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RESUMO
A entrada de material aléctone pode influenciar a dindmica da energia, do

carbono e o balanco dos nutrientes de muitos habitats, sendo essa troca de
materiais e energia entre 0s ecossistemas um dos principais temas de estudo
da ecologia. Uma caracteristica marcante da costa do Rio Grande do Sul é a
presenca de riachos litoraneos que interconectam o ambiente marinho com 0s
sistemas limnicos dos banhados. Esses riachos apresentam abundantes
cardumes de tainha (Mugil liza), entretanto, nada se conhece sobre a
importancia na cadeia tréfica da penetragdo em grandes quantidades das
tainhas nos riachos litoraneos e o papel desses corpos d’agua no recrutamento
da espécie. Nesta tese foi investigada a importancia da tainha na transferéncia
de nutrientes de origem marinha para a teia alimentar dos riachos litoraneos
por meio de andlise de isotopos estaveis e analise de conteido estomacal de
consumidores piscivoros. Também foram realizadas andlises microquimicas
dos otdlitos para determinar o papel dos riachos litoraneos no ciclo de vida da
tainha e determinada a taxa de renovacdo da composicao isotopica nos tecidos
da tainha, com experimentos em laboratério, para se conhecer o tempo médio
gue os tecidos levam para refletir a troca do ambiente marinho para o de agua
doce. Quanto ao fluxo de energia entre os ambientes estudados, foi avaliada a
importancia do material al6ctone de origem terrigena para a zona de
arrebentacdo, descrevendo ainda as variagdes sazonais na estrutura tréfica e a
importancia relativa das vias pelagicas e bentbnicas para seus consumidores.
Nossos resultados revelaram uma incorporacdo de nutrientes de origem
marinha nos riachos litoraneos, com os juvenis de tainha agindo como vetores

bioldgicos. Quanto ao papel dos riachos no ciclo de vida da tainha, os padrbes



da razado Sr.:Ca observados nos otélitos dos juvenis mostraram que apesar de
entrarem nos riachos, eles conseguem sair, corroborando com a hipotese de
gue esses ambientes estariam funcionando como habitats temporarios durante
0 inicio da vida da tainha (Mugil liza). Ao analisar os principais componentes da
teia alimentar da zona de arrebentacéo, foi possivel observar que os valores
médios do 5'°C do POM e de alguns consumidores tiveram uma amplitude de
variacéo cerca de duas vezes maior no inverno do que nas demais estacdes do
ano (A: 12,8%o vs. 6,4%0). A diminuicdo nos valores de §*C durante o inverno
pode ser explicada pela exportacdo do POM de ambientes aquaticos
continentais adjacentes, especialmente dos riachos litoraneos, que desaguam
na zona de arrebentacao, porém a assimilacdo de material aloctone parece néo
ocorrer de forma uniforme entre todos consumidores, sendo restrita
principalmente a organismos bentbnicos filtradores situados na base da teia e
por alguns peixes ocupando o0s niveis tréficos superiores. O experimento
demonstrou que o0s juvenis de tainha apresentaram uma rapida taxa de
renovacao isotopica, com uma meia-vida (Tsp) de apenas 15 e 12 dias para o
83C e 8N e uma renovacdo quase total (Tgs) de 67 e 52 dias para o 8*°C e
8N, respectivamente. O fator de discriminacéo isotdpica (A) foi de 2,8+0,5 %o
para o 53C e de 4,3+0,4%o para o 5°N. Esses resultados sdo os primeiros
obtidos experimentalmente para peixes marinhos nativos da América do Sul e,
portanto, contribuirdo na preciséo e no refinamento dos estudos que empregam
isbtopos estaveis para desvendar a dinamica trofica nas regibes costeiras

neotropicais.



Palavras chave: Is6topos estaveis, Mugilidae, microquimica de otdlitos,
recrutamento, subsidio lateral em teias alimentares.



ABSTRACT
The input of allochthonous material can influence the dynamics of energy,

carbon and nutrient balance of many habitats, and the exchange of materials
and energy between ecosystems one of the major themes in ecology. A
remarkable feature of the RS coast is the presence of coastal streams that
interconnect the marine environment with the limnic-wetlands systems. These
streams show abundant shoals of mullet (Mugil liza), however, nothing is known
about the importance of the penetration of large amounts of mullet in the food
web from these streams and the role of these bodies of water in the species life
cycle. This thesis investigated the importance of mullet in the transfer of marine
origin nutrients to the food web of coastal streams through analysis of stable
isotopes and stomach content analysis of piscivores consumers. Were also
carried out otolith microchemistry analysis to determine the role of coastal
streams in the life cycle of mullets and determined the isotopic turnover rate
composition of mullet’s tissues with laboratory experiments, in order to know the
average time that the tissues lead to reflect the change from the marine
environment to the freshwater. As to the flow of energy between the studied
environments, was evaluated the importance of terrigenous origin allochthonous
materials for the surf zone, we also described the seasonal variations in the
trophic structure and the relative importance of pelagic and benthic routes for
ther consumers. Our results showed an incorporation of marine-derived
nutrients into coastal streams, with juvenile mullets acting as biological vectors.
As for the role of these coastal streams in the mullet lifecycle, the Sr:Ca ratio
profiles observed in juvenile otolith showed that despite entering the streams,

they can go out, confirming the hypothesis that these environments were



working as temporary habitats for the early life of the mullet (Mugil liza). When
analyzing the main components of the surf zone food web, it was possible to
observe that the average values of &2C from the POM and from some
consumers had a variation range about two times higher in winter than in other
seasons (A : 12.8 %o versus 6.4 %o). The decrease in §'3C values during the
winter can be explained by the exportation of adjacent freshwater ecosystems
POM, especially coastal streams, which flow into the surf zone, but the
assimilation of allochthonous material seems to occur uniformly among all
consumers and is mainly restricted to the filter feeding benthic organisms at the
base of the web and some fish occupying higher trophic levels. The experiment
demonstrated that mullet juveniles exhibited a rapid isotopic turnover rate with a
half-life (T50) of only 15 and 12 days for 8*3C and &'°N and a nearly complete
isotopic turnover rate (T95) of 67 and 52 days for §°C and 8'°N respectively.
These results are the first experimentally obtained for native marine fish from
South America and thus contribute on the accuracy and refinement of studies
employing stable isotopes to unravel the neotropical coastal regions trophic
dynamics.

Key words: Stable isotopes, Mugilidae, otolith microchemistry, recruitment,
lateral subsidy in food webs.
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INTRODUCAO GERAL

Relacgdes troficas e o papel dos peixes como vetor biolégico promovendo
o fluxo de matéria e energia entre ambientes aquaticos

O entendimento das interacdes tréficas entre as espécies e determinar
sua influéncia sobre os padrdes e propriedades dinamicas das comunidades
biolégicas compreende um dos principais temas de estudo na ecologia (Hall &
Raffaelli 1993). De acordo com Pimm et al. (1991), estas interagbes podem ser
representadas na forma de ligacdes ou elos entre espécies de uma rede,
analoga a um mapa rodoviario. Com isso, fica evidenciada a importancia dos
estudos de teias alimentares no entendimento da complexidade ecoldgica.
Como definido por Pimm et al. (1991), as teias alimentares podem ser
consideradas um mapa que descreve, em uma comunidade, “quem come
quem”. Definigdes semelhantes sdao abundantes na bibliografia, onde, de
maneira geral, as teias alimentares séo definidas como uma rede de ligacGes
entre consumidores e recursos, entre um grupo de organismos, populacdes ou
agregados de unidades tréficas (Winemiller & Polis 1996, Woodward & Hidrew

2002).

Uma das grandes dificuldades relativas ao estudo das teias alimentares e
o fluxo de energia em ecossistemas consiste no fato de que estudos tedricos
terem se desenvolvido muito mais rapidamente do que os estudos empiricos,
de modo que ha uma necessidade de um grande investimento em estudos
descritivos e experimentais, bem como em novas abordagens, para o

preenchimento dessa lacuna no conhecimento (Winemiller & Layman 2005).
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Os organismos que compdem as teias alimentares vivem em um mundo
espacialmente e temporalmente heterogéneo, onde os habitats variam quanto
a produtividade, abundancia de recursos, comportamento dos consumidores e
demografia. Os componentes basicos de teias alimentares (nutrientes, detritos
e organismos) atravessam as fronteiras espaciais dos ecossistemas (Polis et
al. 1996) e a entrada desses componentes pode fornecer nutrientes e energia
importantes para 0 ecossistema receptor, moldando a dinamica dos
consumidores e recursos (Polis et al. 1997). A magnitude e a frequéncia com
que ocorrem esses fluxo de matéria e energia entre 0s ecossistemas
dependem de um conjunto de fatores como: 1) area e geometria do habitat, 2)
similaridade, distancia e produtividade relativa dos habitats que estédo
interagindo, 3) permeabilidade das fronteiras e 4) mobilidade dos organismos

(Hansen & Castri 1992; Wiens 1992).

A entrada de material al6ctone (i.e., produzido fora do sistema aonde ele
sera utilizado) pode influenciar a dindmica da energia, do Carbono e o balanco
dos nutrientes de muitos habitats (Savage et al. 2012). Em geral, a entrada de
nutrientes (Nitrogénio, Fésforo e elementos tracos), detritos e presas aumenta
a produtividade priméaria e altera o comportamento dos consumidores. O
transporte de matéria e nutrientes através de fronteiras ocorre tanto por meio
de vetores fisicos, quanto por bidticos. Entre os vetores fisicos, 0s principais
Sao a agua e o vento, transportando por adveccao e difusdo (DeAngelis 1992).
Com relacdo aos vetores biologicos, os principais sdo 0s consumidores que se
movimentam entre ecossistemas (Vanni 2002, Koshino et al. 2013, McCauley

et al. 2015 ). Um dos exemplos mais expressivos de como 0s animais podem
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transportar nutrientes por longas distancias é o dos salmonideos (Naiman et al.
2002). Devido ao seu deslocamento do ambiente marinho, onde crescem, até
as cabeceiras dos rios, aonde se reproduzem e usualmente morrem, 0S
nutrientes liberados pelo salmdo podem ser responsaveis por até 100% da
producdo aléctone em rios do Alaska (Kline et al. 1990). De fato, como
demonstrado por Macvoy et al. (2000), peixes anddromos séo carreadores de
nutrientes do oceano para corpos de agua doce adjacentes, aonde podem
representar subsidio energético para a teia alimentar de forma direta

(compondo a dieta de piscivoros) ou indireta (fezes e carcacas).

Is6topos estaveis como ferramentas no estudo das relagdes troficas e
fluxo de matéria e energia entre ecossistemas.

Tradicionalmente, estudos empiricos sobre as teias alimentares e o fluxo
de matéria e energia entre os ecossistemas sdo realizados por meio de
andlises de contetdo estomacal (ACE) (Hyslop 1980, Amezaga-Herran 1988,
Amundsen et al. 1996) e observacdes de campo da selecdo do alimento pelo
predador (Longo et al. 2012, Longo & Floeter 2012). Esse tipo de metodologia
permite revelar apenas o item alimentar que estd sendo ingerido pelo
consumidor em determinado local e periodo de tempo (Beaudoin et al. 1999,
Post 2002, Winemiller et al. 2007). Uma das limitacbes da ACE é a
impossibilidade de determinar as fontes primarias de matéria organica que
sustentam consumidores em niveis tréficos intermediarios (secundario ou
superior) da cadeia alimentar (Winemiller et al. 2007). Outra limitacdo se deve

ao fato de que parte dos itens alimentares no trato digestorio pode representar
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material refratario ao processo digestivo que ndo é efetivamente assimilado

pelo consumidor (Winemiller et al. 2007).

Outro modo de investigar relacdes troficas entre organismos e as trocas
de materiais e energia entre ecossistemas, que vem se tornando a metodologia
mais aplicada nessa &rea da ecologia, € a andlise da ocorréncia natural de
is6topos estaveis, especialmente aquelas de carbono (*?C, *3C) e nitrogénio
(**N, ™N) (Fry 2006, Latja & Mitchener 2007). Os is6topos sdo atomos do
mesmo elemento quimico (mesmo numero de prétons), mas que diferem em
namero de néutrons, apresentando diferentes massas. Os elementos ocorrem
naturalmente em vérias formas isotdpicas, sendo que algumas (e.g., **C) sdo
instaveis e por isso sua radioatividade decai com o tempo. Outros is6topos ndo
apresentam diminui¢do radioativa sendo considerados is6topos estaveis (Fry

2006).

Os is6topos estaveis do carbono (**C, *C) e nitrogénio (**N, **N) ocorrem
naturalmente no ambiente fisico e representam elementos fundamentais na
composicdo dos tecidos vivos, na forma de carboidratos, lipideos, proteinas,
aminoacidos e acidos nucléicos (Fry 2006). A abundancia da forma isot6pica
mais pesada e mais rara (*3C, °N), em relacéo & forma isotdpica mais leve e
mais comum na natureza (**C, *N) é calculada com base nos valores das
amostras e de padrdes de referéncia obtidos no ambiente natural (Dawnson &
Brooks 2001). As mensuracdes dos valores isotdpicos sdo efetuadas no
espectrometro de massa de razdes isotépicas (IRMS), sendo que a
composicdo isotopica de uma amostra € normalmente expressa pela notagao

delta (5):
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SXXE: (Rsubsténcia : Rreferéncia - 1) x 1000 %0,

aonde XX é a massa atdmica do is6topo pesado (e.g., :*C) do elemento
quimico E, R é a razdo entre os is6topos pesados (e.g., *C) e leves (e.g., **C)
numa amostra e no padrdo de referéncia. Os padrdes de referéncia
internacional para o carbono é a rocha do fossil Belemnitella americana da
formac&o PeeDee (PDB) da Carolina do Sul, EUA, com o valor de §*3C = -7,7%o
e o padrédo para o nitrogénio é o gas N, atmosférico, com o valor de §"°N = 0%

(Fry 2006). A unidade de médida da notacéo delta (8) é dita permil (%o).

Apds mais de 30 anos da aplicacdo de analise de is6topos estaveis (AIE)
(Fry 2006) como ferramenta em trabalhos de ecologia, j& existe um
consideravel consenso da comunidade cientifica quanto a sua eficiéncia e
aplicabilidade na investigacdo das teias alimentares e trocas entre
ecossistemas (Michener & Shell 1994, Garcia et al. 2007, Martinez del Rio et al.
2009, Walters et al. 2009, Winemiller et al. 2011). Os primeiros trabalhos
utilizando a composicao isotépica do carbono presente no tecido dos animais
para o estudo de dieta e fluxo de energia foram desenvolvidos por Haines
(1976), DeNiro & Epstein (1978), Fry et al. (1978), Haines & Montague (1979),
Teeri & Schoeller (1979), Rau (1980), Rau & Andersen (1981), Fry & Arnold
(1982), Tieszen et al. (1983), Checkley & Entzeroth (1985), Peterson & Fry
(1987), onde foi verificado que ocorre, em média, um enriquecimento de 1%o
em carbono com relacdo a fonte alimentar basal. Ja os primeiros estudos
desenvolvidos com os is6topos de nitrogénio (Gaebler et al. 1966, Steele &
Daniel 1978, Rau 1981, DeNiro & Epstein 1981, Checkley & Entzeroth 1985,

Peterson & Fry 1987) observaram a ocorréncia de um enriquecimento entre 2%o
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a 3,5%o permil a cada nivel trofico, possibilitando a sua utilizagéo no estudo das

posi¢cdes tréficas dos consumidores.

A AIE também possui suas limitagdes técnicas. Por exemplo, em comparacao
com o método da ACE, a AIE n&o permite um conhecimento detalhado, em
termos taxonémicos, da composi¢do da dieta de um organismo, ja que muitas
fontes alimentares basais e presas possuem composicao isotépica
semelhantes e, muitas vezes, ndo podem ser distinguidas com apenas dois
isétopos estaveis (Phillips et al. 2014). Com isso, a conjuncdo de ambas as
técnicas, ACE e AIE, pode fornecer uma visdo ampla e eficaz do fluxo de
energia em teias alimentares complexas, como verificado em ambientes
tropicais (Post 2002, Winemiller et al. 2007, Martinelli et al. 2009). Contudo, um
aspecto fundamental em estudos de ecologia trofica que utilizam a técnica de
AIE, que muitas vezes é negligenciado, é a validacdo experimental de
pressupostos. Por exemplo, a relacao entre a dieta e as razdes isotdpicas em
tecidos de consumidores nem sempre € direta e pode estar sujeita a
variabilidade por diferencas de assimilagdo de nutrientes, fracionamento
isotépico e taxas de renovacdo de tecidos, levando a uma interpretacdo
errbnea dos dados (Tieszen et al. 1983, Pinnegar & Polunin et al. 1999, Gaye-
Siessegger et al. 2003, Dalerum & Angerbjorn 2005).

O uso de riachos litoraneos por juvenis de tainha e seu papel na
conectividade tré6fica do ambiente marinho e continental.

A presenca de riachos litordneos, conhecidos localmente como
sangradouros é uma caracteristica marcante do litoral do Rio Grande do Sul

(RS) (Figura 1). Esses riachos se formam devido a drenagem da planicie
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costeira, dando assim escoamento as aguas pluviais coletadas nas depressdes
e banhados localizados entre corddes litoraneos, servindo de conexdo entre o
ambiente marinho costeiro e as areas de banhado localizadas atras das dunas
frontais (Figueiredo & Calliari 2006). O numero e a distribuicdo desses riachos
variam ao longo do ano, sendo muito mais frequentes no inverno do que no
verdo (Pereira da Silva, 1998). Apesar dessa variacdo sazonal, alguns riachos
possuem uma conexao permanente com o mar (Figueiredo & Calliari 2006), o
que propicia a entrada de espécies marinhas nesses ambientes (Bastos et al.

2014).

Nestes riachos, um dos peixes mais abundantes (cerca de 50% de toda a
ictiofauna) sdo formas juvenis (~25 mm) da tainha Mugil liza (Figura 2) (Bastos
et al. 2013, Bastos et al. 2014). Essa espécie € de origem marinha e possui
ampla distribuicdo ao longo da costa da América do Sul, desde o Caribe até a
Argentina (Menezes et al. 2010), sendo um importante recurso pesqueiro no
Brasil. Nos ultimos anos essa espécie vem sofrendo um forte aumento na sua
captura, principalmente pela valorizagdo da sua ‘ova’ (ICMBIO/Ibama/Cepsul,
2007), situacao que levou a espécie a ser declarada sobreexplorada em 2004

(Anexo Il IN MMA n° 05 21/05/2004).
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Lagoa dos
patos

32°

Oceano atlantico

53° 52°

Figura 1. Mapa da costa sul do Rio Grande do Sul, mostrando em detalhe
(seta) os inumeros riachos litoraneos (A), em (B) imagem de satélite dos
riachos litoraneos e em (C) duas fotos dos riachos litoraneos cortando os

corddes de dunas em dire¢do ao mar.

A entrada de tainhas em ambientes costeiros, como o estuario da Lagoa

dos Patos, esta documentada e sabe-se que é fundamental na sustentacdo dos
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estoques adultos da espécie (Vieira 1991), mas pouco se conhece sobre a
importancia ecologica da penetracdo em grandes quantidades das tainhas nos
riachos litoraneos. Devido a elevada abundancia desses juvenis de tainha
nesses ambientes, € plausivel supor que esses juvenis possam transferir
nutrientes marinhos para a teia trofica dos riachos, tanto de forma direta, como
presa na dieta de predadores piscivoros como indiretamente, por meio de suas

fezes e carcagas, 0s quais podem ser utilizados pelos produtores primarios.

Figura 2 — Foto de um individuo adulto da Tainha Mugil liza.

Animais que se movimentam entre ambientes com marcadas diferencas
isotopicas podem reter informa¢des do alimento consumido no ambiente de
origem (e.g., marinho) ao chegarem ao novo local (e.g., estuarios e banhados).
Por exemplo, Hoeinghaus et al. (2011) demonstraram que peixes estuarino-
dependentes, como a tainha, apresentam valores isotépicos do carbono (5'°C)
significativamente maiores quando comparados com 0s peixes de agua doce
nos principais estuarios do RS (Tramandai, Lagoa dos Patos e Chui).

Evidéncias preliminares sugerem que esses valores de §**C aumentam quando
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peixes estuarino-dependentes oriundos do ambiente estuarino permanecem,
durante parte do seu ciclo de vida, na por¢cdo limnica da Lagoa dos Patos
(Garcia et al. 2007). Isso provavelmente ocorre porgue 0S peixes se
movimentam entre cadeias alimentares com diferencas isotdpicas no decorrer
da sua vida. No caso de is6topos estaveis (C, N) o periodo de substituicdo da
‘assinatura’ isotopica do ambiente antigo para o novo pode variar de semanas
a meses entre as espécies de peixes, variando de acordo com a taxa de
renovacdo metabdlica do tecido animal das diferentes espécies de peixes. Por
exemplo, o figado possui uma taxa de renovacdo mais rapida do que muasculo
(entre 1-4 semanas e entre 3-12 meses, respectivamente) (Hesslein et al.
1993, Herzka & Holtz 2000), Portanto, para uma avaliacdo mais precisa da
transferéncia de nutrientes marinhos incorporado aos tecidos (e.g., figado,
musculo) da tainha é imprescindivel determinar, por meio de experimentos, a

taxa de renovacdao isotopica nos tecidos dessa espécie.

A importancia dos riachos litordneos como habitats no ciclo de vida da
tainha.

Como mencionado anteriormente, cardumes de juvenis da tainha s&o
comumente encontrados dentro dos riachos costeiros. Esses riachos, os quais
séo numerosos (média de 3 a cada 10 km) no extenso litoral do RS (~600 Km)
(Figueiredo & Calliari 2006), poderiam representar ‘sumidouros populacionais’
para 0s juvenis da espécie (sensu source-sink metapopulation model; Dias
1996), ja& que eles ndo parecem atingir a idade adulta nesses ambientes como
o fazem no estuario da Lagoa dos Patos. Uma hipétese alternativa € que esses

riachos possam atuar como habitats temporarios ou intermediarios aos recrutas
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da espécie antes dos mesmos conseguirem alcancar os estuarios do RS (e.g.,

Lagoa dos Patos, Tramandai), aonde usualmente crescem até a fase adulta.

Uma maneira de investigar como 0s juvenis de tainha usam os riachos
litorAneos é a analise da microquimica dos otélitos como dos ambientes
experimentados por esses juvenis. Os otdlitos sdo estruturas situadas no
ouvido interno dos peixes 06sseos e estdo relacionados com o equilibrio,
orientacao espacial e audicdo (Panella 1971, Lombarte 1992, Campana 1999,
Popper et al. 2003). Essas estruturas crescem durante toda a vida do animal
por meio da deposicdo de anéis concéntricos, possibilitando seu uso na
determinacao de idade e taxas de crescimento (Mosher & Eckles 1954, Panella
1971, Barnes et al. 1992). De maneira geral, o primeiro anel se forma logo
depois da ecloséo e o ultimo anel corresponde ao fim da vida do peixe (Panella

1971, Brothers et al. 1976, Campana & Neilson 1985).

Uma caracteristica que possibilita a utilizacdo dos otélitos como
marcadores temporais das atividades e dos ambientes experimentados é o fato
de serem metabolicamente inertes (Degens et al. 1969, Campana 1999). Os
otolitos sdo compostos por uma proteina fibrosa de alto peso molecular com
uma constituicdo similar ao colageno (otolina) e por carbonato de calcio em
forma de cristais de aragonita (Pannella 1971, Campana 1999). Os otdlitos
também contém quantidades pequenas ou vestigiais de outros 40 elementos
(Campana et al. 1997), os quais séo depositados em taxas relacionadas com a

concentracéo destes na agua (Radtke 1989).

Dos elementos quimicos jA encontrados em otdlitos de teledsteos, o

estroncio (Sr) e o bario (Ba) constituem os mais comumente utilizados como
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marcadores ambientais. Nos oceanos, o Sr apresenta uma concentracdo média
aproximadamente 100 vezes maior do que em agua doce (Campana 1999),
fazendo com que o Sr seja amplamente aplicado para analisar o
comportamento migratério de peixes entre agua doce e agua salgada e para
inferir 0 uso e o tempo de residéncia (e.g., Rooker 2001, Secor 2002,

Albuquerqgue et al. 2010).

Ao contrdrio do que ocorre com o Sr, a presenca de uma alta
concentracdo de Ba nos otdélitos remete a uma relacdo negativa com a
salinidade do ambiente (Begg et al. 2005), o que o torna um indicador de agua
doce. A incorporacdo desses elementos (Sr e Ba) nos otdlitos torna a andlise
elementar dessas estruturas uma importante ferramenta na determinacéo das
condicbes ambientais que os individuos experimentam ao longo da vida

(Campana 1999, Veinott & Porter 2005, Albuquerque et al. 2010).

OBJETIVOS
Esta tese teve como principais objetivos:

i) Investigar o papel trofico dos juvenis de tainha, Mugil liza, para as teias
alimentares dos ambientes liminicos continentais

i) Investigar o papel ecoldgico dos riachos litoraneos no ciclo de vida da
tainha Mugil liza ;

iii) Avaliar a importancia do aporte de material aléctone de origem
continental para consumidores marinhos na zona de arrebentacao.

iv) Determinar o fracionamento isotopico e a taxa de renovacao (turnover)

da composicao isotopica no tecido muscular da tainha, a fim de conhecer o
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tempo médio que esses tecidos levam para refletir a troca do ambiente marinho

para o de agua doce.

HIPOTESES
Considerando o contexto e as informacdes acima expostas, as hipéteses

de trabalho foram:

Hipotese 1. A tainha, Mugil liza, age como um vetor biologico, transferindo
nutrientes de origem marinha para a teia alimentar dos riachos litoraneos.

Hipotese 2: Os riachos litorAneos funcionam como como habitats temporarios
ou alternativos para os juvenis de tainha (Mugil liza).

Hipotese 3: A matéria organica dos ambientes liminicos é exportada para a

costa pela descarga continental é assimilada por consumidores

(macroinvertebrados bentdnicos e peixes) na zona de arrebentacao

marinha.

ESTRUTURA DA TESE
Os resultados serdo apresentados na forma de capitulos. Sendo que os

dois primeiros capitulos sdo apresentados de forma sintética no corpo principal,
enquanto suas versdes na integra estéo redigidas em inglés e disponibilizadas na
forma de anexos. Ja o terceiro e o quarto capitulo estdo na versao integral e em

portugués no corpo principal da tese.
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CAPITULO 1

Transporte de nutrientes de origem marinha para teias alimentares
liminicas subtropicais por juvenis de tainha: um estudo de caso no sul do
Brasil.

Oliveira MCLM, Bastos RF, Claudino MC, Assumpg¢do CM and Garcia AM.
2014. Transport of marine-derived nutrients to subtropical freshwater food webs

by juvenile mullets: a case study in southern Brazil.

Trabalho publicado na Aquatic Biology 20: 91-100 (Anexo 1)

Resumo

Devido a elevada abundéancia dos juvenis de tainha (Mugil liza) no interior
dos riachos litoraneos da costa sul do Rio Grande do Sul, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o papel desses juvenis como vetores bioldgicos do
material de origem marinha para os ambientes liminicos continentais. Esse
aporte de material poderia estar ocorrendo de forma direta, com a predacao
direta dos juvenis de tainha por predadores piscivoros ou de forma indireta, por
meio de suas fezes e carcacas, as quais depois de remineralizadas pelo

ambiente podem ser utilizadas pelos produtores primarios.

Para a realizacdo de tal objetivo, foi realizada a analise de is6topos
estaveis dos principais componentes da teia alimentar ao longo do curso de um

riacho litoraneo, contemplando os principais produtores primarios e fontes
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organicas de carbono (e.g., macroéfitas e material em suspensdo) e os
principais consumidores (e.g., macroinvertebrados e peixes).
Concomitantemente, também foi realizada a analise de conteudo estomacal
dos peixes piscivoros (traira Hoplias malabaricus, joaninha Crenicichla lepidota

e dentuco Oligosarcus jenynsii) presentes no riacho litoraneo estudado.

Para a andlise de isétopos estaveis, foi obtida uma porcdo de tecido
muscular (< 5 g) de cada espécime analisado. Essas amostras foram secas a
60°C durante 48 e, posteriormente, pulverizadas. Subamostras desse material
foram pesadas (0,0010 a 0,0030 g) e enviadas para o Analytical Chemistry
Laboratory, University of Georgia, EUA, aonde a composicao isotopica das
amostras (**C/** C e ™N/*N) foi determinada com a utilizacdo de
espectrometro de massa de razdes isotépicas (IRMS). Ja com relacdo a ACE,
os itens alimentares encontrados nos estdmagos forao identificados ao menor
nivel taxondmico possivel e, em seguida, mensurados sua abundancia
numeérica, seu peso e o comprimento total dos itens alimentares (mm). Em
seguida foi realizada a analise quantitativa dos itens alimentares, onde foi
mensurado a frequéncia de ocorréncia (FO), percentagem numérica (PN) e a
percentagem de peso (PP). A partir desses parametros foi calculado o indice
de importancia relativa (IIR) seguindo a seguinte equacéo: IIR = (FO) x (PP +

PN).

Os nossos resultados revelaram um gradiente isotépico do mar em
direcdo aos pontos mais distantes dentro do riacho litordneo. Mostrando
valores mais enriquecidos em &°N e §'*C préximo ao mar, sugerindo uma

importagcdo e incorporacdo de nutrientes de origem marinha para esse
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ambiente. Esse fato é reforcado pelos resultados dos modelos de mistura
isotopicos, que mostraram uma maior incorporacdo de material de origem

marinha nos consumidores no ponto coletado mais préximo ao mar.

Com relacdo ao papel dos juvenis de tainha nessa incorporagdao de
material marinho, os modelos de mistura sugerem uma permanéncia desses
juvenis nos riachos litordneos, o que aumentaria a possibilidade de contribuicdo
de forma indireta, por meio de excrecdo de urina e fezes. Futuros trabalhos
precisam investigar o papel dessa via indireta como fonte de nutrientes para os
produtores primarios de agua doce. Ja a ACE dos peixes piscivoros confirmou
a hipétese de incorporacgéo direta pelos predadores, ja que os juvenis de tainha
apresentaram uma frequéncia de ocorréncia maior que 25% nos estdmagos

dos peixes piscivoros.

Em concluséo, este trabalho fornece evidéncias de que os juvenis de
tainha podem transportar nutrientes de origem marinha, 0s quais sao
incorporados tanto em niveis tréficos intermediarios quanto em mais altos da

teia alimentar de ambientes liminicos continentais.
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CAPITULO 2

Avaliando o papel ecoldgico dos riachos litoraneos para os juvenis de
tainha: sumidouros ou habitats temporarios?

Oliveira MCLM, Condini MV, Albuquerque CQ, Vieira JP, Castello JP, Garbin T,
Bastos RF, Garcia AM. Evaluating the ecological role of coastal streams for
juvenile mullets: dead ends or temporary habitats? Submetido para Journal of

Fish Biology.

Trabalho submetido para Journal of Fish Biology (Anexo II)

Resumo

A tainha Mugil liza é uma espécie marinha costeira e de acordo com 0s
modelos correntes sobre o seu ciclo de vida, 0s juvenis se aproximam da
regido costeira e penetram nos estuarios da regido sudeste-sul do Brasil,
Uruguai e Argentina, acompanhado a intrusdo da cunha salina, onde eles
permanecem até atingir a primeira maturacdo gonadal. No entanto, como
mencionado anteriormente, cardumes de juvenis de tainha sdo encontrados o
ano inteiro dentro dos riachos litoraneos da costa sul do RS e o papel desses

habitats na fase inicial do ciclo de vida da espécie ainda ndo é conhecido.
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Considerando um modelo de metapopulacdo fonte-sumidouro, esses
riachos litoraneos poderiam representar ‘sumidouros’ para os juvenis da
espécie, ja que eles aparentemente ndo atingem a idade adulta nesses
ambientes, como o fazem nos grandes estuarios do sul do Brasil. Uma hipotese
alternativa € que esses riachos possam atuar como habitats temporarios ou
intermediarios aos juvenis da espécie, antes dos mesmos conseguirem
alcancar os grandes estuarios, aonde a espécie usualmente cresce até a fase

adulta.

Para testar essas hipoteses, foram analisadas as relacdo de estréncio
(Sr) (um indicador do ambiente marinho) na composi¢do quimica dos otélitos
de juvenis de tainha capturadas dentro dos sangradouros e na zona de
arrebentacdo. Para a analise dos microelementos depositados no carbonato de
calcio dos otdlitos dos juvenis de tainha, o par de otdélitos sagittae de cada
individuo foi extraido, limpo, seco e armazenado em envelope de papel.
Preferencialmente, o otdlito direito foi emblocado em resina de poliéster cristal
e, posteriormente, seccionado com auxilio de uma serra metalografica. Foram
feitos de trés a cinco cortes de cada otdlito, cada um com aproximadamente
0,3 mm de espessura. Esses cortes foram fixados e analisados no Laborat6rio
de Espectrometria Atdmica no departamento de quimica da PUC-RJ. Como a
relacdo de Sr:Ca aumenta com a salinidade do ambiente, transectos da relagéo
Sr:Ca de toda a vida dos juvenis foram utilizadas para separar periodos em que

0 peixe esteve em ambientes limnicos (como os riachos litoraneos) e no mar.

A maioria dos peixes capturados na zona de arrebentagcéo apresentaram

um padrao constante de Sr:Ca, demonstrando uma permanéncia por toda sua
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vida até o momento da captura nesse ambiente com alta salinidade. Contudo,
alguns individuos apresentaram um padréo de decrécimo do Sr:Ca em direcéo
a borda, mostrando que eles se encontravam em ambientes de baixa
salinidade antes de estarem novamente na zona de arrebentacdo. Esses
resultados mostraram que 0s juvenis que entram nos riachos conseguem sair,
corroborando com a hipétese de que esses ambientes estariam funcionando

como habitats temporarios durante o inicio da vida da tainha (Mugil liza).
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CAPITULO 3

Assimilacdo de material al6ctone continental e relagfes troficas na zona
de arrebentacdo de uma praia marinha subtropical.

M. C. L. M. Oliveiral, C. Odebrecht?, L. A. Colling®, J. P. Vieira', F. L.

Rodrigues®. A. M. Garcia®.

!Laboratério de Ictiologia, Instituto de Oceanografia, Universidade Federal do
Rio Grande, Caixa Postal 474, Rio Grande, Rio Grande do Sul 96203-900,
Brasil.

’|Instituto de Oceanografia, Universidade Federal do Rio Grande, Caixa Postal
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Resumo

A entrada de material aléctone pode influenciar a dindmica da energia, do
carbono e o balanco dos nutrientes de muitos habitats, sendo essa troca de
materiais e energia entre 0s ecossistemas um dos principais temas de estudo
da ecologia. No presente trabalho, estimamos a importancia do material
aléctone continental (origem terrigena) para a zona de arrebentacdo de uma
praia arenosa subtropical, bem como a posicdo tréfica dos consumidores
(peixes e macroinvertebrados), e a importancia relativa das vias pelégicas e
bentbnicas como elo trofico de sustentacdo dos consumidores. Ao longo de um
ano foram realizadas coletas sazonais dos principais macroconsumidores e
fontes alimentares autotréficas da base da teia alimentar (matéria organica
particulada em suspensao-POM e no sedimento-SOM) para a analise das
razbes isotopicas do Carbono (8*3C) e Nitrogénio (8"°N). A posicdo tréfica
média dos consumidores variou entre 0,5 e 4,5, ocorrendo pouca variacao
entre as estacdes do ano. A via pelagica (representada pela assimilacado de
POM) foi o elo tréfico predominante conectando a maioria dos consumidores a
fontes autotréficas e de matéria organica na base da teia alimentar. Os valores
médios do §*3C do POM e de alguns consumidores tiveram uma amplitude de
variacao cerca de duas vezes maior no inverno do que nas demais estac¢des do
ano (A: 12,8%o vs. 6,4%0). A diminuicdo nos valores de §*3C durante o inverno
pode ser explicada pelo carreamento de POM de ambientes aquaticos
continentais adjacentes, especialmente dos riachos litoraneos (sangradouros),
que desaguam na zona de arrebentacdo. Na zona de arrebentagcdo, a

assimilacdo de material aloctone ndo ocorre de forma uniforme entre todos
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consumidores da teia alimentar, sendo restrita principalmente a organismos
bentdnicos filtradores situados na base da teia e por peixes ocupando os niveis

troficos superiores.

Introducéao

O estudo da conectividade entre os ecossistemas € um dos desafios da
ecologia moderna, sendo ainda pouco compreendidos 0os mecanismos que
influenciam essas ligac6es. Um componente importante dessas interacdes é o
fluxo de matéria que ocorre por meio dos organismos que cruzam as fronteiras
entre ecossistemas (Naiman et al. 2002). A entrada de organismos pode
providenciar um importante aporte de energia para 0 ecossistema receptor e
moldar a dinadmica populacional dos organismos produtores e consumidores
(Seifert & Scheu 2012, Mellbrand et al. 2011, Oliveira et al. 2014). Nos limites
entre sistemas aquaticos distintos e entre ambientes aquaticos e terrestres
(e.g., entre estuarios e regido marinha adjacente; entre uma pequena ilha e a
zona marinha adjacente), essa transferéncia pode ocorrer por meio de
"subsidio trofico espacial”, com a transferéncia de matéria de um ecossistema
doador para outro receptor, aonde ela é assimilada por organismos da teia
alimentar (Polis et al. 1997). A energia assimilada pode servir como uma
importante, ou até mesmo predominante, fonte de nutrientes e energia para as
teias alimentares do ecossistema receptor (Polis & Hurd 1995, Savage et al.

2012, Bergamino et al. 2012).

As trocas de matéria e energia entre ambientes estuarinos e marinhos
estdo entre os exemplos de conectividade trofica que tem recebido mais

atencdo no ambiente costeiro (Day et al. 2012). Embora a hipdtese de que a
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matéria organica de ambientes estuarinos seja exportada e assimilada por
organismos marinhos tenha sido proposta ha varias décadas (‘outwelling
hypothesis’ proposta por Odum e colaboradores em 1979), as evidéncias
empiricas suportando essa hipOtese sdo restritas e, em muitos casos,
ambiguas (Day et al. 2012). Savage et al. (2012) demonstraram que a
producdo primaria estuarina é exportada para a regido costeira marinha
adjacente, contribuindo para a producdo secundaria até uma distancia de 4 km
da desembocadura do estuario. Esses trabalhos tém como modelo de estudo a
matéria organica exportada em grande volume pela pluma estuarina, mas nao
incluem fontes de material terrigeno oriundas de ambientes aquaticos de menor
porte (e.g., corregos, estuarios intermitentes, pequenas lagunas), 0s quais
podem ser numerosos ao longo de partes da regido costeira de varias partes

do mundo (Figueiredo & Calliari 2006, Bird 2010, Kennish & Pearl 2010).

Isétopos estaveis de Carbono (*3C/**C) e Nitrogénio (**N/**N) s&o
ferramentas Uteis para tracar e quantificar a assimilacdo de subsidios tréficos
por organismos residentes de ecossistemas receptores quando esses valores
isotopicos sao diferentes entre si (Polis et al. 1997, Fry 2006). Por exemplo, a
matéria organica oriunda dos ecossistemas terrestres € usualmente
empobrecida em **C quando comparado com o ecossistema marinho (Peterson
e Fry, 1987). As diferencas na razdo isotépica do Carbono (**C/*2C, expressa
como 8'*C) de fontes alimentares na base da teia alimentar tém sido utilizadas
para evidenciar e quantificar a assimilagdo de carbono de origem terrestre por

consumidores em teias alimentares marinhas (Abrantes & Sheaves 2008,

Vinagre et al. 2011, Goncharov et al. 2011, Seifert & Scheu 2012, Savage et al.
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2012), mostrando ser um método robusto na compreenséo da troca de energia

entre 0s ecossistemas.

Neste estudo, avaliamos a hipétese de que a matéria organica de origem
terrigena exportada para a costa da porcdo sul do litoral do Rio Grande do Sul,
pela descarga continental de um estuario de grande porte (Estuario da Lagoa
dos Patos) e pequenos riachos litoraneos € assimilada por consumidores
(macroinvertebrados bentdnicos e peixes) na zona de arrebentacéo das praias
arenosas marinhas adjacentes. Para isso, analisamos a composicdo de
isétopos estaveis de diversos organismos aquaticos (incluindo produtores,
consumidores primarios e secundarios) coletados sazonalmente na zona de
arrebentacdo da costa sul do extremo sul do Brasil (32°S). Essa regiédo
subtropical recebe, especialmente apds o periodo das chuvas, um marcado
aporte de aguas continentais associada a pluma do estuario da Lagoa dos
Patos (~1,000 km?) (Seeliger 2004) e de muitos riachos litoraneos, média de

0,9 riachos por km, que desdguam ao longo de uma extensa faixa costeira

(~600 km) (Pereira da Silva 1998).

As relacdes tréficas na zona de arrebentacdo desta regido foram
estudadas por métodos tradicionais (e.g., observacfes de campo e analise de
conteudo estomacal) e recentemente, sumarizadas por Pinotti et al. (2014).
Esses autores sugerem uma importancia tréfica equivalente dos detritos
organicos e diatomaceas depositadas no sedimento (via bentbnica) e do
material em suspensédo, como fitoplancton e detritos organicos (via pelagica),
como fonte primaria de carbono para os consumidores da zona de

arrebentacdo desta regido. No modelo conceitual proposto, 0s organismos
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bentbnicos e insetos realizariam o elo entre as fontes autotréficas e a matéria
organica na base da cadeia e os demais consumidores, como 0S peixes, em
niveis troficos superiores. Porém, muitos dos elos troficos propostos ainda

carecem de evidéncias empiricas.

A Andlise de Is6topos Estaveis (AIE) tem se tornado uma das ferramentas
mais utilizadas no estudo de relagbes troficas (Fry 2006), isso porque, ao
contrario dos métodos tradicionais, a AIE permite avaliar os alimentos
assimilados nos tecidos, e ndo apenas encontrados nos tratos digestorios dos
consumidores. Além disso, a AIE possibilita um maior de tempo de integracdo
da dieta (cerca de 1-3 meses para o tecido muscular) (Peterson & Fry 1987,
Hesslein et al. 1993), quando comparado a analise do contetdo alimentar que

é digerido/excretado, em horas.

Desta forma, temos como objetivos, i) avaliar a importancia do material
aléctone de origem terrigena, ii) investigar variacbes sazonais na posicao
trofica dos macroconsumidores, e iii) estimar a importancia relativa das vias

pelagicas e bentdnicas, para os consumidores da zona de arrebentacao.

Material e Métodos

Area de estudo

A éarea de estudo estd inserida na planicie costeira do extremo sul
brasileiro, compreendendo uma faixa arenosa de aproximadamente 220 km de
extensdo. A regido é fortemente influenciada pela acdo de ondas e possui o

sedimento variando de muito fino a médio (Siegle & Calliari 2008). Com relagéo
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a morfologia, a porcdo submersa apresenta multiplos bancos arenosos
paralelos a linha de praia (Pereira et al. 2011), o que possibilita a quebra de
ondas com diferentes alturas e energia Os estagios morfodinamicos sao
influenciados sazonalmente pela acdo principalmente de fortes ventos NE,

ocorrendo o predominio de praias dissipativas (Pereira et al. 2010).

A porcao sul da regido costeira sofre grande influéncia da descarga
continental do Estuéario da Lagoa dos Patos (ELP) e dos ventos dominantes de
NE, que sdo responsaveis por espalhar a pluma estuarina para o sul, formando
um bolsédo de aguas salobras ao longo das areas rasas da praia (Calliari et al.
2001). Outra caracteristica marcante ao longo dessa regido € a presenca de
riachos litordneos que interconectam os sistemas limnicos lagunares e de
banhados localizados atras dos campos de dunas, com o ambiente marinho.
Estes riachos rompem o corddo de dunas frontais em direcdo a zona de
arrebentacdo e podem ser encontrados ao longo de todo litoral do Rio Grande
do Sul (Figueiredo & Calliari 2006), contribuindo assim, para o aporte de aguas

de origem terrigena para a zona de arrebentacdo adjacente.

Coleta de organismos

Os dados foram obtidos por meio de amostragens sazonais realizadas de
julho de 2012 a margo de 2013, em quatro pontos localizados na zona de
arrebentacdo da porgéo sul do Rio Grande do Sul (Figura 1). Em cada ponto,
as fontes alimentares basais e 0s principais consumidores foram coletados

utilizando varios artefatos de coleta e apropriados para cada grupo.
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As fontes alimentares basais coletadas foram a matéria organica
particulada em suspensdo (POM: fitoplancton e detritos) e no sedimento
(SOM). As amostras de POM foram obtidas passando 1 L de agua coletada na
superficie marinha, primeiramente numa malha de 200 um para remover o
zooplancton e outras particulas maiores e, em seguida, num filtro Whatman
GF/F (porosidade de 0,5 um) pré-queimado (500 °C por 4 h). O SOM foi obtido
por meio da retirada da porcéo superior do sedimento (cerca de 2 cm) situado
no limite inferior da zona de varrido. No laboratério o sedimento foi
centrifugando com agua destilada e o liquido sobrenadante obtido foi filtrado
com bomba automéatica, em um filtro Whatman GF/F pré-queimado (500 °C por
4 h). Esse procedimento de centrifugacdo e filtragem do sobrenadante foi
realizado com o objetivo de concentrar material organico no filtro para que
houvesse material suficiente para a determinacéao isotdpica. Esse procedimento
foi adotado porque as amostras obtidas com o procedimento usual (sem
centrifugacdo) ndo puderam ter sua composicao isotopica determinada por

insuficiéncia de matéria organica.

No intuito de avaliar a possivel incorporacdo de matéria organica
particulada do ambiente aquatico continental por organismos da zona de
arrebentacdo, foram obtidas amostras de POM provenientes de dois sistemas
aguaticos adjacentes e que desaguam na regido marinha estudada: a Lagoa
dos Patos e os riachos litoraneos. Assim, foram utilizadas amostras de POM
coletadas no inverno de 2012 nas zonas rasas do ELP e em trés riachos
litoraneos que desaguam na zona de arrebentacao (Figura 1). Foi escolhido o

periodo de inverno, pois nessa estacdo do ano a descarga continental da
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Lagoa dos Patos e dos riachos litoraneos e, por conseguinte, do carreamento
de matéria organica de origem terrigena para as zona de arrebentacédo tende a
ser maior devido a maior pluviosidade e aumento da vazdo destes sistemas

(Ciotti et al. 1995, Bastos et al. 2013).

Dentre os consumidores, foram coletadas amostras de macrofauna
bentdnica e peixes mais representativos da zona de arrebentacdo (Monteiro-
Neto et al. 2003, Neves et al. 2007, Rodrigues et al. 2013, Pinotti et al. 2014).
As amostras de organismos da macrofauna bentbnica foram obtidas com a
lavagem de amostras de sedimento em uma malha 0,5 mm, as quais foram
obtidas por meio da remocdo da camada superficial (~40 cm) do sedimento
com o auxilio de um cano de PVC (27 cm de diametro) (Pinto & Bemvenuti
2003). Ja os peixes foram coletados com redes de arrasto (Rodrigues et al.
2015). Todo o material biolégico coletado foi acondicionado em sacos plasticos
e preservado em gelo até serem transferidos ao laboratério, aonde foram
armazenados em freezer até o seu processamento (Garcia et al. 2007,

Hoeinghaus et al. 2011).

Processamento das amostras

O processamento das amostras para a analise de isGtopos estaveis
seguiram o protocolo descrito por Garcia et al. (2007). As amostras dos peixes
e invertebrados foram obtidas com uma porgcéo aproximada de 5g de tecido
muscular antero-dorsal e abdominal. Os demais componentes da macrofauna
foram processados inteiros, com excecdo dos moluscos que tiveram suas
conchas removidas. Cada amostra foi lavada em agua destilada e colocada

individualmente em uma placa Petri e levada a estufa (60°C) por 48h, 0 mesmo
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procedimento foi realizado com os filtros das amostras de POM e SOM. Apés
serem secas, as amostras foram maceradas (pistilo e grau) e as sub-amostras
foram pesadas em capsulas de estanho (Costech, Valencia, CA) e enviadas ao
Stable Isotope/Soil Biology Laboratory, University of Geodrgia, EUA, para
determinacado da raz&o isotépica (5°C e 8*°N). Os resultados foram expressos
em notacdo delta: §3C ou 8™N = [(R amostra/R padrdo) - 1] * 1000, onde R =
13~/12 15p/14 . ~ . .
C/“C ou °N/™°N. O material padréo para carbono foi Pee Dee Belemnite

(PDB) e o padréo de nitrogénio foi o nitrogénio atmosférico.
Analise de dados

As variacfes sazonais nas razdes isotopicas dos componentes da trama
trofica (fontes alimentares basais e consumidores) foram primeiramente
examinadas por meio de representacdes graficas (biplots C-N) (Fry 2006). As
diferencas entre as razdes isotdpicas entre locais de coleta e estagbes do ano,
bem como possiveis relacdes entre a composi¢ao isotdpica dos consumidores
e suas variagbes em tamanho foram testadas com testes paramétricos
(ANOVA) de duas vias, respeitando os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade, os quais foram avaliados pelos testes de Kolmogorov-
Smirnov e de Cochran, respectivamente (Zar 2010). Nos casos em gue 0S
pressupostos da ANOVA néo foram atendidos, foi utilizado o teste néo

parameétrico de Kruskal-Wallis (Sokal & Rohlf 1995).

Como mencionado anteriormente (vide ‘Area de estudo’), a regido
costeira estudada estad sujeita a influéncia da descarga continental (pluma
estuarina), especialmente durante os meses de inverno. No intuito de

quantificar a importancia relativa do aporte aléctone de carbono (material de
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origem terrigena) no periodo do inverno para 0os consumidores na zona de
arrebentacdo, foram utilizados modelos de mistura isotépicos Bayesianos do
pacote SIAR na plataforma R (Parnell et al. 2010, Phillips et al. 2014), com trés
fontes basais (end-members): uma de origem autdctone e duas de origem
aléctone. Para as duas fontes aléctones usamos valores médios de §'°C e &
>N da matéria organica particulada em suspensdo (POM) do ELP e dos
riachos litoraneos, consideradas como indicadores (proxies) de material
terrigeno para a zona de arrebentacéo (Bergamino et al. 2012). J4 para a fonte
autéctone, foram considerados os valores médios de §"*C e §"°N do POM na
zona de arrebentacédo, obtidos em todas as estac6es do ano, com excecdo do
inverno. Os consumidores utilizados nos modelos de mistura foram o molusco
filtrador (Donax hanleyanus), o poliqueta suspensivoro (Spio gaucha) (Santos
1991) e o peixe bentdéfago (Odontesthes argentinensis) (Bemvenuti 1990).
Esses consumidores foram escolhidos para testar a hipétese de assimilacéo de
material terrigeno (vide ‘outwelling hypothesis’ na Introducédo), visto que foram
as Unicas a apresentarem marcada variacéo nos valores de §*C no periodo do
inverno (diminuicdo de cerca de até quatro vezes no desvio padrdo em relacdo
as demais estacdes do ano). Devido ao baixo nimero amostral (n = 3), néo foi
possivel obter uma boa resolucdo do modelo para os individuos de Emerita

brasiliensis.

Os modelos de mistura isotOpicos também foram utilizados para
guantificar a importancia relativa das vias pelagicas e bentdnicas para o0s
consumidores da zona de arrebentacdo. Como indicadores (proxies) de fontes

alimentares basais associadas a via pelagica e benténica foram utilizados os
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valores médios do 5'3C e §"°N do POM e o SOM, respectivamente (Mayer et al.
1995, Wetzel et al. 2000). O periodo do inverno foi excluido dessa analise

devido a influéncia al6ctone.

As posicdes troficas dos consumidores foram estimadas a partir das
razdes isotdpicas do nitrogénio e conforme a equacdo: PT = A + (8N
consumidor - §"°N POM)/F, onde A é o nivel tréfico (neste caso, A = 1, pois foi
utilizado POM como um indicador para a base da cadeia alimentar), 8"°N
consumidor é a razdo isotopica de nitrogénio do consumidor sendo avaliado, e
F € o fracionamento ou discriminacao isotépica do nitrogénio por nivel trofico
(Post 2002). O fracionamento isotépico utilizado para o &°N foi 2,54 + 0,11

(Vanderklift & Ponsard 2003).

Resultados
Variabilidade sazonal e assimilacao de material terrigeno

Foram analisadas 248 amostras de peixes, 195 de invertebrados e 43 de
duas fontes alimentares basais (POM e SOM) (Tabela 1). Tanto para as fontes
alimentares basais quanto para os consumidores, foram observadas diferencas
significativas (p < 0,05) nas médias das razdes isotépicas do carbono (8*3C) e
nitrogénio (5°N). De modo geral, foram observados os menores valores
médios de §'°C (-18,0%0) no inverno, quando comparado as demais estacdes
do ano (outono: -15,9%., primavera: -16,8%0, verao: -16,7%c). No inverno

também foram observadas as maiores amplitudes de variagdo nos valores de
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813C (entre -26,3%0 e -12,6%0), sendo que nas demais estacdes essa variagao

foi menos acentuada (-23,5%o a -9,4%o).

Durante o inverno, foi observada uma maior variacdo nos valores do §3C
do POM (-26,1%0 a -13,3%o), diferente do registrado nas demais estacgdes, onde
o valor do POM foi de -20,8%0 a -14,4%.. Essa maior amplitude na razao
isotopica do carbono (5°C) do POM no inverno (A: 12,8%), cerca de duas
vezes maior do que nas demais estagdes (A: 6,4%0), também foi observada em
alguns dos consumidores, como o bivalve Donax hanleyanus (-26,7%0 a -
15,6%0), o poliqueta Spio gaucha (-26,3% a 12,7%0-), a tatuira Emerita
brasiliensis (24,7%0 a 13,9%0) e o peixe-rei Odontesthes argentinensis (-25,8%o
a -14,2%.) (Figura 2). Em contraste, os demais consumidores apresentaram
pequenas mudancas (A < 2,7%o) nos seus valores médios de 5'°C entre as

estacdes do ano (Figura 2).

O modelo de mistura usado para quantificar a importancia relativa do
aporte aléctone aos consumidores que apresentaram as maiores variacdes do
8'3C mostrou que, quando analisados individualmente, varios consumidores
apresentaram assimilacao significativa de POM oriundo dos riachos litoraneos
e ndo do Estuério da Lagoa dos Patos (ELP). Por exemplo, cinco dos sete
individuos de D. hanleyanus apresentaram uma maior assimilacéo (60 a 100%;
intervalo de credibilidade de 95%) nos seus tecidos (musculo) de nutrientes
aléctones originados nos riachos (Figura 3a), quando comparado ao ELP (0 a
30%), mostrando a boa resolu¢cdo do modelo quanto a distingdo entre essas
duas fontes. Para os outros dois individuos dessa espécie, a maior contribuicdo

(20 a 80%) foi de origem autoctone (zona de arrebentacédo), seguida da
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contribuicdo aléctone do ELP (0 a 50%). Também foi possivel observar a
contribuicdo de origem aloctone nos individuos de S. gaucha, onde para dois
dos seis individuos analisados a contribuicdo dos riachos litoraneos foi a
dominante (60 a 100%). Para os quatro individuos restantes, a maior
contribuicdo foi da zona de arrebentacdo (10 a 100%) (Figura 3b). Em
contrapartida, o modelo de mistura isotopico ndo revelou uma clara distincdo
entre a contribuicdo de origem aloctone (ELP) ou autéctone (zona de
arrebentacdo) para a maioria (18 de 21) dos individuos do peixe-rei O.
argentinensis, pois ambas apresentaram contribuicbes semelhantes (entre 0 a
90%). Apenas em trés individuos foi observada uma elevada contribuicéo (60 a

100%) de material aldctone proveniente dos riachos litoraneos (Figura 3c).

Vias pelagicas, bentdnicas e posicao trofica dos consumidores.

O POM e o SOM foram as duas fontes alimentares basais analisadas na
zona de arrebentacdo e a importancia relativa dessas fontes de matéria
organica para os consumidores foram investigadas tendo como base os dados
do outono, primavera e verdo, por ndo sofrerem influéncia do aporte de
material aléctone. A diferenca nos valores do §*3C do POM foi estatisticamente
significativa entre as estacbes do ano (p < 0,05), sendo que o outono
apresentou valores maiores (Média: -16,5%0. = D.P.: 2,4), seguidos do verao (-
18,1%0 +0,4) e primavera (-20,1%o +4,4). Assim como os valores de §°C, os
valores de §°N do POM também apresentaram diferencas significativas entre
as estagdes do ano (p < 0,05), sendo os valores da primavera maiores (12,7%o

t+ 2,1) do que no outono (8,0%0 £1,0) e verdo (6,0%. + 2,0). Em relacdo ao
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SOM, nao foi possivel avaliar sua variacdo sazonal, pois apenas as amostras
coletadas na primavera puderam ter sua composi¢ao isotépica determinada no
espectrometro de massa de razdes isotopicas (IRMS). Nas demais estacoes
nao foi possivel concentrar material organico suficiente no filtro. Apesar das
amostras de SOM obtidas na primavera terem apresentado valores de §3C (-
16,6%0 +0.6) proximos ao do POM, os valores de &N foram extremamente
baixos (0,4%. +0,1) e muito abaixo dos valores dos demais componentes da

trama tréfica da zona de arrebentacao (Figura 2).

A contribuic&o relativa das duas fontes autéctones (POM e SOM) para os
consumidores pode ser observada na Tabela 2. A contribuicdo do POM foi
maior do que do SOM para cada um dos consumidores analisados; A
contribuicdo do SOM foi proxima a zero, inclusive para os animais com habitos
bentbnicos que vivem na superficie do sedimento ou enterrados no mesmo,
como o poliqgueta suspensivoro S. gaucha, os siris Callinectes sapidus e
Arenaeus cribarius, o peixe Oncopterus darwini e o gastropoda Olivancillaria
auricularia. Para algumas espécies, o0 baixo numero amostral ndo permitiu uma
boa resolugédo do modelo, causando uma grande sobreposi¢cado na contribuicao
das duas fontes, como no caso do gastropoda Buccinanops duartei, do
camarao Farfantepenaeus paulensis e dos peixes Paralichthys orbignyanus e

Pomatomus saltatrix.

A posicéo tréfica dos consumidores na zona de arrebentacdo estudada
nao variou sazonalmente (p < 0,05), sendo caracterizada por cerca de quatro
niveis tréficos, com o0s peixes Pomatomus saltatrix, O. argentinensis,

Trachinotus carolinus e T. marginatus ocupando 0s niveis troficos mais
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elevados, enquanto que os niveis mais baixos foram ocupados pelo peixe Mugil
liza, o camardo Farfantepenaeus paulensis, bivalvo Mesodesma mactroides e
pelo siri Callinectes sapidus. Os demais consumidores estudados ocuparam 0s

niveis troficos intermediarios (Figura 4).

Discussao

Nossos resultados suportam a hipotese de ‘outwelling’ proposta por Odum
et al. (1979), demonstrando que o excedente da producdo primaria continental
fornece subsidio energético para alguns componentes da trama trofica do
ecossistema costeiro. Mostrando ainda que a magnitude com que ocorre esse
fluxo de energia varia sazonalmente, evidenciando uma relacdo direta e
positiva com o regime hidrolégico sazonal e a taxa de vazdo dos sistemas

limnicos adjacentes.
Variabilidade sazonal e assimilacdo de material terrigeno.

A ocorréncia de uma grande amplitude nos valores das razdes isotépicas
do carbono (5'*C) nos consumidores e na matéria organica particulada em
suspensao (POM) do inverno, quando comparado com as demais estacoes,
sugere a presencga de matéria organica aloctone de origem continental na zona
de arrebentacdo. Essa afirmacdo é possivel devido a marcada distincdo nos
valores médios de &C entre produtores primarios no ambiente marinho e
continental (Peterson & Fry 1987). O principal produtor primario na zona de
arrebentacdo é o fitoplancton marinho (Odebrecth et al. 2014) que é

caracterizado por ser mais enriquecido em *C (Gearing et al. 1984, Hamerlin-
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vivien et al. 2008) do que a matéria organica particulada em suspenséao (POM)
que tem origem em ambientes continentais. Isso resulta em diferencas
significativas nas razdes isotopicas de carbono entre essas duas fontes
primarias de matéria organica, como observada no presente estudo entre o
POM de origem marinha (5'°C: -18%c) e o continental (§'3C: -25,6%0). De
maneira geral, nos ambientes liminicos continentais ocorre um predominio de
macrofitas aquaticas (Wetzel, 1983), as quais, em sua grande maioria,
possuem sistema fotossintético C3 e sao as principais fontes de matéria
organica particulada desses ambientes, tanto por extrusdo de compostos
metabdlicos celulares, quanto por decomposicao dos tecidos mortos (Wetzel &
Manny 1972, Otsuki & Wetzel 1974). Dessa maneira, 0 POM exportado por
esses ambientes usualmente possuem valores de §C entre -29 e -23%o

(Deegan & Garritt 1997, Garcia et al. 2007, Marshall et al. 2007).

Como esperado, a maior incorporacdo de material aléctone nos tecidos
dos consumidores ocorreu no inverno, provavelmente devido ao aumento da
vazao e do desadgue no mar, de agua proveniente dos ambientes aquaticos
continentais. Esse aumento da vazdo € uma consequéncia direta da alta
precipitacdo e baixa evaporacdo que sao caracteristicos dessa estacdo do ano,
nessa regiao subtropical (Maluf 2000). Essa hipotese é reforcada pelo fato de
existir uma conhecida relacéo linear e positiva entre a quantidade de carbono
exportado pelos ambientes limnicos e os valores de vazdo (Schlesinger &
Melack 1981), com diversos estudos demonstrando que a maior exportacao
ocorre em periodos de maior descarga continental, tanto em uma escala global

de grandes rios (Mulholland & Watts 1982, Meybeck 1993, Hope et al. 1994),
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guanto em uma escala regional de rios de menor tamanho (Claire et al. 1994,

Hope et al. 1997, Mulholland 1997).

Dentre 0s possiveis sistemas aquaticos continentais, aportando material
aléctone na zona de arrebentacdo no inverno, o modelo Bayesiano de mistura
isotépica demonstrou uma maior incorporacdo do material organico oriundo dos
riachos litorAneos, aparecendo como secundaria a importancia do Estuério da
Lagoa dos Patos (ELP) como fonte de nutrientes para os consumidores da
zona de arrebentacdo do local estudado. Apesar da grande vazdo média
apresentada pelo ELP (2.000 m3s™) (Burrage et al. 2008) e da formacdo da
pluma estuarina, que altera inclusive a producdo primaria de fitoplancton na
plataforma continental adjacente (Abreu et al. 1995), nossos dados mostram
que essa grande descarga de material terrigeno provavelmente est4d sendo
“aproveitada” na zona pelagica-neritica e apenas incorporada de forma limitada
na trama trofica da zona de arrebentacédo do sistema litoraneo estudado. Uma
possivel explicacdo para esse fato seria a baixa disponibilidade de material
organico oriundo do ELP na zona de arrebentacdo devido a distancia (~20 km)
entre a regido amostrada e os molhes da Barra do ELP. Segundo Calliari e
colaboradores (2009), o sedimento exportado pelo ELP n&do se aproxima da
zona de arrebentacdo, mas tende a se depositar e acumular em uma
profundidade de 10 a 12 metros. Fatores meteoroldgicos e hidrologicos, como
direcdo dos ventos e correntes, provavelmente impedem que a pluma alcance
a regido proxima da zona de arrebentacdo estudada (Marques et al. 2008) ou
gue chegue na profundidade (< 2m) aonde os consumidores foram coletados.

O monitoramento da pluma estuarina por imagens de satélite durante o periodo
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guando os organismos foram coletados no presente trabalho (2012 e 2013)
sugere que a area ocupada pela pluma estuarina oscila sazonalmente, mas em
nenhuma ocasido atinge a zona de arrebentacdo estudada (Glauber G.,

comunicacao pessoal).

Por outro lado, observa-se, nos modelos de mistura, que o POM oriundo
dos riachos litoraneos é a principal fonte de material organico al6ctone para
alguns consumidores tipicos da zona de arrebentagcdo, mesmo que esses
ambientes possuam uma vazdo meédia muito menor (= 200m?3s) quando
comparada com a do ELP (Bastos et al. dados ndo publicados). A maior
importancia do POM oriundo dos riachos litoraneos poderia ser explicada pela
proximidade desses riachos, os quais desaguam diretamente ou muito
proximos aos locais amostrados (~ 0,5 a 1 km). Isso tornaria o material
organico particulado, exportado por esses riachos, imediatamente disponivel
para os componentes da trama tréfica da zona de arrebentacdo. Aliado a essa
questao espacial, temos o fato de que esses riachos litoraneos desempenham
um papel importante na drenagem das areas alagadas e banhados situados
apos o cordao de dunas (Figueiredo & Calliari 2006, Figueiredo et al. 2007), o
que aumentaria sua capacidade de exportacdo de carbono para ambientes
adjacentes. Isso porque os banhados, que sdo ambientes que possuem as
maiores taxas de produtividade primaria liquida do planeta (Moore 2006),
geralmente apresentam solos com altos valores da relagdo C/N (Reddy &
DeLaune 2008). Segundo Aitkenhead & McDowell (2000), quanto maior a
relacdo C/N no solo do ambiente doador, maior sera o fluxo de carbono

exportado para o ambiente receptor.
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Apesar desse grande potencial exportador dos riachos litoraneos, a
incorporacdo desse material aloctone ndo ocorre ao longo de toda a trama
trofica, mas apenas em algumas espécies. Assim como Savage et al. (2012),
que registrou a incorporacdo de material organico de origem continental, em
bivalves filtradores coletados na regido costeira da Peninsula de Coromandel
(Nova Zelandia), registramos uma maior incidéncia de assimilacdo de material
organico aldctone entre as espécies bentdnicas filtradoras e suspensivoras
mais abundantes (D. hanleyanus, S. gaucha e E. brasiliensis). Porém, em
contraste ao observado por Savage et al. (2012), o material al6ctone nao foi
restrito aos componentes na base da cadeia alimentar, mas também foi
registrado em niveis tréficos intermediarios, como em individuos do peixe-rei,
O. argentinensis. A incorporagdo do material terrigeno aléctone, nos tecidos de
um consumidor secundario com alta mobilidade, como o peixe-rei, € uma
evidéncia do efeito prolongado do ‘input’ desse material na zona costeira
(Vinagre et al. 2011). Essa espécie possui habito alimentar bent6fago
(Bemvenuti 1990) demonstrando, assim, uma relacdo direta entre a predacao
dos organismos bentbnicos filtradores e suspensivoros e a ascensdo do
material aloctone até niveis mais elevados da trama tréfica da zona de

arrebentacao.

Além de ocorrer em apenas algumas espécies, os modelos de mistura
isotopicos mostraram uma variagao intraespecifica na incorporacédo do material
aléctone. Uma hipétese para explicar essa incorporacdo por apenas alguns
individuos das espécies bentbnicas e do peixe-rei € que o material exportado

pelos riachos litoraneos tem um alcance restrito as areas proximas a
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desembocadura dos mesmos, evitando assim, que ocorra um efeito equilibrado
em toda a trama trofica. Isto esta de acordo com o observado em trabalho
anteriores, em que a entrada de material al6ctone terrestre transportado pela
pluma de pequenos riachos para a zona de arrebentacdo possui uma zona
limitada de influéncia (Gaston et al. 2006, Connolly et al. 2009, Bergamino et al.
2012). Alem do exposto acima, um efeito analogo também ocorre com o
subsidio marinho para as comunidades costeiras de invertebrados, onde o
efeito da incorporacdo desse subsidio ndo alcanca distancias maiores do que
algumas dezenas de metros da linha de costa (Paetzold et al. 2008,
Korobushkin et al. 2011, Colombini et al. 2011 e Korobushkin 2014). De
qualquer forma, apesar do efeito restrito a areas proximas de sua
desembocadura, a importancia dos riachos litordneos é potencializada pelo
grande numero desses corpos d’agua ao longo do litoral do RS durante o
inverno, os quais ocorrem na média de 9 a cada 10 km (Pereira da silva 1998,

Figueiredo & Calliari 2006).

Vias pelégicas, bentbnicas e posic¢ao trofica dos consumidores.

Teias alimentares da zonas de arrebentacdo de praias arenosas sao
baseadas principalmente em produtores primarios marinhos, como o
fitoplancton, algas e gramineas marinhas (McLachlan & Brown 2006). Estes
sistemas podem suportar até trés tipos de teias alimentares: (1) uma rede
discreta de alimentagdo constituida por organismos intersticiais (bactérias,
protozodarios e meiofauna); (2) a alca microbiana da zona de arrebentacao
(fitoplancton, bactérias e protozoarios); e (3) uma teia alimentar macroscopica e

composta por macrofauna bentdnica, zooplancton, peixes e aves (Heymans &
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McLachlan 1996, McLachlan & Brown 2006). O foco deste trabalho foi na teia
alimentar macroscopica da zona de arrebentacdo, a qual apresentou uma
grande variedade de organismos e que os valores de §°N mostraram ser
composta por cerca de quatro niveis tréficos, o que corrobora com os modelos
tedricos ja propostos para a regidao (Pinotti et al. 2014) e com os dados

apresentados por Bergamino et al. (2011) na costa do Uruguai.

Dentre as duas fontes autoctones primarias analisadas na area do estudo
(SOM e POM), os modelos de mistura sugerem que o POM é o principal
responsavel pela sustentacdo de toda a teia alimentar macroscépica da zona
de arrebentacdo, com o SOM apresentando importancia inferior a 40% na
maioria dos casos. Resultados semelhantes foram observados por Bergamino
et al. (2011), onde o POM também constituiu a principal fonte de matéria
organica para os consumidores. Portanto, esses resultados ndo corroboram o
modelo conceitual proposto por Pinotti et al. (2014) para a regido, no qual as
vias pelagicas e bentbnicas teriam papel semelhante na estruturacao trofica da
zona de arrebentacdo. Essa discrepancia pode estar associada ao fato de que
0os modelos conceituais prévios foram baseados principalmente em
observacdes de campo e na andlise de conteudo estomacal, a qual tende a
superestimar a importancia dos alimentos encontrados nos tratos digestorios
dos consumidores, em detrimento do que foi realmente assimilado nos tecidos

dos consumidores (Winemiller et al. 2011, Condini et al. 2015).

O POM ¢é formado pelos restos das plantas e animais, fezes e
fitoplancton, sendo considerado uma das principais fontes basais de energia

para os consumidores na zona de arrebentacdo (McLachlan & Bate 1984,
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Heymarms & McLachlan 1996, McLachlan & Brown 2006, Alan et al. 2010).
Além disso, o fato da praia investigada ser exposta e do tipo dissipativa
(Pereira et al. 2010) possibilita a existéncia de uma zona de arrebentacdo
ampla e capaz de ser auto suficiente (McLachlan & Brown 2006), o que &
confirmado pelos altos valores de producédo fitoplancténica encontrados na
regido (Odebrecht et al. 2010). Portanto, a geormorfologia da praia parece
reforcar os resultados apontados pelos modelos de mistura isotépicos, de que
o POM seja a principal fonte basal de energia para a teia alimentar nessa praia

subtropical.

Por outro lado, uma hipétese para explicar a menor contribuicdo do SOM
seria uma baixa concentracdo de matéria organica no sedimento que ocorreria
como resultado da elevada hidrodinamica (e.g. formacdo de ondas, presenca
de correntes litoraneas), que impossibilitaria a deposicao da matéria organica
no sedimento. De fato, ndo foi possivel a deteccdo de matéria organica nas
amostras de SOM em trés das quatro estacbes do ano analisadas,
corroborando assim, com os trabalhos de Incera et al. (2003) e Rodil et al.
(2007) que também encontraram uma baixa retencdo de matéria organica no

sedimento em praias expostas da peninsula Ibérica.

Conclusao

Ambientes aquaticos continentais fornecem subsidios energéticos para o
ecossistema costeiro na regido subtropical, sendo que a ocorréncia e a
magnitude da incorporacdo desses subsidios pelo ecossistema receptor variam
sazonalmente. A origem do material al6ctone continental incorporado a teia

alimentar marinha estudada esta majoritariamente associada a drenagem de
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banhados pelos inimeros riachos litoraneos espalhados ao longo da costa do
RS. Essa incorporacao nao ocorre de forma difusa em todos os componentes
da teia alimentar, sendo restrita principalmente a organismos benténicos
filtradores e podendo ser incorporados por niveis tréficos superiores (e.g.,

peixes), por meio da predacao direta desses organismos.
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Atlantic Ocean

Figura 1. Mapa da area de estudo mostrando em detalhe o Estuario da Lagoa
dos Patos, com os locais onde foram realizadas as coletas de POM (A) e a
area costeira, com a zona de arrebentagéo e os riachos litoraneos (P1, P2, P3

e P4) aonde foram feitas as amostragens.
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Figura 2. Bi-plots dos valores médios (xDP) dos is6topos de carbono e
nitrogénio dos consumidores e fontes alimentares basais da zona de
arrebentacdo, em cada estacdo do ano. A caixa pontilhada representa as
fontes alimentares basais: POM, matéria organica particulada em suspensao;
SOM, matéria organica particulada no sedimento. Codigo das espécies: 1,
Arenaeus cribarius; 2, Brevoortia pectinata; 3, Buccinanops duartei; 4,
Callinectes sapidus; 5, Donax hanleyanus; 6, Emerita brasiliensis; 7,
Excirolana armata; 8, Farfantepenaeus paulensis; 9, Lycengraulis grossidens;
10, Menticirrhus littoralis; 11, Mesodesma mactroides; 12, Micropogonias
furnieri; 13, Mugil liza; 14, Odonthestis argentinensis; 15, Olivancillaria

auricularia; 16, Oncopterus darwinii; 17, Paralichthys orbignyanus; 18,
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Platanichthys platana; 19, Spio gaucha; 20, Pomatomus saltatrix; 21,

Trachinotus carolinus; 22, Trachinotus marginatus; 23, Zooplancton.
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Figura 3. Contribuicdo relativa da matéria organica particulada em suspensao
(POM) oriunda da zona de arrebentacdo, da Lagoa dos Patos e dos riachos
litordaneos para cada individuo dos consumidores (numeros), no periodo do
inverno: (a) Spio gaucha, (b) Donax hanleyanus and (C) Odonthestis
argentinensis. Intervalo Baeysiano de credibilidade da propor¢cdo de
contribuicdo de cada fonte alimentar basal para as espécies analisadas: 50%
(cinza escuro), 75% (cinza) e 95% (cinza claro). Os numeros indicam o0s

individuos.
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Posicao Trofica
o

Figura 4. Valores médios (xDP) da posicao tréfica dos consumidores presentes
na zona de arrebentacdo. Codigo das espécies: POMSAL, Pomatomus
saltatrix, ODOARG, Odonthestis argentinensis; TRACAR, Trachinotus
carolinus; TRAMAR, Trachinotus marginatus; OLIAUR, Olivancillaria
auricularia; ZOOPLA, Zooplancton; ARECRI, Arenaeus cribarius; ONCDAR,
Oncopterus darwinii; SPIGAU, Spio gaucha; MENLIT, Menticirrhus littoralis,
EXCARM, Excirolana armata;, BUCDUA, Buccinanops duartei; DONHAN,
Donax hanleyanus; LYCGRO, Lycengraulis grossidens; BREPEC, Brevoortia
pectinata;, PARORB, Paralichthys orbignyanus; EMEBRA, Emerita brasiliensis;
MESMAC, Mesodesma mactroides; MUGLIZ, Mugil liza; CALSAP, Callinectes

sapidus; FARPAU, Farfantepenaeus paulensis.



79

Tabela 1. Comprimento total (TL, mm) e valores médios (+DP) da raz&o isotépica do carbono (8*3C) e do nitrogénio (5'°N) das fontes alimentares basais (POM,
SOM) e dos consumidores coletados na zona de arrebentacdo, nas quatro estacdes do ano (Outono, Inverno, Primavera e Verdao). POM: matéria organica

particulada em suspensédo e SOM: matéria organica particulada no sedimento.

OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO

n TL(mm) 8"N#1SD §”Cc+1sSD | n TL(mm) J”N#1SD &%C#1SD | n TL(mm) &°Nz1sD &%c+1sSD [ n TL(mm) &°N+1sSD §®C+1SD
PEIXES
Menticirrhus littoralis 1 326 16.9 -149 15 26-287 15,3+0,5 -14,60,5
Pomatomus saltatrix 1 85 15,610 -16,2+0
Brevoortia pectinata 2 91-110 11,6+0.6 -16,7+1.5 |22  18-152 13,8+1.2 -16,1+0,6 2 64-65 13,640,6 -14,5+0,3
Micropogonias furnieri 1 305 15,2 -15,8
Platanichthys platana 1 98 13,1 -19,3
Paralichthys orbignyanus 2 130-180 12,440.2 -16,1+1 2 188-286 14,2+1,8 -14,8+0,5
Odontesthes argentinensis 15 82-325 15.1+0.7 -15,4+1 21 69-173 13,5+2.6 -16,9+3.8 4 41-136 13,34#4,1 -17,3+2,6 7 73-87 15,1+0,6 -15,2+0,4
Lycengraulis grossidens 13 103-212 14,6+0,7 -18,3+0,7
Oncopterus darwini 3 84-98 14.7+0.8 -14,3+0.8 8 33-109 14,7+0,3 -1540,3
Trachinotus marginatus 17  40-125 15.740.6 -14,9+0.5 19  36-198 15+0,6 -15,6+0,4 3 42-68 13,940,6 -16,5+0,3
Trachinotus carolinus 4 30-94 12,314,8 -16,4+2,4 9 44-123 14,840,9 -15,3+0,7
Mugil liza 13 25-50 8.9+2.1 -18,8+0.9 14 23-30 6,9+0.7 -22,5+2.2 |24 20-75 9,3+2,7 -19,74#1,8 |25  20-127 9,312,2 -17,7+2,5
INVERTEBRADOS
Arenaeus cribarius 8 38-65 13.60+0.26  -14,54+0.41 | 15 39-87 12,7+0.5 -15,24¢0.5 |10 59-100 13,910.4 -15,4+0,4 9 43-93 1340,3 -15,440,6
Callinectes sapidus 5 61-88 10,2+1.1 -14,4409 | 5 61-82 12,4+1,1 -16+1,5
Emerita brasiliensis 7 26-45 11.6+1 -13,6+0.7 3 13-23 9,6t1.7 -17,746.1 12 mai/35 11,8+1 -16,5+1,3 5 8,7+0,6 -13,840,3
Excirolana armata 5 11.7+0.4 -14,3+0.4 1 8,5 -14,6 1 10,8 -17,6
Farfantepenaeus paulensis 2 87-98 11,61£0.3 -14,610.2 2 100-110 12,240,8 -13,5+0,3
Donax hanleyanus 9 13-22 10.9+0.1 -14,5+0.1 7 out/17 8,2+1.3 -22,7+4.9 1 11,2 -17,4
Mesodesma mactroides 3 20-57 101+0.4 -14,2+0.1 5 08/dez 9+0.4 -14,8+0.3 | 16 18-30 11,4+0,3 -1740,8 6 9,610,4 -16,7+0,9
Buccinanops duartei 3 13,940.3 -13,8+0.4 2 22-30 15,1+0.2 -14,5+0,5
Olivancillaria auricularia 1 12,7 -14,1 2 20-21 13,610,1 -15,440,3 5 30-64 12,3+0,4 -14,340,3
Scolelepis gaucha 6 13.4+0.2 -14,1+0.2 6 10,3+2.2 -18,615.8 4 12,8+1,2 -16,9+0,3
Zooplancton 8 11.410.6 -19,240.8 5 10,410.5 -19,1+0.4 16 11,4+1,1 -19+1,1
FONTES ALIMENTARES BASAIS
POM 12 8+1 -16,5+2.4 8 4+3.3 -20,1+4.4 |10 12,742,1 -19,7+0,8 3 612 -18,1+0,4
SOM 10 0,410.1 -16,610.6
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Tabela 2. Contribuicéo relativa da matéria organica particulada em suspenséo (POM)
e da matéria organica particulada no sedimento (SOM), nos consumidores da zona de
arrebentagdo. Valores representam o intervalo Baeysiano de credibilidade da

propor¢ao de contribuicdo de 95% de cada fonte basal para as espécies analisadas.

Contribuicdo Relativa (95%)

PEIXES POM SOM
Pomatomus saltatrix 0.1-1 0-0.9
Odontesthes argentinensis 09-1 0-0.1
Trachinotus carolinus 09-1 0-0.1
Trachinotus marginatus 1-1 0-0
Oncopterus darwini 0.8-1 0-0.2
Menticirrhus littoralis 08-1 0-0.2
Lycengraulis grossidens 09-1 0-0.1
Brevoortia pectinata 09-1 0-0.1
Paralichthys orbignyanus 0.2-1 0-0.8
Mugil liza 0.6-0.8 0.2-0.4
INVERTEBRADOS

Arenaeus cribarius 09-1 0-0.1
Pollychaeta 0.8-1 0-0.2
Zoopldncton 0.8-1 0-0.2
Olivancillaria auricularia 07-1 0-0.3
Callinectes sapidus 0.7-1 0-0.3
Excirolana armata 07-1 0-0.4
Farfantepenaeus paulensis 0.1-1 0-0.9
Emerita brasiliensis 0.7-0.9 0.1-0.3
Mesodesma mactroides 0.7-0.9 0.1-0.3
Donax hanleyanus 0.6-0.9 0.1-0.4
Buccinanops duartei 0.4-0.7 0-0.9
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CAPITULO 4

Taxa de renovacao e fracionamento isotopico da tainha, Mugil liza,
criadas com racdo experimental em laboratorio.

M. C. L. M. Oliveira’, R. Mont'Alverne?, L. A. Sampaio?, M. B. Tesser?, L. R. V.

Ramos®, A. M. Garcia'.

!Laboratério de Ictiologia, Instituto de Oceanografia, Universidade Federal do
Rio Grande, Caixa Postal 474, Rio Grande, Rio Grande do Sul 96203-900,
Brazil.

’Laboratério de Piscicultura Marinha e Estuarina, Instituto de Oceanografia,
Universidade Federal do Rio Grande, Caixa Postal 474, Rio Grande, Rio
Grande do Sul 96203-900, Brazil.

3Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos, Instituto de Oceanografia,
Universidade Federal do Rio Grande, Caixa Postal 474, Rio Grande, Rio

Grande do Sul 96203-900, Brazil.
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Resumo

Um aspecto fundamental na utilizacdo da analise de isGtopos estaveis em
estudos de ecologia tréfica é o conhecimento das taxas de assimilacao,
fracionamento e renovacdo isotopica nos tecidos dos consumidores. As
validacbes experimentais desses parametros muitas vezes sao negligenciadas,
porém sdo cruciais para o desenvolvimento de estudos com a andlise de
is6topos estaveis. O objetivo desse trabalho foi definir a taxa de renovacao
isotopica (TRI) e o fator de discriminagao isotdpica (A) no musculo da tainha
(Mugil liza) em condigbes controladas e com uma dieta experimental com valor
isotépico conhecido (8%3C=-27,1%0; 8°N=1 %o). Os juvenis de tainha
apresentaram uma rapida TRI, com uma meia-vida (Tso) de apenas 15 e 12
dias para o 8*3C e §'°N respectivamente e uma renovacéo quase total (Tgs) de
67 e 52 dias para o 8°C e 8"°N. O crescimento (anabolismo) contribui mais
para a TRI do que o catabolismo. O fator de discriminagao isotdpica (A) foi de
2,8+0,5 %o para o 8°C e de 4,3+0,4%0 para o 8*°N. Esses resultados sdo 0s
primeiros obtidos experimentalmente para peixes marinhos nativos da América
do Sul e, portanto, deverao contribuir na precisdo e no refinamento dos estudos
gue empregam isétopos estaveis no estudo da dinamica trofica nas regides

costeiras neotropicais.

Palavras chave: discriminacao isotdpica, isotopos estaveis, racdo C3, tanques

experimentais.
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Introducéo

Is6topos estaveis de carbono (**C e C) e nitrogénio (**N e'*N) atuam
como marcadores naturais que sao amplamente utilizados para estudar teias
alimentares, padrdes de movimento e troca de energia entre ambientes
(Peterson & Fry 1987, Hobson 1999, Mellbrand et al. 2011). Contudo, um
aspecto fundamental em estudos de ecologia trofica que utilizam a técnica de
analise de is6topos estaveis (AIE), que muitas vezes € negligenciado, é a
validacdo experimental de pressupostos. A relacdo entre a dieta e as razbes
isotopicas em tecidos de consumidores nem sempre € direta e pode estar
sujeita a variabilidade por diferencas de assimilacdo de nutrientes,
fracionamento isotopico e taxas de renovacdo de tecidos, levando a uma
interpretacéo errdbnea dos dados (Tieszen et al. 1983, Pinnegar & Polunin et al.
1999, Gaye-Siessegger et al. 2003, Dalerum & Angerbjorn 2005). Por exempilo,
o fracionamento isotépico € a diferenca na composicdo isotopica entre o
consumidor e o seu alimento que resulta de reacdes quimicas que favorecem
usualmente o composto com o elemento mais leve (e.g., **C) em detrimento do
mais pesado (e.g., *3C) durante a sintese de tecidos do consumidor (Fry 2006).
O fracionamento isotopico ou fator de discriminacao isotdpica (A) € influenciado
por varios fatores, como tipo de alimento (e.g., vegetal ou animal), temperatura
e taxa de consumo (Caut et al. 2009), podendo ser bastante variavel (e.qg.,
0,04-1,2 %o para carbono e 1,5-5 %o para nitrogénio) (Vander Zanden &
Rasmussen 2001, Post 2002, Caut et al. 2009, Prado et al. 2012,). O A é o
parametro primordial nas equagfes matematicas que estimam a posicao tréfica

dos consumidores (Post 2002). Porém, o desconhecimento de valores do A
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para a grande maioria dos organismos associada a sua variabilidade inerente
(Gannes et al. 1997, 1998), pode levar a estimativas imprecisas ou erréneas,
nao apenas da posicao tréfica de um consumidor, mas de cadeias alimentares
inteiras (Hussley et al. 2014). Além disso, o conhecimento de valores do A
espécie-especificos, ao invés de valores médios estimados em trabalhos de
meta-analises, é fundamental para aumentar a precisdo dos modelos de
isotopicos usados para estimar a assimilacdo dos alimentos pelos

consumidores (Phillips et al. 2014).

Outro fator crucial em estudos ecoldgicos com is6topos estaveis é a taxa
de renovacéao isotopica (TRI), que € o tempo médio que um consumidor leva
para refletir isotopicamente uma nova dieta ou a mudanca para um habitat que
possua diferencas isotOpicas na base da sua cadeia alimentar (Tieszen &
Boutton 1988, Hobson & Clark 1992). A TRI é crucial em estudos que utilizam a
AIE para determinar migracdo, tempo de residéncia e mudancas na dieta,
porém essa taxa pode variar entre tecidos (e.g., musculo, esqueleto e figado)
de um mesmo animal e em um mesmo tecido entre diferentes tipos de animais
(Hobson & Clark 1992, Hesslein et al. 1993). Gannes et al. (1997, 1998) ja
reconhecia que a aplicacdo bem sucedida da AIE na ecologia tréfica depende
do conhecimento de quéao rapido e com qual fidelidade os animais incorporam
a composicao isotopica dos recursos alimentares utilizados. Esses autores
ainda identificaram quatro grandes areas que necessitavam de trabalhos
experimentais para o avanco desse conhecimento: 1) taxa de renovacao
isotopica, 2) fator de discriminacéo isotopico, 3) rota isotdpica e 4) modelos de

mistura. Porém, apds mais de 15 anos dessa constatacdo, a necessidade de
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trabalhos experimentais continua, ja que o numero de trabalhos de campo que
aplicam AIE para elucidar questdes ecoldgicas ultrapassa, de longe, o nimero
de estudos experimentais que visam esclarecer os mecanismos e 0s padrdes
encontrados por esses trabalhos de campo (Martinez del Rio et al. 2009).
Portanto, Devido a sua grande variabilidade e sua importancia para estudos
que empregam AIE, os parametros A e TRI deveriam ser validados em
laboratério, por meio de experimentos com dieta controlados (Gannes et al.

1998).

O objetivo desse estudo foi utilizar a tainha (Mugil liza), uma espécie
marinha costeira com ampla distribuicdo ao longo da costa da América do Sul,
desde o Caribe até a Argentina (Menezes et al. 2010), para investigar a TRl e o
A dos isétopos de carbono e nitrogénio no musculo de peixes neotropicais.
Para 0 nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho com abordagem
experimental para caracterizacdo do fator de discriminacdo e taxa de

renovacao isotépica realizado com peixes marinhos nativos na América do Sul.

Material e Métodos

Os exemplares de juvenis de tainha (Mugil liza) foram coletas com redes de
arrasto (Rodrigues et al. 2015) na zona de arrebentacéo da planicie costeira do
sul do Rio Grande do Sul (32°12°22,31” S; 52°10°24,31” O). Durante a coleta
as tainhas foram mantidas numa caixa de transporte para peixes com volume
1000 I, preenchida com agua do proprio ambiente e aerada com o auxilio de

tanques de oxigénio. No término da coleta as tainhas foram levadas para a
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Estacdo Marinha de Aquicultura da Universidade Federal do Rio Grande (EMA-

FURG).

Inicialmente as tainhas foram acondicionados em um tanque de 1.000 L
com salinidade e temperatura semelhantes ao local de coleta, com renovacfes
da agua e aeracdo constantes. Os peixes permaneceram por 48 horas nesse
tanque com o intuito de aclimata-los as condicbes experimentais, ou seja,
temperatura de 28 °C e salinidade de 5%.. Para a realizagdo do experimento,
foram selecionados juvenis de tainha com tamanho inicial proximo a 25 mm e
peso inicial de 0,1 g, os quais foram transferidos para um tanque experimental
de 500L. Os peixes foram estocados com uma densidade maxima de 3 tainhas
por litro (Sampaio et al. 2001), mantidos com um fotoperiodo 12C:12E. A
temperatura, salinidade, pH, alcalinidade, amodnia total e nitrito foram
monitorados diariamente. Esses parametros foram mantidos dentro dos limites
aceitaveis para a maioria dos peixes teledsteos (Wootton 1990).

Os peixes foram alimentados até a saciedade, quatro vezes por dia, com
uma racdo formulada para atender as suas necessidades nutricionais (NRC
1993) (Tabela 1). A racdo teve como base grédos de plantas com sistema
fotossintético Cs; (arroz e soja), apresentando assim um valor isotépico
suficientemente diferente (8'3C -27,1%0 e 8°N 1,0%0) do apresentado pelas
tainhas capturadas da zona de arrebentacéo (5'°C -17,7%. e 8N 8,6%c;
Oliveira et al. 2014). Essa diferenca maior que 8%o, tanto nos valores de §'3C
quanto nos de 8N, é necesséria para a caracterizacdo adequada da taxa de
renovacdo e do fracionamento isotopico (Seminoff et al. 2007). A analise

proximal dos componentes da racdo foi realizada por um laboratorio
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especializado do Departamento de Tecnologia e Ciéncias dos Alimentos,
Universidade Federal de Santa Maria, RS.

O manejo dos peixes e obtencdo do material biolégico foi acompanhado
pela Comisséo de Etica em Uso Animal da FURG (Proc: 23116.004233/2013-
11), seguindo as orientacdes da lei federal Brasileira n® 11.794. O experimento
durou 42 dias e uma vez por semana um minimo de trés individuos foram
coletados e eutanasiados para obtencdo de amostras de musculo.

Para a determinacéo isotOpica, as amostrasde musculo foram processadas
seguindo o protocolo descrito por Garcia et al. (2007). Resumidamente, as
amostras foram obtidas com uma porcdo tecido muscular antero-dorsal e
abdominal de cada tainha coletada, lavadas em agua destilada, colocadas
individualmente em placas Petri e levadas a estufa (60°C) por 48h. ApGs serem
secas, as amostras foram maceradas (pistilo e grau) e as sub-amostras foram
pesadas em capsulas de estanho (Costech, Valencia, CA) e enviadas ao
Stable Isotope/Soil Biology Laboratory, University of Geodrgia, EUA, para
determinacéo da razao isotépica (5°C e 5'°N). Os resultados foram expressos
em notacdo delta: §C ou 8N = [(R amostra/R padrdo) - 1] * 1000, onde R =
13¢c/*2C ou N/**N. O material padrdo para carbono foi Pee Dee Belemnite
(PDB) e o padrao para o nitrogénio foi o nitrogénio atmosférico.

Com o objetivo de modelar a mudancga isotopica nos tecidos ap0s a troca de
dieta, foi utilizado um modelo exponencial de trés parametros (3P) baseado na
variavel tempo. Esse modelo ajustou os dados isotépicos (5°C e &N)
seguindo o proposto por Hesslein et al. (1993) e Suzuki et al. (2005):

8Xi = 8Xeq + (8Xi — 8Xeq) * €%
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Onde 6X; € o valor isotépico do musculo t dias apés o inicio do experimento,
dXi e 8Xeq SA0 0s valores isotdpicos iniciais e assintoticos respectivamente e A a
taxa fracional da incorporacao isotopica. Esse modelo leva em consideragao
tanto a adicdo de novos tecidos quanto reposicdo dos antigos, isso ocorre
porque o parametro A é a soma do crescimento (k) e do catabolismo (c) (Warne
et al. 2010). Os valores de L e 6Xeq COM seus respectivos erros padroes foram
estimados utilizando o software JMP versdo 11. A constante da taxa de
crescimento (k) foi determinada pelo ajuste de um modelo exponencial de
crescimento aos dados disponiveis (W= W,;e"), onde Wi é o peso inicial e W; o
peso final coletado no dia t.

Para estimar o tempo necessario para que ocorra a renovacao isotépica de
50% (meia-vida) e 95% (quase total) do tecido, foi resolvida a equacao
proposta por Tieszen et al. (1983):

T=In[1-(a/100)]/ A

Onde T é o tempo em dias, a & a porcentagem renovada e A a taxa de
renovacao do tecido. J& o fracionamento isotopico (A) do musculo da tainha foi
calculado pela diferenca nos valores médios do 8*3C e §"°N no equilibrio e os

valores da ragéo utilizada no experimento.

Resultados
Os modelos foram bem ajustados, sendo que para o carbono foi obtida a
equagao §3C = -25,48 + 7,08exp (-0.31t) (Figura 1-A), com uma meia-vida de

15,65 dias e o equilibrio com a racdo alcancado apés 42 dias. Para o nitrogénio
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a equacdo obtida foi 8'°N = 4,74 + 4,35exp (-0.40t) (Figura 1-B), com uma
meia-vida de 12,03 dias e com o equilibrio também alcancado apds 42 dias.

Tanto o catabolismo quanto o anabolismo contribuiram para a troca
isotopica dos musculos das tainhas. De maneira geral, a taxa de renovacao do
carbono (1) foi impulsionada principalmente pelo anabolismo (crescimento), ja
gue os valores do parametro ¢ foram menores que k (Tabela 2). Para a taxa de
renovacdo do nitrogénio, o crescimento também foi o principal fator (¢ < k)
(Tabela 2). O fator de discriminacao isotépica (A) variou entre 0s isétopos,
sendo de 2,8+0,5 %o para 0 8*3C e de 4,3+0,4%0 para 0 §*°N (Tabela 2).
Discusséo

O modelo proposto por Hesslein et al. (1993) e Suzuki et al. (2005) foi
adequado para juvenis de tainha, jA& que a TRI calculada pelo modelo
(A) integrou o efeito de adicdo de novos tecidos (crescimento; k) e da
renovagado catabolica (c). O crescimento foi o fator preponderante na TRI dos
juvenis de tainha, corroborando com resultados semelhantes encontrados por
Furuya et al. (2002) que estudou juvenis de bagre (Pseudoplatystoma
corruscans) e Zuanon et al. (2006) com juvenis de tilapia (Oreochromis
niloticus). Os juvenis de tainha apresentaram uma meia-vida de apenas 15 e 12
dias para 0 5'3C e 8"°N e uma renovacéo quase total (Tgs) de 67 e 52 para o
513C e 8™N, respectivamente. Essa rapida TRI é comum em peixes na fase
juvenil que possuem altas taxas metabdlicas devido ao seu rapido crescimento
(Herzka et al. 2001).

O A 8N estimado para o muasculo dos juvenis de tainha (4,3%0,4) foi

superior ao valor de discriminacdo isotopica geral de 3,0%0 proposto por
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Minagawa & Wada (1984), porém semelhante aos valores encontrado para
outros peixes herbivoros (4,3 a 5,6%) (Mills et al. 2007). Essa diferenca reforca
a hipétese de que animais herbivoros apresentam um A §°N maior do que os
carnivoros (Caut et al. 2009). J& o A 8"3C (2,8%0,5 %) foi cerca de quatro vezes
maior que o proposto pela meta-andlise de Caut et al. (2009) (0,75 +0,1%o),
inclusive maior que os valores relatados por Prado et al. (2012) de 1,8 %o para
o ourico-do-mar herbivoro Lytechinus variegatus. O alto valor do A §3C
observado para os juvenis de tainha poderia estar relacionado ao habito
peculiar da espécie (ili6faga e/ou detritivora (Vieira 1991). O consumo de
microflora (diatomaceas) associado ao substrato poderia acarretar maior
fracionamento isotopico, mas futuros estudos sobre a dieta e a fisiologia da
espécie seriam necessarios para avaliar essa hipétese

Além de contribuir com o conhecimento sobre a incorporacdo isotdpica
nos tecidos dos animais, os dados aqui obtidos ainda possuem uma
aplicabilidade mais especifica, podendo auxiliar no futuro refinamento dos
modelos de mistura isotOpicos jA empregados para avaliar a posicao tréfica e
as vias trofica que sustentam a espécie (Claudino et al. 2012, Oliveira et al.
2014). Outra questdo ainda pouco compreendida sobre a espécie é o papel
ecologico desses juvenis nos diversos ambientes costeiros (e.g., estuarios e
riachos litordneos). Como demonstrado por Oliveira et al. (2014), a tainha
funciona como um vetor biologico, carreando nutrientes marinhos para a teia
alimentar dos riachos litoraneos, porém a intensidade dessa transferéncia

ainda é especulativa. Contudo, com o conhecimento dos valores da TRl e A
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dos tecidos desses juvenis, existe a possibilidade de conhecer o tempo de
residéncia da espécie nesses ambientes em futuros estudos por meio da AlE.
Apesar da falta de diferentes tratamentos e diferentes tecidos analisados,
os resultados aqui obtidos séo inéditos para as espécies nativas de peixes da
Ameérica do Sul, apresentando um avanco para o uso da AlE no estudo de teias
alimentares neotropicais. Isso porque 0s pesquisadores nessa regido que
estudam a ecologia trofica de peixes estuarinos e marinhos com AIE usam em
seus modelos e na interpretacdo de seus dados (Garcia et al. 2007, Giarrizzo
et al. 2011, Claudino et al. 2012) valores obtidos para espécies de outras
regides biogeograficas (principalmente neoartica e paleértica) (Vander Zanden
& Rasmussen 2001, Post 2002, Caut et al. 2009, Vander Zanden et al. 2015).
Estudos futuros sdo necessarios tanto para o conhecimento da TRl e do A de
um nuamero maior de espécies neotropicais, bem como para testar como
diferentes salinidades podem alterar essas taxas, principalmente em espécies
eurialinas, como a tainha, que transitam entre ambientes com diferentes

salinidades durante seu ciclo de vida (Whitfield et al. 2012).
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Tabela 1. Composicao percentual dos ingredientes utilizados na
confecgdo, composicdo proximal e valores de 8°C e §°N da
racao experimental.

Ingredientes (%) Racéo experimental
Farelo de soja 66,00

Farelo de arroz 29,00

Oleo de soja 1,00

Oleo de peixe 2,00

Premix* 2,00

Total 100,00

5C (%) -27,1%0,2

8N (%o) 1+0,2

Composicdo proximal
(na massa seca g %)

Farelo de soja Farelo de arroz

Proteina Bruta 52,02 14,38

Fibra Bruta 6,02 9,66

Cinzas 6,4 8,91

Extrato Etéro 2,25 22,15
Extrativos Nao

Nitrogenados 33,31 44,89

Calcio 0,27 0,07

Fasforo 0,6 1,44

*Premix - Vit. A (500 000 Ul kg™ ), Vit. D3 (250 000 Ul kg™), Vit.
E (5000 mg kg™), Vit. K3 (500 mg kg™), Vit. B1 (1000 mg kg™),
Vit. B2 (1000 mg kg™), Vit. B6 (1000 mg kg™) Vit. B12 (2000 Ig
kg™), Niacina (2500 mg kg™), Pantotenato de calcio (4000 mg kg
1y, Acido folico (500 mg kg™), Biotina (10 mg kg™), vit. C (10 000
mg kg™), Colin (100 000 mg kg™), Inositol (1000 mg kg™).
Elementos tracos: Selénio (30 mg kg™), Ferro (5000 mg kg™),
Cobre (5000 mg kg™?), Manganés (5000 mg kg™), Zinco (9000
mg kg™), Cobalto (50 mg kg™?), lodo (200 mg kg™).
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Tabela 2. Parametros estimados (95% intervalo de
confianga) para o modelo exponencial baseado no
tempo, ajustado para os is6topos de §°C e § N,
meia-vida (Tsp), quase total (Tgs) e fracionamento
isotopico (A) da tainha (Mugil liza) alimentadas com
racao experimental.

813C 615N
a -25,48 (-27,01; -23,94) 4,74 (3,86; 5.63)
B 7,07 (6,03; 8,12) 4,35 (3,28; 5,43)
A -0,31 (-0,51; -0,11) -0,39 (-0,71; -0,09)
k 0,23 0,23
r° 0,86 0,74
c 0,08 0,17
Tso(dias) 15,65 12,13
Tys(dias) 67,65 52,43

A 2,8%0+0,5 4,3%0+0,4
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Figura 1. Valores de 8**C (A) e & *N (B) do musculo de tainhas (Mugil liza)
durante o experimento com a racdo experimental. A curva cinza e as equacodes
representam o modelo melhor ajustado. A linha pontilhada representa o valor
médio do 8'3C e 5 *°N da racdo experimental.
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CONCLUSOES GERAIS DA TESE
e As teias alimentares da zona de arrebentacdo e dos riachos

litoraneos da costa sul do Brasil sdo conectadas pelo movimento de
abundantes cardumes de juvenis da tainha, Mugil liza, uma espécie
marinha que disponibiliza nutrientes de origem marinha para os riachos
litoraneos, confirmando assim a primeira hipétese da tese, mostrando que
esses juvenis desempenham um papel de vetor bioldgico.

e Os padrbes da razédo Sr.:Ca observados nos otélitos dos juvenis
mostraram que apesar de entrarem nos riachos, eles conseguem sair,
validando a hipbtese 2 da tese, a de que esses ambientes estariam
funcionando como habitats temporarios durante o inicio da vida da tainha
(Mugil liza). Esse uso de habitat possivelmente esteja relacionado a uma
estratégia de aumento do tamanho e sobrevivéncia até que estejam aptas
a recrutarem em grandes estuarios, completando assim seu ciclo de vida.

e A regido marinha na costa sul do Rio Grande do Sul recebe
subsidio energético de ambientes aquaticos continentais, sendo que a
ocorréncia e a magnitude da incorporacdo desses subsidios variam
sazonalmente. Esse subsidio aléctone continental é incorporado por
organismos bentbnicos filtradores e peixes da zona de arrebentacéo
marinha, validando assim a hipotese 3 da tese. O material incorporado a
teia alimentar marinha tem sua origem principalmente nos riachos

litordneos espalhados ao longo da costa.
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e Um aspecto fundamental em estudos de ecologia trofica que
utilizam a técnica de andlise de is6topos estaveis (AIE) € a validacao
experimental de seus pressupostos, como o fator de discriminacao
isotopica (A) e a taxa de renovagao isotopica (TRI). Os valores de A
(A 5'3C=2,8+0,5%0 e A 5°N=4,3+0,4%0) e TRI (meia-vida do §**C=15 dias e
5°N=12 dias) obtidos para os juvenis de tainha (Mugil liza), uma espécie
presente em diversas teias alimentares da regido costeira, apresentou
valores bem distintos dos valores médios gerais (A 83C=0,5+1,2%0 e
A 8"°N=2,4%0,1%o) amplamente utilizados por pesquisadores,
demonstrando assim a necessidade de trabalhos experimentais para a
correta interpretagdo de modelos e dados da AIE em trabalhos de ecologia
trofica.

e Como exemplo da aplicabilidade dos valores obtidos no
experimento, os modelos de mistura isotopicos criados para os juvenis de
tainha do primeiro capitulo foram refeitos com os esses valores de A. A
tendéncia geral dos modelos continuou a mesma, porem ouve uma
diferenca nos valores, mostrando, por exemplo, que os individuos da zona
de arrebentacéo ja apresentam incorporacao de material de origem liminica
de 0.19 a 0.5 (intervalo de credibilidade de 95%). Esses novos resultados
poderiam ser utilizados para reforcar os resultados e obtidos no capitulo
trés, em que é demonstrado a incorporacdo de material de origem liminica

em componentes da teia alimentar da zona de arrebentagao.
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Transport of marine-derived nutrients to subtropical freshwater food webs
by juvenile mullets: a case study in southern Brazil. Aquatic Biology

Oliveira MCLM, Bastos RF, Claudino MC, Assumpcédo CM & Garcia AM.
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ABSTRACT: In higher latitudes of the northern hemisphere, anadromous fishes can act as biolog-
ical vectors, moving marine-derived nutrients into freshwater ecosystems during their reproduc-
tive migration. Much less information is available on the potential role of marine and estuarine-
related fishes as biological vectors in subtropical latitudes. Here, we investigated whether mullet
juveniles might transport marine nutrients into the freshwater food webs of coastal streams in
southern Brazil (32°17'S, 52°15'W). To test this hypothesis, we analyzed the stable isotope ratios of
carbon (8*C) and nitrogen (8'°N) in 10 basal production sources and 10 consumer species, in-
cluding juvenile mullets, at 3 sites (surf zone, lower stream reach, headwater reach) along a
marine—freshwater gradient. Our results revealed a significant decreasing trend in §'°N and §"C
values from the sea to the freshwater sites, suggesting an importation and incorporation of
marine-derived nutrients into the coastal stream. A mixing model showed a marked shift in assi-
milation from marine to freshwater production sources by mullet Mugil liza juveniles as they
moved from the surf zone into the coastal stream (lower stream and headwater reaches). Our
mixing model also indicated that material of marine origin is assimilated by freshwater predators,
particularly those found at the lower stream reach. Further experimental and field work is needed
to evaluate the implications of marine-derived carbon and nitrogen transport by juvenile mullets
for the structure and dynamics of food webs in coastal streams.

KEY WORDS: Brazil - Food web spatial subsidies - Freshwater piscivore - Mugil liza - Sea-land
connectivity - SIAR mixing models

INTRODUCTION tems are known to be strongly influenced by the

inflow of organisms and matter (nutrients and detri-

Understanding the factors that influence the ex-
change of matter and energy between ecosystems is
one of the central themes in landscape ecology
(Risser et al. 1983, Polis et al. 2004). The magnitude
and frequency of energy flows between ecosystems
depend on a number of factors (Turner 1989, Dun-
ning et al. 1992), but the dynamics of many ecosys-

*Corresponding author: mclmdeo@yahoo.com.br

tus) from outside their boundaries (Carpenter et al.
1998). In this context, animals that move between
ecosystems, located adjacent to each other or far
apart, may play key roles in the transport of nutrients
(Vanni 2002). One of the most well-known examples
of how animals can carry nutrients for long distances
involves the upstream reproductive migration of
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anadromous fish (Naiman et al. 2002, Walters et al.
2009). As demonstrated by Kline et al. (1990), nutri-
ents released as a result of the movement of Pacific
salmon from the marine environment where they
grow, to the river headwaters where they reproduce
and usually die, may be responsible for up to 100 %
of the allochthonous production in Alaskan rivers.
Anadromous fishes (e.g. alewife or Atlantic salmon)
that do not die immediately after spawning also con-
tribute substantial amounts of marine-derived nutri-
ents (e.g. nitrogen) into freshwater ecosystems via
excretion (Post & Walters 2009). Much less evidence,
however, is available on the potential role of marine
estuarine-dependent fish (Elliott et al. 2007) as bio-
logical vectors in subtropical latitudes. These fish
enter into estuarine shallow water habitats at high
abundances, most likely seeking protection against
predators or feeding grounds (Garcia et al. 2012).
One technique for investigating the exchange of
materials and energy between ecosystems and food
webs involves the use of stable isotopes (Schindler &
Lubetkin 2004). The ratios between heavier and
lighter isotopes (e.g. "*C:'?C or N:"N) of elements
can be used to identify sources of organic matter for
primary producers and to provide information on how
matter passes through consumers in the food web
(Peterson & Fry 1987). This technique has been suc-
cessfully used in investigations of nutrient exchanges
between ecosystems, particularly between marine,
estuarine and freshwater environments (e.g. Garcia
et al. 2007, Walters et al. 2009, Winemiller et al. 2011).
A remarkable ecological feature of the southernmost
state of Brazil is the presence of coastal streams or
washouts (locally known as 'sangradouros’) that physi-
cally interconnect the marine environment with fresh-
water wetlands located behind the foredune ridge.
These streams pass through the coastal foredunes to-
wards the marine surf zone and serve as an important
drainage system for the wetlands located behind the
dune fields (Figueiredo & Calliari 2006). The number
and distribution of coastal streams along the Rio
Grande do Sul (RS) coastline (~600 km long) vary
throughout the year, being much more common in the
winter, when it is possible to observe 9 streams for each
10 km of coastline, compared to ~3 streams in 10 km
during summer months (Pereira da Silva 1998). This
pattern is associated with the higher precipitation and
low evaporation rate (Krusche et al. 2003) that increase
water levels in the wetlands during the winter. Water
accumulation in these freshwater systems favors the
appearance of coastal streams with ephemeral and
intermittent connections with the sea (Figueiredo &
Calliari 2006). Despite this variability, some coastal

streams along the RS coastline have permanent con-
nections with the sea (Figueiredo & Calliari 2006).

Mullets Mugil liza are highly prized in southern
Brazil by artisanal and industrial fisheries (Reis &
D'Incao 2000), and the entrance of large numbers of
juvenile mullets into the estuarine regions of south-
ern Brazil has been well documented (e.g. Ramos &
Vieira 2001, Hoeinghaus et al. 2011). This species
spawns offshore along the southern Brazilian coast,
and their recruits (<50 mm) use net upstream circula-
tion at the bottom of the water column of the estu-
ary's mouth for transport into estuaries. At Patos
Lagoon estuary (32°S), one of the largest estuarine
regions in southern Brazil (971 km?), mullet recruits
remain in the shallow waters of the estuary until
reaching maturity, after which (April to May) they
join the adult mullet population and start a reproduc-
tive migration towards offshore spawning grounds
(Vieira 1991, Vieira & Scalabrin 1991). Mugil liza
juveniles are common year-round both inside Patos
Lagoon estuary and along the surf zone in the marine
coastal adjacent area (Vieira 1991, Garcia et al.
2001).

In addition to entering major estuaries, large
schools of juvenile mullets are found along the entire
course of permanent coastal streams, where they
constitute one of the dominant species in the fish
assemblages of these systems (Bastos et al. in press).
However, no information is available about the eco-
logical importance of the large numbers of mullets
entering into these coastal streams. Due to the high
abundance of marine estuarine-dependent fish in these
environments, we hypothesized that they promote
the transport of marine-derived nutrients from the
surf zone to freshwater wetland ecosystems. To eval-
uate this hypothesis, we investigated the stable iso-
tope ratios of carbon and nitrogen in basal produc-
tion sources and macroconsumers along one of these
coastal streams, extending from the marine surf zone
adjacent to its mouth towards its upstream reaches.

MATERIALS AND METHODS
Study area

This study was conducted in the southern coastal
plain of RS in southern Brazil (Fig. 1A), which prima-
rily consists of extensive sandy beaches and dune
fields. We established 3 sampling sites along a
coastal stream (32°17'S, 52°15' W) with a permanent
connection with the sea: (1) the surf zone adjacent to
the stream, hereafter referred to as the surf zone; (2)



106

Oliveira et al.: Mullets contribute nutrients to freshwater food webs

Patos Lagoon

Atlantic Ocean
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Fig. 1. (A) The coastal stream (arrow) in southern Brazil, and (B) the 3 sampling sites along the marine—freshwater gradient:
(1) surf zone, (2) lower stream reach and (3) headwater reach. White areas: dunes

a location near the stream mouth where the stream
creates a pool that receives the direct influence of
marine spray and occasional saline water intrusion
during storm surges, hereafter referred to as the
lower stream reach; and (3) an upstream location
near the freshwater wetlands behind the dune fields,
hereafter referred to as headwater reach (Fig. 1B).

Food web sampling

Food web components were sampled in the austral
fall between 22 March and 08 April 2011. At each
sampling site, we collected the most abundant and
representative components of the food web. Macro-
phytes were collected by hand and scissors. Sus-
pended particulate organic matter (POM) samples
were obtained by filtering water from each sampling
site into a pre-combusted glass-fiber filter (porosity:
1.2 pm). Samples of particulate organic matter in the
sediment (SOM) were obtained by removing the top
2 cm surface of the sediment using a plastic core and
a knife. Fish and decapod crustaceans were sampled
with beach seine hauls, dip nets and gill nets. All
field samples were placed in labeled Ziplock plastic
bags, immediately placed on ice and then frozen
upon arrival in the laboratory.

Stable isotope sample processing

Stable isotope samples were processed following
Garcia et al. (2007). Briefly, all plant and animal mus-
cle samples were dried in an oven at 60°C for at least
48 h. Dried samples were ground to a fine powder
with a mortar and pestle, stored in clean vials and
sent to the Analytical Chemistry Laboratory of the
Institute of Ecology, University of Georgia, for ana-
lysis of carbon and nitrogen stable isotope ratios. The
results were expressed in delta notation (parts per
thousand deviation from a standard material): §*C
or 8"°N = [(Rsampie/Rstandara) — 1] x 1000, where R =
13C:12C or N:!N ratios. Both carbon and nitrogen
stable isotope ratios were analyzed for each sample,
and their values were determined relative to stan-
dards of PeeDee Belemnite and atmospheric nitro-
gen, respectively.

Stomach contents analyses

In order to investigate potential aquatic predators
inside the studied coastal stream who might have
been feeding on juvenile mullets, we analyzed the
stomach content of 3 carnivorous fish inhabiting the
lower and headwater stream reaches: the thraira
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Hoplias malabaricus, the pike characin Oligosarcus
jenynsii, and the pike cichlid Crenicichla lepidota.
We chose these species based on studies carried out
in other ecosystems where they were shown to be
usually carnivorous, feeding upon insects and crus-
taceans (Gurgel et al. 1998, Silveira et al. 2011), and
in some cases, with tendency to piscivory (Winemiller
1989, Hartz et al. 1996, Corréa et al. 2012). These
species were caught monthly from December 2010 to
March 2011 at the lower and headwater reaches of
the studied coastal streams using multiple fishing
gears: beach seine (9 x 2.4 m long and high, mesh
size: 13 mm wings, 5 mm center and bag), beam
trawl (mouth of 1 x 1 m, size mesh: 5 mm) and dip net
(diameter: 39 cm, mesh size: 5 mm). The monthly
sampling effort was comprised of 3 beach seine
hauls, 3 beam trawl hauls and dip net fishing for
30 min (Bastos et al. in press).

In laboratory, each individual was weighed (W, in
g) and measured (total length, TL, in mm) and, after
being surgically dissected, had their stomach con-
tents analyzed. Food items found in the stomachs
were identified to the lowest possible taxonomic
level using a stereoscopic microscope. Food resources
found in non-empty stomachs had their frequency of
occurrence (%F) calculated as the percentage of the
total number of stomachs in which a particular food
item was found (Hyslop 1980).

Data analysis

Spatial patterns in the carbon and nitrogen stable
isotope ratios of basal production sources and con-
sumers at the surf zone, lower stream reach and head-
water reach sites were primarily investigated using
biplots (Fry 2006). Sources of organic carbon assimi-
lated by consumers were indicated by the relative
positions of taxa on the x-axis (8'°C values), whereas
trophic level was indicated by the relative position on
the y-axis (8'°N) (Fry 2006). Possible spatial differ-
ences in the 8C and §'°N values of SOM, macro-
phytes and fish between the lower stream reach and
headwater reach sites were evaluated using the non-
parametric Mann-Whitney U test. In the case of POM,
the analysis was done using the non-parametric
Kruskal-Wallis test (Zar 1999); For both statistical
tests, we used a 5% level of significance.

To estimate the relative contributions of marine
and freshwater basal production sources to the
consumers occurring within the coastal stream, we
employed the Bayesian stable isotope mixing model
in R (SIAR, version 3.0.1) (Parnell et al. 2010, R

Development Core Team 2012). Based on the pro-
tocol proposed by Phillips et al. (2005), suggesting a
posteriori pooling of basal production sources with
similar isotopic composition as a measure to achieve
higher resolution in mixing models, we considered
the average value of POM collected in the surf zone
as the marine basal production source and the aver-
age values of POM, SOM and macrophytes collected
at each site of the coastal stream as the freshwater
basal production source. We also employed the mix-
ing model to analyze the relative contributions of
basal production sources to representative fish found
in the coastal stream, which were pooled into 3
groups: (1) migratory prey fish, represented by juve-
nile mullet Mugil liza; (2) non-migratory prey fish,
represented by characid Astyanax eigenmanniorum,
cichlid Australoheros facetus and cyprinodontifoms
Cnesterodon decemmaculatus and Jenynsia multi-
dentata species; and (3) predatory fish, represented
by thraira Hoplias malabaricus, pike characin Oligo-
sarcus jenynsii and pike cichlid Crenicichla lepidota,
which are among the main top predators in the stud-
ied coastal stream (Bastos et al. in press). In order to
correct for the trophic enrichment factors of con-
sumers in the mixing models, we calculated their
trophic position (TP) using the following equation: TP
= A+ (Slszredator - 8ISI\Ipmducers)/Fl where A is the
trophic level in the food web, 815Npredam, is the aver-
age 0 nitrogen value of the consumer being evalu-
ated, 8" Nroqucers is the average § nitrogen value of
the producers and Fis the per-trophic-level fraction-
ation of nitrogen. We used the Fvalue (2.54 + 0.11) as
suggested by Vanderklift & Ponsard (2003), and in
this case, A = 1 because producers are the first trophic
level.

RESULTS

A total of 28 samples of 10 basal production sources
(POM = 5, SOM = 4, macrophytes = 19) and 50 sam-
ples of 10 consumer species (crab = 1, fish = 9) were
collected at 3 sampling sites (surf zone, lower stream
reach and headwater reach), and their 8'°C and §°N
were analyzed (Table 1). Stable isotope ratios could
not be measured for SOM samples collected at the
surf zone due to the low content of organic material in
the sediment. Macrophyte 8'*C values ranged from
-19.33 to -32.02%0, with no significant differences
between samples collected at the lower stream reach
and headwater reach sites (U= 17.0, p = 0.63). In con-
trast, the macrophyte §'°N values were significantly
higher (U = 5.0, p = 0.02) at the lower stream reach
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(median = 5.31) relative to the headwa-
ter reach site (median = -0.36) (Fig. 2).
POM samples showed differences in
813C (H, =6.1, p = 0.01) and "N (H, =
6.0, p = 0.01) values across the 3 sam-
pling sites, with higher values at the
surf zone (8'°C: -18.29 to —18.52%o;
S°N: 9.90 to 4.72%.), intermediate val-
ues at the lower stream reach (8C:
—25.66 %0; 8'°N: 1.05%0) and lower val-
ues at headwater reach (8'*C: -28.82 to
~27.62 %o0; 8'°N: —1.09 to —7.42%.). SOM
NN —acawa—— | §BC and 8N values ranged from
-23.41 to -27.31 %o and 5.43 to 0.81 %o,
respectively, with no significant differ-
ences in 8"*C (U= 0.0, p = 0.20) or §°N
(U= 1.0, p = 0.40) values between the
headwater reach and lower stream reach
sites (Fig. 2).

Although the low sample size pre-
cluded statistical test, it was possible to
observe that migratory fish (Mugil liza),
showed an apparent upstream deple-
tion in 87C and 8N values. Mugil
liza had higher values at the surf zone
(88C: -16.19 to -8.50%0; &°N: 8.87
to 8.30%0), intermediate values at the
lower stream reach (8'°C: -18.52 to
ks BN IR —-22.01%0; 6°N: 9.07 to 7.30%0) and a
lower value at the headwater reach
(83C: —22.01%o0; 8°N: 0.09%) (Fig. 2).
813C values of non-migratory prey fish
ranged from -19.68 to —-27.35%., with
no significant differences between the
lower stream reach and headwater
reach sites (U = 22.0, p = 0.55). In con-
trast, their 8'°N values were signifi-
cantly higher (U= 60.0, p=0.001) at the
lower stream reach (median = 8.94)
relative to the headwater reach site
(mean = 6.65) (Fig. 2). Similar to most
basal production sources and con-
sumers, predatory fishes showed signif-
e icant differences in 6°N (U = 4.0, p <
0.001), with higher values at the lower
stream reach (8"°N: 11.54 to 7.70%o)
and lower values at the headwater
reach (9.17 to 3.51%0). On the other
hand, predatory fish §"*C values ranged
from -20.69 to -24.79%., with no sig-
nificant differences between the lower
stream reach and headwater reach (U=
76.0, p = 0.35). Crabs were sampled
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Headwater reach

only at the lower stream reach site, precluding any
statistical test due to the lack of spatial replication,
with 2 individuals showing similar low values of §'*C
(-22.7 and —23.0%0) and 8'°N (8.2 and 8.2 %0), and one
individual with higher values of 8*C (-12.5 %.) and
8N (10.1 %o) (Fig. 2).

The mixing model suggested a steadily decreasing
trend in the contribution of marine production
sources to juvenile mullets from the sea to the coastal
stream: 0.83 to 1 (95% credible interval) at the surf
zone, 0.43 to 0.83 at the lower stream reach and O to
0.46 at the headwater reach site (Fig. 3A). The contri-
bution of freshwater production sources to juvenile
mullets showed the opposite trend, with a marked
increase from the lower stream reach (0.17 to 0.57) to
the headwater reach (0.54 to 1). Although to a lesser
extent, marine production sources also contributed

nutrients to freshwater non-migrant prey fish at the
lower stream reach (0.11 to 0.50) and headwater
reach (0.38 to 0.65) (Fig. 3B). The same contribution
of marine production sources was observed for the
predatory fish, particularly in the lower stream reach
(0.19 to 0.50) relative to the headwater reach (0.11 to
0.36) (Fig. 3C)

The stomach content analyses of 94 freshwater car-
nivorous fish in the coastal stream (thraira: 22, pike
characin: 36 and pike cichlid: 50) revealed a diet
comprised of 21 food items of both animal and plant
origins. As predicted, juvenile mullets constituted a
conspicuous food item in the diet of these predators
at both sites inside the coastal stream, particularly in
the lower stream reach (%F = 31.58) (Fig. 4). The
average size (TL) of the juvenile mullets found within
the stomach contents, which were not too digested
and could be measured, was 26.4 (SD=+11.1,n=18)
and 25.8 mm (3.8, 6) at the lower stream and head-
water reaches, respectively.

DISCUSSION

The 8'3C values of the basal production sources at
the 3 sampling sites showed a gradual decrease from
the surf zone towards the freshwater sites in the
coastal stream. These findings could be explained by
differences in the isotopic composition of marine
phytoplankton, which usually have average §“C
values of -20%o, in contrast to the organic matter
derived from sources with lower 8'*C values, such as
plants that use the C; photosynthetic pathway, which
exhibit values from -29.38 to —-23.91%. (Deegan &
Garritt 1997, Garcia et al. 2007, Marshall et al. 2007).
Accordingly, the main basal production source in
the surf zone is marine phytoplankton (Brown &
McLachlan 1990, Odebrecht et al. 2010), which
seems to explain the average §'*C value of —18.40 %o
we found for POM collected in this area. In contrast,
all primary producers and basal production sources
collected within the stream had lower average $C
values (macrophytes: -27.11%., POM: -28.45%,
SOM: -25.56%0). Therefore, the differences in the
availability of primary producers at the marine ver-
sus freshwater sites, associated with the contrasting
isotopic composition of marine phytoplankton and
freshwater macrophytes, may explain the differences
we observed between the §*C values of organisms
collected in the surf zone and the coastal stream.

However, the mechanisms described above cannot
explain the significant differences found in the aver-
age isotopic values of many components of the food
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stream and upstream sites of the studied coastal
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ducers (i.e. C; macrophytes were dominant at both
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throughout the year (Bastos et al. in press), which
possibly excludes the presence of marine phytoplank-
ton. However, they showed significant differences in
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details on species

average 8"C values for most components of the food
web. A possible explanation for this finding could be
related to the effects of water velocity and the bound-
ary layer phenomenon on the fractionation of the
13C:12C ratio during their uptake by primary produc-
ers (Fry 2006). The lower stream reach is approxi-
mately two-fold larger and has lower current veloci-
ties than the headwater reach (3200 versus 1800 m?)
(Bastos et al. in press). Slower waters can create a
thicker diffusive layer around the primary producers
(e.g. algae and submerged macrophytes) and thereby
inhibit the diffusion of CO,, causing a greater build-
up of ¥CO, (Michener & Lajtha 2007). This effect
results in higher §'C values in primary producers
and consumers (Finlay et al. 2002). This mechanism
could therefore explain the higher 8'*C values found
for consumers and submerged macrophytes (Cerato-
phyllum sp.) at the lower stream reach.

The studied coastal stream also revealed a down-
stream enrichment in 8'°N values. In some cases,
spatial differences in nitrogen ratios in continental
systems can be attributed to anthropogenic nitrogen
sources (e.g. domestic wastewater), which can lead
to the 8'°N enrichment of the biota (McClelland et al.
1997, McClelland & Valiela 1998, Steffy & Kilham
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2004). However, we believe it is unlikely that anthro-
pogenic loading of enriched $8'°N is driving the
among-sites differences in 8'°N in our studied coastal
stream because it is located in a relatively well-
preserved and uninhabited area. In fact, this coastal
stream has significantly lower values of total nitrogen
(0.63 mg 17!) compared with other coastal streams in
the same coastal plain that receive domestic sewage
loads from resort beaches like Hermenegildo
(1.18 mg 1) and Cassino (4.06 mg 17!) (R. F. Bastos
unpubl. data).

A more feasible hypothesis to explain the down-
stream enrichment in 8'°N values is that the food web
of the coastal stream is incorporating marine-derived
nitrogen, as marine organic matter and marine
organisms often have higher §'°N values than fresh-
water ecosystems (Bilby et al. 1996, Hicks et al.
2005). Anadromous fish are effective transporters
of nutrients from the ocean to adjacent freshwater
bodies, where they may provide energy subsidies to
the freshwater food web both directly (compounding
the diet of piscivores) or indirectly (via excretions and
carcasses) (Browder & Garman 1994, Walters et al.
2009). For instance, experimental work conducted by
Post & Walters (2009) revealed that the anadromous
alewife Alosa pseudoharengus excreted an average
of 24.71 pg N g! of wet fish mass per hour during
their spring spawning. The authors concluded that
migrating fish that aggregate in high densities within
small streams can have substantial effects on local
food webs. A similar role seems to be played by juve-
nile mullets, which actively move in high numbers
from the surf zone into estuaries and coastal streams.
Our findings suggest that juvenile mullets at the
lower stream reach partially conserve their marine
carbon and nitrogen stable isotope signatures, but
the fish captured further upstream switched their sta-
ble isotope composition to a more freshwater profile.
This shift from marine-derived to freshwater-derived
material incorporated into muscle tissues of juvenile
mullets strongly suggests that this species might act
as a biotic vector, carrying marine-derived nutrients
into freshwater areas of coastal streams.

This hypothesis is supported by the fact that these
marine estuarine-dependent mullets are abundant
and frequent year-round in the adjacent marine area
(Rodrigues & Vieira 2012) and are the only marine-
related fish species entering these coastal streams at
high abundances (Bastos et al. in press). Other evi-
dence supporting this biotic vector hypothesis was
the result of our mixing model showing a steadily
decreasing trend in the contribution of marine pro-
duction sources to juvenile mullets from the sea to

the coastal stream, and the opposite trend in the con-
tribution of freshwater production sources, which
had a marked increase from the lower stream reach
to the headwater reach. These trends strongly sug-
gest that marine-born juvenile mullets enter and stay
inside the coastal stream for a sufficiently long time to
reflect a new diet based on freshwater production
sources. This suggests that juvenile mullets had
enough time to feed and grow inside the coastal
stream in order to effectively transfer the marine-
derived material in their tissues into the freshwater
food web of the coastal stream, either by direct preda-
tion or indirectly by carcass deposition or excretion.
This hypothesis seems to be corroborated by 2 fac-
tors—the isotope turnover time in fish muscle tissues
needed in order to reflect a new diet varies from a few
weeks to several months (Hesslein et al. 1993, Herzka
& Holt 2000), and juvenile mullets are significantly
larger (average TL: 33.3 mm) inside these coastal
streams than in the adjacent surf zone (28.7 mm)
(Bastos et al. in press).

The stomach contents analyses demonstrated the
direct predation on juvenile mullets with average
size of 26.3 mm by large body-size (TL > 150 mm)
freshwater predatory fish like thraira, pike characin
and pike cichlid, especially in the stream site closest
to the sea. This finding seems to corroborate the mix-
ing model results showing higher contribution of
marine production sources to the predatory fish
in the lower stream reach. The mixing model also
showed that marine-derived material was also incor-
porated into muscle tissues of small body-size (TL <
50 mm) non-migratory freshwater fish like characins,
cichlids and cyprinodontiforms. Considering these
small prey fish are not big enough to feed upon juve-
nile mullets like the larger freshwater predatory fish,
we hypothesized these non-migratory freshwater fish
assimilated marine sources through an indirect trans-
port of marine-derived nutrients via carcass deposi-
tion or excretion by juvenile mullets that entered the
coastal stream. Therefore, marine-derived nutrients
transported by juvenile mullets could be incorpo-
rated both into intermediate (small prey fish) and
high trophic levels (large predatory fish) of the fresh-
water food web of the coastal stream.

Alternatively, it could be argued that such trans-
port of marine-derived nutrients into the coastal
stream could result not from animal movements, but
rather from salinity intrusions into the coastal stream
during storm surge events, which could carry marine
nutrients and phytoplankton into this system. Previ-
ous work in a large nearby estuary (Patos Lagoon)
has shown, for instance, that salinity intrusions can
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carry nutrient-rich waters that influence estuarine
phytoplankton (Abreu et al. 1995). However, we
believe this mechanism plays a minor role in small
coastal streams, because saltwater inflow into these
streams during storm surge events produces ephem-
eral salinity gradients. For instance, Bastos et al. (in
press) conducted monthly samplings for 1 yr at lower
stream reach and headwater reach sites of 3 coastal
streams (including the stream studied herein) but did
not find salinity levels higher than 2. Moreover, an
investigation of one storm surge event at the coastal
stream studied here revealed that the salinity gradi-
ent formed due to the salinity intrusion disappeared
soon after the event, and the stream rapidly reverted
to freshwater conditions (M. C. L. M. Oliveira unpubl.
data).

In summary, despite the lower number of samples
and lack of spatial replication of some food web com-
ponents, our study reveals that the marine surf zone
and coastal streams are not independent ecosystems
along the coastline of southern Brazil. Food webs of
these habitats are connected through the movement
of abundant marine-born juvenile mullets, which
enter these coastal streams from the adjacent surf
zone. Our study provides evidence that juvenile mul-
lets may transport marine-derived nutrients that
incorporate into intermediate and high trophic levels
of the freshwater food web. Further studies are
needed to (1) produce a more detailed description of
the freshwater food webs of coastal streams, includ-
ing analyses of stomach contents and stable isotope
ratios of major components; (2) investigate move-
ment patterns and residence time of mullets along
this marine—-freshwater gradient using, for instance,
otolith microchemical analysis and/or mark-recapture
techniques; (3) investigate additional coastal streams,
including some with ephemeral and intermittent con-
nections to the sea (Figueiredo & Calliari 2006); (4) to
evaluate experimentally how excretions and carcas-
ses of mullets affect the POM (e.g. in the sediment)
within the coastal stream; and (5) experimental stud-
ies including stable isotopic field surveys in several
coastal streams where the passage of marine juvenile
mullets would be allowed in some streams and
blocked in others, coupled with a concomitant moni-
toring of limnological parameters (e.g. water quality
and nutrient profiles).
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Anexo I

Avaliando o papel ecoldgico dos riachos litoraneos os juvenis de tainha:
sumidouros ou habitats temporarios?

Oliveira MCLM, Condini MV, Albuquerque CQ, Vieira JP, Castello JP, Garbin T,
Bastos RF & Garcia AM.
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Abstract

Here, we investigated if coastal streams are temporary habitats for
juvenile mullets before their recruitment into estuaries. Distinct otolith Sr:Ca
ratio profiles were observed for juvenile mullets sampled in both sampled
habitats (coastal streams and marine surf zone). Most fish caught in the marine
surf-zone (83%) showed an approximately flat pattern of Sr:Ca (=0.4) along the
otolith cross-section. However, some individuals (17%) sampled in the surf-
zone had Sr:Ca profiles decreasing towards the otolith edge. These findings
revealed that fish that moved into freshwater streams were able to get out of
these habitats, which corroborated our hypothesis that coastal streams may be
considered temporary habitats for M. liza during its early life, until their later

recruitment in estuaries.

Key Words: Mugilidae, fish recruitment, otolith chemistry, otolith daily rings,

surf-zone
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Introduction

The highly euryhaline mullets (Mugilidae) constitute the dominant species
in estuarine fish assemblages from tropic to temperate zones (Blaber 2000).
Mullets generally spawn offshore, drift with currents as larvae, and enter
estuaries as juveniles to feed, find shelter and growth until reach sexual
maturity and return to sea to spawn (De-Silva 1980). As mullets appear to
require estuarine habitats to complete their life cycle, they are considered an
estuarine-dependent fish family (Lenanton & Potter 1987).

The mullet Mugil liza Valenciennes, 1836 is a pelagic fish found in the
western Atlantic Ocean from Argentina to Venezuela (Menezes et al. 2010,
Whitfield et al. 2012). Like other Mugilids, this species spawns offshore along
the southern Brazilian coast and their larvae use currents to enter estuaries
(Vieira 1991). Patos Lagoon (Fig. 1) is one of the most important nursery
grounds for this species in the Southwestern Atlantic coast (Vieira 1991, Vieira
& Scalabrin 1991), and juveniles are usually found year-round along adjacent
coastal areas and inside its estuarine area (Vieira 1991; Garcia et al. 2001).
More recently, it has been observed juvenile mullets year-round along the entire
course of coastal streams, where they constitute one of the dominant species
(Bastos et al. 2013; Bastos et al. 2014).

The lack of studies across all habitats inhabited by its juveniles is a major
source of error when trying to understand a species’ life cycle (Gillanders et al.
2003). Such incomplete or erroneous understanding of the life cycle hampers
fisheries management and leads to reduction in population densities and

hinders conservation plans (Hunting & Reynolds 2004). This could be the case
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for the mullet M. Liza, which is a highly prized resource for artisanal and
industrial fisheries in southern Brazil (Reis & D’Incao 2000; Mai et al. 2014;
Lemos et al.; 2014). In the last ten years, it has been observed a marked
increase in the exploitation of this species due to commercialization of their
caviar (ICMBIO/Ibama/Cepsul, 2007; Lemos et al. 2014). Such increase in
fishing pressure combined with lack of information on population’s structure and
dynamic led to its classification as overexploited in 2004 by the Brazilian
Environmental Agency (MMA 2004). This critical scenario reinforce the need to
understand the ecological role of all habitats used by their juveniles along their
life cycle, including those so far neglected, as coastal streams.

The occurrence of coastal streams is a remarkable ecological feature
along the southern Brazilian coastline. Locally known as sangradouros, these
streams physically interconnect the marine environment with freshwater
wetlands located behind the dune fields (Figueiredo & Calliari 2006; Oliveira et
al. 2014). Their number and distribution along this coastal plain vary throughout
the year, being much more common in winter than in summer. Despite seasonal
variability, many coastal streams remain year-round with a permanent
connection with the sea (Figueiredo & Calliari 2006). Prior work already showed
that coastal streams allow marine-spawning fish as mullets to move from
marine surf-zone into freshwater habitats (Bastos et al. 2014), where they are
preyed upon by piscivore fish (Oliveira et al. 2014). However, the role of coastal
streams in the life cycle of mullets is not yet understood.

Life history strategies and habitat use patterns in fish may be inferred with

a variety of analytical tools, such as spatiotemporal analysis of abundance
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(Garcia et al. 2003; Garcia et al. 2012), mark-recapture, telemetry and
hydroacoustic techniques (Morton et al. 1993; Courtney et al. 2000; Sibert &
Nielson 2001) analyzes. Inferences obtained with these tools can be
strengthened by examining the entire fish migratory life history recorded in their
otoliths (Campana 2001, Campana & Neilson 1985). These structures are
distinct from other calcified structures because they are continually accreted,
grow proportionately to somatic length, and become chemically inert on
formation (Degens et al. 1969; Pannella 1971; Campanha 1999). A coordinated
examination of both chronological structures (checks and annuli) and elemental
components (strontium to calcium ratios) in otoliths allow reconstruction of
migratory history of an individual fish along a salinity gradient (Campana 1999).
In this study, we combined fish age determination (daily rings), size-specific
abundance, otolith microstructure and otolith chemistry analyses to evaluate the
hypothesis that coastal streams play an ecological role as temporary habitats

for juvenile mullets of M. liza.

Materials and methods
STUDY AREA

This study was conducted in the southern coastal plain of Brazil (Fig. 1a),
which predominantly consists of extensive sandy beaches and dune fields. Field
samplings were conducted at three coastal streams, hereafter named CS1
(32°17'S 52°15'W), CS2 (32°21'S 52°18'W) and CS3 (32°23'S 52°19'W) and

also at the adjacent surf zones (Fig. 1b). These streams were selected because
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they are permanently connected to the sea and they have a well-known fish

assemblage (Bastos et al. 2014)

SIZE-SPECIFIC ABUNDANCE

Juvenile mullets were collected monthly from April 2010 to March 2011
inside the streams (CS1, CS2 and CS3) and at the adjacent surf zone. At each
sampling site, three beach seine hauls (6 m long; with a 13 mm stretched mesh
in the wings and a 5 mm stretched mesh in the center 3 m section) were
performed. Each haul covered an area of approximately 40 m?. Differences in
average total length (mm) of individuals captured inside coastal streams and in
the surf-zone were evaluated by one-way Kruskal-Wallis test for two separately
size classes groups: individuals lower than and greater than 25 mm (Zar 2010).
This size class was chose based on prior work on size distribution of mullets

recruits (Vieira 1991) and in our current data (see results).

MICROSTRUCTURAL AGEING

Daily rings investigation

In order to investigate the deposition rate of growth increments in otoliths,
we conducted a small experiment in laboratory. Juvenile mullets (n = 20) were
collected in the surf-zone and maintained in a 250 L tank with a recirculating
water system under controlled photoperiod (12L:12D), temperature (28°C) and
salinity (5%o) for acclimatization during one week. After this period, juveniles (30
individuals) were randomly transferred to four 30 L aquariums (2 treatments and

2 controls). A solution of alizarin (Synth, C.I. 58000, 5ppm; www.lojasynth.com)
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was added to the water of the treatments aquariums where juvenile mullets
were kept there for 24 hours. Fish were fed ad libitum with a common
commercial ration.

After 15 days of exposure to alizarin, 12 juvenile mullets from the
treatment aquariums were sacrified with a lethal dose of benzocaine (ethyl 4-
minobenzoate). Fish were then measured (Total Length - TL, mm) and had their
left otolith sagittae removed, cleaned and prepared for ageing analysis as
described below. Individuals who died (n = 8) before the end of the experiments
were not used. To examine the increment periodicity, the numbers of growth
increments from the alizarin marks to the edge of the otoliths were counted.

Age structure

Juvenile mullets were sampled between 2011 and 2013 inside and outside
the coastal streams and their otoliths were extracted and stored dry. Otoliths
were embedded in polyester resin, and thin sections (0,5 mm) were cut through
the nucleus using a low-speed diamond blade saw. Otoliths sections were
mounted onto glass slides using fast drying glue and were manually polished
following a series of silicon-carbide sanding wet papers (N° 2000 to 12000) and
alumina (0,5 p). Otoliths sections were evaluated by two experienced persons
using a stereomicroscope under transmitted light. Precision of the age readings
was evaluated through the analysis of average percent error (APE), following

Campana (2001).

OTOLITH CHEMISTRY
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Otoliths of 24 juveniles (12 from CS1 and 12 from the adjacent coastal
area) collected from March to November 2012 and stored frozen were prepared
for chemical analysis. Otoliths were then prepared following the same
procedure described previously for age structure analysis, except for the use of
alumina powder, and were stored dry. Prior to analysis by the laser ablation
inductively coupled plasma spectrometry (LA-ICPMS), otolith surfaces were
polished with silicon carbide paper (n° 8000), washed and sonicated for 3 min
with ultrapure water (Milli-Q, Millipore, Bedford, USA), and then rinsed three
times with ultrapure water. The slides were then dried in a laminar flow cabinet
before analysis.

Otolith transects (n = 1) were ablated from edge to edge, passing through
the core. Analytical measurements were performed with a Q-switched pulsed
266 nm Nd:YAG laser (LSX 100, CETAC Technologies Inc., Omaha, NE, USA)
coupled to an Nexlon 350X inductively coupled plasma mass spectrometer
(PerkinElmer-SCIEX, Waltham, MA, USA). The laser was operated at a pulse
frequency of 20 Hz, a scan speed ranging from 15 to 20 um/s, and an energy
output of 0.4—-0.6 mJ per pulse. The ablated material was conducted through a
Teflon coated tube into the ICP-MS using Argon as a carrier gas (0.85 dm® min”
1. The ICP was operated at 1200 W RF power, with an outer and intermediate
gas flow of 15 and 1.1 dm® min™, respectively. Elements were determined
measuring the following isotopes (m/z): “*Ca and %°Sr. After every tenth otolith
ablation, the background intensity was measured for fifty seconds. Strontium
and calcium counts per second (cps) were subtracted from the background

level, and Sr:Ca ratios were then calculated for all otoliths.
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Data analysis

Given that otolith Sr:Ca ratios increase with salinity along the sampling
area (Albuquerque et al. 2010; Albuquerque et al. 2012), lifetime Sr:Ca
transects in otoliths were used to distinguish periods when the fish was in
freshwater or marine water, and then allowed to describe patterns of habitat
use (Fig. 2). To evaluate the significance of Sr:Ca differences between otolith
core and edge, 10 Sr:Ca values were randomly sampled from otolith core and
10 from the edge. These two sets of Sr:Ca values were compared using the
non-parametric Mann-Whitney U test (Zar 2010) . We also evaluate the
influenced of fish size in the otolith composition using the Spearman correlation

(Zar 2010).

Results

During the monthly sampling from April 2010 to March 2011, a total of
15,136 juvenile mullets were collected from all three coastal streams (CS1, CS2
e CS3) and their adjacent surf zone. Size distributions were unimodal (mode =
25 mm Total Length -TL) in both systems, but with larger size amplitude inside
the streams (15 to 133 mm) than at the surf-zone (15 to 81mm). Smallest
individuals (< 25 mm TL) were more abundant in the surf-zones than inside
coastal streams (KW-H (1;214) = 13.9748; p < 0.00). In contrast, larger
juveniles (= 25 TL, mm) were more abundant inside coastal streams than at the
surf-zone (KW-H(1;214) = 11.6007; p < 0.00).

The growth increments were clearly visible from the alizarin mark to the

otolith edge for 6 individuals, which yield a mean (mean £ s.d.) reading of 12.2
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1.7 rings (Fig. 3). It indicates that growth increments were deposited
approximately daily.

Age structure was evaluated from 62 individuals subsampled from streams
and adjacent coastal region. Daily increments in otoliths of these individuals
were reasonably discernible, resulting in a good level of precision during the
process of otolith ageing (APE = 5.8%, n = 62). No significantly difference
habitats (U = 289, p > 0.16) between the mean number of daily growth
increments in juvenile mullets caught at the surf-zone (114.5 £24.4) and inside
the coastal stream (101.8 +22.8) was observed.

Distinct otolith Sr:Ca ratio profiles were observed for juvenile mullets
sampled in both habitats (Fig. 4 and Fig. 5). Ten out of twelve individuals (83%)
sampled at the surf-zone showed Sr:Ca profiles with an approximately linear
pattern and consistently high Sr:Ca values (about 0.4 or higher) across the
whole otolith section (Fig. 4, a to k graphs). In contrast, 17% of individuals
caught at surf-zone showed a shift to lower Sr:Ca values (around 0.2 or below)
toward the otolith edges (Fig. 4, | and m graphs).

No significant correlations were detected between the Sr:Ca ratio and fish
sizes in the otolith edges (representative of recent deposition) of individuals
sampled at coastal streams and surf zones (r = 0.1228, p>0.05 and r = 0.5003,
p>0.05 respectively). Otolith-edge Sr:Ca ratios from fish living in the surf-zones
(0.371£0.126) were significantly higher than those from the streams
(0.165+0.095; U = 14104, p = <0.001). The observed difference allowed
distinguishing between individuals who experienced marine or freshwater

conditions during their lifespan.



125

Juvenile mullets caught inside the coastal streams also showed the
inverse pattern of Sr:Ca ratios (Fig. 5). Most individuals (nine out of twelve)
showed high Sr:Ca ratios in the otolith nucleus and then displayed a shift to
lower Sr:Ca ratios (below 0.2) (Fig. 5, a to j graphs). The last three individuals
showed consistently high Sr:Ca ratios (around 0.4 or above) along the whole
otolith surface suggesting these individuals recently moved from surf-zones to

freshwater (Fig. 5, k to m graphs).

Discussion

Due to the wide range of habitats they use during their life cycle,
anadromous fish can be important biological vectors linking marine and
freshwater ecosystems (Post & Walters 2009). Much less information is
available on the potential similar role play by marine estuarine-dependent fish
as vectors connecting marine and continental aquatic systems. Mullets are
among the most abundant marine estuarine-dependent fish using estuaries
along the Southwestern Atlantic coast (Vieira 1991; Barletta et al. 2010) and
recent work showed that juvenile mullets moving in highly abundant shoals from
marine surf-zone to coastal streams can transport marine-derived nutrients into
freshwater food webs (Oliveira et al. 2014). However, detailed movement
patterns of juvenile mullets between surf-zone and coastal streams and the
ecological role of these streams to the species were unknown. Our integrative
approach combining size-structure andotolith-based analyses revealed new
insights on the functional role play by coastal streams as habitats to juveniles of

M. liza.
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Our size structure analysis revealed a unimodal, skewed distribution with a
mode of 25 mm both inside the coastal stream and at the surf zone. A similar
pattern has been previously reported by Garcia et al. (2001) for the adjacent
Patos Lagoon estuary. However, in contrast with the estuary, where the species
reaches sexual maturity (Lsg) at size of 408.3 mm (Lemos et al. 2014), we did
not find individuals larger than 140 mm inside the coastal streams, despite of
intensive multiple-gear fish sampling and visual observation (Bastos et al. 2013;
Bastos et al. 2014). This finding corroborates the idea that mullet individuals
colonizing these coastal streams are composed only by immature juveniles.

The absence of adults inside coastal streams suggests that the species
cannot achieve fully growth inside these environments, leading to two
alternative hypotheses to explain the role of coastal streams in their life cycle: 1)
once inside coastal streams, immature individuals would not return to the sea
and these habitats will constitute a populational sink for this species (sensu
source-sink metapopulation model; Dias 1996); or Il) The species moves in,
spend some time inside, and move out of these coastal streams. In this
scenario, coastal streams would be temporary nursery habitats until these
juvenile mullets colonize a truly estuarine habitat (e.g., the adjacent large Patos
Lagoon estuary), where they will grow until sexual maturation.

Although we caught higher abundance of larger juvenile mullets (TL > 25
mm) inside coastal streams, this finding should be interpreted with caution
because fish catches might have been affected by differences in habitat
structure and in total area between surf-zones and coastal streams. The smaller

size of coastal streams (0.5m to 30m wide) and their lower depth (0.05m to 0.4
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m) (Bastos et al. 2014) facilitated beach seine catch, probably increasing seine
haul speed and, consequently, fish catchability (Rozas & Minello 1997). On the
other hand, beach seining efficiency and fish catchability in open habitats with
moderate-to-high wave energy, as the sampled surf-zone, tended to be lower
due to the comparatively lower seine haul velocity (Lombardi et al. 2014).
Therefore, the apparently higher abundance of larger juvenile mullets inside
streams could simply be a sampling artifact resulting from the fact that juvenile
shoals are more concentrated and achieved higher densities within coastal
streams compared to the open surf zone.

One way to understand the habitat use of migratory fish is the analysis of
Sr:Ca in otoliths. The strontium (Sr) concentration in seawater is approximately
100-fold higher than in freshwater (Campana 1999), and a good relationship
exists between otolith Sr:Ca ratios and water salinity along Southern Brazilian
aguatic habitats (Albuguerque et al. 2010; Albuquerque et al 2012). A low Sr:Ca
ratio indicates the fish was exposed to low salinity to freshwater habitats,
whereas a high ratio indicates time spent in moderate-high salinity to truly
seawater environments (Gillanders 2005). This technique has been successfully
applied to unravel the sometimes complex movement patterns of fishes
between freshwater and seawater habitats along the southeastern American
coast (e.g. Albuquerque et al. 2012; Mai et al. 2014).

The analysis of Sr:Ca in otoliths of juvenile mullets indicated the existence
of two different patterns. The first is related to those fish sampled at the marine
surf-zones who presented (83%) an approximately flat pattern of Sr:Ca (=0.4)

along the otolith section. Fish classified under this pattern are suggested to



128

have inhabited marine habitats with no significant movement to freshwater (Fig.
2a). The second pattern was predominantly observed (75%) in those fish
sampled inside the freshwater streams that showed Sr:Ca ratios close to 0.4 in
the otolith core followed by a subtle decrease towards the edge (Sr:Ca ratios =
0.15). This pattern indicates fish that spent their early life in marine habitats and
migrated to freshwater for a given significant amount of time. Exceptions were
two marine-sampled fish who showed the second pattern (Sr:Ca decreases
towards the otolith edge) and three freshwater-sampled individuals who showed
the first pattern (marine-indicative flat Sr:Ca profile). These exceptions may
represent fish that have migrated shortly before they were caught. Even more
important, these exceptions shows that fish who entered the freshwater streams
are also capable of getting out of these habitats, which refutes the hypothesis
that coastal streams are acting as populational sink habitats. Therefore, our
results support the hypothesis that the studied coastal streams constitute
temporary or alternative habitats for M. liza during its early life. After entering
these streams, juvenile mullets can return to the surf-zone and, from there, seek
true estuarine zones, such as the adjacent Patos Lagoon estuary. The
temporary use of these streams is further supported by the fact that daily growth
increments in juvenile mullet otoliths caught inside the coastal stream
suggested that mean residence time between 3 to 4 months. A similar
residence time inside these coastal streams can be inferred from stable isotopic
turnover time took by juvenile mullets, which move from surf-zone into these

streams, to reflect a freshwater-derived diet (Oliveira et al. 2014).
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At this point, however, we cannot precise whether entering coastal
streams may translate into ecological advantages for juveniles of M. liza (e.g.,
predation avoidance or higher food availability). Also, we are not able to find out
if these juvenile mullets leave coastal streams towards the surf-zone in an
active (i.e., by active migration) or passive (i.e., flushed out during high stream
discharges trigged by heavy rainfall) ways. Future field studies combining
telemetry and monitoring of streams’ discharge intensity and duration along the
year would be necessary to disentangle these possibilities.

In conclusion, our study shows that juvenile mullets do not achieve fully
growth inside coastal streams, but instead, they use then as temporary habitats,
possibly as a strategy to increase their growth and survival until their
recruitment into estuaries. Further studies are needed to (1) reveal the growth
rate of these juvenile mullets inside coastal streams and adjacente marine surf-
zones; (2) investigate movement patterns and residence time of mullets along
coastal streams, surf zones and estuarine gradients using otolith microchemical
analysis and/or mark-recapture techniques; (3) conduct microchemical analysis
in otoliths from mature individuals to evaluate the proportion of adults who used
coastal streams during their early life and further understand the ecological

importance of coastal freshwater habitats for mullet populations.
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Fig. 1 - Map showing the location of the 3 studied coastal stream (CS1, CS2 and CS3)
in southern Brazil (A) and the two sampling sites on each coastal stream (B): (1)

at the surf-zone and (2) inside the coastal stream.
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Fig. 2 - Conceptual expected profiles of Sr:Ca ratio for marine mullet juveniles (Mugil
liza) (a) occurring in surf-zone and never experienced freshwater and (b) for those who
entered and remained in freshwater streams. (c) Photograph of a prepared otolith of M.
liza individual (TL: 45 mm) displaying the transversal edge-core-edge pathway sampled
by laser ablation and subsequently analyzed by inductively coupled plasma mass

spectrometry.
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Fig. 3 - Photograph of a prepared otolith from the daily ring experiment. The white
arrow show the alizarin mark and the daily increments are highlighted by the thick black

lines.
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Fig. 4 - Sr:Ca ratio profiles for marine mullet juveniles (Mugil liza) caught at the surf-
zone in southern Brazil. Each profile results from sampling a transversal transect of one
otolith by laser ablation from edge to edge and crossing its core (see Figure 2C). The
core region is denoted by the light gray box and the total length of each sampled

individual are provided in millimeters (mm).
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Fig. 5 - Sr:Ca ratio profiles for marine mullet juveniles (Mugil liza) caught inside

freshwater stream in southern Brazil. Each profile results from sampling a transversal

transect of one otolith by laser ablation from edge to edge and crossing its core (see Fig.

2C). The core region is denoted by the light gray box and the total length of each

sampled individual are provided in millimeters (mm).



