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Resumo: A andlise de is6topos estdveis (AIE) se tornou uma ferramenta essencial na Ecologia, sendo cada
vez mais utilizada em estudos de peixes de riachos tropicais. A AIE permite reconstruir a dieta dos animais
e suas variacoes intraespecificas, tracar as contribui¢cdes dos principais recursos basais que sustentam as
teiastroficas, calcularaposicao tréficae onicho tréfico, incluindo partilhae alteracdes de nicho, e construir
teias tréficas. A AIE é amplamente utilizada também para entender o impacto de alteracdes ambientais
nas comunidades de peixes e de outros organismos aquéaticos. O niimero de estudos é crescente no Brasil,
porém ainda hd diversas lacunas. Neste artigo, apresentamos conceitos basicos sobre a andlise de is6topos
estaveis em estudos tréficos de peixes de riacho, especialmente de carbono, nitrogénio e hidrogénio, suas
premissas, usos e limitagdes, permeando com exemplos em riachos tropicais. Exploramos também novas
fronteiras para estudos nessa area, ainda nao utilizadas para peixes de riacho no Brasil, como analise de
4cidos graxos, andlise de is6topos estaveis em compostos especificos, geometria nutricional e conceitos
da estequiometria ecoldgica tais como o Limiar de Propor¢des de Elementos.

Palavras-chave: assimilacao de recursos; fluxo de energia; nicho isot6pico; posicao tréfica, dcidos graxos.

STABLE ISOTOPES AND OTHER TOOLS IN TROPHIC STUDIES OF TROPICAL STREAM FISH: Stable
isotope analysis (SIA) has become an essential tool in Ecology, being increasingly used in studies of fish
in tropical streams. The SIA allows to reconstruct the animals’ diet and its intraspecific variation, to trace
the contributions of the main basal resources throughout the food web, to calculate trophic position and
trophic niche, including niche overlap and its alterations, and to build food webs. The SIA is also used to
understand the impact of environmental changes on fish communities and other aquatic organisms. The
number of such studies is increasing in Brazil, but there are still several gaps. In this study, we present the
basic concepts on stable isotopes analysis in trophic studies of stream fish - especially those of carbon,
nitrogen and hydrogen - their assumptions, uses and limitations, presenting examples from tropical
streams. We also explore new conceptual tools in this area, still not used for stream fish in Brazil, such
as fatty acids, stable isotopes in specific compounds, nutritional geometry and ecological stoichiometry
concepts such as the Threshold Elemental Ratio.
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INTRODUCAO

Desde que as pesquisas sobre ecologia tréfica
passaram a enfatizar também a assimilacao de
recursos, especialmente pelo advento do uso de
tragadores bioquimicos, tornou-se mais claro
que a qualidade dos recursos deveria ser tao ou
mais importante do que a sua quantidade para
a eficiéncia do fluxo de energia nas teias tréficas
de riachos e para a determinacao do papel tréfico
dos consumidores. Nos dultimos anos, novas
ferramentaspermitiramavangcosnoconhecimento
elevantamento de novas hipdteses nestes aspectos
da ecologia da fauna aqudtica, como andlises de
iso6topos estdveis (AIE) de carbono, nitrogénio (Fry
2006) e hidrogénio (Doucett et al. 2007), bem como
AIE em compostos especificos (Whiteman et al.
2019), anédlise de 4cidos graxos (Guo et al. 2016),
estequiometria ecolégica (Zandona et al. 2021) e
geometria nutricional (Simpson & Raubenheimer
2012). Embora apenas a AIE tenha se tornado usual
em estudos de peixes de riacho no Brasil, podemos
dizer que a incorporacdo dessas novas técnicas é
promissora e desejavel, uma vez que adicionam
acurdcia aos demais métodos e permitem a
elaboracao de novas perguntas.

A AIE emergiu como uma ferramenta
chave para os ec6logos e o nimero de estudos,
especialmente relacionados a ecologia tréfica,
cresceu exponencialmente nos ultimos anos
(Shipley & Matich 2020). Tem se mostrado
fundamental na reconstrucdo da dieta dos
animais (Zandona et al. 2017) e suas variacdes
intraespecificas (Bearhop et al 2004), na resposta
a alteracdes ambientais (Layman et al. 2007b),
na elucidacdao dos principais recursos basais
que sustentam as teias troficas (Brito et al. 2006,
Neres-Lima et al. 2016, Reis et al. 2020), no célculo
da posicao tréfica (Post 2002, Reis ef al. 2020), no
entendimento do nicho tréfico, incluindo partilha
e alteracdes de nicho (Carvalho et al. 2019), na
caracterizacdo das interacoes tréficas dentro de
populacdes e comunidades (Layman et al. 2007a)
e na construcao de teias tréficas (Neres-Lima et al.
2017). Cada uma dessas aplicacdes trata de vias
de fluxo de energia que interligam um ou mais
consumidores a seus recursos alimentares dentro
de um contexto ecoldgico de interacdes intra e
interespecificas.

A utilidade da AIE em estudos tréficos baseia-
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se no principio de que composicdo isotdpica
de varios materiais, incluindo os tecidos dos
organismos, contém uma “marca” dos processos
metabdlicos que os originaram, podendo ser
utilizada como biomarcadores naturais. Os
isoétopos sao intrinsecos ao ambiente fisico e
sdo incorporados nos tecidos dos produtores
primdrios durante o processo fotossintético e
subsequentemente transferidos para os animais
que as consomem (Fry 2006) (Quadro 1). Isétopos
estaveis de diversos elementos tém sido utilizados
em estudos ecoldgicos, especialmente aqueles que
estdo presentes em todos os organismos vivos,
como carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O),
hidrogénio (H) e enxofre (S) (Fry 2006).
Neste capitulo, apresentamos
béasicos sobre a andlise de is6topos estdveis em
estudos de peixes de riacho, especialmente de
carbono, nitrogénio e hidrogénio, suas premissas,
usos e limitacdoes, permeando com estudos
de caso que utilizam essas ferramentas para
estudos troficos e de transferéncia de energia em
riachos tropicais, priorizando aqueles em riachos
brasileiros. Exploramos também novas fronteiras
para estudos nessa area, ainda ndo utilizadas para
peixes de riacho no Brasil, como anélises de dcidos
graxos, andlise de is6topos estdveis em compostos
especificos e geometria nutricional.

conceitos

ASPECTOS METODOLOGICOS

O fluxo de energia representa a transferéncia
de energia desde a captacdo por organismos
autotroficos até a sua dissipacdo por respiracao
heterotroéfica. Exceto em estudos sobre orcamento
de energia (energy budget), que expressam o0s
fluxos através de massa ou energia por drea por
unidade de tempo (por exemplo, g m* y!), a maior
parte dos estudos tréficos baseiam-se em medidas
como a proporcdo dos recursos alimentares
consumidos (Andlise de Contetiddo Estomacal -
ACE) ou assimilados (Andlise de Is6topos Estaveis
- AIE). Outras abordagens metodolégicas que
apresentamos siao ferramentas alternativas e/
ou complementares para estudos tréficos de
assimilacdo de recursos.

Os is6topos estaveis (Quadro 1) de carbono,
nitrogénio e hidrogénio tém sido os mais
frequentemente utilizados em estudos de fluxo
de energia e ecologia tréfica de peixes em riachos.



Para essa andlise, sdo necessdrias coletas dos
peixes e dos seus potenciais recursos alimentares,
além de amostra de d4gua no caso das andlises de
is6topos de hidrogénio, pois parte desse elemento
incorporado nos tecidos dos consumidores é
proveniente da dieta, mas uma outra parte €
proveniente da agua. As coletas sdo seguidas
de procedimentos especificos em campo e
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laboratério para posterior quantificacdao (Quadro
2). As terminologias empregadas e interpretagao
geral dos resultados podem ser encontradas no
Quadro 3.

Fontes basais de energia

Ao reunir os valores isotépicos de §'*C, §"°N e §°H
dos peixes e de seus recursos potenciais, podemos
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construir a teia tréfica do riacho, tracando as
relacdes troficas interespecificas a partir da
determinacao dos principais recursos assimilados
easposicoestroficas dos diferentes consumidores.
Recursos terrestres, como invertebrados, folhas e
frutos, podem ser diretamente consumidos pelos

peixes ou indiretamente através do consumo de
invertebrados ou da matéria orgdnica que entra
na cadeia de detritivoria (Figura 1).

Uma das principais diferencas entre recursos
basais autéctones (perifiton) e al6ctones (plantas
terrestres) é sua qualidade nutricional enquanto

Invertebrados
Temestres

Invertebrados
predadores aquaticos 1

< "g
Lz
-

Folhas terrestres

Produtores primarios Ac C3 =—31a—28 %o
aquaticos . Ac C4=-18 a =13 %o
Ac =—47 a—9 %o AnC3i=-2a5 %o
An =—0.3 2 6 %o

AnCs=0.6 2 2 %0

Ay =-266 a—34 %o Ay =-119 257 %o

Figura 1. Perfil de um riacho, demonstrando as diferentes rotas da teia tréfica, incluindo fontes basais
autoéctones e aléctones. As caixas nas laterais demonstram a variacao (A) dos valores isotopicos de Carbono
(C), Nitrogénio (N) e Hidrogénio (H) de produtores primdrios aquédticos e terrestres.

Figure 1. Representation of a stream, showing the different linkages in the food web, including autochthonous
and allochthonous basal sources. Side boxes show the variation (A) in the isotopic values of Carbon (C),
Nitrogen (N) and Hydrogen (H) of aquatic and terrestrial primary producers.

Quadro 3. Terminologia e interpretagdo geral dos resultados.
Box 3. Terminology and general interpretation of results

A composicao isotopica de um determinado composto (representada por delta, 5) é calculada em relacao
aum padrao internacional, e expressa em partes por mil (%o):

3x (%0) = [(R /R

amostra’ ~ padrao

)-1]x 103

,sendo x = is6topo estavel (*C, °N) e R =razdo entre o isdtopo mais pesado e o mais leve (**C/'*C; *N/!“N)
(Fry 2006). Os padroes internacionais utilizados atualmente como referéncia sao o Vienna PDB (VPDB)
para o carbono e o nitrogénio atmosférico para o nitrogénio (Fry 2006). Os valores de 3 calculados
sdo medidas da quantidade do is6topo mais pesado em uma amostra. Assim, o termo “enriquecida”
significa que uma amostra tem maior proporc¢ao de is6topos pesados em relacdo aos leves (maior 6x) do
que outra amostra (menor 6x), sendo esta ultima considerada “empobrecida” (depleted).
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recurso a ser assimilado e convertido em producao
secunddria. As plantas terrestres, apesar de sua
alta disponibilidade em riachos, sdo repletas de
lignina e celulose, o que as torna ricas em carbono
(Elser et al. 2000, Brett et al. 2017) e altamente
refratdrias a digestdo. As algas, ao contrdrio,
muitas vezes limitadas em riachos pela baixa
incidéncia de luz solar, possuem alta qualidade,
sendo ricas em fosforo, nitrogénio e 4cidos graxos
o6mega-3 poliinsaturados (Brett & Miiller-Navarra
1997, Guo et al. 2016).

Embora a importancia de considerar a
qualidade nutricional das algas venha sendo
assinalada hé bastante tempo, foi com base no
uso de tracadores bioquimicos que as algas do
perifiton tém se destacado como o principal
recurso basal que sustenta teias tréficas em
alguns riachos, com exemplos em ambientes
temperados (Hayden et al. 2016) e tropicais (Brito
et al. 2006, Reis et al. 2020, Hayden et al. 2021).
Porém, alguns trabalhos sugerem que recursos
aloéctones sdo as fontes predominantes (Anjos
2013, em igarapés amazonicos), demonstrando
que o debate sobre a importancia relativa dessas
fontes para a sustentacdo das teias troficas de
riachos permanece.

Os valores de 8"*C de folhas C3 sao geralmente
~ -31 a -28%0 enquanto de folhas C4, -18 a -13%o,
e o perifiton pode ter uma maior amplitude de
variacao (~ -47%. a -9%.) devido a influéncia de
fatores como produg¢ao primdria, concentracdo
de carbono inorganico dissolvido, cobertura de
dossel, drea da bacia hidrografica e fluxo de 4gua
(Ishikawa ef al. 2012) (Figura 1). Dessa forma,
se os valores dos recursos de origem aldctone e
autoctone forem muito similares, ndo é possivel
diferenciar as fontes de C assimiladas pelos
consumidores. A razdo isotopica entre deutério
(H? e prétio (HY), 8*H ou 38D, potencialmente
distingue
basais em riachos, pois a matéria organica
al6ctone é muito mais enriquecida em H? do
que a autoctone (Doucett et al 2007) (Figura
1). Os 8°H podem ser uteis para determinar as
contribui¢cdes relativas de recursos al6ctones
e autdctones para os peixes. Em riachos de
cabeceira tropicais (Tailandia), os valores de
3%°H nas comunidades de peixes e invertebrados
demonstraram maior assimilacdo de recursos
autéctones (Hayden et al. 2021). J& em riachos

melhor as fontes dos recursos
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de Trinidad, o peixe invertivoro Anablepsoides
hartii (Cyprinodontiformes, Rivulidae) assimila
principalmente recursos al6ctones (Collins et
al., 2016a), enquanto a onivora Poecilia reticulata
(Cyprinodontiformes, Poeciliidae) tem menores
8%H, indicando menor assimila¢do de recursos
aléctones. Além disso, os 8*H mostram que o
dossel influencia positivamente a quantidade
de recursos aléctones assimilados por ambas as
espécies (Collins et al. 2016a).

No entanto, o &*H da vegetacdo terrestre
nem sempre se distingue das plantas aqudticas
vasculares (e.g. Hondula et al. 2014). Sendo assim,
nos riachos em que este recurso é importante,
a AIE de hidrogénio nao é a mais recomendada.
Para a aplicacdo da AIE de hidrogénio ¢é
necessario considerar a contribuicdo de H da
4gua para o tecido do consumidor e, idealmente,
determinar o 6°H da dgua do ambiente para
corrigir o 6*H do consumidor (Apéndice 4).
Em estudos experimentais, a contribuicao
da dgua do ambiente (w) para o 4*H do tecido
muscular variou de 12 % em Salvelinus fontinalis
(Salmoniformes, Salmonidae) sem extracdo de
lipidios (Solomon et al., 2009) a 23,1% no musculo
sem lipidios em tildpia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus - Cichliformes, Cichlidae) (Newsome
et al. 2017), chegando a 33% no musculo sem
lipidios de Poecilia reticulata (Soto et al. 2013).
Assim, o 8*H do tecido muscular de peixes
possui uma propor¢do maior de H proveniente
da dieta, que varia de acordo com a espécie e
crescimento do peixe, e com o tamanho e o tipo
de tecido da amostra analisada (Vander Zanden
et al. 2016). Na auséncia da medida especifica do
® no proéprio estudo para corrigir o 6H do peixe,
uma alternativa é assumir valores médios de o e
suas variacoes (e.g. Wilkinson et al. 2015, Brett et
al. 2018) e os mais apropriados para o peixe do
estudo.

Uma vez que os controles biogeoquimicos de
C, N e H sao diferentes e suas respostas variam
em cada ambiente, pode ser mais vantajoso
usar varios rastreadores isotopicos em conjunto
para resolver contribuicdes de fontes potenciais
de nutrientes e seus caminhos na teia tréfica
aquatica.

Reconstrugdo da dieta

A dieta de peixes de riacho tem sido
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tradicionalmente caracterizada por andlises
de contetiido estomacal (ACE - ver Esteves et al.
2021), que fornecem informacdes sobre o que
foi consumido recentemente pelo individuo.
J4 a composicao isotépica de um consumidor
é resultado de sua dieta em médio e longo
prazo (Fry 2006); assim, a AIE em seus tecidos
e nos de seus recursos alimentares permite a
estimativa da contribuicado relativa dos recursos
assimilados, provendo uma descricao da dieta ao
longo de semanas ou meses, dependendo da taxa
de renovacdo do tecido analisado (Sacramento
et al. 2016, Nielsen et al. 2018). Os valores de 5'*C
proveem informacoes sobre a fonte basal de
carbono e os de 8'°N sobre a sua posi¢ao tréfica
(Fry 2006). Esses resultados sdo usualmente
representados em graficos de dispersado
bidimensionais (biplots) (Figura 2). Para
interpretar os valores isot6picos observados nos
tecidos como informacdes sobre a composicdo

da sua dieta, sao utilizados modelos de mistura
isotopica (Quadro 4 e Figura 3).

A reconstrucao da dieta em Poecilia reticulata
de riachos de Trinidad (Zandona et al. 2017) e
de Jenynsia multidentata (Cyprinodontiformes;
Anablepidae) (Bastos et al. 2017) mostrou que,
embora no contetido estomacal detritos e algas
sejam predominantes, esses recursos tinham uma
baixa assimilacao. As AIE também sao tteis para
estudar a partilha de recursos. Em um riacho no
sul do Brasil, a partilha de recursos foi apontada
como um dos mecanismos de coexisténcia para
espécies de lambaris (Characiformes, Characidae)

morfologicamente  similares: enquanto o
herbivoro Astyanax xiruassimilou principalmente
plantas aqudticas, Bryconamericus iheringii

assimilou algas. Ja4 os invertivoros Astyanax
procerus e Bryconamericus sp. assimilaram
principalmente insetos terrestres e insetos

aquadticos, respectivamente (Bonato et al. 2018).
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Figura 2. Valores hipotéticos de 3"C e 3N de recursos alimentares basais, de
invertebrados e peixes de diferentes guildas tréficas.

Figure 2. Hypothetical 6"°C e 6"°N values for basal resources, and trophic guild of
invertebrates and fish from different trophic guilds.
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Posigdo trofica

A definicao da posicao tréfica (PT) de organismos
que habitam os riachos é um dos primeiros
passos para entender seu papel e a ecologia
destes sistemas. Assim como a dieta, a posicao
tréfica dos peixes tem sido tradicionalmente
estimada com base em ACE, mas pode também
ser calculada através dos is6topos, especialmente
de nitrogénio, provendo informacdes adicionais
sobre a aquisicdo e transferéncia de energia
entre recursos e consumidores. Como o0s
valores isotépicos dos recursos basais variam
temporalmente e espacialmente, para poder
comparar as posi¢oes troficas de organismos de
diferentes ecossistemas e localidades é necessario
definir uma baseline (valor basal) isotépica que

precisa ser incorporada no célculo de PT (Post

2002). Invertebrados herbivoros raspadores
e detritivoros sdo frequentemente utilizados
como baselines isotopicas, representando,

respectivamente, os recursos basais autéctones
e aléctones (Zandona et al. 2017). A equagdo mais
utilizada para o célculo de PT é a de Post (2002),
que utiliza modelos de mistura com duas baselines
de origem diferente:

PT=A+ ("N

e BN xa k8N x(1-0)] /A

baselinel baseline2

, onde A é a PT dos organismos usados como
baseline (e.g. 1 se forem invertebrados herbivoros
ou detritivoros), a = propor¢ao de N no peixe que
se origina do recurso basal 1 (e.g. algas vs. folhas), e
A = fator de enriquecimento tréfico. Para calcular
0 o, pode-se utilizar um modelo de mistura misto
com dois recursos basais de valores extremos (end
members) dessa forma (Post 2002):

a=@BC . -38C

peixe baseline2

)/ @BC -d1C )

baselinel baseline2

A determinacao acurada do A (Quadro 4) é
uma das principais dificuldades nos calculos de
PT, pois é afetado por diversos fatores, inclusive a
dieta, o que se torna problematico especialmente
para organismos (Vanderklift &
Ponsard 2003). Para contornar esse problema, é
possivel utilizar um valor de A especifico para
cada recurso alimentar consumido e pondera-
lo em propor¢do a sua assimilacdo de acordo
com estimativas do modelo de mistura (Bastos
et al. 2017). Essa abordagem permitiu calcular

onivoros
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Figura 3. Contribuicao proporcional dos recursos
alimentares assimilados pelas guildas de peixes.
Modelo de mistura baseado nos valores de §"°C e
8N hipotéticos apresentados na Figura 2.

Figure 3. Proportion of food resources assimilated
by fish guilds. The mixing model is based on
hypothetical $"3C e 6N values shown in Figure 2.
com mais precisdo a PT de multiplas populagdes
de Jenynsia multidentata que se alimentam
de recursos de origem animal e vegetal em
propor¢des diferentes (Bastos et al. 2017).

O fato de que nem todos os itens ingeridos pelos
animais sdo assimilados na mesma proporcao
em que sdo consumidos tem implicagdes sobre
o papel tréfico das espécies. Em riachos de
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Quadro 4. Modelos de mistura e Fator de Enriquecimento Tréfico.
Box 4. Mixture models and Trophic Enrichment Factor

As estimativas do modelo de mistura da contribuicao de diferentes fontes de alimentos sdo necessarias
na maioria dos estudos que empregam andlises de is6topos estaveis. Os modelos de mistura baseiam-se
em equacoes de balanco de massa e nos valores isotépicos distintos de varias fontes alimentares para
determinar suas contribuigées relativas ao valor de is6topos de um consumidor. Por exemplo, o valor
isotopico de um consumidor (86X _ ) pode ser definido com um modelo bédsico de mistura de balanco de
massa (Moore & Semmens 2008) da seguinte forma:

onde f, representa a contribuicdo proporcional da fonte i para os consumidores e o ; 6X, representa
a assinatura isotopica da i-ésima fonte, e AdX, € o fator de enriquecimento trofico (FET) especifico do
is6topo da i-ésima fonte. O fator de enriquecimento tréfico pode ser definido como a mudanca isotépica
entre a dieta e o consumidor. O enriquecimento de '*C em organismos heterotréficos se da porque os
processos fisiolégicos, como respiracao, liberam '*CO, mais rapidamente que o *CO,, o que resulta em
um FET médio de 6'3C de c.+0.4%o (SD =1 %o). Ja o FET médio de 3"°N do consumidor é c. +3.4 %o (SD = 1
%0) devido ao enriquecimento de N dos organismos heterotréficos em relacao a sua dieta em funcao
do fato de que a excre¢do de “N-uréia e “N-amonia ocorre em uma taxa mais rapida do que ’N-uréia
e PN-amonia (Fry 2006; Vander Zanden & Rasmussen 1999). Ainda h4 davidas sobre se hd mudanca
relevante na razdo deutério:prétio (*H:'H) entre dieta e consumidor e alguns autores assumem que essa
mudanca é pequena em relacdo a variacao de 3*°H no ambiente. Contudo, dependendo dos objetivos,
faz-se necessdrio corrigir o 8*H do consumidor devido a contribuicdo de da 4gua ambiental (»). H4 um
aumento progressivo do valor de ® em cada nivel tréfico (t) que pode ser estimado de acordo com a
equacao (Solomon et al. 2009):

) =1-(1-®

T
consumidor )

médio
E o0 62H corrigido pode ser estimado usando a equacgao (Dekar et al. 2012):

o’H = [6°H

corrigido

— (6°H *o

corrigido

N/(1-o )

consumidor consumidor consumidor

Tendo em vista as incertezas no valor da contribuicdo de 4gua no 8*H do consumidor, recomenda-se
uma avaliacdo da estabilidade dos resultados frente a essa variacao como um teste de sensibilidade.

Modelos baseados em sistemas em que o nimero de equacdes € igual ao nimero de incégnitas sdo
determinados, enquanto modelos onde o ntimero de equacoes é menor que o nimero de incégnitas sao
subdeterminados. Dessa forma, modelos de mistura que tem um ntimero de fontes maior do que o nlimero
de tipos isotdpicos + 1 sdo subdeterminados e isso implica que todas as solugdes de f, sdo vidveis e que as
contribui¢coes da fonte mais comumente usada sao subestimadas, enquanto as contribuicoes das fontes
menos usadas sao superestimadas (Boecklen 2011). Devido a essas implicacdes, recomenda-se relatar a
variacao de contribuicao percentual de cada fonte como os intervalos de credibilidade, em vez de relatar
apenas as estimativas pontuais como as médias. Ressalta-se que, todo resto sendo igual, quanto maior o
numero de fontes comparado ao ntimero de tipos isotépicos, maior serd a variacao de contribuicoes de
cada fonte.

Os modelos de mistura mais recentes, como o MixSir (Moore & Semmens 2008), siar (Parnell et al.
2010), MixSIAR (Stock & Semmens 2016) e simmr (Parnell 2020), incorporam uma variedade de fontes
de incerteza, como medidas de variacao dos valores isot6picos dos consumidores, recursos, fator de
enriquecimento tréfico e a concentragcio de C e N dos recursos. Portanto, o uso de razoes de is6topos
estdveis para tracar caminhos de matéria organica entre os consumidores requer estimativas acuradas
da mudanca isotépica entre a dieta e os consumidores, porque erros nas estimativas de mudanca do
fator de enriquecimento tréfico podem resultar em erros nas estimativas da contribuicao das fontes para
consumidores (McCutchan et al. 2003). As estimativas da FET, geralmente, baseiam-se em experimentos
controlados de alimentacao e a FET pode variar em funcdo do tipo de dieta, tecido analisado e de
preparacdo das amostras, contetdo de proteina do recurso alimentar etc. (Post et al. 2002, McCutchan et
al. 2003, Vanderklift & Ponsard 2003, Sacramento et al. 2016). A premissa basica para utilizar os modelos
de mistura é que os valores isotopicos estejam dentro do poligono dos valores isotépicos dos recursos
alimentares acrescidos do FET. Os resultados dos modelos de misturas retornam as estimativas de
valores de contribui¢do proporcional dos recursos alimentares assimilados pelos consumidores que
atendem a equacdo de balanco de massas (Figura 3).
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Mata Atlantica, foi observada correlacao entre
as posicoes troficas calculadas com base em
ACE e AIE para peixes insetivoros e algivoro-
insetivoros, ao contrario dos onivoros e algivoro-
detritivoros (Reis et al. 2020). A ndo correlacdo
demonstra que os peixes dessas guildas estao
provavelmente assimilando fontes nutricionais
pouco representadas no contetido estomacal, e, ao
mesmo tempo, desempenhando um papel tréfico
diferente do indicado pelos recursos consumidos,
ou seja, o consumo nao reflete o fluxo de energia
nateia (Reis er al. 2020). Este e outros exemplos (e.g.
Zandona et al. 2017, Bonato et al. 2018, Carvalho et
al. 2019) demonstram que é recomendével o uso
combinado de ACE e AIE.

Os is6topos de hidrogénio podem servir
também como indicadores da posi¢do tréfica dos
consumidores, complementando as informacdes
do 8"N. A cada nivel tréfico, o consumidor
adiciona uma fracao de H de sua 4dgua corporal
durante a biossintese de seus tecidos, e, dentro das
teias aquaticas autdctones, este H é enriquecido
em relacdo ao recurso basal (Vander Zanden et
al. 2016). Assim, ao consumir invertebrados e/ou
outros peixes, que jdincorporaram um H adicional
isotopicamente pesado de sua 4dgua corporal em
seus tecidos, um peixe terd aumento de &°H ao
produzir seus novos tecidos (ver revisdo de Vander
Zanden et al. 2016).

Nicho isotépico e métricas de estrutura
tréfica de comunidades

Andlises de is6topos tém sido utilizadas para
representar o nicho isotépico de populacoes
e comunidades (Shipley & Matich 2020). A
maior parte das definicdes de nicho retém
a ideia de espaco n-dimensional, com eixos
relacionados ao habitat, ou seja, as condicdes
ambientais (scenopoetic) e eixos relacionados ao
uso de recursos (bionomic) (Hutchinson 1978).
Recentemente, o nicho tem recebido atencao
renovada, e, com o desenvolvimento da ecologia
isot6pica, partindo da ideia de que a composicao
quimica dos animais é diretamente influenciada
pelo que consomem e pelo habitat onde vivem,
o nicho pode ser representado em um “espaco
isotopico” (por exemplo, 33C wvs. 6N ou &*H),
compardvel ao espaco n-dimensional do nicho
(Newsome et al. 2007).

Estendendo esses conceitos, Layman et al
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(2007a) propuseram métricas para descrever
de forma integrada a estrutura tréfica em nivel
populacional ou da comunidade. Nessas métricas,
o nicho isotépico dos consumidores pode ser
medido em um espago bidimensional, onde a
area ocupada pela amplitude de valores de §'*C
representa a diversidade de fontes de carbono
assimiladas e a de "N, a amplitude de posicoes
tréficas. Em conjunto, formam a 4rea total
(AT), que é a area convexa minima no espaco
bidimensionalisotépico contendo osindividuosde
uma populacdo ou comunidade. A AT representa
o nicho realizado e, desta forma, € um indicador
para a diversidade trofica (Figura 4). J4 a distancia
média para o centréide (DC) mede o grau médio
de diversidade trofica na teia. As demais métricas
serelacionam com as distancias entre os membros
da comunidade ou populacdo, representando seu
espacamento na formacao da AT e permitindo,
assim, inferir sobre a redundancia ou divergéncia
de nicho tréfico. Por exemplo, menores valores da
média das distancias dos vizinhos mais préximos
(DVP) paracadaespécieouindividuo sugeremuma
distribui¢do mais uniforme dos nichos tréficos, ou
seja, maior redundancia tréfica. O desvio padrado
das DVP permite as mesmas medidas, mas com
menos influéncia do tamanho da amostra.

Essas métricas receberam algumas criticas
(Zeug & Hoeinghaus 2008), especialmente por
serem sensiveis ao tamanho amostral e por nao
considerarem possiveis variacées nos recursos
basaisdentrodoproépriosistema,sendo,assim,nao
compardveis entre sistemas. A variacdo isotopica
intra- e interpopulacional depende ndo somente
da variabilidade das dietas, mas também da
variacao isotépica entre as fontes basais. Jackson
(2011)
nessas meétricas ao incorporarem técnicas de
inferéncia Bayesiana, que incluem fatores de
incerteza e variabilidade nos seus parametros

et al propuseram aperfeicoamentos

de entrada. Essas métricas foram denominadas
SIBER (Stable Isotope Bayesian Ellipses in R), e
seu uso vem se tornando crescente em estudos
ecoldgicos. A 4rea padrao da elipse (Standard
Ellipse Area — SEA) representa o centro espacial do
nicho isotépico (Figura 4), sendo um substituto
(proxy) para ariqueza e equabilidade de recursos
consumidos pela populacao (Bearhop et al. 2004)
ou comunidade (Carvalho et al. 2017).

Embora alguns autores apontem que os
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termos ‘nicho tréfico’ e ‘nicho isotépico’ nem
sempre podem ser intercambidveis (ver revisao
de Shipley & Matich 2020), essas métricas podem
ser utilizadas, por exemplo, para identificar a
amplitude de nicho tréfico de uma populacao
(Carvalho et al. 2019) ou comunidade (Carvalho
et al. 2017), sobreposicdo de nicho (Shipley &
Matich 2020), mudancas em resposta a alteracoes
ambientais relacionadas ao uso do solo (Carvalho
et al. 2017) ou outras relevantes a conservacao,
como a introducdo de espécies nao nativas
(Carvalho et al. 2019).

Comunidades de peixes de riachos de Cerrado
sob influéncia de plantacdes de cana-de-actcar
apresentaram menor amplitude de nicho
isotopico (menor SEA), apesar da grande variacao
de 3C dos recursos, além de menor diversidade
e alta redundancia, tanto tréfica quanto na
composicao (Carvalho et al. 2017). Nos riachos de
pastagem, ao contrdrio, as comunidades tiveram
a maior diversidade tréfica, com os peixes
acompanhando a maior amplitude de $C dos
recursos basais e macroinvertebrados, sugerindo
que foram capazes de utilizar essa maior gama
de recursos (Carvalho et al. 2017). O uso do solo
pode, entdo, alterar a composicdo isotdpica
de consumidores e recursos, e nem sempre a
comunidade de peixes reflete a total amplitude
de valores de "*C dos niveis mais basais, seja pela
auséncia de determinadas espécies ou por parte
desses recursos nao ser assimildvel.

Impactos antrépicos

Os riachos e suas zonas ripdrias formam

ecossistemas  interligados  por  subsidios
energéticos. Além de promover o influxo de
recursos aldctones, a mata ripdria influencia
diretamente a regulacdo da producao priméria,
pelo efeito do sombreamento, além de ter papel na
estruturacao fisica do riacho, ao conter processos
erosivos e promover a heterogeneidade de micro-
habitat. Mudancas do uso do solo podem impactar
a qualidade da 4gua e a estrutura tréfica da
ictiofauna de riachos.

A AIE constitui uma ferramenta ttil a ser usada
para detectar impactos decorrentes de acdes
antrépicas, como altera¢cdes na qualidade da dgua
(e.g. Carvalho et al. 2020) e no uso do solo devido a
urbanizagdo ou desmatamento com substituicao

por pastagens ou agricultura (e.g. Carvalho et al.

Oecol. Aust. 25(2):283-300, 2021

10
e 8 7
=
=z
0
w 6

4_

-30 -28 -26 -24 -22 -20 -18

5"°C %o

Figura 4. Representacdo hipotética no espaco
isotépico bidimensional de individuos de quatro
comunidades ou populacoes de peixes. As linhas
pontilhadas demonstram a Area Total (Layman
et al. 2007a) e as linhas cheias, a Area Padrdo da
Elipse (SEA - Jackson et al. 2011). A comunidade/
populacdo D apresenta a menor diversidade tréfica
e ha sobreposi¢do parcial de nicho isotépico entre
AeB,eCeD.

Figure 4. Hypothetical distribution in two-
dimensional isotopic space of individuals from four
communities or populations of fish. The dotted lines
show the Total Area (Layman et al. 2007a) and the
solid lines, the Standard Ellipse Area (SEA - Jackson
et al. 2011). Community/population D has the least
trophic diversity, and there is partial overlap of
isotopic niche between A and B, and C and D.

2017). A adicdo de nutrientes através do esgoto
doméstico ou dejetos da pecudria, associados
com a maior incidéncia de luz pelo desmatamento
da zona ripdria podem aumentar a biomassa do
perifiton (Bunn et al. 1999) e modificar os valores
isotopicos deste recurso basal (Carvalho er al
2020). Por exemplo, no Cerrado, a contribui¢do de
perifiton e algas para o peixe ndo nativo Knodus
moenkhausii (Characiformes; Characidae) foi
o dobro nos riachos com vegetacdo ripdria
substituida por pastagens do que aquela nos
riachos preservados (Carvalho et al. 2019). Nesse
mesmo conjunto de riachos, outros peixes
apresentaram 8'°N mais enriquecidos nos riachos
com pastagem e cana-de-aciicar do que nos
preservados (Carvalho et al. 2015). AlteragGes nos
valores isotopicos dos peixes frente a diversos
distirbios ou variacdes ambientais podem ser



decorrentes da adicdo de novos recursos na
dieta ou de mudancas nas razdes isotopicas dos
recursos ja consumidos. Neste mesmo estudo,
apenas Astyanax altiparanae (Characiformes,
Characidae) teve alteracoes isotopicas em funcao
daincorporacao de novos itens na dieta (Carvalho
et al.2015).

Assim, a AIE dos peixes e seus recursos
apresenta-se como ferramenta para identificar as
mudancas e aintensidade dosimpactos antrépicos
localmente e regionalmente na bacia hidrogréfica
do riacho. Com o advento e popularizacdo de
tecnologias de sistema de informacao geogréfica
(SIG) é possivel incorporar escalas mais amplas e
testar suas influéncias sobre padroes e processos
ecoldgicos, incluindo as interacdes troficas da
ictiofauna (e.g. Reis er al. 2020). Isso se torna
especialmente relevante em ecossistemas ldticos,
onde o fluxo direcional da dgua carrega diversas
alteracgdes, tanto na qualidade da 4gua quanto no
uso do solo, de montante para jusante.

Novas fronteiras

Além das andlises de isOtopos estdveis em
tecidos, existe uma gama de ferramentas mais
recentes ou ainda pouco utilizadas com peixes
de riachos, especialmente no Brasil, que incluem
abordagens mais experimentais ou abordam
questdes relacionadas a qualidade nutricional,
assimilacao de recursos e distincao de sua origem,
entre outras. A seguir, reportamos algumas das
ferramentas mais interessantes e com maior
potencial para serem implementadas em estudos
troficos de peixes de riachos tropicais.

Adicao de Tracadores Isotépicos para medidas de
Fluxos de Energia e de Nutrientes

Os valores de abundancias naturais de is6topos
dos organismos podem ser utilizados para tracar
os fluxos de C nas teias troficas (Neres-Lima
et al. 2017). Mas experimentos com adicdao de
solucbes de isétopos enriquecidos permitem
reconstruir fluxos de nutrientes e de energia
nas teias troficas, monitorando sua absorcdo
e transformacao ao longo do tempo nos vérios
compartimentos tréficos (Collins et al. 2016b).
Por exemplo, adicdo de solugdes enriquecidas de
B3C e de ®N sao utilizadas para melhor entender a
contribuigdo de fontes de C de origem al6ctone ou
autdctone na teia tréfica, ja que frequentemente
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essas fontes ndo tém valores isotdpicos naturais
distinguiveis (Hotchkiss & Hall 2015). C e N
inorganicos dissolvidos sdo absorvidos pelas
algas; assim, solugdes
nutrientes com is6topos enriquecidos, é possivel
tracar a contribuicao das algas como fonte de
energia ao longo da teia trofica (Collins et al.
2016b, c). O ®N-amonio € utilizado por produtores
primérios e bactérias (Collins et al. 2016b). O
perifiton é formado por uma mistura de algas,
detrito, fungos e bactérias, mas é dificil separar
esses componentes para entender o quanto os
organismos heterotréficos e autotréficos do
perifiton, respectivamente, alimentam as teias
tréficas (Collins et al. 2016b). O acetato é um
composto de carbono organico dissolvido que é
rapidamente assimilado pelas bactérias, mas nao
é usado por produtores primadrios. Assim, adicao
de acetato enriquecido de 3C pode ser utilizada
para quantificar o fluxo de energia bacteriana nas
teias troficas (Collins et al. 2016b). O bicarbonato
é usado como um substrato primdrio para a
fotossintese por produtores primdrios, mas nao
por bactérias, e, portanto, a adicdo de bicarbonato
enriquecido de *C pode ser utilizado para isolar
e identificar o fluxo de energia proveniente dos
produtores primdrios ao longo da teia tréfica
(Hotchkiss & Hall 2015). Experimentos desse tipo,
que nos trépicos ainda sdo escassos, mostraram
que o fluxo de C de origem bacteriana que alimenta
a teia trofica, até os peixes, pode ser proeminente
especialmente em riachos com elevada cobertura
de dossel (Collins et al. 2016b).

adicionando desses

Andlise de Is6topos Estdveis em Compostos
Especificos

AIE em compostos especificos (AIECE) determina
os valores isotépicos em compostos organicos
individuais, como aminodcidos (Whiteman
et al. 2019) e acidos graxos (Fujibayashi et al.
2019). Essa ferramenta potencialmente oferece
solucdes para algumas das limitacdes da AIE,
como quando os modelos de mistura ndo sao
capazes de discriminar os recursos utilizados
pelo consumidor (Stock et al. 2018). Mesmo que
os tecidos dos recursos apresentem valores
isotopicos similares em certos contextos, as
moléculas que compdem esses tecidos podem
ter valores isotépicos distintos, diferenciando-
os entre si (Twining et al. 2020). Por exemplo, em
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uma relacdo entre IE de 3"C em d&cidos graxos
do epiliton e do folhico com os de Salvelinus
leucomaeni (Salmoniformes, Salmonidae), pode-
seentenderqueaorigemdodcidograxoDHA (dcido
docosahexaendico, 22:603) desta espécie em
riachos temperados no Japao, veio diretamente
e/ou derivou da molécula precursora (EPA - dcido
eicosapentaendico, 20:503) do epiliton, apesar de
esta molécula também estar presente no folhico
destes riachos (Fujibayashi et al. 2019). Portanto,
é possivel utilizar a diferenciacdo da abundancia
natural dos is6topos estdveis dos recursos em
uma escala fina para rastrear o movimento e a
transferéncia desses compostos especificos na
teia tréfica.

Andlise de Acidos Graxos

A andlise de acidos graxos (AAG), especialmente
os poliinsaturados (PUFA), indica a qualidade
nutricional dos recursos aos consumidores.
Em ambientes 16ticos, a composicao de PUFA
nos organismos é bem documentada, porém o
conhecimento sobre sua transferéncia ao longo
da cadeia ainda é limitado (Guo et al. 2017). Existe
uma grande diferenca na composicao de PUFAs
entre recursos basais aldctones e autdctones
(Guo et al. 2017). As algas de riachos subtropicais
e temperados, especialmente as diatoméaceas, sao
recursos de alta qualidade para os consumidores
em comparacdo as folhas frescas e os detritos,
pois contém uma maior porcentagem de dcidos
graxos essenciais, como o EPA (Lau et al. 2009).
Esta porcentagem é influenciada pela entrada
de nutrientes e luz no riacho (e.g. Cashman et al.
2013), e alteracdes do uso do solo (e.g. Boéchat
et al. 2011). Ja as plantas terrestres possuem
alta porcentagem de ALA (dcido alfa-linolénico,
18:3w3) ou LA (4cido linoléico; 18:2w6) (Ebm et al.
2020). Baseado nisto, é possivel calcular a razao
0-3/0-6 (bmega-3/ dmega-6) da composicao de
PUFAs dos organismos para identificar a fonte
primdria de matéria organica. Por exemplo, em
invertebradosderiachos,arazdow-3/0-6>1indica
que algas sdao mais importantes do que material
terrestre, independentemente do seu modo de
alimentagdo. Em peixes de riacho, ao contrério,
a composicao dos PUFAs nao necessariamente
reflete a mesma diversidade de seus recursos
alimentares (Fujibayashi er al. 2019). Os peixes
dulcicolas apresentam altas porcentagens de LA
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e 4cido araquidonico (ARA; 20:40w6) (Parzanini et
al. 2020). Dentre os PUFAs de longas cadeias (LC-
PUFA), os peixes, seletivamente, retém o DHA em
seus tecidos, pois este composto é importante
para o desenvolvimento neural e acuidade visual
(Guo et al. 2017). Porém, o nivel de retencao deste
composto em cada espécie vai depender de sua
dieta e de sua habilidade de biossintetizar o DHA.
Com base em estudos em riachos temperados e
subtropicais, supde-se que os peixes derivam seu
DHA convertendo a molécula precursora EPA
das algas e/ou via macroinvertebrados (e.g. Ebm
et al. 2020). Até o momento nao ha estudos em
peixes de riachos tropicais, apenas com peixes
de um reservatorio tropical (Gomes et al. 2016),
sendo uma abordagem promissora como uma
alternativa ou complemento a AIE em tecidos.

Estequiometria - Limiar de Proporcdes de
Elementos (Threshold Elemental Ratio - TER)

A Estequimetria Ecolégica estuda as interacoes
ecolégicas através do balanco de massa e de
energia, considerando os organismos como um
conjunto de elementos quimicos (ver Zandona et
al.2021). Com a ideia que existe um desequilibrio
entreorganismoseassuasdietas, eque osanimais

sdo homeostdticos (i.e., as suas composi¢coes
de elementos sdo relativamente estaticas), foi
introduzido o conceito de Limiar de Proporcdes
de Elementos (Frost et al. 2006). Esse conceito é
utilizado para entender a demanda e limitacao
de nutrientes nos animais, pois prediz qual seria
a razdo de elementos da dieta onde a limitacao
para o crescimento muda de um elemento para
outro (geralmente C: nutriente). Por exemplo,
esta ferramenta foi utilizada para entender o
desbalanco entre demanda de nutrientes e dieta
de populagoes de Poecilia reticulata, mostrando
que as populacdes com uma dieta mais rica em
detrito e mais pobre em invertebrados, teriam
um desbalanco C:P mais negativo, indicando
uma limitacao por P (El-Sabaawi et al. 2012).

Geometria nutricional

A geometria nutricional (GN - Raubenheimer
& Simpson 1993) é um arcabouco quantitativo
para estudar a ecologia nutricional dos
Origina-se da
comportamento e estratégias de forrageamento,
e se propoe a entender como a disponibilidade

organismos. ecologia de



de determinados nutrientes que compdem a
dieta de um organismo influencia a selecdo de
recursos alimentares, a fisiologia e a aptidao
das espécies (Simpson & Raubenheimer 2012). A
GN foca nos macronutrientes, como proteinas,
carboidratos e acidos graxos, micronutrientes,
como vitaminas e minerais e outros componentes
nao nutricionais, como fibras e aleloquimicos
(Simpson & Raubenheimer 2012).

CONCLUSOES

A utilizacdo das andlises de is6topos estdveis
(AIE) tem representado um grande avanc¢o na
compreensdo do fluxo energético da teia troéfica,
do papel e interacdes troficas entre as espécies
e das respostas da ictiofauna sob influéncia das
variacOes naturais e antrépicas em riachos. Os
estudos utilizando esta ferramenta para peixes
de riacho no Brasil ainda sdo incipientes e tém
se dedicado majoritariamente a identificar as
principais fontes de carbono e altera¢gdes na dieta
de espécies ou estrutura tréfica de comunidades
em resposta a impactos.

Estudos em Mata Atlantica e Cerrado, em
diferentes graus de conservagdo, tém revelado
maior predominancia de fontes autdctones na
sustentacdo de consumidores. Consumidores
de alguns igarapés amazdnicos apresentaram
fortes marcas da vegetacdo terrestre, sugerindo
que a alta disponibilidade deste recurso
também estd sendo assimilada pelos peixes
e macroinvertebrados nesses sistemas (Anjos
2013). No entanto, sdo necessdrios estudos para
confirmar se este é, de fato, um padrdo em
igarapés e quais seriam os fatores determinantes
para esse padrao. Da mesma forma, se as fontes
primdrias de carbono predominantes para os
peixes em riachos estdo relacionadas com o
tipo de bioma, permanece uma questdo a ser
investigada, ja que diversos biomas brasileiros
ainda ndo foram estudados sob este aspecto.

Apesar dos avancos propiciados pela AIE,
a interpretacdo dos dados frequentemente
encara ainda incertezas e limitacdes, como
a grande variacdo e por vezes sobreposicdo
de 8C dos produtores primadrios (Brett et al.
2017), dificuldades de determinar o fator de
enriquecimento tréfico (Apéndice 4) e as taxas
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de renovacao (turnover) dos tecidos (Sacramento
et al. 2016). Revisdes salientam que o progresso
na AIE resultard de mais estudos experimentais
(Martinez del Rio et al. 2009), especialmente
para calibragdo de pardmetros de modelos
(Boecklen et al. 2011), da padronizacdo de
métodos e modelos (Layman et al. 2012) e do
desenvolvimento de abordagens mais recentes
como AIE de compostos especificos (Boecklen et
al. 2011, Nielsen et al. 2018).

Algumas das ferramentas mencionadas
na secdo “Novas fronteiras”, constituem
desdobramentos da AIE que pretendem resolver
algumas dessas incertezas e limitacdes. Outras
abordagens ainda mais recentes e incipientes
podem ser mencionadas, como o uso de isétopos
de oxigénio em tecidos como um marcador
adicional (Vander Zanden et al. 2016, Nielsen
et al. 2018) ou radiocarbono em associacdo
com is6topos estdveis em modelos de mistura
(Ishikawa et al. 2020).

A abordagem metodolégica mais adequada
para cada estudo vai depender da pergunta a
ser respondida. Ao mesmo tempo, essas novas
ferramentas representam grandes desafios na
realidade dos estudos ecolégicos brasileiros,
uma vez que demandam mais recursos
financeiros e procedimentos laboratoriais mais
elaborados as vezes nao disponiveis no Brasil
ou, ainda, boas condi¢cdes para experimentos
em campo. Mas, em conjunto com 0s isO0topos
estdveis, configuram perspectivas importantes
para incrementar nosso conhecimento sobre
a ecologia de peixes de riacho. Especialmente
nos riachos tropicais, para os quais os escassos
estudosapontam algunsresultados contrastantes
com os de ambientes temperados, onde a maior
parte da literatura sobre o funcionamento das
teias tréficas tem sido produzida. Uma vez que
interacoes troficas sdo mediadores chave da
dindmica de comunidades e funcionamento
dos ecossistemas, este conhecimento torna-se
cada vez mais fundamental em um mundo em
mudancas, onde estes ambientes vulnerdveis
vém sofrendo impactos crescentes resultantes de
distturbios em vérias escalas.
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