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RESUMO
Desde os primeiros estudos sobre ecossistemas aquáticos, há mais de oito décadas, a produção primária tem sido o processo biológico medido com maior frequência, seja através da quantificação da mudança na concentração do O2 dissolvido na água, ou do acúmulo de 14C nas células das algas. No entanto, ambas as abordagens têm limitações. A mudança na concentração de O2 na água tem que ser medida no claro e no escuro, em duas incubações diferentes, o que é problemático porque a taxa de respiração no escuro é provavelmente diferente daquela no claro. No método do 14C, por sua vez, não há como saber se o que se mede é a produção líquida (fotossíntese - respiração) ou a produção bruta (fotossíntese), porque não há como se quantificar a reciclagem de carbono. Uma maneira de se evitar esses dois problemas é através da medição simultânea das mudanças na concentração e composição isotópica do carbono ou oxigênio em incubações em sistemas fechados. Outra é através da medição dos isótopos estáveis de oxigênio, incluindo o mais raro 17O, sem necessidade de incubações em sistemas fechados, mas com baixa resolução temporal. A aplicação das técnicas baseadas em isótopos estáveis tem revelado diversos aspectos desconhecidos do metabolismo de sistemas aquáticos, muitas vezes indicando que as informações obtidas com as técnicas clássicas não são suficientes para um correto entendimento dos processos sendo estudados. Portanto, técnicas baseadas em isótopos estáveis têm potencial para se tornarem o novo padrão para a medição da produção primária bruta em ecossistemas aquáticos.
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ABSTRACT

STABLE ISOTOPES APPLIED TO THE MEASUREMENT OF PRIMARY PRODUCTION IN AQUATIC ECOSYSTEMS. 
Since the first studies about aquatic ecosystems, more than eight decades ago, primary production has been the biological process measured with highest frequency, be it through the quantification of the change in the concentration of dissolved O2 in water, or the accumulation of 14C in algal cells. However, both techniques have limitations. The change in dissolved O2 concentration needs to be measured both in the light and in the dark, and there is no warranty that rates in the dark are the same in the light. With the 14C method, there is no way to know if the measured rates are gross primary production (photosynthesis) or net primary production (photosynthesis – respiration), because the amount of carbon recycled is unknown. One way to avoid these problems is through the simultaneous measurement of the changes in concentration and stable isotope composition of oxygen or carbon in incubations done in closed systems. Another is through the measurement of oxygen isotopes, including the rare 17O, in open systems, but with low temporal resolution. The application of techniques based on stable isotopes has revelaed several aspects of aquatic system metabolism that were unknown with the sole application of the classic techniques, many times indicating that the information obtained with the classical methods are not enough for a correct understanding of the studied processes. Therefore, techniques based on stable isotopes have the potential to become the new standard for the measurement of gross primary production in aquatic ecosystems.
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INTRODUÇÃO

A fotossíntese é o processo de conversão da energia luminosa do sol em matéria orgânica, e é a base de praticamente todas as cadeias alimentares (a principal exceção provavelmente sendo as cadeias alimentares em torno de fontes hidrotermanis no fundo do oceano). Portanto, seu estudo tem importância indiscutível para o entendimento do ciclo do carbono. Em estudos enfocando o ecossistema, a fotossíntese é comumente denominada produção primária bruta. A produção primária bruta em ecossistemas aquáticos corresponde em termos globais a cerca de 60 bilhões de toneladas de carbono por ano (Falkowski & Raven 2007, Chavez et al. 2011), um pouco menos que aquela em ecossistemas terrestres.

Devido à sua importância, medições da produção primária bruta em ecossistemas aquáticos têm sido feitas desde o início das investigações sobre esses ecossistemas, cerca de 80 anos atrás, e continuam até hoje (Ryther 1956, Staehr et al. 2012). A maioria absoluta desses estudos têm empregado 2 métodos, aqui definidos como clássicos: 1) incubações em sistemas fechados no claro e no escuro, em que a medição da produção e consumo do oxigênio dissolvido permite a estimação da produção primária; 2) incubações em sistemas fechados no claro somente, em que o acúmulo de 14C adicionado à água nas células fotossintetizantes serve como estimativa da produção primária. No entanto, estes métodos clássicos não permitem a quantificação da produção primária com exatidão (Geider & Osborne 1992, Marra 2009). Apenas recentemente a introdução de métodos baseados no uso de isótopos estáveis tornou esta quantificação possível.

Há duas categorias de métodos baseados em isótopos estáveis para a medição da produção primária bruta em sistemas aquáticos: 1) incubações em sistemas fechados e 2) medições em sistemas abertos. Este trabalho objetiva apresentar uma breve introdução às duas categorias, e também apresentar o que se tem descoberto com a aplicação desses métodos. Os métodos aqui apresentados foram desenvolvidos recentemente, e sua aplicação tem ficado muitas vezes restrita somente aos pesquisadores que são familiares com as técnicas envolvidas. O objetivo é contribuir para a popularização dessas abordagens entre outros cientistas e estudantes, e assim incentivar sua aplicação em pesquisas desse tipo.

INCUBAÇÕES EM SISTEMAS FECHADOS

A maneira mais comum de se medir a produção primária bruta é quantificando-se as trocas gasosas de gás carbônico ou oxigênio entre os compartimentos orgânicos e inorgânicos do corpo d´água sob iluminação. Essas trocas são o resultado da atividade conjunta da fotossíntese e da respiração. No entanto, a quantificação dessas trocas só permite a medição direta da produção primária líquida, ou seja, a diferença entre produção primária bruta (fotossíntese) e respiração. A seguinte fórmula sumariza o procedimento:

PPB = PPL + R  (1)

Em que PPB é produção promária bruta, quivalente à fotossíntese, PPL é produção primária líquida, que é a quantidade medida no claro, e R é respiração, medida no escuro. Ambas PPL e R são a mudança na concentração de O2 na água durante a incubação. Note-se que não há garantia que a taxa de respiração no escuro é a mesma que no claro, e este é o principal problema desta técnica. Quando se usa o 14C, mede-se o acúmulo de 14C (previamente adicionado à água) nas algas na luz e, dependendo da duração, assume-se que elas são boas estimativas da PPB, ou da PPL (Marra 2009). Note-se que é impossível decidir isso com precisão, e aí reside a principal limitação deste método. Há variações dessas técnicas com o uso, por exemplo, de 13C em vez de 14C, ou a medição da concentração do carbono inorgânico dissolvido na água ao invés do O2 (Geider & Osborne 1992). O ponto fundamental em comum a todos estes métodos é que as medições se baseiam na mudança de um único parâmetro de cada vez, e que isso torna impossível a quantificação de dois processos simultaneamente (fotossíntese e repiração, no caso). 

Para a medição simultânea da fotossíntese e da respiração em um sistema fechado, a saída é medir as mudanças em duas quantidades que sejam alteradas pelos dois processos. A fotossíntese e a respiração alteram não apenas a quantidade de carbono e oxigênio na água, elas mudam também a proporção dos isótopos estáveis desses elementos. A mudança na proporção dos isótopos se deve ao fracionamento isotópico durante a fotossíntese (no caso do carbono, 12C é absorvido mais rapidamente que 13C; ver apêndice para mais detalhes), e à liberação de CO2 durante a respiração com uma proporção de 13C e 12C similar àquela das algas e não da água. O resultado é que no final de uma incubação no claro, tanto a concentração de carbono inorgânico e a proporção dos isótopos de carbono é alterada. O seguinte sistema de equações descreve esses processos:
cfinal = cinicial - cfoto + cresp  (2)
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Em que c é a concentração de carbono inorgânico dissolvido, F a proporção 13C/(12C+13C), β o fracionamento isotópico durante a fotossíntese, inicial o valor inicial na água, final o valor final na água, foto refere-se à fotossíntese e resp à respiração. F e c inicial e final são medidos diretamente na água, enquanto Fresp é estimado baseado no valor medido na matéria orgânica presente na incubação, e β tem um valor entre 1.01 e 1.04. Portanto, apenas cfoto e cresp sobram como desconhecidos, e podem ser encontrados resolvendo-se o sistema. É importante salientar que é necessário adicionar de 1 a 5% de 13C extra ao carbono dissolvido, de forma que Ffinal e Finicial fiquem bem diferentes de Fresp, para que a precisão da medição seja aceitável. Explicações detalhadas sobre o método estão disponíveis na literatura (Carvalho et al. 2009, Carvalho & Eyre 2012).

É possível se proceder com um procedimento análogo para o oxigênio, envolvendo a medição na mudança da concentração de oxigênio dissolvido na água e sua composição isotópica. Neste procedimento, se adiciona 18O à água (aproximadamente 1mL de 95% H218O a 600mL de água). Explicações específicas sobre este método também podem ser encontradas na literatura (Bender et al. 1987, Grande et al. 1989, Ostrom et al. 2005). Interessantemente, devido a peculiaridades próprias dos isótopos de oxigênio, é possível usar uma aproximação matemática para o cálculo da produção primária bruta que prescinde a medição na mudança da concentração de oxigênio dissolvido, bastando-se medir a concentração inicial e a mudança na composição isotópica, com a seguinte fórmula (Kiddon et al. 1995):

Po = [O2]inicial(Fofinal – Foinicial)/( Foagua – Fofinal)  (4)
Em que Po é a produção primária bruta em unidades de oxigênio, [O2] é a concentração de oxigênio dissolvido na água, Fo é a proporção 18O/(16O+18O) no O2 dissolvido no início e no fim da incubação, e do oxigênio na molécula da água antes da incubação.
Teoricamente, seria possível medir mudanças na concentração e composição isotópica do carbono ou oxigênio presentes nos organismos, em vez de na água, com o fim de se medir a produção primária bruta em sistemas aquáticos fechados. No entanto, não há registro que alguém tenha tentado este tipo de abordagem. O principal motivo é que enquanto o carbono inorgânico e o oxigênio dissolvidos na água são compartimentos homogêneos e consequentemente suas mudanças representam bem os efeitos da fotossíntese e da respiração, o carbono e oxigênio nos organismos estão divididos em inúmeros subcompartimentos, uma pequena parte apenas tomando parte nos processos de fotossíntese e respiração. Não é fácil isolar estes compartimentos, e medições são comumente feitas do material como um todo, o que é insatisfatório para balanços moleculares como aqueles em aplicados à medição da produção primária bruta.
MEDIÇÕES EM SISTEMAS ABERTOS
Medições em sistemas fechados sofrem do problema de não necessariamente representarem fielmente os processos que ocorrem em sistemas abertos (que são o caso dos ecossistemas naturais). Isto é referido na literatura como o “efeito garrafa” (Geider & Osborne 1992, Falkowski & Raven 2007). Portanto, se for possível medir a produção primária sem o uso de um sistema fechado, provavelmente a medição será mais realista e significante. No entanto, trabalhar com sistemas abertos é complexo, já que se torna necessário definir as fronteiras do sistema.

Um sistema de interesse para a medição da produção primária é a camada superficial de lagos ou do oceano. Essa camada superficial tem como fronteiras verticais a interface ar-água e a termoclina. As fronteiras horizontais não precisam ser definidas se se pretende apenas determinar a produção primária no centro de um lago, ou no meio do oceano. Pode-se argumentar que a posição da termoclina varia durante o dia, e durante estações de um ano, e também para um certo período apenas. Portanto, as medições feitas com essa abordagem são necessariamente para condições médias (Luz & Barkan 2000).

Definidas as fronteiras do sistema, é necessário então definir como o sistema interage com o exterior, através das fronteiras. No caso da produção primária medida com o oxigênio na camada superficial de um corpo d`água, é necessário saber as taxas de transferência de oxigênio entre a água e o ar, e entre a camada de água superficial e a imediatamente abaixo, através da termoclina. A transferência de oxigênio entre o ar e a água é significante, porque há muito oxigênio no ar e porque há grande agitação da água pelo vento. Em contraste, a transferência entre a camada superficial e aquela abaixo da termoclina é insignificante para processos na escala de semanas, por ser muito lenta (Luz & Barkan 2000). Portanto, o sistema fica simplificado considerando-se que ele tem apenas uma fronteira relevante. Desta forma, consideram-se 3 processos afetando o oxigênio na camada superficial: fotossíntese, respiração e trocas na interface ar-água.

Há um método que pode ser considerado clássico para sistemas abertos (Odum 1956), e consiste na medição sucessiva (por exemplo, de hora em hora) da concentração do oxigênio dissolvido ao longo de ciclos de 24 horas. No entanto, a produção primária bruta não é medida diretamente por este método, já que as taxas de respiração no claro não são conhecidas. Detalhes e recomendações detalhadas para o emprego desta técnica foram recentemente resumidos em uma revisão (Staehr et al. 2010), e alguns detalhes matemáticos avançados podem ser obtidos em (Chapra 1997).
Da mesma forma que para sistemas fechados, apenas com o uso de isótopos é possível medir-se a produção primária bruta em sistemas abertos. Até hoje, apenas métodos baseados nos isótopos de oxigênio foram apresentados, não havendo alternativas para o carbono.
Para se entender a medição da produção primária em sistemas abertos usando isótopos de oxigênio é necessário um aprofundamento na biogeoquímica deste elemento, que será apresentado a seguir. Este aprofundamento é construído em cima de conhecimentos sobre isótopos estáveis, sobretudo fracionamento isotópico. Portanto, para os leitores que não são familiares com isótopos estáveis, recomenda-se primeiramente a leitura do apêndice, no final deste texto.

A composição isotópica tríplice (16O, 17O e 18O) do oxigênio atmosférico é diferente daquela do oxigênio dissolvido na água. Esta diferença não existiria se não houvesse atividade biológica (fotossíntese e respiração) na água, pois a atmosfera e a água estariam em equilíbrio (Luz & Barkan 2000). A fotossíntese e a respiração afetam a composição tríplice do oxigênio na água por meio de fracionamento isotópicos dependentes de massa. Estes fracionamentos são, grosso modo, o dobro para o 18O comparado ao 17O (Luz & Barkan 2000). Na verdade, há várias reações cada uma com um efeito ligeiramente diferente, e o que se sabe hoje é que levando-se todos os fatores em consideração a razão 18O/17O do oxigênio derivado desses processos é 0.518 (Luz & Barkan 2009). Em contraste, na atmosfera a reação mais importante é aquela do ozônio com o CO2 na estratosfera, que gera um fracionamento independente de massa que causa uma depleção igual para 17O e 18O no oxigênio atmosférico (Luz & Barkan 2000). O efeito resultante é que há proporcionalmente mais 17O no oxigênio dissolvido na água que no ar. Este excesso é simbolizado por Δ17O, que é calculado a partir da medição do δ17O e do δ18O na água com a seguinte fórmula:
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O parâmetro λ corresponde ao fracionamento isotópico dependente de massa entre 17O e 18O, com o valor de 0.518.

A próxima etapa é usar os valores de Δ17O em um balanço molecular, assumindo que o sistema está em equilíbrio e em “steady state” (Luz & Barkan 2000). Desta forma, é possível estabelecer que:

P + I = R + E  (6)

Em que P corresponde ao acrésimo de oxigênio dissolvido devido à fotossíntese, I ao acréscimo devido à importação de ar da atmosfera, R ao decréscimo devido à respiração e E ao decréscimo devido à exportação de oxigênio da água para o ar. Igualmente, para Δ17O, pode-se estabelecer que:

PΔp+ IΔar = RΔr + EΔagua  (7)

Em que Δ abrevia Δ17O com os seguintes sufixos: p para fotossíntese, ar para ar, agua para água e r para respiração. Muito importante para a resolução desse sistema (equações 6 e 7) é que Δr = Δagua (Luz & Barkan 2009). Usando-se esta informação, e após algumas operações algébricas, acha-se:

P = I(Δagua - Δar)/( Δp - Δagua)  (7)

I é definido como o produto do coeficiente de de trocas gasosas entre água e ar pela concentração de oxigênio dissolvido na água quando o sistema está em equilíbrio. Ambas quantidades podem ser obtidas indiretamente por meio de medições como velocidade do vento, temperatura e pressão atmosférica. Δagua é medido diretamente durante a invetigação. Δar = 16, e Δf = 249 (Luz & Barkan 2000). Portanto, substituindo-se estes valores na equação 12 acha-se F. Note-se que não é possível achar R combinando-se as equações 11 e 12, mesmo sabendo-se F.

É importante salientar que o raciocínio apresentado acima vem sendo aplicado desde a apresentação do método em 2000 (Luz & Barkan 2000), mas que recentemente descobriu-se que a formulação matemática contém pequenos erros (Kaiser 2011, Prokopenko et al. 2011). Felizmente, estes erros não compromentem a validade dos resultados obtidos até então (Luz & Barkan 2011). Para uma descrição detalhada dos procedimentos matemáticos corretos para a obtenção da produção primária pelo método dos três isótopos o leitor deve consultar estas referências recentes.

Além do método dos três isótopos, um modelo matemático usando apenas 18O e 16O foi apresentado (Quinones-Rivera et al. 2007, Quiñones-Rivera et al. 2009). Este modelo, no entanto, não pode ser caracterizado como uma medição propriamente dita da produção primária ou da respiração; na verdade, faz-se uma estimativa da taxa fotossíntese : respiração que é dependente de medições independentes de taxas de respiração realizadas anteriormente em sistemas fechados. Este modelo é assumidamente simplista e suscetível a muitas incertezas (Quinones-Rivera et al. 2007, Quiñones-Rivera et al. 2009).
IMPACTOS NO CONHECIMENTO SOBRE A PRODUÇÃO PRIMÁRIA BRUTA
Os métodos baseados em isótopos estáveis para a medição da produção primária bruta vêm sendo aplicados com sucesso em diversos estudos limnológicos e oceanográficos. Desde então, eles vêm desvendando uma realidade diferente daquela que os métodos clássicos vinham sugerindo.
Estudos empregando o método de incubações em sistemas fechados com isótopos de oxigênio têm normalmente revelado que as taxas de respiração na luz, e consequentemente as taxas de produção primária bruta, são bem maiores no claro que no escuro. Isto tem sido observado em experimentos em laboratório (Bender et al. 1987, Grande et al. 1989), em lagos (Luz et al. 2002), e principalmente no oceano (Bender et al. 1999, Bender et al. 2000, Hitchcock et al. 2000, Juranek & Quay 2005, Robinson et al. 2009, Quay et al. 2010). De fato, é esperado que as taxas sejam mais altas na luz, tanto devido à maior necessidade de energia por parte das células fitoplanctônicas enquanto fazendo fotossíntese (Falkowski et al. 1985, Weger et al. 1989, Xue et al. 1996), como também a um maior consumo de matéria orgânica dissolvida por bactérias na luz (Pringault et al. 2007, Pringault et al. 2009, Sadro et al. 2011). Menos estudos (em lagos) mostram a tendência oposta de menores taxas metabólicas medidas com o método dos isótopos de oxigênio comparadas àquelas medidas pelos métodos clássicos (Ostrom et al. 2005, Yacobi et al. 2007). É difícil explicar fisiologicamente estes resultados, e portanto estas exceções podem ser devidas a limitações no método, como por exemplo a adsorção de 18O em substâncias orgânicas extracelulares, e não realmente a menores fluxos metabólicos na luz que no escuro (Yacobi et al. 2007). 
Medições em sistemas abertos com isótopos de oxigênio sempre resultam em taxas maiores na luz que no escuro (Juranek & Quay 2005, Sarma et al. 2005, Reuer et al. 2007, Luz & Barkan 2009, Quay et al. 2010), e também em taxas maiores em sistemas abertos que em sistemas fechados (Juranek & Quay 2005, Quay et al. 2010). A diferença com relação aos métodos tradicionais é explicada similarmente àquela observada para o método em sistema fechado: maiores taxas metabólicas do fitoplâncton e das bactérias no claro que no escuro. Já as taxas maiores observadas em sistemas abertos comparadas a sistemas fechados se devem provavelmente ao fato que incubações em sisstemas fechados não capturam eventos extremos  e relativamente raros de alta produtividade (Quay et al. 2010). Como o método em sistemas abertos abrange semanas (o de sistemas fechados apenas horas), o método em sistemas abertos tem mais possibilidade de capturar estes eventos extremos.
O método dos isótopos de carbono em sistemas fechados só foi empregado de forma preliminar (Carvalho & Eyre 2012), e é portanto prematuro partir-se para conclusões abrangentes. No entanto, os poucos resultados disponíveis apontam para a existência de casos em que os processos envolvendo carbono e oxigênio são completamente independentes entre si, o que levaria à necessidade de medição de taxas baseadas em unidades de carbono, e não oxigênio, se o objetivo é entender o ciclo do carbono. A discrepância entre oxigênio e carbono é provavelmente influenciada por diferenças na fisiologia do fitoplâncton em relação ao metabolismo do oxigênio e do carbono. Vários estudos têm demonstrado que a liberação de carbono pela respiração do fitoplâncton, assim como aquela de macroalgas e de plantas terrestres, é bastante inibida na luz (Xue et al. 1996, Zou et al. 2007, Tcherkez et al. 2008). Em contraste, as taxas de consumo de oxigênio são mais altas na luz do que no escuro (Falkowski et al. 1985, Weger et al. 1989, Xue et al. 1996).

Em conclusão, está claro que, apesar de mais de 8 décadas de inúmeros estudos sobre a produção primária em sistemas aquáticos, ainda há muito a ser descoberto. Não há dúvida que os estudos baseados em isótopos estáveis terão um papel central nessas descobertas, e provavelmente se tornarão o padrão para estudos com este foco.
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 APÊNDICE – CONCEITOS RELEVANTES SOBRE ISÓTOPOS ESTÁVEIS

Os elementos químicos em geral têm mais de um isótopo, que podem ser estáveis ou radioativos. Os isótopos estáveis de carbono são 12C e 13C, e os do oxigênio 16O, 17O e 18O. Em média, 98,9% do carbono nas substâncias no planeta Terra é 12C, e o restante praticamente todo é 13C (há uma parcela ínfima de 14C). No caso do oxigênio, 99.76% é 16O, 0.20% 18O e 0.04% 17O. Há variações nessas proporções médias, mas são muito pequenas. Quando se estuda essas variações, é conveniente haver uma notação que facilite a visualização das pequenas diferenças em cada caso, analogamente ao que se faz, por exemplo, com o pH. A notação normalmente aplicada para indicar a proporção de isótopos estáveis numa substância é a “notação delta”, definida assim :

δ13C = (Rmaterial : Rreferência) x 1000‰  (1)

Em que R é a proporção 13C/12C no material estudado (material) e numa substância de referência, que no caso do carbono é o beleminito de Pee Dee, cujo R = 0.0112372 (Fry 2003). Para o oxigênio, o símbolo é δ18O ou δ18O, ambos em relação ao 16O, dependendo do do isótopo pesado (18O ou 17O). A substância de referência para o oxigênio é SMOW (Standard Meas Ocan Water; Água oceânica média padrão), com R = 0.045004 (Fry 2003).

Uma propriedade importante dos isótopos estáveis é o fracionamento isotópico. Existem três tipos de fracionamento: o fracionamento de equilíbrio, o fracionamento cinético e o fracionamento independente de massa (Luz & Barkan 2000, Zeebe & Wolf-Gladrow 2001). O fracionamento de equilíbrio consiste na distribuição desigual dos isótopos estáveis nos reagentes e produtos de uma reação quando ela atinge o equilíbrio químico. O fracionamento cinético consiste em taxas diferentes de reação para os diferentes isótopos de um mesmo elemento numa mesma reação química. O fracionamento independente de massa é anômalo e não segue as regras dos outros dois tipos. Em incubações em sistemas fechados com o propósito da medição da produção primária, que duram algumas horas, apenas o fracionamento cinético é importante. Em medições em sistemas abertos, que cobrem escalas temporais medidas em semanas, os fracionamentos de equilíbrio e independente de massa são mais importantes.
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