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Study of the effects of climate change on bioticinteractions in aquatic environments

Abstract

Climate change is currently one of the major environmental changes that dramatically
affect life on Earth. A key gap in knowledge is how environmental change modifies
species interactions and its consequences. The present dissertation reports a study on
how predator-prey interactions in aquatic systems change across different sites in the
Iberian Peninsula. The different interaction pairs were tested under two different
temperatures at six locations through a heating system. The results showed that the
functional responses at ambient temperature are significant, in which the prey
consumption rates were dependent of prey density in all sites, increasing with higher
density levels. The opposite was verified in half of the sites under induced temperature.
Understanding how ecosystems respond to current and future climatic changes is
essential to provide the basis for conservation measures that ensure the long-term

persistence of biodiversity.

Keywords: Body-size, Functional response, Macroinvertebrates, Mesocosms, Predator-
prey interactions, Warming.



Estudo dos efeitos de alteracbes climaticas nas interacbes bioticas em ambientes
aquaticos

Resumo

As alteragdes climaticas sdo atualmente uma das principais alteragcées ambientais que
afeta drasticamente a vida na Terra. Ha ainda lacunas de conhecimento no modo como
0 aquecimento afeta as interacGes bidticas. A presente dissertacdo versa sobre as
mudancas nas interacdes predador-presa em sistemas aquaticos em diferentes regides
da Peninsula Ibérica. Diferentes pares de interacdo foram testados a duas temperaturas
em seis locais distintos, recorrendo a um sistema de aquecimento. Os resultados
mostraram que as respostas funcionais sao significativas sob temperatura ambiente, na
qual as taxas de consumo de presas foram dependentes da densidade das mesmas em
todos os locais, aumentando com niveis de densidade superiores. O contrario foi
verificado em metade dos locais sob temperatura induzida. Compreender como os
ecossistemas naturais respondem as alteracGes climaticas atuais e futuras é essencial
para fornecer a base para medidas de conservagao que assegurem a persisténcia da

biodiversidade a longo prazo.

Palavras-chave: Aquecimento, Interacdes predador-presa, Macroinvertebrados,
Mesocosmos, Resposta funcional, Tamanho corporal.
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1. Introducao

Nos Ultimos anos, as alteracGes ambientais (p. ex. alteracGes ao nivel do climae do
uso do solo) tém vindo a acentuar-se com a agdo antropogénica. Particularmente, prevé-
se que a mudanca climatica global (GCC - Global Climate Change) seja a principal ameaca
a biodiversidade nas proximas décadas (Balint et al., 2011). Os extremos climaticos sdo
cada vez mais frequentes e intensos, sendo previsivel que o aumento da temperatura
abrupto acelere e intensifique as taxas de perda de diversidade a escala global, afetando
a integridade funcional dos ecossistemas (Aspin et al., 2018). Esta taxa de extingcdo ja é
superior a documentada no registo fossil, sendo considerada como a sexta extingdo em
massa (Bellard et al., 2012; Kolbert, 2019). Dada esta crise de biodiversidade que se
presencia, tem sido uma preocupac¢do constante o que se sucedera e que ainda se
desconhece (Singh, 2002). Segundo Bellard et al. (2012), também se sabe que, para além
dos possiveis efeitos negativos, também poderdo haver efeitos positivos sobre a
biodiversidade (p. ex. aumento de diversidade), mas existem poucos estudos que o
comprovem. Porém, ainda existem lacunas de conhecimento quanto aos potenciais

efeitos e consequéncias derivadas desta problematica.

Recentemente, tém surgido estudos que abordam os efeitos das alteragoes
climaticas relativamente ao futuro da biodiversidade (Bellard et al., 2012; Boggs, 2016),
com o foco em encontrar solu¢des e medidas de adaptacao e/ou atenuacado para os
impactos subjacentes. Os possiveis efeitos podem operar a escala do individuo,
populacdo, interacdo ao nivel da comunidade, rede tréfica e bioma (Bellard et al., 2012).
Consequentemente, as espécies podem responder por microevolugao, alterando o seu
nicho climatico ao longo do tempo (p. ex. fenologia) ou, por outro lado, podem responder
a nivel fisiolégico, morfoldgico e/ou comportamental (p. ex. dieta), de forma a
acompanharem o ritmo acelerado da problematica e persistirem (Bellard et al., 2012). O
nicho climatico é definido pelas faixas de temperatura nas quais o organismo tem fitness
elevado e é calculado através de curvas de desempenho térmico (Boggs, 2016). E possivel
projetar o referido nicho para futuros cenarios distintos, de modo a determinar o
potencial aumento, diminuicdo ou redistribuicdo do espaco climatico adequado a cada
espécie (Bellard et al., 2012). Entdo, prever as respostas da biodiversidade tem sido e
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continuara a ser um dos principais focos de investigacdo e as previsdes que advém destes
estudos detém um papel fulcral no desenvolvimento de estratégias e na tomada de

decisdo por parte de cientistas e decisores politicos (Bellard et al., 2012).

A avaliacao e implementacao de medidas de resposta derivadas destes estudos
podera contribuir para a manutencdo do bom funcionamento de ecossistemas mais
vulneraveis, assegurando a sua estabilidade e equilibrio e promovendo a sua
preservagao, assim como das espécies que neles ocorrem. Os sistemas aquaticos sdo um
bom exemplo disso, sendo fundamentalmente importantes para o meio ambiente, a
biosfera e as populagdes, encontrando-se extremamente vulneraveis aos impactos
antropogénicos e as mudancas de clima (Dubois et al., 2017). Assim, é importante
compreender de que modo estes ecossistemas respondem através do tempo e do
espaco, o que é crucial para garantir a sustentabilidade dos seus recursos. Neste sentido,
tém sido sugeridos estudos paleolimnoldgicos que permitam estabelecer as condi¢Ges
base destes ecossistemas no passado, para se obter uma melhor compreensao das suas
respostas atuais (Dubois et al., 2017). Alguns estudos mostraram que os niveis de
exposicdo dos organismos a radiacdo UV tem aumentado com o aquecimento, todavia
ainda se desconhecem muitos outros fatores ambientais que operam nestes ambientes.
Por esse motivo, torna-se importante recorrer a instalacdes experimentais (p. ex.
mesocosmos) que facilitem a percecdo dos possiveis efeitos e consequéncias, evitando
intervir nos ambientes em causa, dada a sua fragilidade (Williamson et al., 2019). Os
mesocosmos sdo unidades experimentais de tamanho médio, relativamente isoladas e
parcialmente fechadas, as quais sao mantidas no exterior (Odum, 1984), permitindo
replicar a complexidade fisica, quimica e bioldgica de sistemas naturais em condi¢des
controladas (Stewart et al., 2013; Aspin et al., 2018). Como tal, o presente estudo foi
realizado no ambito do projeto Iberian Ponds (ver detalhes na seccdo “Instalacao

experimental Iberian Ponds”).

As alteracOes climaticas, nomeadamente o aumento da temperatura, podem
influenciar as taxas metabdlicas e bioldgicas e as interagcdes bioticas, destacando as
interagoes predador-presa (Bellard et al., 2012; Sentis et al., 2017). Tal, pode modificar a
intensidade das interacdes (Vesely et al., 2017), a dindmica das populacGes e das

comunidades, levando a altera¢des do funcionamento dos ecossistemas (Bellard et al.,



2012; Sentisetal.,2017). Também o padrdo de distribuicdo das espécies pode ser afetado
pelos efeitos térmicos, podendo levar a extincdo das mesmas (Balint et al., 2011). Estas
modificacdes podem ser positivas ou negativas, isto é, benéficas ou prejudiciais,
dependendo da frequéncia e duragdo da exposicdo a que os individuos estdo sujeitos, o
que requer investigacdo e monitorizacdo continua (Boggs, 2016; Williamson et al., 2019).
Contrariamente ao que se verificava no passado, as espécies enfrentam, atualmente,
ameacas que poderdo atuar em conjunto com as altera¢des climaticas (Bellard et al.,
2012) e estas pressoes ambientais intensificar-se-ao, cada vez mais, de modo combinado
(Garcia et al., 2018). Comummente, associado ao aquecimento global tem-se verificado
também a perda de predadores importantes, sendo que estas respostas sdo
invariavelmente estudadas de modo isolado e ndo em simultaneo, como seria preferivel
(Antiqueira et al., 2017). Embora, a percecdo dos efeitos combinados seja de dificil
alcance, é necessario estudar as possiveis interacdes, quer sejam sinérgicas ou
antagodnicas, relacionando com a biodiversidade e a multifuncionalidade do ecossistema

(isto é, a diversidade funcional do ecossistema) (Antiqueira et al., 2017).

O estudo de previsdo devera incidir sobre grupos ainda pouco conhecidos,
havendo a necessidade de se estudar uma parte mais abrangente da diversidade
bioldgica. Sabe-se que a variedade de espécies e de grupos que sdo estudados
representam uma infima percentagem da biodiversidade que é conhecida (Bellard et al.,
2012), existindo ainda muito para se conhecer (Hortal et al., 2015). A maioria dos estudos
encontra-se enviesada, concentrando-se em grupos taxonémicos mais conspicuos. No
entanto, é reconhecido que, em termos de riqueza especifica, divergéncia evolutiva,
biomassa e servicos do ecossistema, a diversidade é representada pelo que se designa
por “biodiversidade enigmatica”, como o caso dos insetos (Bellard et al., 2012). Os
insetos (Classe: Insecta) sdo um grupo de organismos com ciclo de vida curto, fortemente
influenciados pelo microclima que os rodeia (Boggs, 2016), dai a escolha de predadores
e presas pertencentes a este grupo. Estes sdao considerados como organismos
ectotérmicos (Colinet et al., 2015), uma vez que a sua temperatura corporal varia
diretamente com as condic¢Ges térmicas ambientais em atividade e repouso (Heinrich,
1973), ndo sendo esta temperatura ajustada através do controlo homeostatico
enddgeno (Abram et al., 2017). Geralmente, exibem respostas fisioldgicas as mudancas

ao nivel da temperatura, traduzindo-se em alteracdes nas taxas vitais, afetando a
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dinamica populacional (Boggs, 2016), as quais tém sido relatadas desde a mudancga
climatica do século XX (Bellard et al., 2012). Estes organismos sdo particularmente
vulneraveis ao aquecimento (Paaijmans et al., 2013), com certas caracteristicas muito
sensiveis, como é o caso do tamanho corporal, que atinge um limite fisioldgico e satura
em ambientes extremos (Bellard et al., 2012). Muitas destas mudangas que ocorrem a
diversos niveis, provocadas por extremos de temperatura flutuantes (p. ex. uma onda de
calor) podem ter como resultado alteracGes nas interagGes entre espécies e taxas de
crescimento populacional, o que se reflete ao nivel da composi¢ao da comunidade (isto
é, alteracGes em termos de nimero de espécies) (Boggs, 2016). Os requisitos energéticos
dos predadores, aliados as interacdes troficas, permitem explorar as potenciais
mudancas na abundancia de populagdes naturais (Archer et al., 2019). Uma onda de
calor é vista como uma mudanca de temperatura abrupta numa escala de tempo muito
reduzida (Sentis et al., 2015), quando comparada a temperatura habitual da época de um
determinado local. Dito isto, estes sdo os principais problemas cientificos subjacentes ao

efeito das alteracGes climaticas nas interacGes predador-presa.

A dinamica entre as espécies e o papel que estas desempenham nas redes troficas
é essencial (Bellard et al., 2012). Nas interag¢Ges bioticas atuam dois processos distintos,
o de nicho (isto é, respostas deterministicas a um estimulo ambiental) e o neutro (isto &,
alteracdo a nivel demografico resultante de processos estocasticos). O primeiro
determina a probabilidade de duas espécies interagirem com base em caracteristicas
funcionais (a ocupacdo de habitat, o tamanho corporal, a fenologia e a coocorréncia),
relagdes filogenéticas e distribuicdo geografica. Por sua vez, no processo neutro a
probabilidade de duas espécies interagirem é proporcional ao produto das suas
abundancias relativas (Pomeranz et al., 2018). Desvendar a contribuicdo relativa destes
dois processos é determinante para se estudar e prever o modo como as alteragdes em

interacGes-chave podem afetar as redes troficas.

Numa comunidade, as redes troéficas sdo representadas pelo conjunto de cadeias
troficas que interagem entre si (Pomeranz et al., 2018), formando mddulos de interagdes
(p. ex. predacao) (Chase, 2003) com organismos que se ligam direta e indiretamente

(Jackson et al., 2017). Como tal, é essencial compreender a estrutura e a fungao destas
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redes para averiguar de que modo as comunidades sdo alteradas através dos gradientes
ambientais (Pomeranz et al., 2018). Existem ainda poucos estudos que abordam esta
questdo de como as cadeias troficas respondem a alteracGes ambientais, dada a
dificuldade que existe na quantificagcdo das interacGes entre espécies (Pellissier et al.,
2018). Portanto, existe um interesse crescente no desenvolvimento de métodos robustos
que permitam inferir determinadas interacGes entre as espécies (p. ex. ao nivel de dieta),
0 que passa por relacionar as respetivas caracteristicas funcionais (Morales-Castilla et al.,
2015). Estudos futuros deverdao englobar diferentes metodologias apropriadas e
descodificar as ligacOes existentes entre si, com base nas caracteristicas funcionais e

dados da estrutura da comunidade disponiveis (Pellissier et al., 2018).

As interagGes predador-presa (interagbes troficas entre um consumidor e o
respetivo recurso (Archer et al., 2019; Pritchard et al., 2017)) exibem a resposta funcional
de um predador carnivoro, ao alimentar-se doutro organismo (presa), havendo
transferéncia de energia deste Ultimo para o primeiro quando ocorre mortalidade
(Lampert & Sommer, 2007). Nos sistemas aquaticos, estas interacées podem ser entre
predadores macroinvertebrados e presas zooplanctoénicas (p. ex. predadores da ordem
Coleoptera e presas da ordem Cladocera), sendo o caso do presente estudo, ou entre
macroinvertebrados (p. ex. os mesmos predadores com presas da ordem Diptera)
(Pomeranz et al., 2018). E de salientar a importancia da conservacio de predadores de
topo (p. ex. larvas da ordem Odonata), uma vez que detém um papel essencial na

manutencdo destes sistemas, na auséncia de peixes.

O estudo de quantificacdo das interagdes predador-presa é feito através da
determinacao das curvas de resposta funcional. Estas curvas representam a intensidade
e o modo como os predadores consomem as presas (Figura 1). Nesta figura, estdao
representadas as possiveis respostas funcionais dos predadores ao nivel de presas
consumidas (ataques bem-sucedidos) em funcao da sua densidade/abundancia
(Solomon, 1949; Englund et al., 2011), através das curvas (I, Il e Ill) descritas por Holling.
Em concreto, estas curvas descrevem a taxa de consumo per capita de presas pelo
predador, a qual é afetada pela disponibilidade, procura, captura (a) e manipulagao (h)
dos recursos por parte do consumidor ou predador (Holling, 1959). Nas respostas

funcionais de tipo | (curva linear) e lll (curva sigmoidal), a taxa de consumo de presas ndao
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aumenta com a sua densidade e ndo é verificada uma saturacdo gradual, ao invés da
resposta de tipo Il (curva hiperbdlica) (Holling, 1959; Denny, 2014). Nesta dltima, o
predador fica saciado ao longo do tempo (7) e é frequentemente verificada em
invertebrados (Holling, 1965; Holling, 1966). A resposta funcional, ndo s6 pode variar de
local para local, se os ambientes forem distintos, como também pode variar consoante
o predador, resultado da combinacdo de diversos efeitos diretos e indiretos, a nivel

individual e populacional (Ewald et al., 2013).

Taxa de consumo de presas

Densidade de presas

Figura 1 - Grafico de resposta funcional (curvas de tipo |, I e Ill) segundo Holling

De acordo com Sentis et al. (2017), as intera¢Oes predador-presa em ambientes
aquaticos sdo influenciadas pelo aumento da temperatura, isto é, aumenta a taxa de
consumo de presas por parte dos predadores a curto prazo, num sistema de predador
simples (experiéncia com apenas um predador). Os predadores tendem a ficar mais
ativos e tornam-se mais eficientes na procura e manipulagao de presas, alimentando-se
mais. Os autores obtiveram uma resposta funcional de tipo Il para os predadores (duas
espécies da ordem Odonata no estado larvar) sob diferentes temperaturas durante 6 h,
tendo consumido presas zooplancténicas (Daphnia magna, Cladocera: Daphniidae).
Segundo Vesely et al. (2017), estudos prévios tém mostrado que a taxa de predagao
aumenta, frequentemente, com a temperatura, o que também acontece com altas

densidades de presas, ocorrendo saturacdo da resposta funcional tipo Il quando é
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atingida a taxa de consumo maxima. O aquecimento da agua vai acelerar os processos
fisiologicos (metabolismo e digestdo) do predador, influenciando positivamente a sua
eficiéncia na captura das presas, dada a sua necessidade energética. Estudos similares
utilizando larvas da ordem Coleoptera como predadores demonstraram que o
aquecimento também pode ter um efeito indireto no aumento das taxas de consumo,
através de um efeito positivo na taxa de crescimento de presas, o que garantiu maiores
taxas de predacgao (Boggs, 2016). Por fim, outro estudo relevante (Ingram & Burns, 2018),
com um predador da familia Notonectidae e presas zooplanctdnicas, mostra que, do
aumento da temperatura, resulta uma maior atividade por parte dos predadores,
consumindo mais zooplancton, diminuindo a abundancia relativa de determinados
organismos (p. ex. Daphnia sp.). De acordo com o estudo, foram também realizadas

analises de isotopos estaveis para perceber se o predador era zooplanctivoro.

Deste modo, os estudos recentes sobre esta tematica parecem coincidir na
existéncia de um efeito da temperatura nas interacdes, nomeadamente através do

aumento de atividade e/ou consumo de presas.

Para se estudar o efeito da variagao da temperatura nas interacdes predador-presa
foram efetuados ensaios de predacdo (interagao tréfica). Alguns estudos (p. ex. Sentis et
al.,2012 e Sentis et al.,2017) tém mostrado que o aquecimento acentua estas interagoes,
provocando o desequilibrio e a instabilidade de cadeias tréficas com perda de ligagdes a
longo prazo, causando efeitos em cascata na populagao e na comunidade. Neste sentido,
é urgente compreender de que modo e em que medida a dinamica é afetada, porque as
interacdes bidticas dependem do clima e sdo uma das principais forcas estabilizadoras
da estrutura das comunidades ecoldgicas (Gilman et al., 2010, Englund et al., 2011).
Assim, a temperatura podera favorecer ou prejudicar os organismos envolventes (p. ex.
o aquecimento pode estabilizar a dindmica predador-presa, mas pode levar a diminuicdo
da diversidade de pares de interacao, segundo Weinbach et al., 2017). Se o aquecimento
afetar diretamente os predadores de topo, os impactos das alteragdes climaticas na
multifuncionalidade dos ecossistemas serdao agravados (Antiqueira et al., 2017). No
presente estudo, os ensaios de predacdo foram realizados em sistemas aquaticos

artificiais, conferindo a percegdo fundamental a manutencdo da integridade ecologica
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dos sistemas naturais, preservando redes ecoldgicas complexas (Beauchamp et al., 2006;

Kalinkat et al., 2013).

Nos mesocosmos em estudo coexistem diferentes grupos de organismos
aquaticos, incluindo macroinvertebrados e zooplancton, que podem constituir-se como
predadores e respetivas presas. Assim, sdo distintas as possiveis interacdes (pares de
interagcdo) que se manifestam em cada local. Com base em dados anteriores, ocorrem
principalmente quatro potenciais predadores que podem ou nao estar presentes em
simultaneo. A figura 2 é meramente ilustrativa, ndo estando a escala real, mostrando os
predadores dispostos conforme a sua distribuicdo na coluna de agua. Estes pertencem
as seguintes familias: 1 - Gerridae (alfaiates, ordem Hemiptera), 2 - Notonectidae
(barqueiros, ordem Hemiptera), 3 - Libellulidae larva (libélulas, ordem Odonata) e 4 -
Dytiscidae adulto (escaravelhos aquaticos, ordem Coleoptera). Relativamente a sua
distribuicdo na coluna de agua, os alfaiates encontram-se a superficie, as libélulas séo
bentdnicas e os restantes encontram-se na coluna de agua (Kriska, 2013), tendo distintas
estratégias de captura (p. ex. as espécies de Odonata detém a estratégia sit-and-wait
(Sentis et al., 2017)). Alguns destes predadores podem ser mais especialistas em
zooplancton, o que torna a interacdo mais eficaz, contrariamente a outros que sejam
mais generalistas. Para cada local é, entdo, escolhido um par de interacdo, segundo

critérios descritos na metodologia.

Figura 2 - Representacdo dos potenciais predadores presentes nas areas de estudo, distribuidos na coluna
de dgua de um mesocosmo

No presente estudo, as interagdes predador-presa foram estimadas através da

combinacdo de duas abordagens distintas. Uma das abordagens engloba analise de
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dados, de bibliografia e de dados preliminares qualitativamente analisados, enquanto a
outra abordagem, de cariz experimental, quantifica asinteracdes in situ. A primeira retine
dados de abundancia, tamanho corporal, biomassa e caracteristicas funcionais dos
individuos, com base na triagem, identificagcdo, medicao e pesquisa bibliografica prévias
de macroinvertebrados e zooplancton, respetivamente. Em contrapartida, a segunda
abordagem fornece informacao relativa a densidade e presenca/auséncia de individuos.
No final, toda a informacgdo obtida pode ser compilada, gerando redes de intera¢des para
0s mesocosmos, conseguidas através da juncdo destas vias experimental e

computacional.

Os predadores do estudo sao insetos e num sentido mais amplo e funcional sao
macroinvertebrados que representam um grupo de elevada importancia que reage
rapidamente a perturbagdes. Alguns dos quais podem ser bioindicadores dos ambientes
em que ocorrem, mostrando a qualidade dos mesmos. Para além disso, trata-se de um
grupo bastante diversificado, principalmente ao nivel das fun¢des ecoldgicas que os
constituintes exercem, desempenhando, ndo sé o papel de predador (engolidor ou
perfurador), mas ainda outros papéis cruciais (raspador, fragmentador, triturador, entre
outros) nas cadeias troficas, consoante a sua adaptagdo morfoldgica e distribuicdo na

coluna de agua (Durance & Ormerod, 2007).

Quanto ao zooplancton, este grupo é composto por organismos com ciclo de vida
curto (Weinbach et al., 2017). Alguns dos organismos mais abundantes sdo crustaceos de
reduzidas dimensoes (p. ex. Daphnia sp.), que se alimentam de fitoplancton. Deste modo,
transferem a energia primaria fornecida pelos produtores a niveis tréficos mais elevados,
através da predacado (Langer et al., 2019). Segundo Langer et al. (2019), os organismos
tendem a adaptar comportamentos anti-predatérios na presenca de predadores, ao
nivel da locomogdo e dispersdo dos organismos. A locomog¢ado ao longo da coluna de
agua ¢é realizada verticalmente, na qual os organismos se encontram concentrados, o
que pode confundir os predadores. Por sua vez, a nivel morfégico, detém saliéncias
resistentes (p. ex. espinhas) que dificultam a sua captura e manipulagdo. Este tipo de
presas responde rapidamente as alteragdes ambientais (Langer et al., 2019), logo o

aumento da temperatura, ainda que por tempo reduzido, podera ter efeitos criticos para
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o zooplancton (Graham & Vinebrooke, 2009), afetando os seguintes niveis de

consumidores.

Este estudo teve como objetivo geral, perceber se o aumento da temperatura
induzido, 5 °C face a temperatura ambiente, modifica as interacGes predador-presa entre
locais. Esta variacdo simula o aumento de +1 °C relativamente a temperatura ambiente
prevista para 2100, segundo o IPCC (Collins et al., 2013). Por sua vez, o estudo teve como
objetivos particulares, compreender se as taxas de consumo das presas sao afetadas
pela densidade das mesmas e, ainda, se os predadores sao generalistas ou especialistas
em termos de utilizacdo dos recursos disponiveis, com base em determinadas

caracteristicas morfoldgicas e comportamentais.

As hipdteses deste estudo sdo as seguintes: (H1) o aumento da temperatura
potencia as interagdes entre predadores e respetivas presas em cada local; (H2) a taxa
de consumo de presas é maior em arenas experimentais com densidades elevadas de
presas; (H3) a taxa de consumo é superior com predadores especialistas que apresentam
determinadas caracteristicas funcionais, morfoldgicas e comportamentais que facilitam

ainteracao.

Estas hipoteses surgem de dados preliminares com macroinvertebrados,
provenientes de amostragens anteriores, que indicam variacdes de local para local
nestas interacGes. Sendo assim, é pertinente comparar a taxa de predacdo sob
temperatura baixa (ambiente) e sob temperatura alta (induzida), semelhante ao que se
verifica nos mesocosmos aquecidos e ndo aquecidos de cada local (oito de cada). As
principais varidveis em estudo sdo a densidade e o tamanho corporal, sendo que a
densidade compreende o nimero de presas por litro, denotando a resposta funcional
per capita de cada espécie de predador envolvida. Quanto ao tamanho corporal, este
também é relevante, na medida em que tende a diminuir com o aumento da temperatura
(fator). As cadeias tréficas sdo diferentes entre locais, logo as respostas funcionais
também o sdo, dado que os pares de interacdo sdo diferentes. Simultaneamente, as
ligagGes trdficas também sdo distintas em cada local, de mesocosmo para mesocosmo.
E esperada uma resposta funcional de tipo Il para a maioria dos predadores, contudo

prevé-se que locais com clima semelhante apresentem o mesmo tipo de resposta. Em
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termos de tamanho corporal e biomassa, é esperada uma diminui¢do nestes parametros

em locais com temperatura ambiente superior.

2. Metodologia

O estudo integra-se no projeto Iberian Ponds da Catedra “Rui Nabeiro” -
Biodiversidade da Universidade de Evora, a decorrer desde 2013. Este projeto, com
intuito de testar os efeitos das alteracGes climaticas sobre a estrutura das redes
ecoldgicas, tem uma abordagem experimental com um total de 192 mesocosmos
distribuidos por seis locais da Peninsula Ibérica (Figura 3). Esta instalacdo possibilita
condigdes controladas ao nivel da temperatura, sendo esta mediada por sensores e um
sistema de aquecimento. Desta forma, ha representacdo da variedade de regiGes
bioclimaticas da Peninsula Ibérica (gradiente térmico), o que permite a comparagao de
potenciais efeitos do aquecimento sobre a integridade estrutural e funcional das cadeias

troficas existentes.

Porto

Madnd

Evora

\ Murcia

\ g

Toledo

Figura 3 - Distribuicdo dos mesocosmos nos diferentes locais da Peninsula Ibérica, de acordo com o
gradiente térmico
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Os mesocosmos consistem em charcos artificiais de agua doce com forma circular
(medidas: 0.70 m de profundidade e 1.85 m de didmetro), com capacidade maxima de
1000 L e instalados a 3-5 m de distancia entre si. Estes foram instalados em cada local em
2014, adicionando substrato e agua recolhidos de proveniéncia local, onde
permaneceram sem manipulacdo durante um més. Este periodo permitiu o
estabelecimento de produtores primarios (bactérias e microalgas). Depois deste periodo
inicial procedeu-se a uma inoculagdo com sedimentos, agua e outros organismos de
charcos naturais e artificiais proximos de cada instalagdo. Esta inoculagdo permitiu o
aumento do fundo genético de popula¢des ao nivel de produtores, pequenos e grandes
consumidores (zooplancton e macroinvertebrados), bem como de macrofitos, entre

outros organismos.

As areas de estudo, representadas na Figura 3, cada uma com 32 mesocosmos,
compreendem trés tipos de ambiente, os quais: Murcia e Toledo com clima semi-arido,
Evora e Porto com temperado (com influéncia mediterranica e atlantica,
respetivamente) e Jaca e Pefialara com alpino. Os mesocosmos sdao vantajosos, pois
permitem processos de colonizagao que se assemelham aos processos naturais in situ,
com papel preponderante na caracterizagdo e comparacao das cadeias tréficas das
areas experimentais, dada a sua distribuicdo e elevada replicagdo. Tudo isto, providencia
oportunidades para testar os efeitos das alteracGes climaticas (experiéncias com
aquecimento e seca) na estrutura e funcionamento de ambientes aquaticos, com

monitorizacdo a cada primavera, através de procedimentos-padrao.

Ainformacao relativa as sec¢Ges anteriores (Instalacdo experimental Iberian Ponds
e Areas de estudo) foi consultada nas seguintes ligacdes (01/03/18): www.aquacosm.eu;

www.iberianponds.uevora.pt; www.maraujolab.com; www.iifa.uevora.pt.

A componente laboratorial foi desenvolvida no laboratério estruturado pelo
projeto (Casa Cordovil, Universidade de Evora). Nesta componente foi efetuada a
triagem de macroinvertebrados, que antecede a identificagao dos mesmos. Para estes

procedimentos utilizaram-se as amostras provenientes da amostragem de 2018. Durante
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o primeiro procedimento, as amostras foram limpas e analisadas ao microscépio numa
caixa de Petri, da qual foram recolhidos todos os macroinvertebrados, excetuando casos
com um elevado nimero de organismos (p. ex. Chironomini) em que se procedeu a uma
subamostragem com separadores de madeira de 8 x 8 (subamostras). Aquando da
recolha dos organismos, quer se trate de uma triagem total ou subamostragem, estes
foram colocados em etanol em frascos de 10 ml etiquetados (local, nimero do
mesocosmo e ano, tendo sido apontado o nimero de quadrados triados para o segundo

caso).

Na fase procedente a triagem, os macroinvertebrados foram identificados a
categoria taxonémica mais precisa. Esta identificacdo foi efetuada segundo Tachet et al.
(2010) para todas as ordens amostradas, possibilitando identificar até ao género e, mais
especificamente, em Askew (2004), Nilsson (2005), Cham (2014) e Dijkstra (2018) para as
espécies da ordem Odonata e em Millan et al. (2014) para as de Coleoptera.
Simultaneamente, foram averiguadas as espécies presentes na Peninsula Ibérica de

acordo com a base de dados Iberfauna (http://iberfauna.mncn.csic.es).

A medicao de macroinvertebrados foi efetuada com recurso ao software ImageJ
(versdes 1.52a e 1.50e, https://imagej.nih.gov/ij), com base em fotografias previamente
obtidas das amostras respetivas as amostragens de 2016 a 2018. Estas fotografias foram
efetuadas com um microscopio estereoscépico (Olympus SzX7, incluindo uma objetiva
Olympus PL 0.5X*) conectado a um computador com um adaptador (Olympus XC30),
recorrendo ao software cellSens Entry da Olympus (versao 1.17) (Figura 4). Durante esta
fase foram também realizados procedimentos como a pesquisa bibliografica e a analise
de dados, segundo a base de dados Freshwater Ecology (www.freshwaterecology.info),
para obter caracteristicas funcionais das espécies. Os valores do comprimento, a
identificacdo das espécies por abundancia e as respetivas caracteristicas funcionais

foram organizadas num ficheiro Excel, para posterior analise estatistica no programa R.

Para se obter a biomassa de todos os organismos amostrados e inferir as interagdes
das experiéncias, procedendo a andlise estatistica, foi necessario calcular a biomassa

individual com base na féormula de tamanho-biomassa (W = alL?, onde W corresponde a

19



biomassa (mg), L é o comprimento (mm) e a e b sdo parametros ajustados que
determinam a relacdo alométrica entre as referidas varidveis (Sabo et al., 2002)). Os
parametros a e b foram visualizados no estudo de Benke et al. (1999) para os predadores
das experiéncias e macroinvertebrados no geral, a excecdo de alguns géneros da classe
Gastropoda que foram vistos em Towers et al. (1994). Para as espécies de presas, 0s
parametros foram analisados previamente em Dumont et al. (1975), tendo sido
calculada, posteriormente, a biomassa média consumida por cada local. A determinagao
dos tamanhos corporais de todas as espécies e géneros derivados das amostragens
locais permitiu a obtencgao de espectros de tamanho (distribuicao dos comprimentos),
segundo Yvon-Durocher et al. (2011), utilizadas na identificacao de potenciais interagdes

predador-presa.

Figura 4 - Microscdpio estereoscopico utilizado para fotografar e identificar macroinvertebrados

Na fase de medi¢ao de macroinvertebrados amostrados foram medidos todos os
potenciais predadores, tendo em conta a sua abundancia média em cada local, a partir
da qual foi realizada uma pré-selecdo. E importante salientar que de ano para ano o
fundo genético variou bastante, o que podia ocorrer novamente nos diferentes locais.
Para as presas, foi implementado o mesmo procedimento, tendo sido pré-selecionadas
as potenciais presas com base nos dados de zooplancton de amostragens anteriores,
sendo que para este grupo se mantiveram as mesmas espécies, facilitando a sele¢ao por
local. Esta pré-selecao encontra-se na Figura 5, ilustrando as possiveis interagdes com os
potenciais pares com base nos tamanhos de anos anteriores (os predadores sao maiores
e menos abundantes e vice-versa para as respetivas presas, o que nao se verificou para

Toledo). Na figura estao apenas ilustrados os potenciais pares que efetivamente foram
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utilizados em todas as experiéncias, embora tenham sido determinados mais que nao
estdao representados por uma questdao de simplicidade. As designacbes para os
predadores e presas encontram-se abreviadas e estao de acordo com a identificacao
final realizada apds os ensaios de predacdo (ver na Tabela 2 da sec¢do “Ensaios de

predacao”).
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Figura 5 - Potenciais predadores (circulos) e presas (tridngulos) utilizados nas experiéncias, representados
de forma abreviada, segundo a respetiva biomassa individual e abundancia por mesocosmo. As cores
estdo de acordo com o gradiente térmico dos seis locais: Mdrcia (vermelho escuro), Toledo (vermelho),
Evora (amarelo), Porto (azul claro), Jaca (azul ciano) e Pefialara (azul escuro)

Realizou-se um estudo-piloto em que os objetivos foram os seguintes: (1) auxiliar o
planeamento e delineamento das experiéncias de predagdo em campo (ao nivel da
duracdo dos ensaios, densidades de predadores e presas, nimero de replicados por
densidade, viabilidade de contagens visuais, entre outros fatores); (2) confirmar a
ocorréncia de interacdes entre predadores (larvas da ordem Odonata) e presas
zooplanctonicas ja observadas em periodos de amostragem anteriores; (3) examinar se

esta interacdo também ocorre com diferentes predadores (ordens Hemiptera e
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Coleoptera); (4) perceber qual a taxa maxima de predagdo por predador consoante as

diferentes densidades.

0 estudo-piloto consistiu em quatro ensaios experimentais durante janeiro e abril
de 2019, durante os quais foram recolhidos predadores e presas abundantes presentes
num antigo chafariz da zona exterior da Casa Cordovil. Cerca de oito predadores
(Crocothemis erythraea, Odonata: Libellulidae) por experiéncia foram recolhidos com
uma rede de aquario (500 um), tendo sido mantidos durante algumas horas (entre 24-48
h) sem alimento em frascos de vidro. A temperatura do laboratério foi regulada com ar
condicionado (programado para 0s 20 °C ao longo do dia com interrupgao ao final deste).
A experiéncia iniciou-se com a colocacao das presas (Daphnia pulicaria, Cladocera:
Daphniidae) previamente recolhidas com a mesma rede, segundo as densidades 10, 20,
40 e 80, em caixas de Petri com o respetivo predador, com duracao de 24 h, exceto no
altimo ensaio (Anexo | Figura 1). Os controlos (dois replicados com dez presas cada -
Anexo | Figura 2) foram mantidos sem predador durante o mesmo periodo, permitindo
averiguar a mortalidade natural das presas. Simultaneamente, foram efetuadas
fotografias e videos com uma GoPro (Hero3 - Black Edition) e uma maquina digital (Nikon
D7100 com objetiva Nikon) colocadas num suporte preparado para o efeito (Anexo |
Figura 3), de forma a documentar o movimento e as interagdes entre predadores e presas
com o software Ethovision. Este procedimento também auxiliou na contabilizagdo das
presas (principalmente nas densidades mais elevadas), numa fase posterior a
experiéncia. Porém, dada a consideravel distdncia da camara que impossibilitava
visualizar as presas (no caso da GoPro), o facto de serem predadores com reduzida
mobilidade e a limitacdo de tempo levou a que o procedimento de obtencdo de

fotografias e videos nao fosse realizado em campo.

Com os resultados obtidos dos primeiros trés ensaios, foi possivel perceber que a
taxa de predacdo maxima foi verificada entre as 4-6 horas, sendo definida uma duracdo
de 6 h para o quarto ensaio em laboratdrio e para os procedimentos em campo. O
numero de presas consumidas pelos predadores em funcdo da densidade inicial de
presas do ultimo ensaio (dois replicados para todas as densidades, exceto para as 80
presas com quatro replicados) encontra-se na Figura 6. Os desenhos experimentais dos

quatro ensaios que constituiram o estudo-piloto encontram-se em anexo (Anexo | -
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Figuras 4 a 7), onde estdao também mencionadas as horas que decorreram desde o inicio
das experiéncias, bem como os periodos em que se fotografaram e contabilizaram as
presas. Os resultados do Ultimo ensaio mostram uma resposta funcional de tipo Il (Figura
6), tendo existido uma forte interacao entre predadores e presas com p < 0.001 (taxa de
consumo elevada, ts= 9.10, r» = 0.90; Anexo | Tabela 1). Por ultimo, com base na
informacao recolhida, foram planeadas e delineadas as experiéncias de predacao para o
primeiro periodo de amostragem. Havia a necessidade de existir a comparagao entre
duas temperaturas envolvidas para simular uma alteracdo climatica, com maior nimero

de replicados e, por sua vez, com mais densidades (superiores e inferiores as do estudo-

piloto).
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Figura 6 - NUmero de presas consumidas em funcdo das densidades 10, 20, 40 e 80 do 4° ensaio do estudo-
piloto

Os dois tipos de tratamento foram os seguintes: Aquecimento - composto por
temperatura de controlo (temperatura ambiente) e uma temperatura de mais 5°C face a
ambiente (induzida), a qual representa o inicio de uma onda de calor; Densidade de
presas - retine cinco niveis de densidade de presas (8, 16, 32, 64 e 128) com presenca de
um predador (espécie mais representativa por local com 6-8 replicados por cada

densidade de presas).
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Os ensaios de predacdo foram realizados ao longo do periodo de amostragem e
monitorizacado in situ, no qual também houve uma participacdo ativa nos procedimentos
de campo na primavera de 2019 (para mais detalhes consultar o Anexo Il). No primeiro
dia de amostragem em cada area de estudo foram analisadas as temperaturas médias
do més anterior, de forma a obter uma temperatura ambiente que representasse o inicio
da primavera de cada um dos locais, evitando qualquer variabilidade que influenciasse
os ensaios. Para tal, foram extraidos os dados dos cinco sensores/registadores de
temperatura (TidbitV2 HOBO, Onset) presentes em cinco mesocosmos representativos
de cada local, 0 que ndo aconteceu em Pefialara (apenas trés sensores). De uma média
global foi obtida a temperatura ambiente de cada local (temperatura de controlo) e com
um acréscimo de 5 °C a mesma foi estabelecida a temperatura induzida (aquecimento)

(Tabela 1).

Tabela 1 - Temperatura média do més anterior a amostragem e respetiva temperatura induzida de cada

area de estudo

Temperatura Temperatura
ambiente média/ induzida/
Controlo (°C) Aquecimento (+5 °C)
Local Data

Mdrcia 08/03 a 08/04 16.0 21.0
Toledo 13/03 a 13/04 12.5 17.5
Evora 23/03 a 23/04 14.0 19.0
Porto 29/03 a 29/04 14.0 19.0
Jaca 04/05 a 04/06 12.6 17.6
Penalara 10/05 a 10/06 14.5 19.5

Devido a alguns constrangimentos do desenho experimental e da amostragem no
campo, todos os ensaios de predacdo foram realizados em laboratérios locais. Para
simular o inicio de uma onda de calor num sistema aquatico foi preparado um sistema

de aquecimento com bombas de aquario (Eheim, de débito 300 L/h), um aquecedor
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submersivel (Eheim) e um refrigerador (Hailea, modelo HC300) para aumentar e diminuir
a temperatura, respetivamente. Foram também utilizados dois termostatos digitais
(Proster, STC-1000, de precisao + 0.1 °C), um para o controlo e outro para o aquecimento,
com sensores de temperatura instalados nos tabuleiros de predacao (caixa PVC 70 x 41 x
15, de aprox. 34 L). Nestes termostatos foram introduzidas manualmente as
temperaturas determinadas, permitindo verificar alteracdes de temperatura ocorrentes
durante a experiéncia. Os trés tabuleiros de predacao (dois para temperatura ambiente
e um para a temperatura induzida) foram preenchidos com agua, nos quais se
introduziram as arenas experimentais (recipientes circulares de plastico com 8 cm de
diametro e 17 cm de altura, de capacidade 260 ml). Estas foram separadas entre si para
impedir o contacto visual entre predadores. Por sua vez, as arenas e 0s separadores
foram sustentados por placas brancas de PVC com aberturas em cada tabuleiro, o que
permitiu a passagem de agua quente e auxiliou o procedimento de registo fotografico.
As bombas de aquario foram submersas em duas caixas de 40 L (duas bombas por caixa),
onde permaneceram ligadas aos termostatos. Cada mangueira (13 mm de diametro) foi
conectada a respetiva bomba, fazendo circular a dgua da caixa a qual pertencia. A agua
fria foi obtida da caixa conectada ao refrigerador (com outra bomba) e a dgua quente foi
derivada da caixa com o aquecedor parcialmente submerso. Deste modo, o sistema
funcionou corretamente, mediante a dupla mangueira e adaptadores, resfriando e/ou
aquecendo os tabuleiros (Figura 7). Tal como se pode denotar na figura, as caixas e os
tabuleiros de predagdo foram colocados, sempre que necessario, numa superficie alta
ao mesmo nivel, de modo a possibilitar a eficiente circulacdo da agua por intermédio das

mangueiras.

No segundo dia de amostragem foram recolhidos os predadores, tendo sido
ajustados face as expetativas iniciais (pré-selecdo), consoante a ocorréncia e abundancia
de macroinvertebrados em cada local. Durante a fase de selecao e captura,
identificaram-se os predadores com base na observacdo e comparagao dos individuos,
com o intuito de minimizar a introducao de variabilidade na experiéncia associada a
eventuais erros de identificacdo. A recolha foi efetuada em mesocosmos nao aquecidos
com uma rede de aquario de malha 250 um, tendo sido isolados cada um dos predadores
em frascos de 50 ml com agua filtrada (filtro de 50 um) do local de origem. Por fim, os

frascos foram mantidos abertos, tendo apenas uma rede e um elastico no topo, de forma
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a serem possibilitadas transferéncias de agua e oxigénio entre o interior do frasco e o
exterior. Esta separacdo também possibilitou evitar eventos de canibalismo entre
predadores (predacdo intraespecifica) durante o periodo de aclimatacdo. Entre
individuos da ordem Odonata é comum o canibalismo na auséncia de presas, havendo
espécies mais vulneraveis a estes eventos (Johansson, 1993). Isto, pode restringir a
densidade populacional no sistema aquatico (May, 2019). O mesmo também acontece
entre larvas de Coleoptera, onde individuos maiores consomem os de menores

dimensoes (Culler et al., 2014).

Figura 7 - Sistema de aquecimento utilizado para a experiéncia de predagado (a) e termostatos utilizados
para registo da temperatura ambiente (b) e induzida (c) - fotografias da experiéncia em Evora

Os frascos com predadores foram emergidos horizontalmente numa mistura de
agua dos mesocosmos com agua canalizada (quando a condutividade era aproximada),
onde estes permaneciam sem alimento, num tabuleiro com uma bomba de ar (Modelo
Marina 50 com duas pedras de difusao) por aproximadamente 42 h (Figura 8). Este
procedimento ocorreu em todos os locais, exceto em Toledo, em que os predadores nao
foram separados em frascos. Estes foram colocados diretamente na mistura, por se

tratarem de organismos que se movimentavam ao longo da coluna de agua,
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contrariamente aos restantes predadores que permaneciam relativamente imoveis. Por
sua vez, em Pefialara, foi necessario colocar um nivel inferior de agua, de modo a que os
frascos tivessem alguma superficie exposta ao ar, por razGes de respiracao do predador
utilizado, como se pode visualizar na figura. Assim, foram minimizadas as diferencas de
temperatura entre predadores, estando todos sob as mesmas condig¢Ges no inicio da

experiéncia, no quarto dia, em cada um dos locais.

Figura 8 - Predadores isolados durante 42 h com mistura oxigenada de agua filtrada e canalizada -
fotografia da experiéncia em Pefialara

Na manha do quarto dia de amostragem foram selecionadas as espécies de presas
com maior abundénciaem cada local, de acordo com a pré-selegdo. Apesar de ocorrerem
muitos macroinvertebrados que se constituem como presas nestes sistemas artificiais,
sendo a abordagem da maioria dos estudos (p. ex. Weterings et al., 2015), a selec¢ao foi
baseada em zooplancton. As razbes desta escolha foram associadas a elevada
abundancia deste grupo, permitindo perfazer os diferentes tipos de densidades, sendo
atualmente o foco de determinados estudos (p. ex. Sentis et al., 2015; Ingram & Burns,
2018). As presas selecionadas foram, entao, recolhidas de um mesocosmo nao aquecido,
de forma semelhante a recolha de predadores, sendo colocadas num frasco de 1 L com
agua filtrada do seu local de origem. Seguidamente, o contelido deste frasco foi disposto
num tabuleiro, o que facilitou a contagem (com contador de metal) e transferéncia (com
pipeta) das diferentes densidades de presas para as arenas experimentais etiquetadas.
Sempre que possivel, houve algum cuidado na recolha de presas com tamanho similar,
sendo dada preferéncia as de maiores dimensdes. As arenas continham também uma

mistura de agua filtrada do local de origem dos organismos (anteriormente recolhida
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noutro frasco de 1 L) com agua canalizada, até aproximadamente 100 ml (com
marcagao). As arenas com as respetivas densidades (8, 16, 32, 64 e 128, sendo apenas 8 e
128 da temperatura ambiente e as densidades restantes comuns aos dois tratamentos)
foram, por ultimo, introduzidas nos tabuleiros de predacdo segundo o desenho

experimental (Figura 9).

Temperatura ambiente média Temperatura induzida
Controlo (°C) Aquecimento (+5 °C)
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
64 64 64 64 64 64 e4 64 64 64 64 64
8 8 8 8 8 8 Ambiente
128 128 128 128 128 128 Induzida
Io ’ ° ° ° e . o
8 16 32 32 64 128 separadores

Figura 9 - Esquema representativo do desenho experimental com dois tabuleiros para predacao sob
temperatura ambiente média e um tabuleiro para a temperatura induzida. Os niUmeros representam as
diferentes densidades nas arenas experimentais separadas entre si e distinguidas com a coloracgao preta
para os controlos e azul e laranja para eventos de predacao, sob temperatura ambiente e induzida,
respetivamente

Previamente a colocacdo gradual dos frascos com predadores nas arenas,
confirmou-se que estes estavam vivos. Os frascos de predadores foram, entdo,
introduzidos nas arenas, exceto nas arenas de controlo e em Toledo, até ao inicio da
experiéncia (1 h como periodo de aclimatacdo). Em Toledo, os predadores que se
encontravam dispersos no tabuleiro foram inseridos um a um nos frascos de predadores
antes da colocagdo nas arenas. Estes frascos apresentavam um numero e este foi
registado na folha de campo, permitindo a devolugdo de cada individuo ao mesocosmo

original no final da experiéncia.
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A experiéncia de predacdo iniciou-se com a introducdo gradual do conteldo do
frasco de predadores nas arenas experimentais (aprox. 30 s para densidades inferiores e
1 min para densidades elevadas, compensando a contagem final das presas, visto que
densidades maiores requereram mais tempo). Assim, cada arena continha um predador
com a respetiva densidade de presas ao longo da experiéncia, com duracao de 6 h (de
acordo com o Ultimo ensaio do estudo-piloto como referéncia ao presente estudo). No
final da experiéncia, as arenas foram retiradas uma a uma, para a contagem de presas
(vivas e mortas), sendo registados estes valores. Na contagem das presas consideradas
mortas seguiu-se um critério de imobilidade e perda de coloracdo corporal. A contagem
das presas foi efetuada no final e ndao no decorrer da experiéncia (contrariamente ao
estudo-piloto) para todos os locais com exce¢do de Mdrcia. Em Murcia foi possivel
perceber que, apesar das contagens serem realizadas por dois observadores para
minimizar o erro, tornou-se muito dificil medir com precisdo as densidades elevadas.
Deste modo, foram eliminadas as contagens intermédias nos restantes locais, tendo em

conta que o estudo-piloto mostrou a mesma tendéncia nas diferentes horas.

Apds os ensaios de predacdo, todos os organismos vivos foram devolvidos aos
respetivos mesocosmos. O procedimento de contagem foi realizado em todas as areas
de estudo, exceto em Toledo, dadas as reduzidas dimensdes das presas (dificeis de
visualizar a olho nu). Estas foram preservadas em lugol em tubos Falcon de 50 ml para
posterior contagem em laboratério. No inicio e final das experiéncias de predacdo foram
ainda realizados outros procedimentos, tais como: medicGes de temperatura e oxigénio
com leitor multiparamétrico HQ40D (Hach) (em trés arenas experimentais por tabuleiro,
de forma aleatodria e distribuida), analisando se o sistema de aquecimento funcionava
corretamente; obtencao de fotografias de todas as arenas, tabuleiros e monitores para
registo. As arenas experimentais foram novamente fotografadas, uma a uma, a medida
que se efetuou a contagem de presas. Nesta fase foi colocada uma folha de papel
milimétrico impermeabilizada sob cada arena, o que conferiu uma escala a cada

fotografia, auxiliando a medigao dos predadores com o ImageJ (Figura 10).
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Figura 10 - Exemplar do predador sobre papel milimétrico (escala) de cada um dos locais (Mdrcia - S.
fonscolombii (a), Toledo - Notonecta sp. (b), Evora - C. erythraea (c), Porto - L. quadrimaculata (d), Jaca - L.
barbarus (e) e Pefialara - Agabus sp. (f))

Terminado o periodo de amostragem, os predadores considerados mortos em
cada uma das experiéncias (dois exemplares por local, a excecdo de Evora que foram trés
e Jaca em que ndo morreu nenhum individuo), por razées desconhecidas, foram
identificados em laboratério (em Jaca foram identificadas exudvias de individuos que
mudaram durante a experiéncia). Foi utilizado um critério de imobilidade e a
identificacdo ocorreu apenas nestes exemplares para evitar danificar e/ou matar mais
individuos. Esta identificagdo com microscépio permitiu confirmar a classificacdo de
cada um dos predadores envolvidos, sempre que possivel até a espécie (no caso dos
predadores da ordem Odonata). No que diz respeito as espécies de presas, estas foram
identificadas por um especialista de zooplancton diretamente no campo (no caso de
Toledo, as presas foram contabilizadas em laboratério, tendo sido estimada a proporgao
de cada uma das duas espécies presentes). Os pares de interacdo de cada local

encontram-se devidamente identificados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Espécies e géneros de predadores e presas envolvidos nas experiéncias de predacgdo nas seis
areas de estudo (pares de interagdo com respetiva abreviatura), assim como a proporgdo das presas
envolvidas em Toledo e estado de desenvolvimento dos individuos deste local e de Pefialara

Local Predadores Presas
Sympetrum fonscolombii (Symfon) Daphnia magna (Damag)
Murcia
(Odonata: Libellulidae) (Cladocera: Daphniidae)

Ceriodaphnia quadrangula (Cequa) - 75 %

Notonecta sp. (Notone, juvenis) Moina brachiata (Mobra) - 25 %
Toledo (Hemiptera: Notonectidae) (Cladocera: Daphniidae)
(Cladocera: Moinidae)

3 Crocothemis erythraea (Croery) Daphnia longispina (Dalon)
Fvora (Odonata: Libellulidae) (Cladocera: Daphniidae)
Libellula quadrimaculata (Libqua) Daphnia pulicaria (Dapul)
Porto (Odonata: Libellulidae) (Cladocera: Daphniidae)

Lestes barbarus (Lesbar) Simocephalus vetulus (Sivet)
Jaca (Odonata: Lestidae) (Cladocera: Daphniidae)
befalara Agabus sp. (Agabus, larvas) Daphnia pulicaria (Dapul)
(Coleoptera: Dytiscidae) (Cladocera: Daphniidae)

Das medicGes dos predadores efetuadas para cada local (54 individuos
fotografados no final de cada experiéncia com exce¢do na de Jaca que foram 28), apds a
conversao do tamanho corporal em biomassa (mm para mg), foram obtidas as
biomassas médias individuais destes. Esta conversdo foi realizada com base nas

formulas de tamanho-biomassa presentes na Tabela 3.

Tabela 3 - Formulas de tamanho-biomassa consideradas para obter a biomassa média de cada predador.
Os pardmetros correspondentes a familia apresentada na fonte foram ajustados a cada local (para Murcia,
Evora e Porto houve correspondéncia com a familia do predador, mas para Toledo, Jaca e Pefialara foram
escolhidos pardmetros de familias com tamanho e forma similares)

Local Férmula (mg) Familia Espécie utilizada Fonte
Mdrcia ((0.0076 * comprimento) * 2.809) * 1000 Libellulidae S. fonscolombii
Toledo  ((0.0031 * comprimento) » 2.904) * 1000 Corixidae Notonecta sp.
Evora C.erythraea Benke
((0.0076 * comprimento) * 2.809) * 1000 Libellulidae etal.
Porto L. quadrimaculata (1999)
Jaca ((0.0051 * comprimento) A 2.785) * 1000  Coenagrionidae L. barbarus
Pefialara  ((0.0053 * comprimento) A 2.875) * 1000 Baetidae Agabus sp.
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Quanto a biomassa média das presas, esta foi obtida com base nos parametros de
Dumont et al. (1975) para a conversao do tamanho em biomassa das presas amostradas
em cinco mesocosmos do local considerado. Para este procedimento foram
considerados os tamanhos de cada espécie de presa da amostragem de 2018, pela razao
de que nos ensaios ndo foi possivel medir o tamanho das presas. Em seguida, foi
calculada a biomassa média consumida mediante a multiplicacdo da biomassa média de
cada presa pelo nimero de presas consumidas por arena. Posto isto, foram
representadas as biomassas médias das presas consumidas em funcdo das biomassas
médias individuais dos predadores, bem como os respetivos erros-padrdo com regressao

logistica (Figura 11 e Tabela 4).
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Figura 11 - Biomassa média das presas consumidas em fungdo da biomassa média dos predadores e erros-
padrdo dos seis locais. O esquema de cores representa o gradiente térmico dos seis locais: Murcia
(vermelho escuro), Toledo (vermelho), Evora (amarelo), Porto (azul claro), Jaca (azul ciano) e Pefialara
(azul escuro)
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Tabela 4 - Biomassa média de cada predador e biomassa média consumida por local com os respetivos
erros-padrao de cada uma das biomassas

Local Biomassa média predador + Erro-padrdo  Biomassa média consumida + Erro-padrio

(mg.ind) (mg.ind)
Mdrcia 2.591+0.510 0.492 £0.292
Toledo 0.014 +0.007 0.048 £ 0.043
Evora 3.125+1.182 0.135+0.117
Porto 6.937 £1.482 0.126 £0.121
Jaca 1.597 £0.230 0.612 +£0.239
Pefialara 0.862 £ 0.264 0.016 £0.012

Apds a obtencdo dos dados experimentais, foi efetuado o processamento dos
mesmos, onde se procedeu a analise estatistica no programa R (R Core Team, 2019). Foi
realizado um procedimento de andlise baseado no modelo de Rogers (1972) que se
encontra descrita em Poley et al. (2018), que tem em conta a deple¢do de presas durante
as experiéncias de predacdo, isto €, ndo ha reposicdo das densidades iniciais ao longo
das 6 horas. Nesta analise, a intensidade das intera¢Ges nos diferentes tratamentos foi
relacionada com a distribuicao dos organismos mediante trés fases (selecao, ajuste e
comparacao dos tipos de resposta funcional em sistemas de predador-presa; ver
detalhes nos paragrafos seguintes). As trés fases encontram-se descritas em Pritchard et
al. (2017) e como exemplo de um pacote do R que aborda esta metodologia é o
desenvolvido por Pritchard (2017), o qual foi seguido para a realizacdo das analises
estatisticas do estudo. Para tal, foram também utilizados os pacotes bbmle (Bolker & R

Development Core team, 2017) e stats4 (base do R).

As analises efetuadas permitiram comparar as duas temperaturas em estudo,

tendo sido realizados ajustes ao longo das trés fases mencionadas:

a) Selecdo de modelos - fase em que foi atribuido um tipo de resposta funcional a

cada local e realizada uma otimizagao MLE (ajuste polinomial). Esta fase permite uma
apreciacgado inicial do tipo de resposta de cada ensaio e, desse modo, permite delinear os
passos seguintes no que diz respeito ao tipo de modelos a utilizar para ajustar a curva

aos dados.

33



b)  Ajuste de modelos - fase em que os coeficientes foram ajustados ao tipo de

resposta apropriada (tipos Il ou Ill) e neste caso foi considerado o protocolo de ajuste do
modelo de Juliano (2001). Este protocolo utiliza uma equagdo logistica de 3% ordem
polinomial para modelar a relagdo entre o nimero de presas consumidas e a densidade
inicial de presas. Se a forma cubica ndo fosse adequada (isto é, resultado ndo
significativo), o modelo era reajustado para uma ordem inferior, através da remocdo do
parametro P3, mantendo os restantes parametros PO, P1 e P2 (Juliano, 2001; Poley et al.,
2018). A determinacdo de cada parametro foi obtida através de regressao logistica da
proporcao de presas consumidas (Ne/No) em funcao da densidade inicial de presas (No).
0O ajuste do modelo dependeu do nivel de significancia das estimativas, tendo em conta
que, um valor significativo para o coeficiente linear (P1) foi atribuido a uma resposta
funcional de tipo lll, enquanto um valor significativo de PO foi associado a uma resposta
de tipo Il. Quando PO e P1 ndo apresentavam qualquer nivel de significancia, reajustava-
se 0 modelo, de modo a testar a resposta funcional de tipo I. Com a funcao nis foram
obtidas respostas funcionais de tipo Il e lll e com a Im de tipo I. A equagdo do modelo

considerado ¢ a seguinte (Equacao 1):

N, exp(PO + P1* Ny + P2 * N§ + P3 * N§)

N, (1+exp(PO+ P1+N, + P2+ NZ + P3 + N3))

onde, PO, P1, P2 e P3 sdo os coeficientes de intersecado, linear, quadratico e cubico,

respetivamente (Poley et al., 2018).

C) Comparacdo de coeficientes ajustados - fase em que foram realizadas mdltiplas

estimativas de curvas e parametros com 95 % de confianga, sendo obtidos poligonos que
mostram a distribui¢do de curvas possiveis com a menor distancia a reta estimada. Nesta
fase, as curvas foram ajustadas para determinar a taxa de consumo em funcao da
densidade inicial das presas, definindo cada resposta funcional através do ajuste da
equacgao de Holling. Foram assumidas respostas de tipo Il, obtidas comummente em
experiéncias laboratoriais e, quando necessario, foram efetuados ajustes para obter as
restantes respostas. Ao longo deste estudo algumas densidades de presas foram
esgotadas sem que houvesse reposicdao das mesmas, logo o modelo apropriado para
ajustar as curvas de certos locais foi o modelo de Rogers, em que a equacdo é a seguinte

(Equacdo 2):
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Ng = Ny * [1 —exp(a(Th = N, — a))]

onde, a e Th constituem a taxa de captura instantanea do recurso (taxa de ataque) e o
tempo gasto a ingerir e a digerir o mesmo ao longo da experiéncia, respetivamente; g é
um expoente que altera o tipo de resposta funcional de uma curva de tipo Il para tipo lll
(tipo I, g=0e tipo lll, g > 0). A assintota da curva é representada por 1/Th (Rosenbaum &

Rall, 2018).

Nestas analises foram atribuidos valores aos parametros a e Th para cada
tratamento, efetuando analises com as duas equacdes, verificando a que melhor se
adequava através do critério AIC e da significancia dos parametros. Para a obtenc¢ado dos
graficos foram utilizados os pacotes ggpubr (Kassambara, 2019), knitr (Xie, 2019), ggplot2
(Wickham, 2016), magrittr (Bache & Wickham, 2014) e plyr (Wickham, 2011). Algumas das
funcdes utilizadas foram as seguintes: ddply (plyr), sd (stats), aes (ggplot2), ggarrange
(ggpubr). Foram ainda, calculadas as médias e os erros-padrdao da média para cada
tratamento. Para alguns locais foi necessario efetuar novamente ajustes lineares com a
funcdo Im e procedeu-se a criacdo de objetos para planear determinados ajustes e
descrever funcbes. Por ultimo, na andlise de comparacdo dos tratamentos, foi
implementado um teste de diferenca com a hipétese nula de que os parametros
ajustados nao diferiam (Da e Dh estimaram as diferencas entre as taxas de captura e os
tempos de manipulagdo dos predadores entre os varios tratamentos). Deste modo,
foram obtidos graficos finais com representacdo de poligonos que representam uma
melhor estimativa do tipo de resposta funcional de cada uma das areas em estudo, apds

a realizacdo de ajustes logisticos e ecoldgicos.

3. Resultados

Da fase de ajuste de modelos foram obtidos os tipos de resposta funcional e o
respetivo nivel de significancia para os dois tratamentos de cada local (Tabela 5),
estando representados apenas os valores mais significativos, com base no parametro P1
para o teste t para as respostas de tipo Il e Ill, sendo anotado o valor de PO significativo
para uma resposta de tipo Il e de P1 para uma de tipo Ill. Para a resposta de tipo |, foram

registados os valores significativos e os valores sem nivel de significancia.
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Tabela 5 - Andlises estatisticas para os dois tratamentos com o tipo de resposta em cada local, segundo a
fase de ajuste de modelos (pacote stats). Valor de p: "***' p<0.001, "' p<0.05,".' p<0.1

Tratamento Local Fungdo Correlacao t Pr(>|t|) Resposta  Sig.
Mdrcia nls P1:-2.751 P0: 0.000215 Tipo Il o
Toledo | 0.04298 -1.604 0.118 S/ relacao
. m
Evora 0.1166 -2.37 0.0236 Tipo | *
Controlo .
Porto | P1:-3.851 P0: 0.0000155 Tipo Il s
nls
Jaca P1:-1.892 P1:0.0793 Tipo Il
Peflalara Im  -0.01547 -0.683 0.4991 S/ relacao
Murcia Im 0.05208 -1.391 0.183 S/ relacdo
Toledo nls P1:-2.233 P1:0.0412 Tipo Il .
. Evora 0.2709 -2.705 0.015619 Tipo |
Aquecimento ~
Porto | -0.04766 -0.476 0.640 S/ relacao
m
Jaca 0.7367 -5.383 0.000443 Tioo | il
ipo
Penalara 0.2482 -2.571 0.0205 P

Os resultados obtidos para os tratamentos de controlo nos seis locais foram os
seguintes: Mdrcia e Porto - os resultados sugerem respostas funcionais de tipo Il com
valores positivamente significativos para PO, isto é, p <0.001(Murcia: ts; = -2.75; Porto: ts;
=-3.85); Toledo e Pefialara - os resultados indicam que ndo ha relagdo entre o nimero de
presas consumidas e a densidade de presas, apds analise linear (Toledo: Fi3.=2.57,p =
0.12, 2 =0.04; Pefialara: Fi3 = 0.47, p = 0.50, r = -0.02); Evora - os resultados evidenciam
uma resposta de tipo | significativa com equacao linear, em que p <0.05 (F134=5.62,p =
0.024, r* = 0.12); Jaca - os resultados mostram uma resposta funcional de tipo Il

significativa para P1 com p <0.1 (t., =-1.89, p = 0.08).

Relativamente aos resultados obtidos para os tratamentos de aguecimento nos
seis locais foram os seguintes: Murcia e Porto - os resultados sugerem que ndo ha relagéo
entre o nimero de presas consumidas e a densidade das mesmas, apds analise
utilizando um modelo linear (Murcia: Fi16 = 1.93, p = 0.18, r» = 0.05; Porto: F1,16=0.23,p =
0.64, r* = -0.05); Toledo - os resultados indicam uma resposta de tipo Ill com P1
significativo, isto é, p < 0.05 (tis = -2.23, p = 0.04); Evora, Jaca e Pefialara - os resultados
mostram uma resposta funcional de tipo |, em que os trés locais detém valor
significativo, com p <0.001 para Jaca e p < 0.05 para Evora e Pefialara (Evora: Fi1=7.32,

p=0.02,r>=0.27; Jaca: F1o = 28.98, r> = 0.74; Pefalara: F1,16=6.61, p =0.02, r> = 0.25).

Para a obtencdo destes resultados foi necessario efetuar um ajuste inicial,

removendo o parametro P3 (coeficiente cubico da ordem polinomial para que P1 fosse
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significativo). Para certos casos em que a remocao deste parametro ndo permitiu obter
resultados significativos, indicando que o ajuste nao foi suficiente para explicar os dados
(funcdo polinomial ndo apropriada), foi efetuada uma analise linear para uma resposta

funcional de tipo .

Na fase de ajuste das equagdes de resposta funcional foram obtidos resultados
para os tratamentos de cada local relativamente ao modelo mais apropriado (testes de
Holling e Rogers) e respetiva significancia, de acordo com os valores dos parametros a e
Th e ovalordo critério AIC (critério de informacdo de Akaike) (Tabela 6). Foram registados
apenas os valores dos modelos considerados mais apropriados, tendo em conta o menor
valor do critério de AIC e/ou o nivel de significancia dos parametros estimados, sendo
esta escolha variada consoante o local.

Tabela 6 - Analises estatisticas para os dois tratamentos com o tipo de modelo considerado em cada local,
com base nos valores do critério AIC e nivel de significancia (pacote stats e funcdo nls). As estimativas dos

coeficientes a e Th foram reportadas quando os parametros se evidenciavam significativos. Valor de p:
p<0.001,"**' p<0.01,"" p<0.05

Tratamento Local Modelo  AIC  Parém. Coef. t Pr(>|t) Sig.
.. a 1.0233 6.834 7.27E-08
Mdrcia  Rogers 258.81 rE
Th 0.0060 15.472 <2E-16
a 0.5717 4.676 4.50E-05
Toledo  Rogers 266.63 o
Th 0.0059 9.343 6.46E-11
, a 0.4905 3.024 0.004719 o
Evora Rogers 289.17
Th 0.0049 3.747 0.000665 i
Controlo
. a 0.9514 2.231 0.03238 *
Porto Holling 304.19
Th 0.0203 2971 0.00542 o
. a 1.6483 3.264 0.00523 **
Jaca Holling 124.09
Th 0.0199 5.880 3.03E-05 i
o . a 1.427 0.163
Pefalara Holling 167.19
Th 0.781 0.44
.. . a 0.2324 3.068 0.00736 **
Mdrcia  Holling 131.06
Th 0.941 0.36059
) a 1.416 0.176
Toledo  Holling 134.81
Th -0.194 0.849
. a 1.0072 2.878 0.0109 *
Evora Rogers 135.57
. Th 0.0152 15.482 4.75E-11 b
Aquecimento
. a 1.299 0.212
Porto Holling 145.76
Th -0.330 0.746
. a 1.2937 5.716 0.000288 ek
Jaca Holling  69.08
Th 0.0096 3.607 0.005689 *x
. a 0.1920 2.192 0.0435 *
Pefalara Rogers 102.02
Th 0.0131 5.216 8.48E-05 s
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Os modelos escolhidos para o tratamento de controlo para cada um dos locais
foram os seguintes: Mdrcia - ambas as equacbes revelam um bom ajuste,
proporcionando estimativas significativas para ambos os parametros, contudo foi
escolhido o modelo de Rogers , uma vez que os parametros apresentavam valor
significativo, isto é, p < 0.001, apesar do maior valor de AIC (258.81); Toledo e Evora -
nestes locais 0 modelo de Rogers também possibilita melhor ajuste e os pardmetros sdo
muito significativos. Em Toledo, ambos os parametros sao bastante significativos,
apesar do valor de AIC ser superior neste teste (266.63, p <0.001), enquanto em Evora, os
pardmetros a e Th tém diferentes niveis de significancia (p < 0.01 e p < 0.001,
respetivamente) com valor de AIC de 289.17; Porto, Jaca e Pefalara - nestes locais o
modelo de Holling providencia uma melhor estimativa dos parametros, dado o menor
valor para o critério de AIC em cada um deles, ainda que este teste apresente menores
valores para os niveis de significancia face ao modelo de Rogers (Porto: 304.19, a com p
<0.05e Thcom p<0.01;Jaca: 124.09,a comp<0.01e Thcom p <0.001; Penalara: 167.19,

parametros a e Th ndo sao significativos).

Os modelos escolhidos para o tratamento de aquecimento para cada um dos locais
foram os seguintes: Murcia - foi escolhido o modelo de Holling, uma vez que o parametro
a é significativo (p <0.01), embora o valor de AIC seja superior (131.06); Toledo e Porto -
nenhuma das equacoes é capaz de fornecer estimativas significativas dos parametros,
contudo se for necessario escolher uma, a equacao de Holling providencia melhor ajuste,
uma vez que os valores dos parametros e do AIC sdo inferiores aos do teste de Rogers
(Toledo: 134.81; Porto: 145.76); Jaca - neste local, as equagdes providenciavam ajustes
similares, tendo sido escolhida a de Holling por conferir nivel de significancia superior a
ambos os parametros (a com p <0.001 e Thcom p <0.01). Todavia, a equacao de Rogers
apresentava menor valor de AIC do que a equacéo escolhida com 69.08; Evora e Pefialara
- a equacao escolhida para estes locais foi a de Rogers, dado que os parametros foram
significativos e os valores de AIC inferiores, resultando num melhor ajuste (Evora: 135.57;

Pefalara: 102.02, onde a com p <0.05 e Th com p <0.001 comum aos dois).

Quanto aos parametros, o parametro a (taxa de ataque) varia de local para local,
sobretudo na temperatura ambiente, com valor mais alto em Jaca (1.65) e o mais baixo

em Evora (0.49). No que diz respeito ao Th (tempo de manipulacdo), o maior valor foi
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verificado no Porto (0.02) e o menor em Evora (0.00), de acordo com a Tabela 4. No
tratamento de aquecimento foram verificados poucos resultados significativos, mas
nestes pode ser evidenciada uma redugdo substancial dos valores dos parametros para
Murcia e Jaca (Mdrcia com apenas a de 0.23 e Jaca com 1.29 e 0.01 para a e Th,
respetivamente). O oposto foi mostrado em Evora, sendo verificado um aumento dos
dois parametros (a com 1.01 e Th com 0.02), evidente na Figura 12. Estas comparagdes
foram efetuadas apenas para modelos significativos nas duas temperaturas, o que

dificulta a comparagao de todos os locais.

No final das analises foram realizadas estimativas da assintota para cada
tratamento com o teste mais adequado, de acordo com o valor de AIC apresentado,

considerando que um melhor ajuste esta associado ao menor valor deste critério.

A comparacao entre os dois tratamentos (controlo e aquecimento) em cada um dos
seis locais de estudo (seis graficos) encontra-se representada na Figura 12. E possivel
verificar que os controlos (a azul) de todos os locais possuem uma tendéncia positiva,
embora esta seja mais acentuada em Murcia, Porto e Jaca (com consumo médio superior
a 30 presas), 0 que nado se visualiza nos restantes locais. Relativamente ao tratamento de
aquecimento, os locais que denotam tendéncia positiva sdo Mdrcia, Toledo e Jaca,
enquanto Evora, Porto e Pefialara respondem negativamente. Assim, para metade dos
locais, a taxa de consumo de presas foi superior no tratamento de aquecimento,
aumentando ao longo dos niveis de densidade. Em Jaca, este aumento foi mais
acentuado face a Murcia e Toledo, com aproximadamente 100 presas consumidas na
densidade mais elevada, o que faz sentido tendo em conta o maior valor obtido para o
parametro a. Por outro lado, no Porto foi observado o maior erro-padrao, precisamente
no nivel mais alto de densidade, tendo existido muitas discrepancias entre replicados.
Este erro-padrdo deve-se provavelmente a uma maior variabilidade entre os individuos

em termos de tamanho corporal.
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Figura 12 - Nimero médio de presas consumidas em funcdo da densidade inicial de presas. Representacdo
do tratamento de controlo (retas e tridngulos a azul) e do tratamento de aquecimento (retas e circulos a
laranja) com erros-padrdo das seis dreas de estudo

As curvas de resposta funcional dos tratamentos de controlo nos seis locais (Figura
13) estdo representadas segundo o gradiente térmico (ver seccdo da “Instalacdo
experimental Iberian Ponds” e das “Areas de estudo” na metodologia). Verificaram-se
diferencas entre os predadores de cada local, revelando alguma coeréncia. Os locais com
maior taxa de consumo foram Jaca, Porto e Mrcia e, por sua vez, Evora, Toledo e
Pefialara com menor nimero de presas consumidas. Em Jaca foi verificada uma resposta
funcional de tipo Ill, no Porto e em Mircia existe uma interacdo de tipo Il e em Evora de
tipo I, ndo existindo relacdo estatistica enquadrada numa das trés curvas descritas para

Toledo e Penalara.
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Figura 13 - Curvas de resposta funcional obtidas no tratamento de controlo (temperatura ambiente
média) das seis areas de estudo. O esquema de cores representa o gradiente térmico dos seis locais: Murcia
(vermelho escuro), Toledo (vermelho), Evora (amarelo), Porto (azul claro), Jaca (azul ciano) e Pefialara
(azul escuro)

Por fim, a Figura 14 evidencia os poligonos estimados para os seis locais, apos
selecdo, ajuste e comparacdo. Os poligonos obtidos para cada tratamento
correspondem a multiplas estimativas de curvas e pardmetros que se aproximam da reta
estimada. Todos os locais mostram alguma evidéncia para uma resposta funcional de
tipo Il quando testados com o pacote frair, exceto Pefialara na temperatura ambiente e

Toledo e Porto na temperatura induzida (Anexo Il Tabela 1).

Relativamente aos controlos (arenas sem a presenca do predador) foram utilizados
para verificar a mortalidade natural das presas em cada local. A mortalidade natural
média foi de aproximadamente 40 individuos por local, sendo que no Porto foram
detetados 186 individuos imoveis e sem coloracdo. Neste local observaram-se as maiores

propor¢oes de mortalidade, com mais de 25 % no tratamento de temperatura ambiente,
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Figura 14 - Poligonos estimados do nimero de presas consumidas em fungdo da densidade inicial de
presas por local sob temperatura ambiente (a azul) e temperatura induzida (a laranja). O tamanho dos
poligonos indica a variacdo entre os replicados de cada tratamento (quanto maior for a largura do
poligono maior é a variabilidade existente)

nas seguintes densidades: 100 % na densidade 8 e cerca de 34 % na de 128. As razoes
para esta ocorréncia sdo desconhecidas, uma vez que nos restantes locais esta taxa foi
insignificante (propor¢do de presas mortas muito inferior a 25 %). Os controlos de Toledo
ndo foram contabilizados, pela razdo de que n3o foi possivel ver as presas a olho nu e ao

armazena-las em tubos Falcon com lugol, todas as presas morreram e ndo se
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distinguiram as vivas das mortas como nos restantes locais. Em Jaca e Pefialara também
nao foi possivel efetuar controlos para todas as densidades nem com o mesmo nimero
de replicados que os restantes locais devido a falta de presas (densidades 16 e 64 com
um replicado para cada tratamento). Em todos os locais, ndao foram realizados controlos
para a densidade 32, pois ja era possivel ter uma percecdo de quantas presas morriam

naturalmente no espetro de densidades.

4. Discussao

O estudo das interacGes bidticas, nomeadamente entre predadores e presas, é
essencial para compreender as consequéncias de diversas ameacas ecoldgicas que
podem atuar em simultaneo com as alteragdes climaticas (p. ex. introducdo de espécies
e destruicao de habitats) (Fordham, 2015; Jackson et al., 2017; Weinbach et al., 2017).
Nesta dissertacdo foi possivel quantificar diferentes interacdes com recurso a um
sistema de aquecimento. E, tal como verificado noutros estudos (p. ex. Sentis et al.,
2012), os resultados confirmaram que as variacdes de temperatura afetam o

metabolismo e o comportamento dos predadores, afetando a dinamica das interacdes.

De acordo com os objetivos e hipoteses iniciais, verificou-se que as interagdes
predador-presa entre tratamentos variaram de local para local, tendo sido obtidas
respostas funcionais distintas. Algumas das taxas de consumo de presas foram afetadas
pelos diferentes niveis de densidade, aumentando com o acréscimo do numero de
presas em certos locais com resposta funcional de tipo Il. E ainda, alguns dos predadores

aparentam ser mais especialistas em zooplancton do que os restantes.

Resposta funcional por tratamento em cada local

Neste estudo, as respostas funcionais do tratamento de temperatura ambiente
apresentaram resultados mais significativos face ao tratamento de temperatura
induzida. Contudo, devido a constrangimentos experimentais resultantes da baixa
abundancia de alguns dos predadores, realizaram-se mais replicados no primeiro
tratamento, o que pode explicar a obtencdo de resultados mais consistentes do ponto
de vista estatistico. No geral, cinco dos seis locais evidenciaram uma possivel resposta
funcional de tipo Il sob temperatura ambiente (a excecdo de Pefialara), ao invés do

tratamento de aquecimento, em que apenas quatro apresentaram esta evidéncia
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(excetuando Toledo e Porto). Assim, no primeiro caso, as taxas de consumo de presas
mostraram uma tendéncia para aumentar com elevadas densidades de presas em todos

os locais, 0 que apenas se verificou para metade dos locais no segundo caso.

Concretamente, de acordo com o modelo seguido na primeira fase da metodologia
(ajuste de modelos), a resposta funcional de tipo Il ndo foi obtida no tratamento de
agquecimento, como alguns estudos mostraram (p. ex. Sentis et al., 2017), sendo apenas
observada em Mdrcia e no Porto sob a temperatura ambiente média (com nivel de
significancia elevado). Uma curva de tipo Il ocorre quando a resposta aumenta a uma
taxa decrescente até atingir o valor maximo (Hassell et al., 2007) No tratamento de
aquecimento de ambos os locais, ndo se observou relagdo estatistica, logo nao se
verificou nenhum tipo de resposta funcional que se enquadrasse nas trés curvas comuns
descritas. Em Murcia, a taxa de consumo no tratamento de aquecimento foi bastante
superior, embora nao o suficiente para a atribuicao de um tipo I, por comparacao de
graficos (neste caso o valor maximo é inferior). No Porto, a taxa de consumo neste
tratamento foi bastante inferior, com tendéncia negativa (taxa de consumo superior na
densidade baixa). A explicacao para estes resultados pode estar relacionada com o limiar
critico de temperatura para diferentes espécies da ordem Odonata. Em Mdrcia, o
predador S. fonscolombii (Anisoptera) aparenta ser tolerante a temperaturas mais altas.
Esta espécie encontra-se distribuida por locais com clima quente, como Africa e Asia, e
recentemente colonizou algumas partes da Europa (Dijkstra, 2018), provavelmente
devido as alteragdes climaticas. No Porto, o predador L. quadrimaculata (Anisoptera) ndo
parece tolerar aumentos de temperatura, uma vez que alterou o seu comportamento
alimentar, estando melhor adaptado a temperatura ambiente. Apresentando, entao,

preferéncia por climas temperados.

Em Evora, foram obtidas respostas funcionais lineares (tipo |) significativas nas
duas temperaturas testadas, o que indica uma tolerancia similar a ambas as
temperaturas, apesar de no aquecimento a taxa de consumo ser superior para
densidades baixas. A curva de tipo | ocorre quando a resposta aumenta linearmente até
um nimero maximo de presas consumidas por predador a medida que a densidade de
presas aumenta (Hassell et al., 2007). A semelhanca de Evora, em Jaca foi também obtida

uma resposta de tipo | significativa no tratamento de aquecimento, enquanto a
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temperatura ambiente a resposta foi de tipo Ill (tendéncias positivas). A curva de tipo Il
ocorre quando a resposta é sigmoide e também ha uma aproximacdo gradual da
assintota superior (Hassell et al., 2007). Uma explicacdo para estas respostas pode ser o
facto de durante os periodos de aclimatacdo e da experiéncia alguns predadores terem
efetuado mudas, aumentando o seu tamanho. Em Evora verificaram-se estes eventos
durante o periodo de aclimatacdo (dois individuos) e em ambos os tratamentos (dois
individuos sob temperatura ambiente e um sob aquecimento). Neste local, observou-se
ainda que os predadores apresentavam uma colorac¢ao diferente, em comparacao com
os do estudo-piloto (mesma espécie). Os individuos da espécie C. erythraea (Anisoptera),
comummente, apresentam uma coloracdo verde (visualizada também nos individuos
que efetuaram mudas) e durante o procedimento de captura apresentavam uma
coloracdo preta. Isto, podera estar associado a um grau de maturacdo avancado, o que
tera dificultado a identificacdo dos exemplares. Todavia, em Jaca ocorreram apenas
mudas durante a experiéncia (trés individuos sob temperatura ambiente e um sob
aquecimento). As razdes para estes eventos terem ocorrido sdao desconhecidas, mas
supde-se que as temperaturas as quais os individuos da espécie L. barbarus (Zygoptera)
foram submetidos foram favoraveis ao seu desenvolvimento. Por outro lado, os
individuos poderiam ja estar a preparar-se para esta ocorréncia antes do procedimento

de recolha.

Em Toledo e em Penalara nao se verificaram relagoes significativas do ponto de
vista estatistico entre a taxa de consumo de presas e a densidade das mesmas nos
replicados da temperatura ambiente. Por esta razdo, nao foi possivel classificar a forma
da curva como sendo do tipo I. Aos replicados do tratamento de aquecimento de Toledo
foi atribuida uma resposta de tipo Ill, como verificado noutros estudos com este
predador (p. ex. Hassell et al., 2007), enquanto a de Pefalara foi de tipo | e ambas as
respostas foram significativas. As taxas de consumo mais baixas foram observadas com
os predadores Notonecta sp. (Hemiptera) e Agabus sp. (Coleoptera, no estado larvar), de

Toledo e Pefialara, respetivamente.

Assim, o aquecimento contribuiu para um maior consumo de presas face a
temperatura de controlo em metade dos locais, o que reforca a hipotese 1 (H1). Tal, vai

de encontro a outros estudos, uma vez que o aquecimento, por norma, leva a uma maior
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taxa de predagao, dado que os predadores sdao mais eficientes na procura e manipulagao
das presas (Englund et al., 2011; Sentis et al., 2012; Herrera et al., 2018). A taxa de
consumo foi superior para niveis de densidade elevados em todos os tratamentos de
temperatura ambiente e em metade dos tratamentos de aquecimento, o que corrobora

a hipdtese 2 (H2).

Taxa de captura e tempo de manipulacdo entre locais

Na temperatura ambiente foi observada uma maior taxa de captura (parametro a)
em Jaca e menor em Evora, enquanto o tempo de manipulacdo (pardmetro Th) foi
superior no Porto e igualmente menor em Evora. Relativamente & temperatura induzida,
foram verificados poucos valores significativos. Ocorreu uma reduc¢do consideravel nos
valores dos parametros a e Th de Murcia e Jaca face a Evora, com aumento significativo
dos dois parametros. Desse modo, os valores obtidos ndo revelaram a mesma tendéncia
da maioria dos estudos (p. ex. Sentis et al., 2012), em que a taxa de captura tende a
aumentar com o aquecimento, ao invés do tempo de manipulagdo que diminui.
Contudo, o aumento na taxa de captura (isto é, aumento na velocidade de ataque) com
0 aquecimento, nao se traduz necessariamente numa maior taxa de sucesso para o

predador (Herrera et al.,2018), dado que por vezes a presa consegue escapar.

Predadores e respetivas estratégias alimentares

Os diferentes tipos de resposta funcional associam-se a estratégia alimentar do
consumidor (Holling, 1959). As respostas de tipo | e Il sdo comuns em invertebrados,
enquanto a resposta de tipo Il ocorre principalmente em vertebrados, mas ndo é restrita
a estes (Hassell et al., 2007). Neste estudo, o facto de os predadores serem de espécies
diferentes, ainda que apresentem estratégias alimentares similares, influenciou o tipo de

resposta funcional obtido.

Os predadores envolvidos nas experiéncias foram maioritariamente larvas da
ordem Odonata. Em metade das &reas de estudo (Mircia, Evora e Porto) foram
considerados individuos da subordem Anisoptera (n = 54 por local), enquanto noutro
local (Jaca) se consideraram individuos da subordem Zygoptera (n = 28). Nos restantes
dois locais (Toledo e Pefialara), foram constituidos como predadores outras duas ordens

de macroinvertebrados, Hemiptera e Coleoptera, contando também com 54 individuos
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por local. Todos estes predadores consumiram diferentes espécies de presas
zooplanctonicas, a excecdo dos predadores do Porto e Pefialara. Na maioria dos locais

foram utilizados individuos do género Daphnia como presas dos ensaios de predacao.

Os predadores da ordem Odonata aparentam ser mais especialistas, dadas as
caracteristicas morfoldgicas que apresentam (p. ex. ao nivel da mascara labial) e
comportamentais (p. ex. ataque balistico, de acordo com Herrera et al., 2018), reforcando
a hipotese 3 (H3). As trés espécies que pertencem a subordem Anisoptera, detém
estratégias alimentares similares (sit-and-wait). Neste tipo de estratégia, ha pouca
influéncia da temperatura e do tamanho corporal na taxa de captura das presas (Dell et
al., 2013; Novich et al., 2014). A outra espécie de Odonata, pertencente a subordem
Zygoptera, apresenta a mesma estratégia alimentar, contudo aparenta ser mais ativa e
ter nicho ecoldgico diferente, o que levou a uma maior taxa de consumo. A velocidade
tende a aumentar exponencialmente com a temperatura, possibilitando maior
probabilidade de encontro e captura entre predadores com baixa mobilidade
(velocidade do consumidor aprox. zero) com presas de alguma mobilidade (velocidade

do recurso superior a zero) (Dell et al., 2013).

Por outro lado, os predadores das ordens Hemiptera e Coleoptera aparentam ser
menos especialistas em presas zooplanctonicas, explicado pela baixa taxa de consumo.
Com predadores especialistas a taxa de consumo foi superior, ainda que possam ter
existido alguns constrangimentos (p. ex. ocorréncia de mudas) durante a experiéncia,
que impediram um maior consumo. Tal ndao pode ser confundido com a eventual
saturacdo (predador saciado). Deve também ser tida em conta alguma variabilidade
entre os individuos do mesmo local, em termos de alguns estarem perturbados e/ou
danificados ou ndo devido a sua manipulacdo (p. ex. no Porto foram detetados dois
individuos danificados no final da experiéncia em cada um dos tratamentos, apesar de

nao parecer ter condicionado a mesma).

As larvas de Odonata sado consideradas como predadores de topo, ocupando niveis
troficos superiores em muitos ecossistemas sem peixes (Mccauley et al., 2015; May,
2019). As larvas e os adultos tendem a ser generalistas, alimentando-se de larvas e
adultos de Diptera, respetivamente, embora frequentemente se alimentem das presas

mais abundantes disponiveis (May, 2019). Segundo Novak et al. (2017), a maioria dos
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predadores generalistas tem vindo a tornar-se cada vez mais especialista em
experiéncias manipulativas com apenas uma presa especifica. As espécies de Odonata
sdo bioindicadoras eficientes da qualidade e integridade de habitats aquaticos e
terrestres e, devido a sua sensibilidade, podem responder em multiplas escalas
temporais (Goffart, 2010; Miguel et al., 2017). Este papel é extremamente importante em
estudos que testem os efeitos das alteracdes climaticas (May, 2019). Tratam-se de
organismos com otimo térmico acima dos 20 °C, com limites térmicos elevados,
particularmente a familia Libellulidae (trés espécies de Anisoptera abordadas) (Suhling
etal.,2015). Em termos de respiragao, as larvas ou ninfas possuem respiracao branquial

(Diaz et al., 2008).

Quanto aos predadores das ordens Hemiptera e Coleoptera abordados, estes sao
considerados mesopredadores em muitos sistemas, ocupando niveis tréficos
intermédios (Meadows et al., 2017). O género da ordem Hemiptera considerado detém
uma estratégia sit-and-wait (Langer et al., 2019), tal como a ordem descrita
anteriormente. Quanto as larvas de Coleoptera, estas usam as mandibulas para capturar
e manipular as presas, alimentando-se principalmente de larvas de Culicidae e
Chironomidae, embora sejam oportunistas e generalistas. Apesar disso, pode existir
alguma especializagao durante o desenvolvimento, determinada principalmente pelo
tamanho das presas, passando também a consumir microcrustaceos (zooplancton) (Wall
etal.,2006). Estes organismos sdo conhecidos por apresentarem estratégias alimentares
de sit-and-wait (Bofill & Yee, 2019), mas para além desta podem ainda evidenciar captura
ativa (Culler et al., 2014). Nestas duas ordens, os individuos possuem capacidade
natatéria, deslocando-se ao longo da coluna de agua e a superficie, tendo respiragdo
aérea, efetuada através de espiraculos que retém o oxigénio atmosférico (Diaz et al.,
2008). Embora estes predadores apresentem o mesmo tipo de estratégia alimentar que
os da ordem Odonata, ocupam melhor a area disponivel nas arenas, o que pode também
influenciar as taxas de consumo. Em contrapartida, a maioria dos predadores Odonata

ocupa apenas o fundo das arenas.

Apesar de todas as ordens consideradas terem praticamente a mesma estratégia
alimentar, algumas detém predadores com maior capacidade de movimento e com

ocupacdo distinta na coluna de agua, o que influencia a ocorréncia das interagdes.
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Enquanto as espécies Notonecta sp. e Agabus sp. ocupam uma zona mais superficial, com
menor influéncia do aquecimento, tendem a alimentar-se de presas que se encontrem
ao mesmo nivel. O mesmo foi verificado com as espécies da ordem Odonata que
ocupavam o fundo das arenas, onde as presas se encontravam principalmente
concentradas, o que pode ter influenciando uma maior taxa de consumo. Também para
estes predadores parece ter havido uma maior influéncia do aquecimento, dado que sob

as arenas circulava a dgua quente.

Biomassa e tamanho corporal dos predadores

Quanto aos valores da biomassa, verificou-se que estes diferiram em locais com
temperatura ambiente superior. De acordo com Weinbach et al. (2017), muitos estudos
tém mostrado que a biomassa dos individuos tende a diminuir em locais com maior
temperatura, desde que mantido o seu 6timo térmico. Contudo, tal ndo se verificou em
Murcia, sendo o local com a terceira maior biomassa de predadores registada. A espécie
S. fonscolombii utilizada em Mdrcia é caracterizada por individuos de tamanho corporal
grande, com taxa de consumo consideravel, ndo se verificando a hipdtese de que locais
com maior temperatura apresentam individuos com menor tamanho corporal. De
acordo com Yvon-Durocher et al. (2015), o mesmo padrao foi observado para
comunidades fitoplanctdnicas. Apesar disso, se forem consideradas e comparadas
apenas as trés espécies com maior tamanho corporal e respetiva biomassa (predadores
pertencentes a familia Libellulidae no Porto, em Evora e em Mdrcia por ordem
decrescente), a hipdtese é corroborada. Simultaneamente, a hipétese é reforcada em
Toledo, visto que os predadores da espécie Notonecta sp. sdo caracteristicamente de
menores dimensdes e apresentavam a menor biomassa. E importante ressalvar que
estes foram os predadores possiveis em cada um dos locais, embora ndo possa haver
uma comparacao direta por se tratarem de organismos de ordens diferentes. Este tipo

de comparacdo deve ser feito entre individuos da mesma espécie.

Locais com a mesma temperatura ambiente nas experiéncias, como Evora e Porto,
revelaram valores de biomassa consumida similares, diferindo apenas na biomassa dos
predadores (Porto com predadores de biomassa superior e Evora com predadores de
menor biomassa). Neste caso tratam-se de espécies diferentes, ainda que pertencam a

mesma familia. Alguns estudos (p. ex. Mccauley et al., 2015) sugerem um aumento no
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ritmo de desenvolvimento de organismos ectotérmicos, particularmente na ordem
Odonata, em locais com maior temperatura. As taxas de desenvolvimento podem alterar
afenologia da metamorfose e a transicao para o estado adulto (emergéncia). Por sua vez,
outros estudos (p. ex. Gravel et al., 2013) assumem que o tamanho corporal estrutura as
interacdes tréficas, na medida em que predadores com maior tamanho corporal
consomem maior nimero de presas, o que nao se verificou neste estudo. Os predadores
com maior biomassa (no Porto e em Evora) consumiram pouco (com valor > 0.1 mg.ind)
relativamente a outros predadores de menor biomassa (em Jaca e em Mdrcia) que
consumiram bastante acima do valor intermédio (com valor > 0.5 mg.ind para o primeiro
local e aproximado a 0.5 mg.ind para o segundo). O grau de grandeza da diferenca do
predador com maior biomassa média para o de menor (Porto e Toledo, respetivamente)

foi de aproximadamente 7 mg.ind.

Gradiente térmico e temperaturas de cada tratamento por local

Locais com ambiente semelhante em termos de clima (Mdrcia-Toledo, Evora-
Porto, Jaca-Pefialara, segundo o gradiente térmico que reline ambientes semiaridos até
ambientes alpinos) ndo apresentaram o mesmo tipo de resposta funcional, uma vez que
os predadores pertenciam a ordens diferentes, exceto os de Evora e Porto. Algumas das
temperaturas de controlo (temperatura ambiente média), segundo os dados dos
sensores de temperatura colocados no interior dos mesocosmos, sao consistentes com
o gradiente térmico dos locais. Apesar de as amostragens seguirem o inicio da primavera
em cada um dos locais, apenas Mdrcia (16.0 °C) foi consistente com este gradiente de
temperatura, seguida de Evora-Porto (14.0 °C) e Jaca (12.6 °C). As temperaturas de
Toledo e Pefialara (a menor temperatura, 12.5 °C, e a segunda temperatura mais alta,
14.5 °C, respetivamente) ndo foram consistentes com o gradiente térmico, o que pode
ser explicado pela amplitude térmica diaria abrangente nesta altura do ano nos dois
locais. Toledo apresenta temperaturas amenas durante o dia, contudo nas ultimas horas
da noite nas primeiras da manha fica bastante frio. Segundo os registos do més anterior,
a temperaturas maxima e minima foram aproximadamente de 21 °C e de 5 °C,
respetivamente. Todavia, Pefialara tem temperaturas frias durante grande parte da
manha, mas depois apresenta um periodo em que a temperatura pode subir bastante

(zonas com menos vegetacao, logo mais expostas) e ao final da tarde a temperatura fica
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mais amena. Os registos deste Ultimo local mostram que a temperatura maxima foi de
aproximadamente 24 °C e a minima foi exatamente a mesma que em Toledo, durante o
més considerado. Isto, pode estar a influenciar a média mensal negativamente e

positivamente em Toledo e Penalara, respetivamente.

Por conseguinte, tal também se refletiu no tratamento de aquecimento, ao qual se
acrescentou 5 °C a temperatura média mensal em cada local. E de salientar que o que
mais influenciou a experiéncia nestes dois locais foi o facto de os predadores utilizados
serem diferentes dos da ordem Odonata, apesar de as estratégias de captura serem
similares. Estes na fase adulta permanecem com modo de vida aquatico, ndo
necessitando de responder rapidamente aos estimulos ambientais para se
desenvolverem e emergirem. E ainda, é importante destacar que, estas temperaturas sdo
apenas representativas do més anterior ao periodo de amostragem, permitindo verificar

diversas oscilagdes/flutuagdes que podem ser indicio de eventuais alteragdes climaticas.

Ao longo deste século, o clima global tem sido alterado rapidamente, levando aum
aumento da temperatura que tem causado impactos significativos sobre os seres vivos
que coexistem na Terra (Goffart, 2010). O inicio de uma onda de calor (evento de
aquecimento de curta duragdo), como indicio de altera¢des climaticas, influencia a
dindmica das intera¢des bidticas, em particular entre predadores e respetivas presas,
com efeitos sobre a estabilidade, funcionamento e estrutura das comunidades. As
interacdes predador-presa com organismos ectotérmicos sao relevantes, na medida em
que estes tendem a ser particularmente sensiveis a altera¢des ao nivel do clima (Goffart,
2010). Um aumento da temperatura de 5 °C face a temperatura ambiente corresponde a

uma projecdo de um cenario para aproximadamente 100 anos (Mccauley et al., 2015).

Este tipo de experiéncias pode ser abordado em instalagdes experimentais, como
0s mesocosmos, permitindo testar a complexidade de sistemas aquaticos, de forma
controlada (Weinbach et al., 2017). Os ecossistemas aquaticos naturais estdo entre os
mais ameacados com perda de biodiversidade superior a dos ecossistemas terrestres
(Miguel et al., 2017). No geral, estas instalacbes fornecem ferramentas-chave a
identificacdo dos processos ecoldgicos (p. ex. tamanho corporal) que impulsionam as

respostas ao nivel das espécies, populagdes e comunidades sob mudanca climatica
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(Fordham, 2015). Particularmente, os mesocosmos sdo Uteis para determinar de que
modo a temperatura influencia a dinamica populacional do par consumidor-recurso
(Dell etal., 2013), dado que se sabe que alguns estudos mostram uma forte influéncia (p.
ex. Sentis et al., 2012). Entdo, o aquecimento nestes sistemas pode provocar a alteracao
da estrutura das redes troficas, influenciando negativamente a sua estabilidade,
diversidade e persisténcia (Novich et al., 2014). Quanto aos organismos ectotérmicos que
colonizam locais com clima temperado, é esperado que estes resistam ou beneficiem
com o aquecimento, por ndo atingirem o respetivo 6timo térmico (Fordham, 2015). Tal,
foi verificado para os principais predadores deste estudo, as larvas da ordem Odonata,
que providenciam uma melhor compreensao a longo prazo dos efeitos do aquecimento.
Como bioindicadores que sao, respondem a altera¢goes impostas, que poderao afetar o

seu desenvolvimento entre os meios aquatico e terrestre (Mccauley et al., 2015).

5. Limitacoes e direcoes futuras

Uma possivel limitacdo deste estudo pode estar associada ao facto de os pares de
interacdo serem diferentes entre locais, sobretudo ao nivel dos predadores, o que
dificulta a comparacao das respostas funcionais com grupos de macroinvertebrados
diferentes. Considerando que, a experiéncia foi realizada com os predadores que se
encontravam abundantemente disponiveis, seria pertinente a realizagdo de estudos com
0 mesmo par em cada um dos locais e em simultaneo com outros pares diferentes dos
considerados e, caso ndo seja possivel, pelo menos com predadores pertencentes a
mesma ordem com estratégias alimentares idénticas. Simultaneamente, também se
considera importante ter as mesmas espécies de predadores em locais com clima
distinto, com o intuito de se averiguarem as diferencas no tamanho corporal. Uma
possibilidade também seria aumentar o nimero de pares em cada um dos locais para ter

uma maior representatividade de combinag¢des de predadores e presas.

Por outro lado, o facto de os ensaios serem extrinsecos aos mesocosmos, isto é,
ndo ocorrerem no seu interior, mas em laboratérios proximos das instalacGes. Isto, por
si sO, pode condicionar a experiéncia a diversos niveis (p. ex. baixa incidéncia de luz
solar). Segundo Poley et al. (2018), as experiéncias de resposta funcional conduzidas em
laboratério podem apresentar limitagGes na taxa de captura e tempo de manipulacdo
das presas, o que pode ter condicionado a obtenc¢ao de determinados tipos de resposta.
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Os préximos estudos que abordem as intera¢des predador-presa deverao atentar numa
abordagem implementada no interior dos mesocosmos, com vista a que os individuos
possam estar sob todas as varidveis ambientais in situ, como por exemplo o fotoperiodo.
Isto porque, uma maior incidéncia de luz solar favorece o metabolismo e a atividade dos
organismos em estudo (Miguel et al., 2017), o que é relevante em experiéncias com

aquecimento.

No que diz respeito a duragdo das experiéncias nas areas de estudo, esta foi
relativamente curta para testar os efeitos do aquecimento e uma eventual onda de calor.
Futuramente, seria importante perceber se ocorre perda de predadores a longo prazo
associada ao aquecimento, aumentando a duragao das experiéncias (ou seja, correr a
experiéncia por mais tempo com eventuais reposicdes diarias de presas), com o objetivo
de simular uma onda de calor e ndo apenas o seu inicio. Também a utilizag3o de registos
de temperatura tera evidenciado algumas inconsisténcias, pois apenas foram
representativas do més anterior a amostragem. Poderao ser considerados registos de
temperatura mais abrangentes para obter um valor mais fidedigno, mas que, ainda
assim, incluam apenas as temperaturas do inicio da estacdo considerada (p. ex. efetuar
0 mesmo procedimento, mas incluir também os valores da temperatura do ano anterior,

no mesmo periodo).

Com os resultados obtidos também foi possivel perceber que numa situagao ideal
deveria ter havido uma maior correspondéncia dos niveis de densidade entre os dois
tratamentos para maximizar o ajuste das curvas. Neste estudo ndo foi possivel, pois
houve menor abundancia de predadores do que o esperado, principalmente, tendo sido
distribuidos pelas densidades intermédias e, subsequentemente, acrescentados niveis
de densidade inferiores e superiores a temperatura ambiente. A natureza exploratoria
deste estudo (note-se que foi a primeira experiéncia do género ao longo de seis locais
diferentes) condicionou a implementa¢dao de um desenho completamente ortogonal,
privilegiando a consolidacdo das curvas a temperatura ambiente, primeiramente, e s6
depois o preenchimento dos replicados a temperatura induzida. A maioria dos
tratamentos apresentou algum tipo de resposta e curva associada, garantidas pela
abordagem adotada nos procedimentos estatisticos que permitiram estimar com

alguma precisdo os parametros mencionados (abordagem vantajosa face as
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convencionais) (Rosenbaum & Rall, 2018). Contudo, esta abordagem é, no entanto,
sensivel ao volume de dados disponiveis, bem como da sua distribuicdo ao longo do
gradiente de densidades. Por esse motivo, ndo foi possivel nalguns casos estimar com
exatiddo os parametros funcionais ambicionados (isto é, a e Th que correspondem a taxa
de captura e tempo de manipulacdo, respetivamente) nem obter relacdo estatistica com
as curvas ja descritas para alguns dos tratamentos, havendo a necessidade de se adotar

outras metodologias complementares no futuro.

Por sua vez, no inicio das experiéncias, as arenas experimentais deveriam ter sido
dispostas de modo aleatério no interior dos tabuleiros de predagdo. Neste estudo, estas
foram colocadas seguindo a ordem do desenho experimental, com o intuito de facilitar
registos dos predadores e dos valores de oxigénio, bem como a obtencao de fotografias
durante a experiéncia. Nao havendo nenhuma indicacao nos dados recolhidos de que
isto possa ter influenciado os resultados, esta disposicao poderia ter introduzido um
fator de enviesamento se presas de maior tamanho fossem selecionadas e introduzidas
nas primeiras arenas experimentais que foram preenchidas. Apesar de ter existido algum
cuidado na recolha de individuos de tamanho aproximado, nalguns locais isto nao foi
possivel por uma questdo de abundancia. Nos préximos estudos laboratoriais, devera
atentar-se um desenho experimental com colocagdo aleatéria das arenas experimentais,
com base na metodologia de estudos idénticos. O mesmo procedimento devera ser
realizado em estudos intrinsecos aos mesocosmos. Também se ressalva a importancia
da cooperagdo com outros autores que investiguem estas e outras questdes referentes a

tematica.

Fatores como um nimero limitado de replicados e condi¢Ges da experiéncia (p. ex.
tamanho das arenas experimentais) também poderdo ser otimizados. Em estudos
futuros, poderdo ser acrescentados replicados temporais ao longo da experiéncia, de
forma a poder ajustar-se a curva de resposta funcional. Por exemplo, em lugar de todas
densidades decorrerem em simultaneo, poderia haver um certo desfasamento. No inicio
da experiéncia, poderiam ser colocadas algumas densidades iniciais ao longo do
gradiente de densidades e, numa fase posterior, apds a andlise dos resultados da
primeira fase, adicionavam-se somente replicados as zonas do gradiente identificadas

como cruciais. Assim, evitava-se a sobreposicdo desnecessaria de replicados. No caso de
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se quererem realizar contagens intermédias, sobretudo para as densidades elevadas,
deverao ser amostrados alguns dos replicados durante a experiéncia para possibilitar
este procedimento. A solugdo para este problema pode passar, ainda, pela otimizacao
do sistema de fotografias e utilizacdo de um modo automatizado para as contagens.
Quanto a possiveis condicdes da experiéncia que podem ter provocado
constrangimentos a resposta funcional de predadores com maior mobilidade, a solucao

passa por alterar o tamanho das arenas experimentais.

Por ultimo, o foco devera incidir sobre outros aspetos a melhorar referentes ao
desenho experimental, de modo a que alguns dos objetivos iniciais possam ser
realizados (p. ex. gravacado de videos para o software Ethovision). Este procedimento foi
realizado em alguns estudos com macroinvertebrados com capacidade natatéria (p. ex.
Ingram & Burns, 2018), o que seria fundamental para estudos seguintes que envolvam
predadores com reduzida imobilidade. Em estudos futuros, ainda dirigido aos
predadores, também devera ser abordada a questdo de diferenciagcdo entre machos e
fémeas, se possivel, dado que os primeiros podem ser mais sensiveis ao aquecimento em
termos de tamanho corporal, como alguns estudos mostram (p. ex. Mccauley et al.,
2015). Para além disso, a analise de outros parametros como a respiragao, relacionada a
temperatura, seria extremamente relevante, dado que a respiragao é vista como uma das

caracteristicas funcionais mais importantes em invertebrados (Diaz et al., 2008).

6. Consideracoes finais

Os ensaios de predacdo mostraram respostas funcionais dispares entre
tratamentos, excetuando em Evora, e entre locais com clima semelhante. No geral, a taxa
de consumo de presas pelos predadores envolvidos foi superior no tratamento de
temperatura ambiente. Contudo, a taxa de consumo nos ensaios de Mdrcia e Jaca foi
consideravelmente superior para o tratamento de aquecimento, o que revelou uma forte

interacao predador-presa associada ao aquecimento.

Com este estudo foi possivel perceber que o desafio inerente a previsdo das
respostas dos ecossistemas naturais as alteracOes climaticas é bastante mais
complicado do que aparenta. Como abordado, a solucdo é alcancada através da

medigdo das interagdes num nimero consideravel de experiéncias, de modo a testar os
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potenciais efeitos do aquecimento num nlimero representativo de predadores e presas
em cada comunidade. Paratal, é importante aintegracdo de modelacdo e de abordagens
tedricas, utilizando dados de abundancia e de caracteristicas funcionais gerais. Isto,
permite extrapolar as alteragdes nas interacdes, determinadas experimentalmente, a
outras espécies da comunidade, com as quais seja mais dificil trabalhar. Em suma, as
alteracdes climaticas e as respetivas consequéncias deverdo ser alvo constante de
preocupacao cientifica e de gestdo ambiental, tratando-se de uma prioridade atual e
futura. Mediante esforcos nacionais e internacionais, devera existir esta perspetiva de
previsdo global que analise, ndo sé o nimero de efetivos, o comportamento, a fisiologia
e as interacBes entre as espécies, mas toda a rede ecoldgica e multifuncionalidade do
ecossistema em estudo. Assim, os investigadores poderdo fornecer orientacdes
cientificas que sustentem o desenvolvimento de estratégias e politicas na adaptagao
atempada as alteracGes ambientais de forma adequada e bem-sucedida (Aradjo et al.,
2011). Tudo isto, contribuird para aumentar a resiliéncia, plasticidade e adaptacdo da

biodiversidade as referidas alteracGes, assegurando a sua persisténcia.
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8. Anexos

8.1. Anexol

Anexo | Figura 1 - Replicado com 40 presas (Daphnia pulicaria) e respetivo predador (Crocothemis
erythraea) de uma das experiéncias do estudo-piloto

Anexo | Figura 2 - Controlos com 10 presas cada de uma das experiéncias do estudo-piloto
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Anexo | Figura 3 - Suporte e camara digital utilizados para a obtencdo de fotografias das experiéncias do
estudo-piloto

1° ensaio do estudo-piloto: 24 h (contagem de presas vivas as 1, 2, 21 e 24 horas ap0s o inicio do
ensaio, permitindo inferir presas consumidas)

(O Predacdo

@ @ @
Anexo | Figura 4 - Desenho experimental do 1° ensaio do estudo-piloto com as densidades de 10, 20 e 40
presas (dois replicados para cada)
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2° ensaio do estudo-piloto: 24 h (contagem as 0.5, 1, 2, 4, 6, 21 e 24 horas)

40 80\

20

@ Controlos

40 80

@ =
@ =

N

()
Anexo | Figura 5 - Desenho experimental do 2° ensaio do estudo-piloto com controlos de 10 presas

(preenchimento a preto) e com as mesmas densidades que o estudo anterior (circulo cinzento) e uma
densidade adicional de 80 presas (circulo preto)

3° ensaio do estudo-piloto: 24 h (contagem as 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 € 24 horas)
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Anexo | Figura 6 - Desenho experimental do 3° ensaio do estudo-piloto igual ao da experiéncia anterior,
variando apenas nas horas de contagem das presas

40 80

4° ensaio do estudo-piloto: 6 h (contagem as 1, 2, 4, e 6 horas ap06s o inicio da experiéncia)
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Anexo | Figura 7 - Desenho experimental do 4° ensaio do estudo-piloto com dois replicados adicionais

para a densidade de 80 presas (circulo a preto), sem controlos e com a mesma durag&o das experiéncias
de predagdo em campo
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Anexo | Tabela 1 - Analise estatistica do dltimo ensaio do estudo-piloto. Valor de p: "***' p <0.001

Pacote Funcgdo Correlagdo t Pr(>t|) Sig.

stats Im 0.9009 9.101 1.71E-05 b

A monitorizagdo e a amostragem in situ consistem na execucao de diversos
procedimentos-padrao nos 192 mesocosmos dos locais considerados, a cada primavera.
Estes procedimentos permitem estudar as varidveis abidticas e bidticas de cada
mesocosmo no primeiro periodo de campo (4/5 dias por local seguindo o gradiente
térmico). Neste periodo decorreram ainda algumas experiéncias, entre as quais a de
predacdo, enquanto outras foram prolongadas até ao segundo periodo (2/3 dias). Alguns
dos procedimentos efetuados foram a amostragem de ADN ambiental (Environmental
DNA - eDNA), a verificacdo de niveis de metano e nutrientes, a analise de macrdfitos, as
amostragens de fitoplancton e zooplancton e as medicGes de varidveis ambientais e
fisico-quimicas (condutividade (uS/cm), temperatura da agua (°C) e oxigénio dissolvido

(mg/L), com recurso a um leitor multiparamétrico HQ40D (Hach)).

Ao nivel de macroinvertebrados, foram realizados dois tipos de amostragem para
0 seu armazenamento (grande parte no estado larvar). Uma amostragem quantitativa,
em que se procedeu a colocagdo de um core de 50 L no mesocosmo, representando 5 %
do volume deste. Posteriormente, foram feitos dez arrastos com uma rede de aquario
(500 um) em toda a sua area, percorrendo a coluna de agua e a superficie do substrato.
Subsequentemente, num tabuleiro com agua do mesocosmo foi colocado todo o
material proveniente dos arrastos, o qual foi passado por um crivo de malha fina (250
um) e, finalmente, com auxilio de uma colher, um funil e um esguicho com etanol (96 %),
a amostra foi armazenada e conservada no respetivo frasco devidamente etiquetado.
Por sua vez, a amostragem qualitativa passa por um processo idéntico, embora se
percorra a area total do mesocosmo. O que se obteve por arrasto foi colocado num
tabuleiro, no qual foram recolhidos exemplares de macroinvertebrados que nao
estivessem presentes na amostra quantitativa ou organismos que se pretendesse incluir
para posterior confirmagao de espécies em laboratério. Estes exemplares foram também

colocados em frascos com etanol etiquetados. Entre mesocosmos, os materiais usados
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(rede de aquario, tabuleiro, colher, pinga, entre outros) foram desinfetados com lixivia e
agua para evitar transferéncias de material biolégico, procedimento que foi efetuado em

todos os passos da monitorizagao.

Na fase de amostragem qualitativa procedeu-se a uma recolha de determinados
organismos selecionados, incluindo zooplancton (com vista abranger alguns grupos
funcionais), bem como de macrofitos, algas ou perifiton (fontes de alimento) para analise
de isotopos, sendo realizada apenas em oito mesocosmos escolhidos para o efeito
(quatro aquecidos e quatro nao aquecidos). Mais uma vez, o processo de recolha foi
semelhante, contudo os exemplares foram separados por espécie em diferentes frascos,
tendo sido, numa fase posterior, colocados em eppendorfs e transferidos para azoto
liquido para futuras analises. Procedimentos como a secagem e a pesagem das amostras
decorrem em laboratério (a quantidade necessaria para organismos é 1 mg e para os
recursos é 2 mg). Estas analises de is6topos podem beneficiar experiéncias de predacao
ao permitirem remontar a cadeia tréfica da comunidade, fazendo compreender qual a
dieta de cada uma das espécies que cada mesocosmo alberga. Isto, possibilita perceber

todas as interacGes entre os individuos envolvidos.

Anexo lll Tabela 1 - Anélises estatisticas segundo o pacote frair. Valor de p: "***' p <0.001

Tratamento Local z Pr(>|z|) Evidéncia Tipo |l Sig.
Murcia -15.945 <2.2E-16 el
Toledo -9.226 <2.2E-16 el
Evora -9.473 <2.2E-16 Sim
Controlo
Porto -13.029 <2.2e-16 e
Jaca -12.939 <2.2E-16 e
Penalara Nao
Murcia -3.438 0.0005863 Sim e
Toledo Nao
) Evora -11.149 <2.2E-16 Sim
Aquecimento ~
Porto Nao
Jaca -4.506 6.62E-06 . ol
o Sim
Penalara -6.063 1.33E-09 FHx
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