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Resumen

El flujo de carbono hasta los niveles superiores en las redes troficas acuéaticas, se presenta de dos formas bésicas:
una corta, basada en la produccion fitoplanctonica, conocida como planctonica, y otra mas larga, que incluye
ademas las bacterias, protozoarios y el proceso denominado microbial loop (ciclico), llamada red trofica
microbiana. Incluir esta otra cadena en los estudios de redes troficas, complementa la vision general de las redes
troficas acuaticas, hoy limitada en ese aspecto. En ese sentido, el analisis de la abundancia natural de los is6topos
estables de carbono y nitrogeno, es una técnica que permite definir el papel de los grupos tréficos que integran las
redes troficas acuaticas. La proporcion de isotopos de carbono define la fuente autétrofa y la proporcion de
isotopos de nitrogeno permite inferir, basados en el proceso de fraccionamiento trofico, el nivel trofico de los
organismos estudiados.

Palabras claves: [sotopos estables, ecologia acuatica, redes troficas, microbial loop.

Abstract

Two distinct pathways of carbon flow are currently recognized in deep sea aquatic food webs: a short pathway
based on phytoplankton production known as planktonic and a longer one, which also includes bacteria,
protozoans, and the process known as the microbial loop, referred to collectively as the microbial food web.
Considering the microbial loop complements the current vision of aquatic food webs, which today continues to
be limited in this respect. In this sense, the analysis of natural abundance of the steady isotopes of carbon and
nitrogen in aquatic organisms is a technique which permits the definition of the role of the trophic groups which
are part of food web. The proportion of isotopes of carbon indicates the autotrophic energy source of an organism
while the proportion of nitrogen isotopes, permits to infer, based on the process of trophic breaking, the level of
the organisms studied.

Key words: Stable isotopes, aquatic ecology, food webs, microbial loop.
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Introduccion

En general la forma mas elemental y efectiva de
visualizar una comunidad es a través de las redes
troficas que la constituyen. Esta estrategia es positiva
porque evidencia relaciones basicas como la
herbivoria y la predacion, pero también negativo
porque trivializa (como consecuencia de agrupar
organismos diferentes) relaciones complejas, que
pueden asumirse como estaticas cuando en la realidad
son profundamente dinamicas. Una alternativa
entonces es definir claramente los limites de la
representacion, sefialando posibles relaciones de
reciclaje, canibalismo y omnivoria, asi como el
periodo para el cual se presenta como valida. De esta
forma, la representacion grafica de las relaciones
troficas en una comunidad resulta ser una herramienta
fundamental para el manejo y control de ecosistemas
acuaticos.

Una vez asumida la tarea de estudiar las relaciones
troficas en una comunidad, es necesario establecer la
estrategia basica de estudio, que puede ser el analisis
del contenido estomacal o de las abundancias
naturales de isOtopos estables en los organismos
estudiados. La primera de ellas permite definir qué ha
ingerido el organismo, siempre y cuando pueda ser
identificado, lo que no es tarea facil. Una dificultad
adicional viene del hecho que algunos items
alimenticios son asimilados mas rapidamente que
otros, por lo que pueden ser subestimados en los
analisis. La segunda forma de estudio, que representa
el tema central de esta revision, es el uso de la
abundancia natural de los is6topos estables de carbono
y nitrogeno, como trazadores del flujo de energia en
una comunidad.

Basicamente el andlisis de la abundancia del carbono
13 (°C), nos permite definir cuél es la fuente original
del carbono presente en cualquier organismo. De
hecho, gracias a esa técnica sabemos hoy que gran
parte de las poblaciones humanas usan como fuente
primaria de energia, el carbono proveniente de las
gramineas (plantas tipo C4) y so6lo algunas pequefias
poblaciones aisladas, tienen como fuente las plantas
C3. Por otro lado, el analisis del nitrogeno 15, permite
definir los diversos pasos (niveles troficos) por los que
vapasando la energia hasta llegar ala cima.

En el marco de la ecologia acuética, la aplicacién de la
técnica de isdtopos estables se ha consolidado como

un area especifica, definida como ecologia isotopica,
que tiene una amplia diversidad de aplicaciones.
Problemas de contaminacién pueden ser detectados y
lo que es mas interesante, resueltos en la medida en
que se puede actuar directamente sobre el grupo o
nivel tréfico que representa el problema principal.

Con base en lo anterior, se presenta esta breve revision
sobre una de las areas de trabajo en ecologia acuatica
de mayor crecimiento en las ultimas dos décadas.
Evitando el esquema tradicional de un abordaje por
grupos troficos, he optado por una presentacion mas
funcional, sefialando primero las caracteristicas de las
cadenas y redes troficas, pasando luego a la parte
teorica y metodoldgica de la ecologia isotdpica, para
terminar con algunas explicaciones y analisis de casos
parael analisis de datos.

Cadenas y redes troficas

De la forma como sea considerada la comunidad
plancténica en un ecosistema, van a depender el
enfoque inicial y las técnicas de estudio requeridas.
Incluir o no a las bacterias y protozoarios en un mismo
grupo con el fitoplancton y zooplancton, define el
estudio o no de una cadena trofica del detritus, que
funciona simultineamente con la cadena trofica
herbivora (también llamada cadena tréfica clasica) en
el flujo de carbono, constituyendo una red tréfica
planctonica como propuesto por Porter [1]. Implica
también que otras técnicas como microscopia de
epifluorescencia, evaluacion de lipidos en los
organismos, analisis estequiométricos y de isdtopos
estables, tengan que ser empleadas adicionalmente a
los conteos tradicionales usando microscopia ocular.

El largo de la red alimenticia, definido como el
numero de niveles troficos existentes, es una
caracteristica ecologica importante de las
comunidades. Influye sobre la estructura de la
comunidad, las funciones ecosistémicas y las
concentraciones de contaminantes en los predadores
terciarios, que serd mayor en la medida en que haya
mas bioacumulacion en el flujo. En general se ha
considerado que el tamatfio de la red puede ser funcion
de la productividad, del tamafio del ecosistema o una
combinaciéon de la productividad y el tamafio del
ecosistema. Estudios recientes sin embargo,
demuestran que el tamafio de la red alimenticia tiende
aincrementarse con el tamafio del ecosistema [2].
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Histéricamente el plancton, constituido por
fitoplancton y zooplancton, ocupd papel central en los
estudios de ecologia acuatica. Ese principio basico de
la ecologia del plancton sufre su primer impacto,
cuando al proceso de descomposicion de la materia
organica por parte de las bacterias, descrito por
Lyndeman [3], se le confiere un papel central en el
estudio del metabolismo de los ecosistemas acudticos.
Posteriormente, Pomeroy [4] presentd el proceso de
reciclaje de la materia organica disuelta en la cadena
trofica, que dio paso al término “microbial loop”
introducido por Azam, et al. [5]. Se trata del
procesamiento de la materia organica particulada no
viva por parte de las bacterias, seguida del consumo de
¢éstas por parte de los protozoarios, lo que permite una
transferencia de energia hacia niveles troficos
superiores'. Se hizo evidente entonces, que el
microbial loop junto con la produccion primaria,
controlan la productividad natural de los ecosistemas
acuaticos [6] y como parte del plancton fue asimilado
el bacterioplancton. El consumo de las bacterias
heterotroficas por parte de protozoarios (flagelados y
ciliados) y el zooplancton [7,8] cambia la idea
tradicional de una cadena trofica lineal (figura 1). El
microbial loop transfiere una cantidad de energia
equivalente de 10-50% (dependiendo principalmente
de la concentracion de nutrientes en el medio) del
carbono de la fotosintesis a través de la via carbono
organico disuelto — bacteria — protozoos (figura 2).
Segun Work ef al. [9] el carbono de las bacterias
representa cerca del 25% del total que pasa para el
mesozooplancton, y casi la mitad del carbono que va
para el microzooplanctony los protozoarios.

Hasta aqui era reconocido el papel heterotréfico de las
bacterias dentro de las redes planctonicas, pero es con
la inclusién de las algas cianoficeas en el dominio
Bacteria [10] que se transforma totalmente la vision
tradicional del plancton, si bien algunos
investigadores continuan considerando las
cianoficeas como algas, pero no entraré en esa
polémica. La omnipresencia y abundancia de la
cianoficea Synechococcus por ejemplo, evidencia la

"No existe consenso en espafiol sobre un término equivalente
(ciclo microbiano, bucle microbiano y otros son usados), por lo
que en este documento sera usado el término original en inglés.
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importancia de este grupo como productor primario,
permitiendo a Pomeroy et al. [11] hacer dos
afirmaciones transcendentales para la ecologia: a) la
mitad del oxigeno que respiramos proviene de
bacterias fotosintéticas asociadas con el microbial
loop oceanico, y b) la biomasa total de bacterias en el
océano, es mayor que la biomasa combinada de
zooplancton y peces en ese medio. De cualquier
forma, se puede inferir que por ser las cianoficeas uno
de los principales productores fotosintéticos de
materia organica, su papel como fuente de energia es
fundamental en la dindmica tréfica, para el flujo
directo (herbivoria) e indirecto (microbial loop) en los
ecosistemas acuaticos.

Una de las consecuencias de incluir el microbial loop
en los estudios de ecologia del plancton, es que deben
ser estudiados mas niveles troficos en las cadenas
troficas. Como consecuencia inmediata se tiene que,
proporcionalmente, una fraccion menor del carbono
organico producido llegaria a los niveles troficos
superiores [12,13]. Este carbono, de acuerdo con Klug
[14], puede ser dividido con base en el origen de las
fuentes de energia en autoctona y aldctona, y con base
en su biodisponibilidad en 1abil y recalcitrante. El
hecho de existir una diferencia entre el carbono
autdctono y el aloctono, permite por ejemplo detectar
fuentes de contaminacion y el impacto de las cuencas
sobre la calidad de las aguas. Por otro lado, los
mecanismos que pueden convertir en disponible el
COD (carbono organico disuelto) recalcitrante,
incluyen reacciones fotoquimicas, la presencia de
exoenzimas, difusion desde el litoral y el sedimento, o
de fuentes aldctonas que facilitan la
despolimerizacion de las macromoléculas
recalcitrantes [12]. Hoy se sabe que existe un proceso
de transferencia abidtica del COD, en el que esos
compuestos, principalmente aquellos de carbono
recalcitrante, son transformados en macroparticulas
que son consumidas por protozoarios, porque su
forma y tamafio son parecidos con las bacterias [6] y
porque forman floculos llamados “nieve marina”, que
son agregados organicos que pueden ser consumidos
directamente por los peces [15].
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Figura 1. Cadena trofica tradicional, basada en la
produccion primaria fitoplanctonica.
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Figura 2. Cadena trofica basada en la produccion
fitoplanctonicay bacteriana (modificado de Porter [1]).

De acuerdo con la clasificacion por tamafio hecha por
Sieburth [16], los organismos plancténicos se dividen
en: picoplancton (0.2 - 2 pm); nanoplancton (2 - 20
pum); microplancton (20 - 200 pm); mesoplancton (0.2
—20 mm); macroplancton (2 - 20 cm) y megaplancton

(20 - 200 cm). De esta forma, el picoplancton esta
constituido principalmente por procariotas, que
pueden representar valores de 10° cel/ml en aguas
oligotréficas y hasta 5 x 10°cel/ml en aguas eutroficas
[17]. Con base en lo anterior, los principales
microorganismos que constituyen las redes tréficas en
los ecosistemas acuaticos pueden ser divididos en dos
clases, de acuerdo con su tamafio: a) El picoplancton
que incluye organismos autotrofos (procariotas y
eucariotas) y heterotrofos (bacterias y pequefios
flagelados); b) Nanoplancton que incluye grandes
flagelados y pequefios ciliados. Los flagelados y
ciliados son los mas importantes protozoarios
picoplanctivoros en la mayoria de los ecosistemas
acuaticos. Podemos decir, basados en los trabajos de
Porter [1] y Winemiller [18], que una cadena trofica
que incluye el microbial loop, tiene una participacion,
en proporciones variables, de carbono organico
disuelto y particulado, de macro y micro algas,
flagelados, ciliados, insectos, micro y
mesozooplancton, asi como de larvas y juveniles de
peces (figura 3).
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Figura 3. Red trofica de un lago de inundacion, incluyendo
la cadena trofica detritivora y la participacion del microbial
loop (ml) en el flujo de carbono hacia niveles troficos
superiores (modificado de Winemiller [ 18]).

Existen basicamente, dos formas como son estudiadas
las cadenas troficas en ecosistemas los lagos de
inundacion tropicales: una que presenta una red
trofica corta, con poca o ninguna participacion del
microbial loop en el flujo de energia hacia los niveles

179




troficos superiores [19,20,21] y otra que considera
significativa la participacion del microbial loop en el
bacterioplancton en el proceso [22,23,24]. Existe
adicionalmente una tercera posicion, que se refiere a
lagos de regiones templadas, segun la cual, como
consecuencia de la entrada de materia organica
aloctona en un sistema acuatico, las redes troficas
basadas en la produccion primaria pueden cambiar y
pasar a estar basadas en la produccion heterotrofica
[13]. En términos generales son muchos y no muy bien
comprendidos, los factores fisicos, quimicos y
biologicos que controlan las fuentes de carbono que
son accesibles para la produccion bacteriana [25].

Considerando la variabilidad ambiental de los lagos
de inundacion, descrita por Junk et al. [26], es de
esperarse que la interrelacion entre la estructura de la
comunidad ecoldgica, su estabilidad y los procesos
que ocurren dentro del ecosistema, que constituyen la
red trofica [27], cambien también en los periodos
limnolégicos de sequia, inundacion, llena y bajada,
descritos por Rai y Hill [24]. Asi, se puede decir que
una red tréfica cambia en su composicion de especies
y en los parametros poblacionales, incluida la
abundancia. Ademas, a nivel de individuos, en la red
se presentan variaciones en el crecimiento, tamaiio y
comportamiento [28]. Esto ocurre en las poblaciones
de bacterias, que presentan diferentes tasas de
crecimiento poblacional, haciendo que puedan
coexistir utilizando la misma fuente de energia [12].
En este contexto, los diferentes periodos asociados
con el proceso de inundacion y sequia de los lagos
tropicales, son eventos de gran magnitud, en los cuales
la contribucion relativa de materia organica autdctona
y aloctona puede cambiar profundamente. Periodos de
sequia dependen basicamente de la produccion
autoctona, a diferencia de la inundacion, en donde la
participacion de fuentes alctonas es significativa.

Buscando establecer el origen de la materia organica
para los ecosistemas acudticos amazonicos, fueron
definidos cuatro grandes grupos de productores
primarios que son las macrofitas acudticas, la floresta
inundable (equivalente a los manglares en la zona
costera), fitoplancton y perifiton [19,20,29] a partir de
los cuales se genera todo el carbono que sustenta
aproximadamente el 60% de la produccion pesquera
en el Amazonas, evaluada en 200000 ton/afio [30]. Por
otro lado, se sabe que las plantas (especialmente
aquellas con metabolismo C4) pueden ser consumidas
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directamente por micro herbivoros, o entrar
indirectamente en la cadena trofica a través del
microbial loop, como dice Waichman [22], que
encontro bacterias heterotroficas que son mantenidas
con el carbono que viene de las plantas C4 y sugiere
que tienen la funcion de eslabones troficos entre las
plantas vasculares y los micro invertebrados.

Principios basicos de ecologia isotépica

El analisis de isotopos estables, que fue inicialmente
aplicado a estudios de geoquimica, encontr6é en la
ecologia, un amplio campo de actuacion,
fundamentado en la diferencia isotopica existente
entre los diferentes compartimentos de un ecosistema.
La utilizaciéon de los isétopos estables como
trazadores se basa en la premisa segtin la cual la marca
0 proporcion isotopica, que es la proporcion entre el
isotopo pesado y el isotopo liviano, varia de forma
previsible en la medida en que el elemento cicla en la
naturaleza [31]. De esta forma, la marca isotopica de
carbono (613C) refleja la fuente de carbono de su dieta
[32] en la marca isotopica de nitrogeno (315N) puede
ser usada para definir su posicion tréfica [21]. El
andlisis combinado de estos isotopos en las fuentes y
en los consumidores, puede revelar la fuente original
de carbono y su paso a través de la cadena trofica. La
gran cantidad de publicaciones disponibles reflejan el
poder de la técnica para resolver problemas de la
trofodinamica que de otra forma serian insolubles. Los
mismos documentos, sin embargo, también reflejan la
incertidumbre que se genera cuando la técnica es
aplicada en ecosistemas abiertos, en los cuales no son
conocidas todas las fuentes autotrofas y menos atin,
han sido cuantificadas.

Variaciones en el fraccionamiento isotdpico entre
productores primarios ocurren por diferencias en la
via metabdlica empleada, el substrato inorganico, las
condiciones ambientales y fisiologicas. Las diferentes
rutas fotosintéticas de las plantas generan modelos
distintos de fraccionamiento isotdpico, resultantes de
la accion de enzimas que seleccionan “C y “C de
forma diferente. Ellas fijan el carbono, utilizando dos
ciclos fotosintéticos:

* Plantas C3 usan el ciclo de Calvin y reducen el CO, a
fosfoglicerato, un compuesto con tres atomos de
carbono, utilizando la bifosfato ribulosa carboxilasa
(Rubisco), que discrimina el “CO, resultando en un
valor medio de §"C de -27 %o. Son plantas tipo C3 la
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uva, arroz, cebada, remolacha, café, Eichhornia
crassipesy fitoplancton, hojas y frutos de arboles.

* Plantas C4 que usan el ciclo de Hatch-Slack, fijan el
CO, utilizando la enzima fosfoenilpiruvato
carboxilasa (PEPC), produciendo un compuesto de 4
carbonos (malato o aspartato), que es asimilado a
través del ciclo de Calvin. Estas plantas, con alta
eficiencia fotosintética, discriminan menos el "CO,
dando como resultado un §"°C medio de -13%o. Son
ejemplos de estas plantas la cafia de azlicar, maiz y las
macroéfitas acuaticas Paspalum repens 'y
Echinochloa polystacha.

El fitoplancton, a pesar de ser de tipo C3, presenta
regularmente una marca isotopica mas empobrecida
(maés negativa), porque no usa el CO, atmosférico (-8
%o) como sustrato, sino el carbono inorganico disuelto
en el agua (CID), que en lagos y rios tiene marca
isotopica cercana a -15 %o y en regiones costeras tiene
valores entre -22 y -18%o.

Las transformaciones isotépicas que producen
variaciones en la abundancia relativa de los is6topos
pesados ("°C) y livianos (°C), entre el sustrato (dieta)
de la fuente y sus productos (consumidores), son
llamadas fraccionamientos isotépicos. Estos
fraccionamientos ocurren porque los is6topos menos
pesados forman enlaces quimicos que requieren
menos energia para romperse, y por eso en las
reacciones quimicas, los isdtopos mas leves
generalmente reaccionan mas rapido y van quedando
mas concentrados en los productos o consumidores
[33]. En general existen cuatro conceptos basicos en la
ecologia isotopica: razén o proporcion isotopica (R),
sefial o marca isotopica, fraccionamiento trofico y la
tasadereemplazo (“turnover’)isotdpico:

1. Razdén o proporcion isotopica (R%o), es la
proporcidn natural entre el isdtopo pesado y el
leve.

R= is6topo pesado/isdtopo comin, 13C/12C,
15N/14N

2. Sefial o marca isotopica (8"C o §"N%o), es la
diferencia entre la razén isotdpica y su estandar
internacional. Es definido por la letra delta (8) y
cada vez mas, con letra d. Es expresada en partes
por mil asi:
6X(%0) = [(R e/ Resianaar) — 11 1000

3. Fraccionamiento tréfico o factor de
discriminacion (A%o), es la diferencia entre la
marca isotopica del consumidor y de su presa o
dieta.

4. La tasa de reemplazo isotdpico es la tasa de
cambio de un tejido, hasta asumir la marca
isotopica de lanueva fuente de alimento.

Los componentes de la cadena alimentaria reflejan
exactamente los 8"°C de sus fuentes de energia, con
pequefias diferencias, aumentando 0.2 a 1% a cada
nivel trofico (esto hace que la variabilidad propia de
los valores medidos se confunda con el
enriquecimiento, por lo que es dificil usar este isdtopo
para definir niveles tréficos). La determinacion de la
razén isotdpica permite una comparacion de los
valores de §"”C y 8"N de las fuentes, con el valor del
producto. De esta forma, cuando hay s6lo dos fuentes
es posible definir el porcentaje de participacion de
cada una, por el principio de la dilucidén isotopica [34]
usando la siguiente formula:

%C,=

[(6°C §°C,)/(8"C,-8"C,)]

muestra
Donde §"C; y §"C, son las marcas isotopicas de las
plantas C3 y C4 respectivamente, a lo que se suma la
marca de la muestra analizada. De esta forma, si
existen dos fuentes Ay B con marcas de -10%o y -20%o
respectivamente, que dan origen a un producto con
marca -17%o, se puede calcular una participacion de
30% de la fuente Ay 70% de la fuente B. Es muy
improbable que esta situacion ocurra en la naturaleza,
donde suelen encontrarse mas de dos fuentes, por lo
que es necesario usar modelos que incluyan mas de un
isotopo. Es el caso de las plantas C, en la cuenca
amazonica, porque ellas poseen valores medios de
3"C que estadisticamente no son diferentes entre si
[20]. En este tipo de situaciones el IsoSource,
disponible en
http://www.epa.gov/wed/pages/models/stablelsotope
s/isosource/isosource.htm, es el procedimiento
estadistico que calcula los intervalos de las
contribuciones de las fuentes (minimo y maximo
posibles) que ha sido empleado con mas éxito.

Usando dietas con marca isotopica conocidas, DeNiro
y Epstein [37] alimentaron varias especies y hallaron
que el carbono de los tejidos se iba enriqueciendo 1%o
con relacion a la dieta (0.81 + 1.1%o, rango = -0.6 a
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2.7%o), mientras que el §°N aumentaba entre 3-5%o
(3.0 £ 2.6%0, rango = -0.5 a 9.2%o). Estos valores, a
pesar de ser variables en los diferentes ecosistemas,
son ampliamente utilizados [38,32]. La expresion,
“usted es lo que come”, muy comun en los trabajos de
ecologia isotdpica, no es tan correcta como parece.
Jamori et al. [39], alimentaron larvas de Piaractus
mesopotamicus (8"°C = -21%o) con nauplios de
Artemia (8d"C = -15%o), y después de quince dias las
larvas estaban mas enriquecidas (8d"”°C =-12.5%o) que
la propia fuente de alimento (figura 4). Esta situacion,
que puede ser consecuencia de la absorcion selectiva
del vitelo de los nauplios de Artemia, demuestra que
los organismos no son aquello que comen, que es el
resultado usual de los analisis de contenido estomacal,
y si aquello que asimilan, que es el resultado del
analisis de la abundancia natural de is6topos estables.
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Figura 4. Variacion del 813C de larvas de Piaractus
mesopotamicus (Pisces: Characidae) alimentadas con
nauplios de Artemia sp. En el eje de Y esta la marca
isotopica de carbono y en X el numero de dias de
experimento (modificado de [39]).

En el caso del nitrégeno, es relevante el hecho que el N
fijado biologicamente tiene un valor de "N similar al
N, atmosférico (0 %o). Por eso las plantas
leguminosas, que fijan N, a través de relaciones
simbioticas con bacterias, presentan valores cercanos
a 0%o, como ocurre con las muestras de fitoplancton
dominadas por cianoficeas. Ya las plantas que no son
fijadoras, presentan un §"N similar al de su fuente de
N teniendo presente el enriquecimiento que se
presenta en el consumidor, denominado
fraccionamiento tréfico.
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Principios metodologicos

Para evaluar las proporciones isotopicas "C/"°C,
“N/"N se utilizan muestras pulverizadas del material,
que son convertidas por combustion en gas y luego
son introducidas en el espectrometro de masas, donde
son ionizadas y sus moléculas separadas de acuerdo
con su masa [39]. Vale anotar que el trabajo del
investigador regularmente termina al preparar el
polvo fino y enviarlo a un laboratorio para su andlisis y
comparacion con los estandares internacionales. En el
caso del carbono se trata del carbonato de calcio,
conocido como PDB (el molusco fosil Belemnitella
americana en la formacion Pee Dee en USA) y para el
nitrégeno se comparan el §"°N de la muestra con el del
aire. Otros estandares, conocidos como “working
standards” son usados regularmente en todos los
laboratorios del mundo por economia.

Dependiendo del tamafio del organismo estudiado,
parte del cuerpo o el cuerpo entero es utilizado para el
analisis. En el caso de los peces, generalmente se usa
musculo de la region dorsal, porque hay diferencias
significativas entre la tasa de asimilacion de otros
tejidos del cuerpo, lo que impediria establecer
comparaciones con evaluaciones hechas en otros
peces. Diversos estudios han demostrado la
variabilidad de la marca isotopica en los diferentes
tejidos de un organismo, conocida como variabilidad
metabodlica[21,31,40].

La cantidad de material usado en los andlisis de
isotopos estables, que es la primera duda al iniciar este
tipo de trabajo, depende de la concentracion de los
isotopos en la muestra y la sensibilidad del
espectrometro de masa utilizado. Para tejidos con
proporcién de C:N entre 3-6 (musculo de peces y
zooplancton p.ej.), son necesarios entre 0,2-0,4 mg de
materia seca, mientras que para muestras con
proporcion C:N cercana a 15 (la mayoria de las
plantas), son necesarios entre 2,0 y 4,0 mg de materia
seca[41].

Una modificacion de la técnica de analisis de is6topos
estables es usada actualmente en algunos laboratorios,
en los cuales se estudia el fraccionamiento isotopico
de una sustancia en particular (los peptidoglucanos en
las bacterias p.ej), que es producida especificamente
por los organismos que estan siendo estudiados, por lo
que son llamadas biomarcadores [42]. Segun estos
investigadores, un biomarcador es un compuesto que
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tiene especificidad biologica, en la medida en que
solamente es producido por un pequefio grupo de
organismos, lo que permite evaluar su abundancia
como equivalente de la abundancia de los organismos
que laproducen.

Evaluar la abundancia de "C y "N en muestras de
bacterias, requiere naturalmente de una biomasa de
bacterias, suficiente para ser analizada en el
espectrometro de masas. Una forma de hacerlo es
capturar el CO2 respirado por las bacterias
heterotroficas como fue realizado por Waichman [22],
que requiere una infraestructura de laboratorio
compleja. Por otro lado, Coffin et al. [43], propusieron
una metodologia mdés viable pero altamente
dispendiosa, con resultados altamente confiables, que
es presentada aqui con algunas variaciones propuestas
porelautor. En principio se trata de filtrar con filtro de
0,2 um, un volumen de 990 ml de agua del sistema
estudiado, como un medio de cultivo natural, en el
cual se obtiene a partir de un inoculo, la biomasa de
bacterias necesaria. Estas bacterias, por alimentarse
del COD, reflejaran en su marca isotdpica su
estrategia alimenticia y por ende su papel en el medio.
El problema es que para obtener 990 ml de agua
filtrada con 0,2 um, es necesario filtrar con redes de 30
um, 10 pm y luego con filtros GF/C (1.2 um), GF/F
(0.7 um), filtro nucleopore de 0.6 pm y finalmente con
filtro nucleopore blanco de 0.2 um para obtener el
medio de cultivo que sera guardado en frasco oscuro
estéril. El indculo consiste en 10 ml de agua filtrada
con filtro GF/F. Los frascos oscuros son sellados con
cinta plastica e incubados en la oscuridad por 48 horas
a 30 °C, para posterior filtracion con filtro GF/F pre-
quemado a 450 °C durante una hora. El filtro es secado
en estufa a 55 °C por 24 horas y guardado en
desecador.

Una de las formas mas eficientes de estudiar el
carbono del fitoplancton, es a través del estudio de
isotopos estables 5" °C y §15N. De hecho, el proceso de
evaluacion seria bien simple si no fuera por el
problema metodologico que representa separar el
fitoplancton del resto de particulas presentes en el
seston. En este sentido Hamilton y Lewis [44]
hicieron una propuesta de separacién del material
detrital a través de la centrifugacion de la muestra en
una solucion de silice, que fue empleada sin mucho
éxito por Calheiros [45]. Esta técnica fue mejorada
anos después [46] y hoy es una referencia importante

en los estudios de isotopos estables del fitoplancton. A
pesar de esto, el método mas empleado para evaluar el
fraccionamiento isotopico del carbono
fitoplancténico, continta siendo considerar todo el
carbono organico particulado menor de 50-60 pum,
como representativo del fitoplancton presente en el
medio [47]. Es claro que esto implica una fuente de
error, porque en la evaluacion se incluye carbono de
otras fuentes, aunque en la practica el procedimiento
ha demostrado una fuerte asociacién con organismos
fitoplanctofagos (Caraballo, datos sin publicar). Es
importante en este punto resaltar que las muestras
deben ser filtradas con filtros de fibra de vidrio, en lo
posible GF/F ya que tienen una capacidad de retencion
superior.

En el caso de animales pequefios, tales como las
postlarvas de peces, el intestino debe ser retirado del
animal para evitar la interferencia que ese material
ingerido, pero no asimilado, pueda tener en los
resultados [21]. En el caso del zooplancton
igualmente, los organismos deberan ser mantenidos en
un recipiente con agua limpia para que evacien sus
contenidos intestinales. Esto ocurre en un lapso no
mayor de 3 horas, en una temperatura proxima a los
30 °C (Caraballo, datos sin publicar).

Ademas de las dificultades relacionadas en este
documento, existe un problema adicional en los
estudios de cadenas troficas planctonicas. En estos
organismos se presentan variaciones en las
proporciones isotdpicas asociadas con las variaciones
ambientales como fue observado en una investigacion
realizada en un lago en el Japodn, en la que Yoshioka
et al. [48] encontraron una fluctuacion estacional en la
proporcion de isotopos estables del zooplancton,
fuertemente relacionada con la del fitoplancton que
también cambi6. Las variaciones en los valores de
delta "C fueron mayores en Copepoda y una especie
de Cladocera predadora, disminuyendo de -15%o en
mayo hasta -23%o0 en noviembre. Esta situacion fue
asociada con la variacion estacional y por eso se espera
que algo similar ocurra, asociado con el pulso anual
delrio.

Analisis de datos

En general son considerados como valores extremos
de carbono aquellos correspondientes a las plantas C4
y C3. Esto significa una variacion entre -10%o y -35%o
respectivamente. Hay sin embargo fuentes mas
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negativas, que generan valores proximos a -50%o y
que son asociadas con una fuente de carbono
metanogénica [49]. Organismos como los
quironomideos (Chironomus spp) asociados con
fondos anodxicos, suelen presentar ese
comportamiento, como fue demostrado por Calheiros
[45], que encontro valores medios de carbono de -
55%o. Es comin en los libros de ecologia que la
produccioén quimioautotrofica sea subestimada hasta
el punto de no ser incluida como una fuente de
produccién primaria, pero si consideramos que los
lagos de inundacion tropicales tienen un hipolimnio
definido la mayor parte del afio [50], es posible intuir
que esta otra fuente autotrdfica, puede tener una
importancia mayor de la que suele darsele.

Al igual que con el carbono, hay también algunos
valores extremos en el caso del 615N, asociados con el
metabolismo anaerobico de los cuerpos de agua.
Asumiendo un fraccionamiento trofico de 3-4%o como
propuesto por Post [32], un organismo con §°N de
16%o estaria en el quinto nivel trofico y fue eso lo que
encontraron Gray et al. [49] estudiando
quironomideos en lagos ingleses y alemanes. En ese
mismo estudio fueron igualmente reportados valores
de 8"N extremamente negativos (-8%o) que fueron
asociados con bacterias que habitan en los tubos donde
viven estos organismos en el fondo. Estudiando la red
trofica en un lago amazoénico (Caraballo, datos sin
publicar) fueron encontrados valores de 8N de 16%o
en bacterias, lo que fue interpretado como resultado
del consumo de grandes predadores en
descomposicion. El comportamiento regular del §°N
en los cuerpos de agua esta definido por valores
minimos entre -0.1 y — 2.5%o0 que son indicativos de
alta fijacién de N,, asociada con altas concentraciones
de cianobacterias fijadoras de N,. Valores altos en
sistemas ldticos estdn asociados con fuentes de
contaminacion antropica, pero es necesario tomar
cuidado de evaluar las concentraciones de amonio
(NH4") ya que su abundancia puede generar valores
contrarios.

Lo que se desprende de toda esta variabilidad de datos,
es que a través del estudio isotopico de carbono y
nitrégeno, se puede visualizar el espacio trofico de una
comunidad. En general esta representacion se hace de
dos formas basicas: a través de un histograma de
frecuencias y a través de un diagrama cartesiano en el
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cual los ejes representan la abundancia de los isdtopos
de carbono y de nitrogeno.

Uno de los paradigmas de la ecologia acuatica
amazonica era que la principal fuente autotrofica de
carbono para la enorme produccion pesquera de esa
cuenca eran las plantas C4, representadas
principalmente por dos géneros de amplia cobertura y
productvidad: Paspalum spp y Echynochloa spp. Fue
necesario que alguien dudara de esta verdad y asi,
Araujo-Lima et al. [19] publicaron un clasico de la
ecologia acudtica tropical, demostrando que la
principal fuente de carbono para la produccion
pesquera amazonica eran las plantas C3 vy
especialmente el fitoplancton (figura 5) y que ninguna
de las especies de peces estudiadas se alimentaba con
plantas C4.

36 Plantas
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26
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14
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30
Macréfitas C4 —ep
13
Perifiton —eB-
R AL
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Psetrogastes rutriloides _j
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O013:C

Figura 5. Valores de 613C de fuentes de carbono organico
particulado (POC), siete fuentes autotroficas, cinco
especies de peces detritivoros y cuatro especies de
Siluriformes agrupadas (modificado de 19).

En la figura 6, Wantzen et al. [51] presentan en un
diagrama, el comportamiento isotopico general de una
comunidad de peces en un lago de inundacion en el
Pantanal (Brasil). Fueron analizados 11 items, de los
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cuales cinco son grupos funcionales de peces, de una
red con 4 niveles troficos. Lo interesante del diagrama
es que representa en dos dimensiones el nicho trofico
(como descrito por Hutchinson), de los grupos de
peces, siendo los ejes que definen el ambiente las
abundancias isotopicas de §°Cy “N.

14| 6"N Peces
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insectivoros S omnivoros
12 N | H l
Peces |_'|__—— ——'——i
detritivoros | l_ |
1S |
[}
|| | |
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8 ! I !'__'_"l :‘_—_:' herbivoros
Y O I
sl | ____ | | | |*—— Macrofitas
¥ === 1 tipoC3
| H 1 | Insectos
4 L———¢+ 11 acuaticos
i ! POM
2 il
| |
: L
1 l.—.
o| Sedimentos ) Perifiton
acuaticos Arboles

-40 -38 -36 -34 -32 -30 -28 -26 -24 -22 -20
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Figura 6. Diagrama del nicho isotopico de los diferentes
grupos funcionales de peces en el lago Coqueiro (Pantanal,
Brasil) definidos por la abundancia relativa de §°C y §°N
(tomadode51).

Una breve conclusion de esta revision es que a pesar
de todas las evidencias sobre la participacion e
importancia de bacterias y protozoarios en las redes
troficas acuaticas, actualmente se continia estudiando
las comunidades planctonicas sin incluirlas. Esta falta
de investigacion en el area de la ecologia microbiana
esta asociada al hecho de tratarse de un campo de
investigaciones reciente y al requerimiento de
tecnologias mas costosas para estudiar el
bacterioplancton. De hecho si bien este tipo de
estudios se iniciaron en la década de los 60's, fue s6lo a
fines del siglo pasado que se consiguidé demostrar que
los principios ecologicos generales son aplicables a
los microorganismos y que estos principios pueden ser
incluidos en los actuales paradigmas ecoldgicos [52].

De esta forma, a pesar que el esquema de las cadenas
troficas planctdnicas aun sea valido, el hecho de las
bacterias y protozoarios constituir casi la mitad de la
biomasa en los cuerpos de agua, sugiere que esa
descripcion, de acuerdo con Pomeroy ef al. [11], es
incompleta.
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