por semana até o fim do experimento, inoculamos nutrientes nos
tratamentos como descrito acima (Tabela 3). Semanalmente medimos parametros
fisico-quimicos da &gua e coletamos aliquotas para posterior medigdo de nutrientes e

clorofila a.
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Em 16 de fevereiro, passadas quatro semanas da inoculacdo de algas,

colocamos 130 girinos em cada um dos tanques (Figura 13).

Figura 13. Girinos de Hypsiboas faber mantidos em bandejas de cultivo.

Nos tratamentos em que os predadores estariam soltos, colocamos, nesse
mesmo momento do experimento, trés larvas de libélula dentro dos tanques. Naqueles
em gque os predadores estariam engaiolados, colocamos trés larvas de libélula dentro
de trés gaiolinhas individuais. Construimos essas gaiolinhas com mangueira de piscina
(7 cm de diametro) cobertas, nas extremidades, por tela-mosquiteiro (malha de
aproximadamente 1 mm?) (Figura 14).

Por trés vezes na semana, alimentdvamos cada uma das ninfas de Odonata
engaioladas com aproximadamente 200 mg de girinos (sete individuos) anotando as
quantidades predada e ndo-predada do episddio anterior de alimentagéo (Figura 14).
Experiéncias prévias mostram que o volume de agua, a quantidade de gaiolas com
predador por mesocosmos e a massa de girinos usados para alimentar as ninfas de
Odonata sé@o capazes de gerar alteracdo comportamental nos girinos, influenciando
sua atividade de forreageamento pela percepcao da pista quimica (Peacor et al.,

2007).

44



Figura 14. Ninfa de Libellulidae engaiolada se alimentando de um girino de Hypsiboas faber.
No momento, os outros girinos que haviam sido dados de alimento em um episddio anterior de
alimentacéo ja haviam sido predados.

Da mesma forma que para o0 primeiro experimento, acompanhamos o
crescimento e o desenvolvimento dos girinos. Entretanto, vimos a necessidade de
encerramento do segundo experimento quando da escassez de girinos para alimentar
as ninfas sem expectativas da realizacdo de uma nova coleta.

Em 16 de marco, entdo, oito semanas do inicio do experimento, o desmontamos,
retiramos 0s girinos com auxilio de uma rede de aquario, 0s pesamos € 0s
preservamos em formol 8%. Retiramos também as ninfas de Odonata, as preservando
em alcool 70%. Repetimos o procedimento de lavagem para ndo favorecer a
impregnagdo dos nutrientes manipulados nas paredes das caixas d’agua, mesmo

estando em final de temporada de experimentos.

VARIAVEIS DE RESPOSTA

Monitoramos semanalmente a qualidade da agua de cada tanque pela medicéo
dos seguintes parametros fisico-quimicos: pH, condutividade, oxigénio dissolvido e

temperatura. Para isso, fizemos uso de uma sonda multipardmetros Horiba,
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acomodada sempre no fundo dos tanques, na regido central da base destes (Figura

15).

E N iy >L
Figura 15. Momento da medicdo de parametros fisico-quimicos pelo uso de uma sonda
multiparametros Horiba.

Também semanalmente, retiramos aliquotas de 75 mL de agua de cada tanque,
a uma profundidade aproximada de 15 cm, através de 15 pipetadas de 5 mL
distribuidas uniformemente pela area do tanque. Para reduzir custos, espaco para
armazenamento e tempo para as analises, juntamos as amostras das quatro réplicas
de cada tratamento em uma Unica amostra composta, de forma que, a cada semana,
retiravamos um total de nove amostras do experimento (Figura 16). Cada uma dessas
nove amostras continha, assim, 300 mL (4 tanques x 75 mL). Destes, 100 mL eram
congelados para posterior andlise de nitrogénio total (NT) e fésforo total (PT) e 200 mL
eram filtrados, em duplicata, em filtros de microfibra de vidro de reten¢do nominal 0,8 —
8,0 um, os quais também eram congelados para posterior leitura de absorbancia nos
comprimentos de onda (665 e 750 nm) em espectrofotdmetro para posterior estimativa

de clorofila a (Figura 17).
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Figura 16. Amostras compostas de cada um dos nove tratamentos, destinadas a analise de
determinacéo de clorofila a, nitrogénio total e fésforo total.

Figura 17. Procedimento de filtragem de amostras compostas dos tratamentos, filtros
resultantes desse dessa etapa e fase de extracdo da clorofila dos filtros para a solugéo de
etanol.

Ao final de cada um dos experimentos, contabilizamos a quantidade final de
girinos sobreviventes e calculamos a média, por tratamento, da massa final e da
mortalidade destes. Determinamos, também, o estagio de desenvolvimento que o0s
girinos alcancaram ao fim de cada experimento, seguindo o protocolo de Gosner
(1960). Quantificamos a taxa de predacdo e a mortalidade das ninfas de Odonata nas

gaiolas.
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METODOLOGIA DE DETERMINACAO DE CLOROFILA A

Para determinacdo da concentracdo de clorofila a seguimos o protocolo de
Nusch (1980). O principio dessa analise é solubilizar a clorofila em etanol, de modo
que figue disponivel, uma vez em solucdo, para absorver luz a determinados
comprimentos de onda.

Para cada um dos filtros resultantes da filtragem das amostras compostas,
preparamos tubos de ensaio com solucdo de etanol 80%, na qual 0s encaixamos, 0s
aguecemos a 75°C e os esfriamos a agua gelada logo em seguida, seguindo o método
do choque-térmico. Entre 12 e 18 horas depois, os tendo mantido em geladeira,
procediamos a leitura de absorbancia nos comprimentos de onda 665 e 750 nm em

espectrofotbmetro UV (Hach, DR/2000).

ANALISE DE NITROGENIO TOTAL

A determinacdo de nitrogénio total foi feita com base no método semi-micro
Kjeldahl, do Standard Methods (American Public Health Association; American Water
Works Association & Water Environment Federation, 2005). Resumidamente,
gquantificamos o nitrogénio total das amostras (tanto amoniacal quanto albuminéide)
através de processos sequenciais de digestdo por sulfato de potassio (K,SO,) e
destilacdo. O material destilado é o que é destinado a leitura, feita por método
colorimétrico, isto é, através da metodologia de titulagdo e avaliacdo visual do ponto

de viragem.
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ANALISE DE FOSFORO TOTAL

A determinacéo do fésforo total foi feita com base no método da digestdo por
persulfato, do Standard Methods (American Public Health Association; American Water
Works Association & Water Environment Federation, 2005). Em suma, realizamos uma
hidrélise com &cido sulflrico e uma digestdo com persulfato de potassio (K,S,0g) da
amostra para que o fésforo hidrolisavel e o organico fossem convertidos em
ortofosfato. Em seguida, autoclavamos as amostras e ajustamos o pH das mesmas

para leitura automatica e computadorizada em espectrofotobmetro (Hach, DR/2000).

ANALISE ESTATISTICA

Conduzimos andlises de variancia (ANOVA) de dois fatores, analisando também
a interagdo entre eles, para as variaveis que permitiam esse tipo de analise, ou seja,
que tinham dados individuais para cada unidade experimental: condutividade e
mortalidade, massa e estagio de desenvolvimento de girinos. No caso do primeiro
experimento, os fatores eram ‘nitrogénio manipulado’ e ‘fésforo manipulado’ (interagéo
‘nitrogénio * fosforo’) e do segundo, ‘nutrientes’ e ‘estrutura de comunidades’
(interagéo ‘nutrientes * comunidades’). Transformamos os dados de mortalidade em
logitos, como uma forma de lineariza-los, nos permitindo uma melhor analise dos
mesmos.

Antes de procedermos as analises, checamos os dados quanto & normalidade
da distribuicdo e a homogeneidade de variancias dos residuos do modelo linear geral
(‘general linear model’), de modo a satisfazermos as premissas destas analises.

Quando da investigacdo do efeito dos consumidores sobre os produtores,
conduzimos também analises de varidncia de medidas repetidas (‘repeated measures
ANOVA’) para as variaveis medidas periodicamente: condutividade, nutrientes totais e

49



clorofila a. A partir destas, verificavamos a mudanca significativa nas concentractes
medidas ao longo do tempo, e 0s niveis comparados eram a passagem do tempo de
uma medicdo para a medicao seguinte. No caso dessa analise, fizemos uso do fator
de correcdo de F de Greenhouse-Geisser (que chamamos de Fgs nha secdo
‘Resultados’) uma vez que néo verificamos esfericidade (€, anadlogo a homogeneidade
de variancias para ANOVA) em nenhum dos conjuntos de dados e que € < 0,75 em
todos os casos (Girden, 1992).

Para todos os valores de p significativos, conduzimos testes post-hoc para
analisar mais profundamente as diferencas entre os pares de tratamentos
considerados distintos pela andlise estatistica. Estes foram: Sidak, Scheffe e LSD, que
sdo testes de comparagbes mdltiplas que ndo realizam ajustes para esse tipo
procedimento. Dessa forma, sdo mais conservadores no que se trata do erro tipo Il,
que consiste em aceitarmos a hipoétese nula quanto esta é “falsa” (Field, 2000).

Todas as analises estatisticas foram feitas com nivel de significAncia de 5%, por
meio do software estatistico SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) e os gréficos, pelo

uso do software gréafico SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA).
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RESULTADOS

NIVEL TROFICO UNICO (PRODUTORES)

Nesta secdo analisaremos 0s resultados obtidos has semanas que antecederam
a introducdo nos mesocosmos dos girinos e das ninfas de libélulas, nos tratamentos
em que foram manipuladas, de forma a testar o efeito direto da manipulagédo de
nutrientes na biomassa de fitoplancton. Sendo assim, ndo ha, nesta secéo, quaisquer
diferengas entre os tratamentos de teia alimentar em ambos os experimentos. Esse
periodo para estabelecimento da comunidade algal durou trés semanas para o

primeiro experimento e quatro semanas para o segundo.

Como era esperado, a condutividade aumentou significativamente em fungéo da
adicdo de nutrientes em ambos o0s experimentos, refletindo o aumento da
concentracdo de ions livres na agua (Figura 18 e 19; Tabelas 4 e 5).

No primeiro experimento, os tratamentos de manipulagdo de nitrogénio (F,3; =
94,70; p < 0,001) e fésforo (F,3; = 8,59; p = 0,001), separadamente, foram
responsaveis pelo incremento na condutividade da agua, ndo havendo, contudo,
resposta a interacdo entre os nutrientes manipulados (F,;3; = 1,58; p = 0,208) (Figura
18; Tabela 4). Os testes post-hoc indicaram diferengas significativas entre todos os
pares de tratamentos comparados: referéncia e soja, referéncia e cana-de-acucar, e

soja e cana-de-agucar, tanto para nitrogénio quanto para fosforo.
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Figura 18. Variacdo na condutividade em funcdo das manipulacfes de nitrogénio e fésforo
para os cendarios ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-de-acglUcar (CANA) e de soja
(SOJA), anteriormente a introducdo dos girinos nos mesocosmos do Experimento 1. Barras
representam média + 1 erro-padrdo. Note que a sequéncia apresentada tanto dos conjuntos de
barras (referéncia - soja - cana) quanto das barras dentro de cada conjunto (referéncia =
cana - soja) reflete 0 aumento da concentracdo dos nutrientes referidos.

Tabela 4. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulacdo das concentracbes de
nitrogénio, de fésforo e da interacdo entre estes na condutividade medida ao final do periodo
de tempo que antecedeu a introducdo dos girinos hos mesocosmos do Experimento 1, isto é,
na terceira semana.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor dep
NITROGENIO 2 94,70 < 0,001
FOSFORO 2 8,59 0,001
NITROGENIO * FOSFORO 4 1,58 0,208
Erro 31

Também no segundo experimento a manipulagdo de nutrientes teve efeito
significativo sobre a condutividade (F, 33 = 38,29; p < 0,001) (Figura 19; Tabela 5). Os
testes post-hoc detectaram diferencas significativas para todos os pares de

tratamentos comparados entre si: referéncia e soja, referéncia e cana-de-aglcar, soja

e cana-de-acUcar.
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Figura 19. Variagdo na condutividade em funcdo das manipulacbes da estrutura de
comunidade e de nutrientes para os cenarios: ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-
de-acucar (CANA) e de soja (SOJA), anteriormente a introducdo dos girinos e das ninfas de
libélulas nos mesocosmos do Experimento 2. Barras representam média + 1 erro-padrdo. Note
que a sequéncia apresentada dos conjuntos de barras (referéncia - soja = cana) reflete o
aumento geral da concentracao de nitrogénio.

Tabela 5. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulacdo de nutrientes na
condutividade medida ao final do periodo de tempo que antecedeu a introdu¢éo dos girinos nos
mesocosmos do Experimento 2, isto é, na terceira semana.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor de p
NUTRIENTES 2 38,29 < 0,001
Erro 33

As analises de regressdao mostraram que, ao final da segunda semana, o
nitrogénio total e o fosforo total medidos corresponderam as manipulagdes exercidas
no primeiro experimento, mas apenas fracamente para o fésforo (y = 0,17x + 0,36; R?
= 0,241, p = 0,001 para nitrogénio total; y = 0,33x + 0,97; R? = 0,242, p = 0,285 para

fésforo total) (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Correlacdo entre concentragBes manipuladas de nitrogénio e concentracdes
medidas de nitrogénio total nos mesocosmos do Experimento 1 ao final do periodo que
antecedeu a adicdo dos girinos, isto é, na segunda semana. Pares de letras representam
tratamento com relagdo a manipulacédo de nitrogénio e de fésforo: RR = Nyeferancia + Preferancia; RC
= Nreferencia + Pcanay RS = Nreferencia + Psoja; SR = Nsoja + Preferencia; SC = Nsoja + Pcanas SS = Nsoja +
Psoja; CR = Ncana * Preferencias CC = Ncana + Pcana; CS = Neana + Psoja-
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Figura 21. Correlagdo entre concentragdes manipuladas de fésforo e concentragdes medidas
de fosforo total nos mesocosmos do Experimento 1 ao final do periodo que antecedeu a adi¢éo
dos girinos, isto é, na segunda semana. Pares de letras representam tratamento com relagéo a
manipulacdo de nitrogénio e de fésforo: RR = Nieterancia + Preferencia; RC = Nieterancia + Pcana; RS =
Nreferencia T Psojas SR = Nsoja + Preferencias SC = Nsoja + Pcana; SS = Nsoja + Psojas CR = Ncana +
Preferencias CC = Ncana + Pcana; CS = Neana + Psoja-

Outra forma de visualizar as relagbes entre concentragbes manipuladas e
concentracdes medidas de nitrogénio e fosforo nas semanas que antecederam a
adicdo dos girinos no Experimento 1 é apresentada na Figura 22. Note que, de

maneira geral, as mais altas concentragbes medidas de nitrogénio seguem

54



manipulacdes de fertilizantes de cana-de-aclicar (Ncana) € as mais altas
concentracbes de fésforo seguem as de fertilizantes de soja (Psojx), COmo

esperavamos, mas estes padrées sdo acompanhados de grande variacéao.
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Figura 22. Variacdo nos paradmetros (a) nitrogénio total e (b) fésforo total em funcdo das
manipulag8es de nitrogénio e fésforo para os cenérios: ambiente de referéncia (REF), cultura
de cana-de-acUcar (CANA) e de soja (SOJA), durante o periodo que antecedeu a introducao
dos girinos nos mesocosmos do Experimento 1. Barras representam valores de amostras
compostas e, portanto, ndo apresentam medida de dispersdo. Note que a sequéncia
apresentada tanto dos conjuntos de barras (referéncia - soja - cana) quanto das barras
dentro de cada conjunto (referéncia > cana > soja) reflete 0 aumento da concentracdo dos
nutrientes referidos.

Ao final do periodo pré-introducdo de girinos e ninfas de libélulas no segundo
experimento, isto €, na segunda semana, a concentracdo medida de nitrogénio total
respondeu mais fracamente a concentragdo manipulada de nitrogénio (y = 0,12x +
0,47; R* = 0,163, p = 0,126) do que concentracdo de fosforo total & manipulacéo de
fésforo (y = 0,59x + 0,14, R? = 0,799, p < 0,001), do contrario que aconteceu no

primeiro experimento (Figuras 23 e 24).
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Figura 23. Correlacdo entre concentragBes manipuladas de nitrogénio e concentracdes
medidas de nitrogénio total nos mesocosmos do Experimento 2 ao final do periodo que
antecedeu a adicao dos girinos e das ninfas de libélulas, quando presentes, isto é, na segunda

semana. Letras representam tratamento com relacdo a manipulacdo de nutrientes: R =
NPeferencia; S = NPsgja; C = NPcapa.
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Figura 24. Correlacdo entre concentra¢cdes manipuladas de fésforo e concentracdes medidas
de fésforo total nos mesocosmos do Experimento 2 ao final do periodo que antecedeu a adigédo
dos girinos e das ninfas de libélulas, quando presentes, isto €, na segunda semana. Letras
representam tratamento com relagdo a manipulagéo de nutrientes: R = NPeferencia; S = NPggja; C
= NPcana-

Mais uma vez, podemos nha Figura 25 observar que nas semanas que
antecederam a introducdo dos consumidores e predadores nos mesocosmos, 0
fosforo total medido aparenta corresponder de forma mais proxima do que o nitrogénio

total aos valores manipulados.

56



Inicio 22 semana

1,2
1,0

08
0,6
0,4 ﬂ
0,2
(b)

15
12
0,9
0,6

0,3

REF SOJA CANA REF SOJA CANA

(@)

Nitrogénio total
(mg/L)

Fasforo total
(mg/L)

Figura 25. Variacdo nas concentracdes de (a) nitrogénio total e (b) fésforo total em funcéo das
manipulagbes de nutrientes para os cendrios: ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-
de-aclcar (CANA) e de soja (SOJA), antes da introducéo dos girinos e das ninfas de libélulas
nos mesocosmos do Experimento 2. Barras representam valores de amostras compostas e,
portanto, ndo apresentam medida de dispersdo. Note que a sequéncia apresentada das barras
(referéncia - soja - cana) reflete 0 aumento da concentragdo do nitrogénio.

Ao final das semanas que antecederam a adicdo de girinos a ambos o0s
experimentos, observamos que 0 crescimento da biomassa algal, refletida na
concentracdo de clorofila a, respondeu muito mais fortemente a manipulacdo de
nitrogénio (y = 20,25x + 5,05; R? = 0,946; p < 0,001 para o primeiro experimento; y =
13,05x + 1,11; R? = 0,942, p < 0,001 para o segundo) do que de fésforo (y = 0,70x +
23,90; R? = 0,001, p = 0,931 para o primeiro experimento; y = -3,93x + 16,90; R? =

0,085; p = 0,445, para o segundo) (Figuras 26 e 27).
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Figura 26. Correlacdo entre medidas de nitrogénio e de fésforo manipulados e a resposta da
biomassa algal, medida pela concentracéo de clorofila a, nos mesocosmos do Experimento 1
ao final do periodo que antecedeu a adi¢@o dos girinos, isto €, na segunda semana. Pares de
letras representam tratamento com relagdo a manipulagdo de nitrogénio e de fésforo: RR =
Nreferéncia + Preferéncia; RC = Nreferéncia + Pcana; RS = Nreferéncia + Psoja; SR = Nsoja + Preferéncia; SC =
Nsoja + Pcana; SS = Nsoja + Psoja; CR = Ncana + Preferenciay CC = Ncana + Pcana; CS = Neana + Psoja-
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Figura 27. Correlacdo entre medidas de nitrogénio e de fosforo manipulados e a resposta da
biomassa algal, medida pela concentracéo de clorofila a, nos mesocosmos do Experimento 2
ao final do periodo que antecedeu a adicdo dos girinos e das ninfas de libélulas, quando

7

presentes, isto é, na segunda semana. Letras representam tratamento com relagdo a
manipulagdo de nutrientes: R = NP gferencia; S = NPsgja; C = NPcana.

As Figuras 28 e 29 nos apresentam com mais clareza os dados analisados por
meio de regresséo, de modo que € perceptivel o maior crescimento da biomassa algal,
reflexo de concentragbes de clorofila a, em tratamentos com maior concentragdo de

nitrogénio manipulado (Ncana para o primeiro experimento; NPcana para o segundo).
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Figura 28. Variacao na clorofila a em fun¢do das manipulag®es de nitrogénio e fésforo para os
cenérios: ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-de-agucar (CANA) e de soja (SOJA),
durante o periodo que antecedeu a introducéo dos girinos nos mesocosmos do Experimento 1.
Barras representam valores de amostras compostas e, portanto, ndo apresentam medida de
dispersdo. Note que a sequéncia demonstrada tanto dos conjuntos de barras (referéncia >
soja = cana) quanto das barras dentro de cada conjunto (referéncia - cana - soja) reflete o
aumento da concentracdo dos nutrientes referidos.
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Figura 29. Variacdo no parametro clorofila a em funcdo das manipulacdes de nutrientes para
0s cendrios: ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-de-acUcar (CANA) e de soja
(SOJA), antes da introdugcdo dos girinos e das ninfas de libélulas nos mesocosmos do
Experimento 2. Barras representam amostras compostas e, portanto, hdo apresentam medida
de dispersdo. Note que a sequéncia demonstrada dos conjuntos de barras (referéncia - soja
- cana) reflete 0 aumento da concentracdo do nitrogénio.

CADEIA ALIMENTAR COM DOIS NIVEIS TROFICOS (PRODUTORES +

CONSUMIDORES)

Nesta secdo, analisaremos os resultados das cadeias alimentares compostas

por dois niveis troficos (produtores + consumidores). Para tal, analisaremos os dados
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do primeiro experimento completo bem como os dados do segundo experimento para
o tratamento de estrutura de comunidade que manipula apenas girinos (portanto sem
predadores, estejam eles soltos ou engaiolados). Em outras palavras, o fator ‘estrutura
de comunidade’ ndo é incluido em nenhuma analise desta secdo. No mais, nesta
secado a andlise do efeito da adicdo de um segundo nivel tréfico sobre os produtores é
feita a partir de uma comparacao entre as variaveis medidas pré e pés-introducéo dos

consumidores.

No primeiro experimento, a condutividade respondeu significativamente tanto
para manipulagdo de nitrogénio (F,3; = 51,72; p < 0,001) quanto de fosforo (Fyz; =
5,55; p = 0,009), ndo havendo, entretanto, resposta significativa para a interacdo entre
os fatores (F43; = 0,38; p = 0,817) (Figura 30; Tabela 6). Como podemos ver no
gréafico, na ultima semana, os maiores valores de condutividade refletiram as maiores
concentracdes manipuladas de nitrogénio (Ncana) (Figura 30). Os testes post-hoc
detectaram diferenca entre os tratamentos referéncia e cana-de-aclcar e entre soja e
cana-de-acUcar, tanto para nitrogénio quanto para fésforo.

A analise de variancia de medidas repetidas detectou diferencas na
condutividade ao longo do tempo (Fes = 9,94; p = 0,003). Entretanto, as andlises entre
niveis, ou seja, entre uma semana e outra de medicdo, ndo detectaram diferencas
significativas em relagdo a introducdo dos girinos que diferissem das diferencas
temporais antes da introdugdo dos mesmos (p < 0,001), sendo estas devidas a

manipulacdo de nutrientes exclusivamente (Tabela 7).
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Figura 30. Variacdo na condutividade em funcdo das manipulacdes de nitrogénio e fésforo
para os cendarios ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-de-aglUcar (CANA) e de soja
(SOJA) ao longo do Experimento 1. A introdugdo dos girinos ocorreu entre a 22 e a 42
semanas. Barras representam média + 1 erro-padrdo. Note que a sequéncia apresentada tanto
dos conjuntos de barras (referéncia - soja 2 cana) quanto das barras dentro de cada conjunto
(referéncia > cana - soja) reflete 0 aumento da concentragao dos nutrientes referidos.

Tabela 6. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulacdo das concentracbes de
nitrogénio, de fosforo e da interacdo entre estes na condutividade medida ao final do
Experimento 2, isto é, na sexta semana.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor dep
NITROGENIO 2 51,72 < 0,001
FOSFORO 2 5,55 0,009
NITROGENIO * FOSFORO 4 0,38 0,817
Erro 31

Tabela 7. Resultado da ANOVA de medidas repetidas para o efeito da passagem do tempo na
condutividade medida ao longo do Experimento 1.
Fator de correcéo Graus de liberdade Valor de F Valor de p

Correcao de Greenhouse-Geisser 1,00 9,94 0,003

No caso do segundo experimento, verificamos que a condutividade final para
aqueles tanques em que sO havia girinos respondeu significativamente a manipulacao
de nutrientes, como esperavamos (F,¢ = 20,55; p < 0,001) (Figura 31; Tabela 8).

A andlise de variancia de medidas repetidas indicou que a condutividade se

comportou da mesma forma que para o0 primeiro experimento: teve alteracdo
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significativa ao longo do tempo (Fgs = 67,27; p < 0,001) mas entre uma medi¢do e

outra ndo houve indicio de alteracéo por parte dos consumidores (p < 0,001) (Tabela

9)
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Figura 31. Variacdo na condutividade em fungdo das manipulagbes de nutrientes para os
cenérios: ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-de-agucar (CANA) e de soja (SOJA)
do Experimento 2, somente para os tratamentos de dois niveis trdficos. A introdugdo dos
girinos ocorreu entre a 22 e a 42 semanas. Barras representam média + 1 erro-padrao. Note
gue a sequéncia das barras (referéncia > soja - cana) reflete o aumento da concentragdo de
nitrogénio, e que a coloracdo das barras segue o padrdo de coloracdo da Figura 30 para
facilitar a comparacéo entre experimentos.

Tabela 8. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulacdo das concentracbes de
nutrientes na condutividade medida ao final do Experimento 2, isto é, na oitava semana

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor de p
NUTRIENTES 2 20,55 < 0,001
Erro 9

Tabela 9. Resultado da ANOVA de medidas repetidas para o efeito da passagem do tempo na
condutividade medida ao longo do Experimento 2 anteriormente a introdu¢éo dos girinos nos

mesocosmos.
Fator de correcéo Graus de liberdade Valor de F Valor de p

Correcao de Greenhouse-Geisser 1,82 67,27 < 0,001

As concentra¢des de nitrogénio total medidas ao final do primeiro experimento
passaram a corresponder mais fortemente aos valores manipulados (y = 0,12x + 0,40;

R? = 0,453; p < 0,001); 0 mesmo ndo pdde ser verificado para o fésforo total, cujas
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concentracdes medidas ficaram menos relacionadas aos valores manipulados (y =

0,09x + 0,89; R? = 0,090; p = 0,075) (Figuras 32 e 33).
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Figura 32. Correlagdo entre concentracdes manipuladas de nitrogénio e concentragfes
medidas de nitrogénio total nos mesocosmos ao final do Experimento 1, isto &€, na sexta
semana. Pares de letras representam tratamento com relacdo a manipulagdo de nitrogénio e
de fosforo: RR = Nreferéncia + Preferéncia; RC = Nreferéncia + Pcana; RS = Nreferéncia + Psoja; SR = Nsoja +
Preferenciay SC = Nsoja + Pcana; SS = Nsoja + Psoja; CR = Ncana + Preferencias CC = Ncana + Pcanay CS =
Ncana + Psoja-
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Figura 33. Correlagao entre concentragdes manipuladas de fosforo e concentragfes medidas
de fésforo total nos mesocosmos ao final do Experimento 1, isto €, na sexta semana. Pares de
letras representam tratamento com relacdo a manipulacao de nitrogénio e de fésforo: RR =
Nreferencia + Preferenciai RC = Nreferencia + Pcanay RS = Nieferencia Psoja; SR = Nsoja + Preferencia; SC =
Nsoja *+ Pcana; SS= Nsoja + Psoja; CR = Ncana + Preferencias CC = Neana + Pcanay CS = Neana + Psoja-
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No segundo experimento, por outro lado, as concentracdes de nitrogénio (y =
0,13x + 0,58; R* = 0,597; p < 0,001) e de fésforo (y = 0,34x + 0,35; R = 0,534; p =
0,002) foram mais fiéis a manipulacdo do que no primeiro, apresentando

correspondéncias similares (Figuras 34 e 35).
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Figura 34. Correlagdo entre concentracdes manipuladas de nitrogénio e concentragfes
medidas de nitrogénio total nos mesocosmos ao final do Experimento 2, isto &, na oitava
semana. Letras representam tratamento com relacdo a manipulacdo de nutrientes: R =
NP eterencia; C = NPcapa; S = NPsja.
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Figura 35. Correlacao entre concentracdes manipuladas de fésforo e concentragdes medidas
de fésforo total nos mesocosmos ao final do Experimento 2, isto €, na oitava semana. Letras
representam tratamento com relagdo a manipulacdo de nutrientes: R = NP gterancia; C = NPeana; S
= NPsgja.
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Ao final dos dois experimentos, a concentracdo de clorofila a manteve o padréo
observado nas primeiras semanas, respondendo muito mais fortemente a manipulacao
de nitrogénio (y = 15,95x + 14,15; R? = 0,877; p < 0,001 para o Experimento 1 e y =
10,22x + 10,40; R* = 0,746; p < 0,001 para o Experimento 2) do que & manipulacéo de
fosforo (y = 1,97x + 32,91; R? = 0,013; p = 0,501 para o primeiro experimento e y = -

2,59x + 30,27; R? = 0,023; p = 0,587 para o segundo) (Figuras 36 e 37).
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Figura 36. Correlacdo entre medidas de nitrogénio e de fésforo manipulados e a resposta da
biomassa algal, medida pela concentragdo de clorofila a ao final do Experimento 1, isto &, na
sexta semana. Pares de letras representam tratamento com relacdo a manipulacdo de
nitrogénio e de f0sforo: RR = Nieferencia + Preferencias RC = Nreferencia + Pcana RS = Nreterencia + Psoja;
SR = Nsoja T Preferencias SC = Nsoja + Pcana; SS = Nsoja + Psoja; CR = Ncana + Preferencias CC = Neana +
Pcana; CS = Ncana + Psoja-
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Figura 37. Correlacdo entre medidas de nitrogénio e de fosforo manipulados e a resposta da
biomassa algal, medida pela concentracéo de clorofila a ao final do Experimento 2, isto €, na
oitava semana. Letras representam tratamento com relacdo a manipulagdo de nutrientes: R =
NPreterencia; C = NPcana; S = NPsoja-
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Mais uma vez, gréficos de variagdo temporal relacionando dados de nitrogénio
total, fésforo total e clorofila a nos permitem verificar visualmente uma resposta maior
da biomassa algal a concentracdo de nitrogénio em detrimento da concentracdo de
fésforo (Figuras 38 e 39).

A andlise de variancia de medidas repetidas ndo detectou variacdo temporal
significativa para concentracdes de nitrogénio total (Fsc = 2,61; p = 0,126) (Tabela 10)
e fosforo total (Fgg = 1,04; p = 0,382) (Tabela 11) no Experimento 1. Para clorofila a,
houve alteracdo significativa com relacdo ao tempo (Fee = 5,61; p = 0,018) (Tabela
12), entretanto sem influéncia da introducdo dos girinos, uma vez que os valores
significativos entre niveis se mantiveram similares no periodo pré e no periodo pos-

introducdo de consumidores (p < 0,001).
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Figura 38. Variagdo nos parametros (a) nitrogénio total, (b) fosforo total e (c) clorofila a em
funcdo das manipulacdes de nitrogénio e fosforo para os cenérios: ambiente de referéncia
(REF), cultura de cana-de-acucar (CANA) e de soja (SOJA) ao longo do Experimento 1. Os
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girinos foram introduzidos entre a 22 e a 42 semanas. Barras representam valores médios de
amostras compostas e, portanto, ndo apresentam medida de dispersdo. Note que a sequéncia
demonstrada tanto dos conjuntos de barras (referéncia = soja = cana) quanto do padrdo de
coloracédo (referéncia = cana - soja) visa 0 aumento da concentracdo dos nutrientes
referidos.

Tabela 10. Resultado da ANOVA de medidas repetidas para o efeito da passagem do tempo
na concentracdo de nitrogénio total durante o periodo de tempo que antecedeu a introducao
dos girinos nos mesocosmos do Experimento 1.

Fator de correcéo Graus de liberdade ValordeF Valor dep
Correcao de Greenhouse-Geisser 1,43 2,61 0,126

Tabela 11. Resultado da ANOVA de medidas repetidas para o efeito da passagem do tempo
na concentragcdo de fésforo total durante o periodo de tempo que antecedeu a introducdo dos
girinos nos mesocosmos do Experimento 1.

Fator de correcéo Graus de liberdade Valor de F Valor dep
Correcao de Greenhouse-Geisser 2,23 1,04 0,382

Tabela 12. Resultado da ANOVA de medidas repetidas para o efeito da passagem do tempo
na concentracéo de clorofila a durante o periodo de tempo que antecedeu a introducdo dos
girinos nos mesocosmos do Experimento 1.

Fator de correcéo Graus de liberdade Valor de F Valor de p
Correcao de Greenhouse-Geisser 1,79 5,61 0,018

Para o segundo experimento, a analise de variancia de medidas repetidas de
nitrogénio total (tabela 13), de fosforo total (tabela 14) e de clorofila (tabela 15) nao
indicaram alteracdo significativa com a passagem do tempo, ndo nos possibilitando

verificar a presenca de efeito por parte dos consumidores.
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Figura 39. Variagdo nos parametros (a) nitrogénio total, (b) fésforo total e (c) clorofila a em
funcdo das manipulacdes de nitrogénio e fosforo para os cenéarios: ambiente de referéncia
(REF), cultura de cana-de-aglcar (CANA) e de soja (SOJA) ao longo do Experimento 2 na
auséncia de predadores. Os girinos foram introduzidos entre a 22 e a 42 semanas. Barras
representam valores de amostras compostas e, portanto, ndo apresentam medida de
dispersdo. Note que a sequéncia demonstrada dos conjuntos de barras (referéncia 2> soja >
cana) visa o aumento da concentracdo dos nutrientes referidos, seguindo o padrdo de

coloracgéo utilizado para o Experimento 1.

Tabela 13. Resultado da ANOVA de medidas repetidas para o efeito da passagem do tempo
na concentracdo de nitrogénio total durante o periodo de tempo que antecedeu a introducéo
dos girinos nos mesocosmos do Experimento 2.

Fator de correcéo

Graus de liberdade Valor de F Valor de p

Correcao de Greenhouse-Geisser

1,67

1,69 0,305

Tabela 14. Resultado da ANOVA de medidas repetidas para o efeito da passagem do tempo
na concentracao de fésforo total durante o periodo de tempo que antecedeu a introdugdo dos
girinos nos mesocosmos do Experimento 2.

Fator de correcéo

Graus de liberdade Valor de F Valor de p

Correcao de Greenhouse-Geisser

1,89

1,49 0,334
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Tabela 15. Resultado da ANOVA de medidas repetidas para o efeito da passagem do tempo
na concentracdo de clorofila a durante o periodo de tempo que antecedeu a introducdo dos
girinos nos mesocosmos do Experimento 2.

Fator de correcéo Graus de liberdade Valorde F Valor dep

Correcao de Greenhouse-Geisser 1,72 1,73 0,318

Outra forma de estudar o comportamento do nivel tréfico dos produtores na
presenca dos consumidores é analisar a variacdo na concentracdo de clorofila a nas
semanas que se seguiram a introdugéo dos girinos. Tomando como base a semana
imediatamente anterior a esse passo no experimento, calculamos a concentracdo de
clorofila a pos-introdugé&o dos girinos em relagdo a concentracdo pré-introducdo dos
girinos, considerada valor 1. Valores positivos significam que a concentragdo de
clorofila a aumentou e valores negativos significam que a clorofila a diminuiu em
relagdo a concentracado de clorofila a anterior a introducédo dos girinos (Figuras 40, 41,
42 e 43).

No primeiro experimento, somente cinco dos 36 valores analisados se
encontram abaixo da concentracdo pré-introducdo de girinos, e estes foram
registrados nas semanas iniciais do experimento. Nesse experimento, a concentragéo
de clorofila a pareceu crescer independentemente da atividade alimentar dos
consumidores, mas a relacdo que observamos foi fraca para todas as manipulagcdes

de nutrientes (Figuras 40, 41 e 42; Tabela 16).
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Figura 40. Variagdo nas concentracBes de clorofila a nas semanas que sucederam a
introducdo dos girinos nos mesocosmos do Experimento 1 com manipulacdo de nitrogénio de
ambiente de referéncia (Nrererencia)- A linha pontilhada representa a concentragédo estabilizada
na semana antes da introducdo dos consumidores nas teias alimentares. Pares de letras
representam tratamento com relagcdo a manipulagéo de fésforo: RR = Nieferancia + Preferencia; RC =
Nreferéncia + Pcana; RS = Nreferéncia + Psoja-
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Figura 41. Variacdo nas concentragbes de clorofila a nas semanas que sucederam a
introducdo dos girinos nos mesocosmos do Experimento 1 com manipulacdo de nitrogénio de
culturas de soja (Nspja)- A linha pontilhada representa a concentracdo estabilizada na semana
antes da introdugdo dos consumidores nas teias alimentares. Pares de letras representam
tratamento com relagéo a manipulagéo de fosforo: SR = Nggja + Preferancia; SC = Ngoja + Pcana; SS
= Nsoja + Psoja-
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Figura 42. Variagdo nas concentragbes de clorofila a nas semanas que sucederam a
introducé@o dos girinos nos mesocosmos do Experimento 1 com manipulacao de nitrogénio de
culturas de cana-de-acUcar (Ncana)- A linha pontilhada representa a concentracédo estabilizada
na semana antes da introducdo dos consumidores nas teias alimentares. Pares de letras
representam tratamento com relagdo a manipulagdo de fosforo: CR = N¢ana + Preferencia; CC =
Ncana + Pcana; Cs= Ncana + Psoja-

Tabela 16. Resultados das andlises de regressdo do comportamento da produtividade priméria
nas semanas posteriores a introdugdo dos girinos, por meio de comparacgdo das concentracdes
de clorofila a antes e depois da introdu¢cdo dos consumidores nos mesocosmos do
Experimento 1.

Tratamento de nutrientes equacdo dareta R®>  Valor de p

Nrer:Prer 0,34x + 1,45 0,095 0,691
Nrer:Pcana 0,51x + 0,88 0,799 0,106
Nrer:Psousa 0,15x + 0,75 0,590 0,232
Nsosa:Prer 0,31x + 0,20 0,235 0,515
Nsosa:Pcana 0,62x + 1,70 0,153 0,609
Nsosa:Psosa 0,53x + 0,85 0,672 0,180
Ncana:Prer 0,36x + 1,14 0,800 0,106
Ncana:Pcana 0,14x + 1,70 0,822 0,090
Ncana:Psosa 0,05x + 1,93 0,043 0,792
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No segundo experimento, todas as 15 medi¢Bes de clorofila a se mantiveram
acima da concentracdo pré-introducdo dos girinos. Essas concentragfes pareceram
decair com a introducéo dos girinos, entretanto essa relacdo nao foi significativa para

nenhum dos tratamentos de manipulag&o de nutrientes (Figura 43; Tabela 17).
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Figura 43. Variagdo nas concentracBes de clorofila a nas semanas que sucederam a
introducéo dos girinos nos mesocosmos do Experimento 2 na auséncia dos predadores. A linha
pontilhada representa a concentragdo estabilizada na semana antes da introducdo dos
consumidores nas teias alimentares. Letras representam tratamento com relacdo a
manipulacdo de nutrientes: R = NP eferencia; C = NPcana; S = NPggja.

Tabela 17. Resultados das analises de regressdo do comportamento da produtividade primaria
nas semanas posteriores a introdugdo dos girinos, por meio de comparagdo das concentracdes
de clorofila a antes e depois da introdugdo dos consumidores nos mesocosmos do
Experimento 2.

Tratamento de nutrientes equacdo dareta R® Valordep
NPger 2,36 - 0,27x 0,316 0,324
NPcana 5,09 - 0,41x 0,141 0,533
NPsosa 1,91 - 0,19x 0,291 0,348
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Os parametros estimados para Physalaemus cuvieri, de modo geral, ndo
responderam as manipulacées de nutrientes conduzidas no primeiro experimento.

A mortalidade, transformada para logitos, ndo apresentou resposta a
manipulacdo de nutrientes, mas foi ligeiramente mais dependente de fosforo (F,3; =
2,63; p = 0,088) do que de nitrogénio (F,3; = 1,38; p = 0,266), ndo tendo havido
interagdo entre os fatores na resposta da mortalidade (F,;3; = 0,46; p = 0,761) (Figura
44a; Tabela 18).

A massa final de individuos de Physalaemus cuvieri respondeu a manipulacéo
de fésforo (F,3; = 3,55; p = 0,041), mas ndo a de nitrogénio (F,3; = 1,02; p = 0,371),
ndo havendo interacdo entre os fatores (F43; = 1,59; p = 0,206) (Figura 44b; Tabela
19). Os testes post-hoc detectaram significancia nas diferencas entre os tratamentos
soja e cana-de-agucar.

O estagio final de desenvolvimento respondeu da mesma forma que a
mortalidade: ndo apresentou diferenca significativa, mas foi ligeiramente mais
relacionado & manipulacdo de fésforo (F,3 = 2,61; p = 0,089) do que de nitrogénio
(F231 = 1,45; p = 0,250), ndo havendo também interagdo entre os fatores manipulados

(Fa31 = 1,38; p = 0,266) (Figura 44c; Tabela 20).
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Figura 44. Variacdo nos valores finais de (a) massa, (b) mortalidade e (c) estagio de
desenvolvimento de girinos de Physalaemus cuvieri em funcéo das manipulagdes de nitrogénio
e fosforo para os cenarios: ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-de-aglcar (CANA) e
de soja (SOJA) ao final do Experimento 1. Barras representam média + 1 erro-padrdo. Note
que a sequéncia apresentada tanto dos conjuntos de barras (referéncia - soja = cana) quanto
das barras dentro de cada conjunto (referéncia > cana -> soja) reflete o aumento da
concentracdo dos nutrientes referidos.

Tabela 18. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulagcdo das concentracdes de
nitrogénio, de fésforo e da interacdo entre estes na mortalidade final média dos girinos de
Physalaemus cuvieri, no Experimento 1.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor de p
NITROGENIO 2 1,38 0,266
FOSFORO 2 2,63 0,088
NITROGENIO * FOSFORO 4 0,46 0,761
Erro 31
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Tabela 19. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulacdo das concentracdes de
nitrogénio, de fosforo e da interacdo entre estes na massa final média dos girinos de
Physalaemus cuvieri, no Experimento 1.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valorde F Valordep
NITROGENIO 2 1,02 0,371
FOSFORO 2 3,55 0,041
NITROGENIO * FOSFORO 4 1,59 0,206
Erro 31

Tabela 20. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulagdo das concentracdes de
nitrogénio, de fésforo e da interacdo entre estes no estagio final médio de desenvolvimento dos
girinos de Physalaemus cuvieri, no Experimento 1.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor dep
NITROGENIO 2 1,45 0,250
FOSFORO 2 2,61 0,089
NITROGENIO * FOSFORO 4 1,38 0,266
Erro 31

Para Hypsiboas faber nos tratamentos em que ninfas de libélulas eram ausentes,
a taxa de mortalidade respondeu de forma marginalmente significativa a manipulacao
de nutrientes (F,9 = 4,21; p = 0,051), tendo o teste post-hoc LSD detectado diferenca
significativa entre os tratamentos de ambiente de referéncia e culturas de soja, isto &,
respondendo mais fortemente a manipulagdo do fosforo, como no Experimento 1
(Figura 45a; Tabela 21).

O crescimento em massa dos girinos também apresentou resposta significativa a
manipulacdo de nutrientes (F,o = 6,75; p = 0,016), mas, no caso, os trés testes post-
hoc empregados detectaram diferenca significativa entre ambiente de referéncia e
culturas de cana-de-acUcar, ou seja, respondendo a manipulacdo preponderante de
nitrogénio e relacionada a resposta da biomassa algal (Figura 45b; Tabela 22).

O desenvolvimento médio alcancado pelos girinos do segundo experimento na

auséncia dos predadores ndo respondeu significativamente a manipulacdo de
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nutrientes como a mortalidade e o crescimento em massa (F,o9 = 2,56; p = 0,131)

:
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(Figura 45c; Tabela 23).
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Figura 45. Variacdo nos valores finais médios de (a) mortalidade, (b) massa e (c) estagio de
desenvolvimento de girinos de Hypsiboas faber em funcdo das manipulagbes de nutrientes
para os cenarios: ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-de-aclUcar (CANA) e de soja
(SOJA) ao final do Experimento 2, na auséncia de predadores. Barras representam média + 1
erro-padrdo. Note que a sequéncia das barras (referéncia > soja > cana) reflete 0 aumento da
concentracdo de nitrogénio, e que a coloragdo das barras segue o padrdo de coloracdo da
Figura 40 para facilitar a comparacdo entre experimentos.

Tabela 21. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulacdo das concentracfes de
nutrientes na mortalidade final média dos girinos de Hypsiboas faber na auséncia de

predadores, no Experimento 2.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor de p
NUTRIENTES 2 4,21 0,051
Erro 9
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Tabela 22. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulacdo das concentracdes de
nutrientes na massa final média dos girinos de Hypsiboas faber na auséncia de predadores, no
Experimento 2.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor de p
NUTRIENTES 2 6,75 0,016
Erro 9

Tabela 23. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulagdo das concentracdes de
nutrientes no estagio final médio de desenvolvimento dos girinos de Hypsiboas faber na
auséncia de predadores, no Experimento 2.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor de p
NUTRIENTES 2 2,65 0,131
Erro 9

CADEIA ALIMENTAR COM TRES NIiVEIS TROFICOS (PRODUTORES +

CONSUMIDORES + PREDADORES)

Para abordarmos comunidades aquaticas de trés niveis tréficos (produtores +
consumidores + predadores), nos atemos exclusivamente aos dados do segundo

experimento, uma vez gue o primeiro experimento s6 manipulou dois niveis troficos.

No segundo experimento, a condutividade respondeu a manipulacao de
nutrientes (F,3; = 36,21; p < 0,001) mas ndo a de estrutura de comunidade (F,3; =
0,10; p = 0,901), mantendo a tendéncia observada nas primeiras semanas antes da
adicdo dos girinos e ninfas de libélulas, e atendendo as nossas expectativas. Também
ndo houve resposta significativa para a interacdo entre os dois fatores manipulados:
nutrientes e estrutura de comunidade (F43; = 0,06; p = 0,992) (Figura 46; Tabela 24).
Os testes post-hoc detectaram diferenca significativa entre todos os tratamentos de

fertilizacao.
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Figura 46. Variacdo na condutividade em funcdo das manipulacbes de nutrientes e de
estrutura de comunidade para os cenarios: ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-de-
acucar (CANA) e de soja (SOJA) ao final do Experimento 2, isto €, na oitava semana. Barras
de dispersdo denotam média + 1 erro-padrdo. Note que a sequéncia apresentada dos
conjuntos de barras (referéncia - soja - cana) reflete 0 aumento geral da concentracéo de
nitrogénio.

Tabela 24. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulacdo da concentracdo de
nutrientes, da estrutura de comunidade e da interacdo entre estas na condutividade medida ao
final do Experimento 2.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor de p
NUTRIENTES 2 36,21 < 0,001
COMUNIDADE 2 0,10 0,901
NUTRIENTES * COMUNIDADE 4 0,06 0,992
Erro 31

No Experimento 2, as concentracdes medidas de nitrogénio total e de fésforo
total apresentaram forte correspondéncia com as manipulacdes exercidas (y = 0,16x +
0,50; R? = 0,702; p < 0,001 para o nitrogénio e y = 0,35x + 0,33; R? = 0,522; p < 0,001

para o fésforo) (Figuras 47 e 48).
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Figura 47. Correlacdo entre medidas finais de nitrogénio manipulado e concentracdo de
nitrogénio total nos mesocosmos ao final do Experimento 2, isto €, na oitava semana.
Conjuntos de letras representam tratamento com relacdo a manipulagdo de nutrientes e de
estrutura de comunidade: RG = NP gferancia + girinos; RPE = NP gferancia + predador engaiolado;
RPS = NP\gferencia + predador solto; SG = NP, + girinos; SPE = NP, + predador engaiolado;
SPS = NPsoja + predador solto; CG = NP¢.n, + girinos; CPE = NP.,,, + predador engaiolado;
CPS = NP¢ana + predador solto.
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Figura 48. Correlagdo entre medidas finais de fésforo manipulado e concentragdo de fésforo
total nos mesocosmos ao final do Experimento 2, isto €, na oitava semana. Conjuntos de letras
representam tratamento com relacdo a manipulacdo de nutrientes e de estrutura de
comunidade: RG = NPyeerancia + 0irin0s; RPE = NPigrerancia + predador engaiolado; RPS =
NP/eferencia + predador solto; SG = NPy, + girinos; SPE = NP, + predador engaiolado; SPS =
NPsoja + predador solto; CG = NP, + girinos; CPE = NP, + predador engaiolado; CPS =
NPana + predador solto.

A clorofila respondeu da mesma maneira que para as cadeias alimentares de um

e de dois niveis tréficos: respondeu muito mais fortemente a manipulacdo de
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nitrogénio nos mesocosmos (y = 11,04x + 8,82; R?> = 0,694; p < 0,001) do que a

manipulacéo de fésforo (y = 0,40x + 26,82; R* = 0,0004; p = 0,888) (Figura 49).
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0 2 4 6 8 0 1 2 3 4 5 6 7
Concentragdo que pretendiamos alcangar Concentragdo que pretendiamos alcangar
com a manipulagao de nitrogénio (mg/L) com a manipulacgao de fésforo (mg/L)

Figura 49. Correlacdo entre medidas finais de nitrogénio e de fésforo manipulados e da
resposta da biomassa algal, medida pela concentragéo de clorofila a, nos mesocosmos ao final
do Experimento 2, isto €, na oitava semana. Conjuntos de letras representam tratamento com
relagdo a manipulagdo de nitrogénio e de fésforo e de estrutura de comunidade: RG =
NP eferencia + girin0os; RPE = NP grerancia + predador engaiolado; RPS = NPieferancia + predador
solto; SG = NP, + girinos; SPE = NP, + predador engaiolado; SPS = NPsoja + predador
solto; CG = NP¢ana + girinos; CPE = NP,,, + predador engaiolado; CPS = NP, + predador
solto.

A Figura 50 nos mostra com nitidez as correlacdes entre manipulacdes de
nutrientes, medigBes de nitrogénio total e fésforo total e clorofila a. A resposta da
clorofila a €, visivelmente, atrelada a manipulacao de nitrogénio e a concentragéo de

nitrogénio total nos mesocosmos.
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Figura 50. Variacdo nas concentragdes de (a) nitrogénio total, (b) fésforo total e (c) clorofila a
em funcéo das manipulagbes de nutrientes para os cenarios: ambiente de referéncia (REF),
cultura de cana-de-aclcar (CANA) e de soja (SOJA) ao final do Experimento 2, isto €, na oitava
semana. Barras representam valores médios de amostras compostas e, portanto, ndo
apresentam medida de dispersédo. Note que a sequéncia apresentada dos conjuntos de barras
(referéncia - soja - cana) reflete 0 aumento geral da concentragdo de nitrogénio.

Para os girinos de Hypsiboas faber, houve resposta a manipulagédo de nutrientes,
como era de nossa expectativa, mas ndo a manipulagéo de estrutura de comunidades,
diferentemente do que presumiamos.

A mortalidade dos individuos estudados também respondeu significativamente a
manipulacdo de nutrientes (F,3; = 5,65; p = 0,008) e ndo a manipulacdo de estrutura
de comunidades (F,3; = 1,28; p = 0,292), contrariando o que esperdvamos em funcéo
da predacdo por ninfas de Odonata. Nao houve, também, interacao significativa entre
os fatores manipulados (F,3; = 0,37; p = 0,827) (Figura 51a; Tabela 25). Todos o0s
testes post-hoc detectaram diferenca significativa entre manipulagcées de nutrientes

simulando referéncia e soja, e apenas entre eles. No caso da mortalidade, os maiores
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valores obtidos sdo aqueles que refletem as maiores concentracdes de fdsforo
relativas as de nitrogénio (utilizadas em fertilizantes de culturas de soja — Nsojp)-

A massa média dos girinos de Hypsiboas faber apresentou resposta significativa
a manipulacado de nutrientes (F,3 = 14,39; p < 0,001) mas ndo a de estrutura de
comunidade (F,3; = 0,45; p = 0,631) nem a interagdo entre os fatores manipulados
(Fs31 = 0,39; p = 0,812) (Figura 51b; Tabela 26). Os testes post-hoc detectaram
diferengca entre todos os tratamentos de nutrientes: referéncia e soja, referéncia e
cana-de-acUcar, soja e cana-de-acUcar. As maiores massas foram as dos tratamentos
com concentragbes de nutrientes de fertilizantes utilizados em culturas de cana-de-
acucar (refletindo as maiores concentragfes manipuladas de nitrogénio — Ncana) € as
menores, as de ambiente de referéncia.

Da mesma maneira que para massa e mortalidade, o estagio de
desenvolvimento dos girinos se mostrou diferente entre os tratamentos de nutrientes
(F231 = 10,04; p < 0,001) mas nao entre os de comunidade (F,3 = 0,67; p = 0,517)
nem a interacdo entre os fatores (F43; = 0,48; p = 0753) (Figura 51c; Tabela 27). Os
testes post-hoc de Scheffe e Sidak detectaram diferenca significativa entre os
tratamentos referéncia e soja, enquanto o LSD detectou também entre os outros dois
pares de tratamentos: referéncia e cana-de-aglcar, soja e cana-de-acUcar. A
tendéncia em relagdo a manipulacao de nutrientes foi a mesma que para estimativas
de mortalidade: a resposta foi maior a concentracdo de fosforo, refletindo as

concentragdes utilizadas nas culturas de soja (Psoja)-
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Figura 51. Variacdo nos valores finais médios de (a) mortalidade, (b) massa e (c) estagio de
desenvolvimento de girinos de Hypsiboas faber em funcdo das manipulagbes de nitrogénio e
fésforo para os cenérios: ambiente de referéncia (REF), cultura de cana-de-agucar (CANA) e
de soja (SOJA). Barras de dispersdo denotam média + 1 erro-padrdo. Note que a sequéncia
apresentada dos conjuntos de barras (referéncia - soja - cana) reflete 0 aumento geral da
concentracdo de nitrogénio.

Tabela 25. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulacdo das concentracdes de
nutrientes, das estruturas de comunidade e da interagdo entre estas na mortalidade final média
dos girinos de Hypsiboas faber, no Experimento 2.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor de p
NUTRIENTES 2 5,65 0,008
COMUNIDADE 2 1,28 0,292
NUTRIENTES * COMUNIDADE 4 0,37 0,827
Erro 31
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Tabela 26. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulagdo das concentracdes de
nutrientes, das estruturas de comunidade e da interacdo entre estas na massa final média dos
girinos de Hypsiboas faber, no Experimento 2.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valorde F Valordep
NUTRIENTES 2 14,39 < 0,001
COMUNIDADE 2 0,49 0,631
NUTRIENTES * COMUNIDADE 4 0,39 0,812
Erro 31

Tabela 27. Resultados da ANOVA para os efeitos da manipulagdo das concentracdes de
nutrientes, das estruturas de comunidade e da interagdo entre estas no estagio final médio de
desenvolvimento dos girinos de Hypsiboas faber, no Experimento 2.

Fatores manipulados Graus de liberdade Valor de F Valor de p
NUTRIENTES 2 10,04 < 0,001
COMUNIDADE 2 0,67 0,517
NUTRIENTES * COMUNIDADE 4 0,48 0,753
Erro 31

Quanto a predacao exercida pelas ninfas de libélulas nas gaiolas, a analise de
variancia indicou auséncia de resposta dessa variavel a manipulacao de nutrientes
(Figura 52a; Tabela 28). Podemos observar, visualmente, que a taxa de predagéo no
interior das gaiolas ndo tem correspondéncia, nem positiva, hem negativa, com as
massas finais dos girinos que cresciam no interior dos mesocosmos, fora das gaiolas

(Figura 52b), como abordamos anteriormente (Figura 51b).
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Figura 52. Variacdo nos valores de (a) taxa de predacdo de girinos de Hypsiboas faber por
ninfas de libélulas dentro das gaiolas e (b) massa dos girinos dos girinos no interior dos
mesocosmos com manipulagdo de ninfas de libélulas engaioladas em funcdo das
manipulag6es de nitrogénio e fésforo para os cenérios: ambiente de referéncia (REF), cultura
de cana-de-acUcar (CANA) e de soja (SOJA) ao final do Experimento 2. Barras representam
média + 1 erro-padrdo. Note que a sequéncia demonstrada dos conjuntos de barras (referéncia
- soja - cana) visa 0 aumento da concentracdo dos nutrientes referidos, seguindo o padréo
de coloracéo utilizado para o Experimento 1.

Tabela 28. Resultados da ANOVA para os efeitos de manipulacdo de nutrientes na taxa de
predacgéo de girinos de Hypsiboas faber por ninfas de Odonata nas gaiolas.

Fator manipulado graus de liberdade valorde F valordep
NUTRIENTES 2 12,88 0,002
Erro 9

A analise de regressd@o nos permite avaliar estatisticamente a falta de efeito das
taxas de predacdo sobre o crescimento em massa dos girinos no interior dos

mesocosmos (y = 0,45x + 95,07; R? < 0,0001; p = 0,776) (Figura 53).
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Figura 53. Correlacao entre taxa de predacdo dos girinos de Hypsiboas faber por ninfas de
libélulas dentro das gaiolas e massa dos girinos dentro dos mesocosmos em que haviam ninfas
de libélulas engaioladas no Experimento 2. Letras representam tratamento com relagdo a
manipulacéo de nutrientes: R = NP eferencia; C = NPcana; S = NPggja.
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DISCUSSAO

A transformacdo da paisagem para o0 cultivo de alimentos, fibras e
biocombustiveis é acompanhada de alteracdes biogeoquimicas dramaticas. Nesta
dissertacdo, simulamos em mesocosmos aquaticos os padrdes de fertilizacdo
esperados para a conversdo de ambientes nativos de cerrado para lavoura das duas
principais culturas de biocombustiveis do Brasil: soja e cana-de-agUcar. Num
delineamento experimental de complexidade crescente de estrutura de comunidades,
observamos que, em ambos o0s experimentos, a comunidade fitoplanctdnica cresceu
predominantemente em funcdo do aumento direto da concentragéo de nitrogénio na
agua, praticamente independendo da concentracdo de fésforo, tanto na auséncia
guanto na presenca de consumidores e predadores. Os consumidores tiveram
crescimento relacionado ao de algas (indiretamente refletindo concentracdes de
nutrientes) em ambos os experimentos. A presenca dos predadores, por sua vez, ndo
teve efeito direto e indireto sobre o nivel tréfico imediatamente inferior e,

consequentemente, ndo teve efeito indireto sobre o nivel tréfico dos produtores.

EFEITOS DIRETOS DA MANIPULACAO DE NUTRIENTES SOBRE PRODUTORES

A adicao de nutrientes teve efeito expressivo no crescimento da biomassa algal,
refletida pela concentracdo de clorofila a em nossos mesocosmos, havendo resposta
muito mais significativa a manipulacdo de nitrogénio e praticamente independendo da
manipulacdo de fésforo. Na auséncia de consumidores, a produtividade primaria

pareceu aumentar até um patamar, nos permitindo afirmar que a estabilizacdo foi
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alcancada. Quando da introducdo dos consumidores (girinos) e dos predadores (ninfas
de libélulas) aos mesocosmos, ndo observamos efeitos destes niveis tréficos no
crescimento da comunidade fitoplanctbnica, mantendo-se a tendéncia inicial de
resposta forte a manipulacéo de nitrogénio em relagéo a de fosforo.

Esta auséncia de resposta da biomassa de fitoplancton a manipulacéo de fosforo
pode ser interpretada a luz do status tréfico de nossos sistemas experimentais. Mesmo
nos tratamentos onde ndo houve adicdo de fosforo apds o primeiro pulso inicial de
nutrientes (simulando condicdes de ambiente de referéncia) as concentracbes
medidas de fésforo total estiveram em média a 0,9 mg/L e nunca menores que 0,04
mg/L. Portanto, o nosso cenario de referéncia ja pode ser considerado
eutrdfico/hipertréfico, como podemos notar pelo sistema de classificacdo de Janus &
Vollenweider (1981) e Nurnberg (1996) (Tabela 29). Em outras palavras,
possivelmente mesmo nossas manipulagées mais baixas de fésforo foram saturadas
para o consumo de algas. Para nitrogénio total, os valores minimos (0,2 mg/L) se
encaixam em caracteristicas de corpos d’agua oligotréficos, os médios (0,66 mg/L) em
caracteristicas de mesotroficos e somente os maximos (2,0 mg/L) caracterizam
hipertréficos. Com relagéo a clorofila a, cuja concentracao final nos dois experimentos
variou na faixa de 10 a 120 pg/L, mesocosmos com 0s valores mais baixos de
biomassa algal podem ser classificados como mesotréficos (Janus & Vollenweider,
1981) a eutroficos (Nurnberg, 1996). Esses dados corroboram nossa premissa de que
o nutriente fésforo estava disponivel em quantidades e propor¢cbes mais do que
suficientes e que o nitrogénio era o componente limitante para produtividade primaria

NOS NOSSOS sistemas experimentais.
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Tabela 29. Relagédo entre caracteristicas de corpos d’agua doce e status tréfico segundo
Nurnberg (1996) e Janus & Vollenweider (1981). Note que apenas o primeiro deles apresenta
critérios quantitativos de concentracéo de nitrogénio para tal classificacao.

Nirnberg (1996) Janus & Vollenweider (1981)
tsrtoaftl‘éf) NT (mg/L) PT (mg/L) clorofilaa (ug/L) PT (mg/L) clorofilaa (ug/L)
Oligotréfico <0,35 <0,01 <35 0,008 4,2
Mesotréfico 0,35a0,65 0,01a0,03 35a9 0,027 16,1
Eutréfico 0,65a1,2 0,03a0,1 9a25 0,084 42,6
Hipertréfico >1,2 >0,1 >25 0,75a1,2 -

No nivel dos produtores, isto €, a comunidade de algas, mostrou que, N0 NOSSO
sistema-modelo, houve uma provéavel limitacdo direta por nitrogénio, independente da
concentracdo manipulada de fésforo. Isso porque baixas concentracdes relativas
desse nutriente, refletindo condigcbes de ambiente de referéncia (ON:OP, ON:1P e
ON:14P) e de fertilizantes usados em culturas de soja (1IN:OP; 1IN:1P e 1N:14P),
promoveram praticamente 0 mesmo baixo crescimento algal, representado pela
concentracdo de clorofila a. Por outro lado, nos tratamentos em que 0 nitrogénio
refletia aplicacdes de fertilizantes usados em culturas de cana-de-aglcar (14N:0P,
14N:1P e 14N:14P), o crescimento da comunidade fitoplanctbnica foi o maximo
observado, em termos de concentragdo de clorofila a, tanto no primeiro quanto no
segundo experimento. A essas concentracdes de nitrogénio (14N), a limitacdo ha de
ter ocorrido pelo fésforo.

Esses resultados séo corroborados por diversos estudos com proporcdes de
nitrogénio e fosforo e limitacao diferenciada por nutrientes. Redfield (1958), em um dos
trabalhos mais classicos sobre limitagcdo fitoplancténica por nutrientes, sugeriu uma
propor¢do para maximo crescimento algal de 16N:1P (conhecida como ‘razdo de
Redfield’). Ainda que tenha feito uso de algas marinhas em seus estudos, a proporgéao
de Redfield pode prever com bastante sucesso qual nutriente se torna limitante para o

fitoplancton em corpos d’agua de agua doce, mesmo que as mudangas da limitagdo
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de um para o outro nutriente ocorram a diferentes proporces da de Redfield (Morris &
Lewis, 1988; Elser et al., 2009; Bergstrom, 2010). Em estudo mais recente, Bergstrom
(2010) investigou que a razdo entre nitrogénio inorganico dissolvido (NID) e fésforo
total (PT) previa 72% da variagdo na resposta do fitoplancton a experimentos de
enriguecimento por nutrientes em 106 lagos oligotréficos na Europa e na América do
Norte. Neles, o fitoplancton mudou de uma limitagdo por nitrogénio a NID:PT < 1,5
para uma limitacdo por fésforo para NID:PT > 3,4. No caso do perifiton, Schanz &
Juon (1983) encontraram uma limitagdo por nitrogénio a propor¢des N:P < 10 e por
fésforo, a propor¢cdes N:P > 20. Em coérregos, Grimm & Fisher (1986a,b) sugeriram
gque o microfitobentos (algas e cianobactérias microscépicas bentdnicas) de riachos de
deserto contém nitrogénio e fosforo em uma proporgdo atdbmica de 17N:1P,

caracterizando sua taxa 6tima de crescimento.

EFEITOS DIRETOS DE CONSUMIDORES SOBRE PRODUTORES

Quando da introducdo dos girinos nos sistemas, ndo foi observada qualquer
alteracdo negativa significativa na concentracdo de clorofila a, que s6 aumentou ao
longo das semanas em ambos os experimentos, terminando 200% e 400% maior do
gue as concentragdes iniciais no Experimento 1 e no Experimento 2, respectivamente,
0 que significa dizer que ndo houve queda na biomassa de algas em funcéo direta da
alimentacéo por parte dos consumidores.

Esse resultado vai de encontro ao que se € observado em maior parte da
literatura, em que, de modo geral, a predacdo por girinos é potencialmente uma
redutora da biomassa de algas (Bronmark et al., 1991), regulando a produtividade
primaria e alterando a comunidade fitoplancténica (Hoff et al., 1999). Holomuzki
(2011), por exemplo, que estudou a influéncia da incidéncia luminosa na predagéo por
girinos de algas bénticas de riachos, observou uma queda significativa na massa seca

91



de algas na presenca de Rana clamitans, seja com iluminacdo direta, seja com
sombreamento 60%. Uma meta-analise de mais de 50 estudos em experimentos
ecoldgicos manipulando larvas de anuros demonstrou que, em 85% dos casos
analisados, acontece uma reducdo na taxa de crescimento de girinos em resposta a
competicdo intraespecifica, sendo essa reducéo ainda mais evidente em experimentos
com mesocosmos (Skelly & Kiesecker, 2001).

Entretanto, a inexisténcia de efeito dos girinos sobre a comunidade algal indica,
a principio, a possibilidade de os consumidores nao serem limitados — em quantidade
e em qualidade — pelos produtores (Loman, 2011), muito provavelmente pelo fato de
0s consumidores estarem em um numero muito reduzido em relacdo ao montante de
alimento disponivel, ndo havendo competicdo intraespecifica. Isso faz ainda mais
sentido sob o ponto de vista do status tréfico dos nossos mesocosmos, que
apresentaram parametros de corpos d’agua mesotroficos e eutréficos com abundancia
de alimento (sob a forma de algas) para os consumidores. Um experimento
manipulando diferentes densidades de girinos diretamente no campo teve como
resultado efeitos intraespecificos de competicdo em Rana arvalis acondicionadas em
altas densidades (Loman, 1997).

Estudos do tipo sdo muito comuns em raniculturas. Em criadouros, o aumento da
densidade de manutencgédo de individuos em um mesmo espaco leva a uma escassez
de recursos e, consequentemente, ao fortalecimento das interacdes competitivas entre
0s organismos ali presentes (Wilbur & Collins, 1973; 1977). Flores-Nava & Vera-
Mufioz (1999) perceberam auséncia de competicdo em containers plasticos de 6 L
estocados com densidades de 0,5 a 2,0 girinos de Rana catesbeiana por litro.
Interagbes competitivas, com prejuizos ao crescimento em massa e a metamorfose, sé
foram observadas nas densidades 4,0 e 8,0 girinos por litro. O consenso geral € de
gue, para Rana catesbeiana (ré-touro), a densidade maxima permitida é de 0,5 girinos

por litro (Lopes-Lima & Agostinho, 1988; 1992; Flores-Nava, 1997).
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Em nossos experimentos, a densidade inicial de estocagem dos girinos era de
0,5 girinos por litro para Physalaemus cuvieri e 0,32 girinos por litro para Hypsiboas
faber. Essa propor¢cdo girino:volume ficou ainda menor ao longo do experimento,
devido as altas taxas de mortalidade que observamos. Na meta-analise realizada por
Skelly & Kiesecker (2001), as densidades de estocagem utilizadas em experimentos
em mesocosmos de 0,3 + 0,1 girinos/L, em laboratério, 43,8 + 19 girinos/L e, em
campo, 1,4 + 0,3 girinos/L, s@o consideravelmente maiores do que as conduzidas em
Nnossos experimentos. Para mesocosmos a densidade é até similar, mas somente aos
valores iniciais de densidade de manutencdo. Considerando uma taxa de mortalidade
linear ao longo dos experimentos (Alford et al., 1999), podemos dizer que, muito
provavelmente, logo na segunda semana de experimento, as densidades de
estocagem dos girinos que estudamos ja estavam abaixo das observadas na meta-
analise de Skelly & Kiesecker (2001), corroborando nossa hip6tese de que ndao houve
competicdo N0S NOSSOS MEesSO0COSMOS.

Ademais, visto que essas espécies nativas do Brasil sdo muito menores (girinos
Physalaemus cuvieri de até 1 cm e 84 mg e de Hypsiboas faber atingindo 3 cm e 240
mg) e demandam, portanto, para crescimento, um total de alimento reduzido em
relac@o aos girinos de Rana catesbeiana (cujo desenvolvimento larval pode durar até 2
anos, com girinos atingindo 15cm e 10g de massa), acreditamos que realmente néo
tenha havido competicdo intraespecifica para ambas as espécies estudadas nos
mesocosmos.

Ainda, podemos nos basear em respostas espécie-especificas para o consumo
de algas por girinos. Kupferberg (1997a), por exemplo, observou queda na
produtividade primaria em 44% na presenca de Rana boyli, mas ndo houve efeito
nessa variavel na presenca de Hyla regilla, 0 que nos leva a crer que, de fato, as
espécies de interesse com que trabalhamos sdo capazes de se alimentarem sem
esgotar 0s recursos por, possivelmente, apresentarem menores taxas de filtracdo de
agua para alimentacao.
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O que pode ter ocorrido, adicionalmente, seria um incremento ho montante de
nutrientes disponiveis para as algas resultante da ciclagem interna e suspensao
constante de nitrogénio e fosforo para a coluna d’agua pela atividade de alimentacao e
movimentacdo dos girinos nos tanques (Holomuzki, 2011), configurando um efeito
indireto dos consumidores nos produtores. Dessa forma, a atividade dos consumidores
s6 teria provocado um aumento ainda maior no crescimento da biomassa
fitoplanctdnica, embora a andlise desse potencial de ciclagem de nutrientes por parte
dos girinos ndo tenha sido realizada.

Devemos considerar também que analisamos somente 0 componente
fitoplancton em coluna d’agua da comunidade de produtores, e ndo os organismos do
perifiton. Espécies diferentes podem causar diferentes impactos na comunidade
perifitica, como observado por Kupferberg (1997a), que notou um aumento em 10% na
produtividade primaria especifica do perifiton na presenca de Rana boyli e um
decréscimo de 18% na presenca de Hyla regilla. Rossa-Feres et al. (2004) de fato
percebeu que cerca de 60% do conteldo intestinal de Physalaemus cuvieri era de
algas perifiticas, enquanto somente 30% era de algas planctbnicas. Proporcdes
similares foram descobertas para girinos de outras cinco espécies de anfibios:
Physalaemus centralis, Physalaemus nattereri, Physalaemus fuscomaculatus, Scinax
fuscovarius e Scinax similis. Posto isso, a produtividade priméria do perifiton pode ter
atuado como uma variavel indireta adicional para 0s nossos experimentos, de modo a
constituir um recurso potencialmente consumido, talvez até limitante, mas nao
quantificado.

Finalmente, nosso delineamento experimental foi sub-6timo, de modo que néo
dedicamos mesocosmos exclusivamente para o crescimento de produtores sem
introducdo de consumidores. Dessa forma, ndo nos permitimos comparar efetivamente
as taxas de crescimento algal na auséncia e na presenca dos girinos, comparamos
somente o crescimento algal no periodo antecedente e sucessor a introducado dos
girinos. Nossas comparagBes foram baseadas em um curto periodo em que a
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comunidade algal estava se estabelecendo. Entretanto, nosso controle experimental

teria capturado um efeito dos consumidores se este tivesse sido realmente expressivo.

EFEITOS DIRETOS E INDIRETOS DA ADICAO DE NUTRIENTES SOBRE

CONSUMIDORES

A manipulacdo de nutrientes teve efeitos significativos sobre a performance das
larvas de anuros. Em ambos o0s experimentos a mortalidade observada foi
consideravelmente alta: a mortalidade média de Physalaemus cuvieri variou entre 34 a
83% no primeiro experimento e independeu da concentragdo de nitrogénio e da
interacdo entre as concentracdes de nitrogénio e fosforo. Houve uma tendéncia
marginalmente significativa (p = 0,088) de maior mortalidade em tratamentos com alta
concentracao de fosforo. Por sua vez, a mortalidade média de Hypsiboas faber variou
entre 40 e 79% no segundo experimento mesmo na auséncia de predadores. Essa
mortalidade foi significativamente influenciada pela manipulagdo de nutrientes, sendo
que, em concordancia com o experimento anterior, o tratamento de maior mortalidade
foi 0 de padréo de fertilizagdo de soja — por sua vez o mais rico em fésforo.

Essas taxas de mortalidade de fundo (i.e., acima de qualquer manipulagéo
experimental adicional) em experimento de mesocosmos Sa0 na nossa experiéncia
bastante altas (e.g., Schiesari et al., 2006). Nao sabemos em que momento ocorreu
essa mortalidade, mas é certo que ndo ocorreu por metamorfose e posterior
afogamento dos metamorfos, uma vez que os estagios maximos de desenvolvimento
para Physalaemus cuvieri e Hypsiboas faber foram respectivamente, 38 e 28 (Gosner,
1960). Na escala de Gosner, a emergéncia das patas dianteiras ocorre somente no
estagio 42 e a metamorfose completa no estagio 46. Também parece improvavel que
tenha havido escassez de alimento, uma vez que 0S mesocosmos podem ser
classificados como mesotroficos a eutréficos, e a comunidade fitoplancténica nédo teve
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crescimento reduzido em funcdo da pastagem pelos girinos. Finalmente, fertilizantes
podem ser toxicos e, em principio, poderiam ter efeito negativo direto sobre larvas de
anuros. llha (2010) testou os efeitos letais e subletais de nitrato, nitrito e ambnia sobre
larvas de anfibios e observou que a mortalidade de Physalemus cuvieri e Hypsiboas
faber foi igual entre controle e concentracdes de nitrato de até 10 mg/L; por sua vez, a
mortalidade de Physalaemus cuvieri e de Hypsiboas faber quanto expostas a amonia
foram iguais entre controle e até 10 e 2,5 mg/L, respectivamente. Estas concentracdes
sdo, no entanto, menores que as concentracdes maximas medidas nos Nnossos
experimentos (2,05 mg/L para nitrogénio total). Nitrito causou mortalidade parcial a
partir de 2,5 mg/L para Physalaemus cuvieri e a partir de 10 mg/L para Hypsiboas
faber, mas é improvavel que o nitrito tenha atingido concentracdes tdo altas em
NOSS0S Mesocosmos, uma vez que em condi¢cdes aerdbicas o nitrito € rapidamente
convertido para nitrato; nos nossos experimentos a concentracdo média de oxigénio
dissolvido nunca esteve abaixo de 5,5 mg/L. Finalmente, a mortalidade foi maior em
tratamentos com alta concentragdo de fosforo e ndo de nitrogénio, e a toxicidade do
fosfato de um modo geral em geral, e sobre larvas de anuros em particular, é
baixissima em bioensaios padronizados (llha e Schiesari, obs. pess.). Cloreto de
potassio (KCI), que adicionamos como forma de igualar as concentragfes
manipuladas para todos os tanques tendo como base a concentracdo de potassio do
di-hidrogeno-fosfato de potassio (KH,PO,), possui toxicidade crénica e aguda somente
em concentracfes maiores que 100 mg/L, ndo sendo perigoso para organismos de
ecossistemas aquaticos em geral (UNEP, 2001). Por estes motivos, ndo nos parece
provavel que a mortalidade de Physalaemus cuvieri e de Hypsiboas faber tenha sido
causada por uma toxicidade direta dos sais manipulados.

Portanto, ndo sabemos ao certo as razbes da alta mortalidade de fundo destas
espécies, mas nosso laboratério teve repetidas experiéncias de alta mortalidade para
Physalaemus cuvieri, e em menor grau Hypsiboas faber mesmo em condicbes
supostamente benignas em laboratério (llha, 2010; Fekete, 2013).
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Por sua vez, a mortalidade de girinos poderia ser um efeito indireto dos
nutrientes via alteracdes na composicdo da comunidade de produtores. Diversos
estudos realizados em laboratério, mesocosmos e campo demonstram que baixas
propor¢cBes N:P promovem mudancas na comunidade fitoplancténica, favorecendo o
crescimento da populacdo de cianobactérias fixadoras de nitrogénio e diatomaceas
(Bulgakov & Bennett, 1999; Levine & Schindler, 1999; Smith & Bennett, 1999). Quando
h& disponibilidade de nitrogénio, células fitoplanctbnicas eucariéticas tendem a se
tornar dominantes, uma vez que as cianobactérias tém baixa habilidade competitiva
(Hyenstrand, Blomgvist & Pettersson, 1998). Na escassez relativa desse nutriente, no
entanto, cianobactérias e diatomaceas sobressaem porque diatomaceas fixam
montantes consideraveis de nitrogénio diretamente da atmosfera; diatoméaceas
seguem a mesma tendéncia por terem associagdo endossimbittica com algumas
cianobactérias (Bulgakov & Levich, 1999; Smith & Bennett, 1999). Cianobactérias séo
geralmente impalataveis e, as vezes, toxicas e até mesmo muito toxicas pela produgao
de cianotoxinas, entre eles peptideos ciclicos como microcistinas e nodularinas, e
alcaléides como as anatoxinas (Savage, 1952; Kupferberg et al., 1994; Who, 1999;
Waringer-Ldschenkohl & Schargerl, 2001).

A possibilidade da presenca desses componentes impalataveis e até toxicos da
comunidade de produtores nos permite explicar, com certa seguranca, as altas taxas
de mortalidade encontradas em ambos os experimentos, inclusive nos tratamentos
considerados “controle” (Nrererencia:Prererencia). Baixas propor¢des N:P, 5N:1P
(Bulgakov & Levich, 1999), 2-5N:1P (Levich, 1996) e 6N:1P (Havens et al., 2003),
favorecem o desenvolvimento de blooms de cianobactérias em comparacao a
propor¢do 16N:1P de algas eucaridticas (Schreurs, 1992). Essas proporgdes se
aproximam das propor¢des 1N:14P e 1N:1P dos nossos tratamentos de soja e
ambiente de referéncia, respectivamente. Isso faz sentido especialmente quando
analisamos a mortalidade diferencial de Hypsiboas faber nos tratamentos com
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manipulacdo maxima de fdsforo em concentracBes de fertilizantes utilizadas em
culturas de soja (Psoja), Uma vez que concentracdes maiores de fosforo relativas as de
nitrogénio favorecem a formacdo de uma comunidade fitoplanténica com toxicidade
aumentada.

Visto que ndo realizamos a analise hidrobioldgica da comunidade fitoplanctdnica,
ndo podemos afirmar com certeza que isso tenha ocorrido, mas a literatura nos da

fortes embasamentos para conjecturarmos a ocorréncia desse processo.

A manipulacdo de nutrientes também teve efeitos significativos sobre a
performance das larvas de anuros conforme indicados por ganho de massa e estagio
final de desenvolvimento. No primeiro experimento, o crescimento de Physalaemus
cuvieri foi significa e negativamente influenciado pela concentracdo de fosforo. Altas
concentragcbes de fosforo levaram a menores ganhos de massa que baixas
concentracdes de fésforo. Também houve uma tendéncia para um efeito de fésforo
sobre o desenvolvimento. No segundo experimento, o crescimento de Hypsiboas faber
foi significativamente influenciado por cenario de fertilizacdo; cenarios de cana-de-
acucar, com muito nitrogénio e pouco fésforo, levaram a ganhos de massa 30%
maiores que cenarios de soja, com pouco nitrogénio e muito fésforo. Ambos os
cenarios de fertilizacdo levaram a maiores ganhos de massa que o controle. Esses
resultados podem ter sido causados por alteracdes na estrutura da comunidade
fitoplancténica, por diferenciacdo da qualidade nutricional entre os tratamentos e por
respostas espécie-especificas particulares para cada uma das espécies que
estudamos.

Apesar de uma série de estudos observarem comportamento de alimentacdo
oofdgica, carnivora e necrofaga (Savage, 1952; Wassersug, 1975; Duellman & Trueb,
1986; Petranka & Kennedy, 1999; Alford, 1999; Hoff et al., 1999; Altig et al., 2007),
larvas de anuros sao tradicionalmente consideradas microfagas herbivoras e
detritivoras, se alimentando por suspenséo (Duellman & Trueb, 1986; Altig et al., 2007)
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e tipicamente sem seletividade (Farlowe, 1928; Heyer, 1973; Seale, 1980; Seale &
Beckvar, 1980; Kupferberg, 1997b), exceto em algumas determinadas situacdes
(Kupferberg et al., 1994).

Uma vez que 0s girinos ndo provocaram alteracdo no crescimento da biomassa
fitoplancténica e que, por outro lado, tiveram crescimento dependente indiretamente
da manipulacao de nutrientes, acreditamos que nao houve limitacdo na quantidade de
alimento, mas sim na qualidade deste.

A reducao nas propor¢cdes N:P teriam causado, como abordamos anteriormente,
uma mudancga na estrutura da comunidade fitoplanctdnica dirigida a um favorecimento
na proliferagdo de diatoméaceas e cianobactérias, que sdo mais impalataveis que as
algas verdes (Savage, 1952; Kupferberg et al.,, 1994; Waringer-Léschenkohl &
Schargerl, 2001). Dessa forma, nos mesocosmos em que a manipulacdo de nitrogénio
relativa a de fosforo foi baixa, a quantidade de alimento com alta qualidade nutricional
era baixa, levando as menores taxas de crescimento observadas em nossos
experimentos. Schiesari (2006), estudando o efeito da densidade da cobertura de
dossel na performance de girinos de Rana sylvatica e de Rana pipiens, encontrou
maiores taxas de crescimento quando os alimentos tinham alta qualidade nutricional,
ou seja, baixas propor¢des C:N, havendo, contudo, outros fatores intereferentes, como
a temperatura e o0 oxigénio dissolvido nas pocas analisadas.

Entretanto, o aumento de crescimento em altas propor¢cdes N:P para
Physalaemus cuvieri ndo foi tdo expressivo como encontrado para Hypsiboas faber.
Considerando que em nenhum dos experimentos houve limitagdo dos consumidores
por parte dos recursos, podemos explicar a diferenca de crescimento em massa
observada de Physalaemus cuvieri em relacdo a Hypsiboas faber por respostas
espécie-especificas. Ou seja, acreditamos que os individuos de Physalaemus cuvieri
estudados s6 ndo cresceram tdo mais por estarem limitados fisiologicamente. Quer
dizer, € provavel que, em média, tenham chegado perto de atingir sua massa maxima
pré-metamorfose, uma vez que muitos individuos j& estavam com os apéndices
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locomotores traseiros completamente formados (estagio 38; Gosner, 1960). Larvas de
Rana clamitans, por exemplo, cessam a alimentacdo no estagio 42 de Gosner
(Jenssen, 1967). Como abordado na secido ‘Materiais e Métodos’, girinos de
Physalaemus cuvieri levam aproximadamente de 40 a 50 dias para a metamorfose
completa. Tendo o experimento durado trés semanas (21 dias) ap6s a introducdo dos
girinos e quatro semanas (28 dias) apds a fertilizacdo, os organismos em teste ja
tinham passado cerca de 70% do seu periodo de desenvolvimento larval, estando
relativamente préximos de sofrerem metamorfose, estagio proximo ao auge de massa.
Isso também explica a auséncia de resposta significa do estagio final de
desenvolvimento a manipulagdo de nutrientes, visto que, em meédia, todos eles
estavam se aproximando da metamorfose, havendo pouca heterogeneidade de
estagios de desenvolvimento.

Ainda, como anteriormente mencionado, é possivel que eles tenham se
alimentado predominantemente do perifiton, que, por ndo termos sua produtividade
primaria quantificada, podemos elucubrar que este sim, estaria limitante, limitando, por
sua vez, o crescimento dos girinos. O mesmo pode ter acontecido para Hypsiboas
faber, mas estes ndo estavam limitados fisiologicamente. Em tanques com maior
crescimento da comunidade de algas, os girinos tinham maior disponibilidade de
alimento para ser filtrado — controle bottom-up. Esse processo, ocorrendo
continuamente, favoreceu um maior crescimento destes em relagdo aos tratamentos
em que o crescimento dos produtores foi baixo. Ndo acreditamos ter havido limitacdes
fisiologicas para Hypsiboas faber, jA& que este apresenta maior tempo para
metamorfose (8 meses), tendo transcorrido, durante o experimento (trés semanas)
apenas 9% do seu desenvolvimento larval. Individuos de Hypsiboas faber também
adquirem maiores massas tanto quando girinos quanto como adultos. O que significa
gque os girinos que cresceram pouco poderiam ter crescido mais se ndo estivessem
limitados pelos recursos, caracterizando uma resposta espécie-especifica em relacdo
a nutricdo de Physalaemus cuvieri.
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O ambiente ndo tao favoravel para o crescimento dos girinos, resultando da
proliferacdo de algas toxicas, pode explicar o maior estagio de desenvolvimento, ainda
gque a diferenca seja pequena, no tratamento simulando concentracdes de nutrientes
aplicados nas culturas de soja (NPspja), Uma vez que condigdes de stress, pelo menos
a dessecacdo, parecem promover um desenvolvimento, a metamorfose, mais
acelerado mesmo a tamanhos menores (Denver, 1997; Denver et al., 1998).

Complementarmente, existe a possibilidade de que os girinos sobreviventes
tenham se alimentado dos que foram morrendo ao longo de ambos os experimentos e
que nés nao retiramos pela impossibilidade visual de localiza-los, configurando outra
fonte de recurso alimentar. O que é corroborado por Schiesari et al. (2009) que,
estudando os niveis troficos aos quais as larvas de anuros podem pertencer,
observaram dieta oportunista em girinos morfologicamente generalistas. Alguns de
seus resultados, por exemplo, sugerem que, para girinos de Rana clamitans e de
Rana catesbeiana, os produtores primarios sao, de fato, secundariamente importantes
para a nutricdo, o que traz implicagbes sérias para o delineamento e a interpretagéo
de dados em experimentos ecologicos envolvendo girinos, tendo sido por nos
consideradas no desenvolvimento desse projeto.

Muito pouco se sabe sobre o verdadeiro status tréfico das larvas de anuros (Altig
et al., 2007). Contudo, nossos resultados nos permitiram atribuir a estas um carater
essencialmente herbivoro, uma vez que a resposta ao crescimento da biomassa algal,
reflexo da manipulacdo de nutrientes, foi perceptivel e expressiva em ambos 0s

experimentos.

EFEITOS DIRETOS DE PREDADORES SOBRE CONSUMIDORES

Contrariando nossas expectativas, a performance dos girinos ndo respondeu de
forma diferente para a manipulacdo de estrutura de comunidade. Dentro de cada
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grupo de manipulacdo de nutrientes, girinos dos tratamentos em que ninfas de
libélulas ndo compunham a teia alimentar tiveram o mesmo crescimento em massa e
atingiram o mesmo estagio de desenvolvimento dos girinos acompanhados pelos
predadores, estando eles engaiolados ou soltos. O mesmo aconteceu para a taxa de
mortalidade de girinos que, mantidas as manipulacdes de nutrientes, ndo respondeu a
presenca das ninfas de libélulas, nem das engaioladas nem das soltas.

Quando presentes no corpo d’agua, os predadores tendem a induzir mudangas
nas presas, geralmente com custos em termos de reducao das taxas de crescimento e
desenvolvimento (Skelly & Werner, 1990; Skelly, 1992). Como em nenhum dos
tratamentos para estrutura de comunidade houve resposta por parte dos girinos de
Hypsiboas faber & predacéo direta das ninfas de libélulas soltas e, indiretamente, a
pista de predacdo das ninfas de Odonata engaioladas, podemos dizer que nem as
ninfas de Odonata soltas se alimentaram efetivamente dos girinos dentro dos
mesocosmos, nem as ninfas engaioladas se alimentaram suficientemente para criar
uma pista quimica “ameacadora” para os girinos de fora das gaiolas.

Estudos de predacgéo — e pista de predacdo — com ninfas de Odonata do género
Anax (familia Aeshnidae) geralmente introduzem individuos de cerca de 6-7 cm de
comprimento em aquarios de 5-10 L contendo cerca de 10 girinos (Skelly & Werner,
1990; Relyea & Werner, 1999). No estudo conduzido com Bufo americanus, todas as
ninfas de Anax ingeriram 100% dos girinos que lhes foram dados de alimento (Skelly &
Werner, 1990), o que ndo aconteceu em nenhum dos nossos mesocosmos dos
tratamentos ‘girinos + predadores engaiolados’.

Peacor et al. (2007) realizaram estudos em mesocosmos (300 L), mas
mantiveram o género estudado de Odonata, Anax. Nossos exemplares coletados e
aplicados ao experimento — familia Libellulidae — n&o superavam o tamanho de 3 cm,
nos fazendo acreditar que eram muito pequenos em relacdo ao tamanho dos girinos
ofertados, uma vez que ninfas de libélulas somente atacarm se as presas estiverem
dentro de certos limites de tamanho, relacionados ao proprio tamanho corporal
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(Pritchard, 1965). Desse modo, ndo houve 100% de predacdo em nenhuma das
gaiolas (maximo 96% com média 84%), e s6 houve 100% de preda¢do em um dos 12
mesocosmos cujo tratamento de estrutura de comunidade era ‘girinos + predadores
soltos’.

Baixas taxas de sucesso na captura de presas por ninfas de libélulas séo
frequentes, podendo ser até menores que 50% (Richards & Bull, 1990a,b; Chovanec,
1992). Entretanto, essa diferenca entre efetividade de predacdo entre familias de
Odonata ja foi observada e é corroborada por Gascon (1992), que percebeu uma
maior eficiéncia de predacdo de Aeshnidae em relacdo a Libellulidae, quando da
predacdo de Osteocephalus taurinus, Phyllomedusa tomopterna e Epipedobates
femoralis.

Atribuimos nossos resultados, entdo, a uma possivel taxa de predacdo
diferenciada dos exemplares da familia que nos estudamos (Libellulidae) em relagéo
aos da familia Aeshnidae, cujos representantes foram usados como base para
determinarmos a quantidade de predadores engaiolados e soltos nos mesocosmos,
associada ao grande volume de agua trabalhado dentro dos nossos mesocosmos.

Sendo assim, a pista quimica de predacdo, se produzida, pode ter sido muito
fraca, em funcdo da baixa taxa de captura por parte dos predadores. Caso ela tenha
sido substancial, pode ter ficado muito diluida, devido ao grande volume dos nossos
mesocosmos se comparados aos volumes utilizados em grande parte dos
experimentos de predagdo com girinos e ninfas de libélulas. Ainda, pode ser que a
pista de predacédo tenha sido perceptivel e tenha atingido os girinos, porém, sem |lhes
causar alteragdo comportamental, sem consequente resposta nas variaveis analisadas
(crescimento em massa, taxa de mortalidade e desenvolvimento).

A manipulacdo de nutrientes, por sua vez, pode ter amortecido contrastes no
comportamento — e consequente influéncia no ganho de massa — dos girinos de forma
a manter a concentracdo de biomassa algal constantemente alta. Essa produtividade
primaria elevada o suficiente pode ter garantido a nutricdo dos girinos igualmente entre
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todos os tratamentos de estrutura de comunidade, mesmo com alteracdo de atividade
para alimentacéo.

N&ao fazia parte da nossa relacao de varidveis analisadas a observacédo da taxa
atividade dos girinos nos mesocosmos. Portanto, ndo é possivel saber se houve ou
nao resposta comportamental por parte destes a presenca dos predadores, tanto
soltos quanto engaiolados, o que configura um outro fator para a interpretacdo dos
nossos dados. De qualquer forma, as variaveis-resposta que nos propusemos medir
ao final do experimento pareceram ser muito mais dependentes da manipulacao de

nutrientes do que de estrutura de comunidade.

EFEITOS INDIRETOS DE PREDADORES SOBRE PRODUTORES

A presenca das ninfas de libélulas, estando engaioladas ou soltas, nédo resultou
em qualquer alteracdo na performance dos girinos, como abordado ha pouco. Uma
vez que esses consumidores também ndo tiveram efeito sobre a comunidade de
produtores, podemos afirmar que ndo houve indicio de efeito, ainda que indireto, dos

predadores sobre produtores — auséncia de controle top-down.

CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Girinos e predadores de girinos provaram formar um 6timo sistema-modelo para
estudos de ecologia comportamental e plasticidade fenotipica ante o risco de predacao
(Petranka et al., 1987; Kats et al., 1988; Lawler, 1989)

Como pesquisas desse tipo (com representantes da fauna nacional e
concentracdes manipuladas de nutrientes de culturas brasileiras) em mesocosmos sao
praticamente pioneiros, muitas das experiéncias obtidas durante a execucdo dos
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experimentos podem ser Uteis e importantes para o aprimoramento do sistema-
modelo.

Nossos resultados nos permitiram atingir nossos objetivos. Entretanto, para que
sejam alcancados em estudos futuros juntamente com a elucidagdo dos mecanismos
de transferéncia de energia e propor¢cdes estequiométricas de nutrientes pela cadeia
alimentar aquatica, aconselhamos que equipes de pesquisadores acessem:

- analises mais detalhadas da comunidade fitoplanctdnica, ndo somente em
termos de biomassa (composicao, diversidade, riqueza de espécies);

- analises do perifiton (biomassa, composicéo, diversidade, riqueza de espécies),
visto que girinos sdo potenciais raspadores;

- analise da comunidade zooplanctdnica (biovolume, composicao, diversidade,
riqueza de espécies), outra possivel fonte de alimento dos girinos;

- analise do conteudo intestinal dos girinos, para quantificacdo de quais o0s
principais recursos alimentares;

E, para que demais fatores de confusdo sejam minimizados, recomendamos:

- retirada da coluna inteira de agua para aliquota, para que seja capturada toda a
comunidade fito/zooplancténica;

- analises de nutrientes (propor¢cdes N:P) ndo s6 da agua, como também do
fito/zooplancton/perifiton, dos girinos e das ninfas de Odonata;

- conduzir experimentos de 24h, em laboratério, iniciados juntamente aos
experimentos em mesocosmos, para avaliar a mortalidade na fase inicial de
experimentos (‘over-night mortality’), em que fase ocorre e por qual motivo;

- modelar o experimento de modo que haja também réplicas temporais a serem
desmontadas ao longo do experimento, permitindo avaliar temporalmente o
incremento nas variaveis medidas dos girinos: massa, mortalidade e estagio de

desenvolvimento;
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- conduzir experimentos-piloto de efetividade de predacéo de girinos por ninfas
de Odonata, de modo que se consiga estudar os efeitos comportamentais da presenca

destas na fisiologia dos girinos.
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CONCLUSOES

Dadas as nossas condi¢cdes de trabalho, as concentracdes manipuladas de
nitrogénio e de fésforo e as composicdes de estrutura de comunidade que estudamos,
podemos concluir que:

1. O nutriente limitante para produtividade priméaria do fitoplancton foi o

nitrogénio.

2. Diminui¢des na proporcdo N:P foram fortemente correlacionados a maiores
taxas de mortalidade e menor desenvolvimento ontogenético.

3. Altas proporgdes N:P levaram a um crescimento diferenciado de girinos de
Hypsiboas faber, o que foi observado em menor escala para Physalaemus
cuvieri em funcao de respostas espécie-especificas distintas a alimentacao.

4. As manipulagbes de nutrientes pareceram determinar muito mais
significativamente as interacbes ecolégicas do que as manipulacbes de
estrutura de comunidade, tendo os predadores efeitos nao-perceptiveis
sobre os consumidores, ou seja, 0 controle da cadeia alimentar aparentou

ser mais pelos recursos (bottom-up) do que pelos predadores (top-down).
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