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La amplia distribuciéon diferencial de los is6topos estables en la naturaleza
permite su uso como trazadores naturales de procesos fisicoquimicos en los
ecosistemas. Asi, la concentracion relativa de los is6topos de hidrogeno,
carbono, nitrégeno, oxigeno o azufre, ha permitido realizar estudios sobre el
patron de movimiento de los animales, ya que las proporciones isotopicas
geograficas se conservan en los tejidos de los individuos tras la migracion.
También sobre cadenas troéficas, teniendo en cuenta que entre niveles troficos
sucesivos, se produce un ligero enriquecimiento en los is6topos pesados de Cy N
respecto de su dieta debido al propio metabolismo. Por otra parte, el N puede
utilizarse como indicador de una eutrofizaciéon incipiente causada por el
aumento de los aportes de nitrégeno antropogénico, ya que los vertidos
residuales de origen humano suelen estar enriquecidos en este is6topo respecto
al ambiente. Ademas su aplicacion en ecofisiologia vegetal permite determinar el
tipo de fotosintesis que utilizan las plantas (C3, C4 y CAM) en base a la relacion
entre “Cy “C; y en ecologia microbiana, para identificar funciones metabdlicas
de microorganismos crecidos sobre sustratos marcados con “C, identificando
cualeslo hanincorporado en su DNA, RNA o fosfolipidos.
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Introduccion

En la naturaleza existen atomos de un mismo elemento quimico con
distinto nimero de neutrones: los isd6topos. Aunque algunos son inestables y
tienden a desintegrarse (radiois6topos); otros son estables y no se descomponen
con el tiempo. Entre ellos se incluyen los isétopos de hidrogeno (‘H y *H),
carbono (®Cy *C), nitrégeno (“Ny “N), oxigeno y azufre (**Sy *S), denominados
en conjunto HCNOS (Bigeleisen, 1965).

Estos ultimos, ampliamente distribuidos en forma de diferentes
moléculas, constituyen excelentes trazadores naturales de los procesos
fisicoquimicos que ocurren en la naturaleza. De los is6topos estables de un
elemento, los mas ligeros son los mas abundantes en la materia, encontrandose
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los pesados en mucha menor proporciéon. Su concentracion relativa puede usarse

para estudiar el flujo de energia y materia en los ecosistemas, su estructura y los
procesos que tienen lugar en ellos, debido a que diferentes partes de los mismos a
menudo contienen distintas concentraciones de estos is6topos (Fry, 2006).

La diferente distribucion de los is6topos, viene determinada por los
fenémenos de mezcla y fraccionamiento. La mezcla es la combinacién de dos o
méas fuentes con composiciones isotopicas diferentes y distintivas, cuyo
resultado es un producto cuya identidad viene determinada por la composicion y
masa de las fuentes, mientras que el fraccionamiento es la diferencia de
concentracion del is6topo mas pesado, entre el producto que se forma y la fuente
material de la que procede. Este estd muy condicionado al comportamiento
diferencial que muestran los is6topos en las reacciones quimicas (Bigeleisen,
1965).

La medida isotopica se lleva a cabo aprovechando las diferencias de masa
atomica entre los isdtopos, en base a su relacion carga/masa (Brand, 1996).

Aplicaciones delos isotopos estables como trazadores en ecologia

En los dltimos afnos se ha extendido enormemente el uso de los is6topos
estables no solo en ecologia, sino también en otras areas. Algunas de sus
aplicaciones son:

Patrones de movimiento de animales

La determinacion de los patrones de movimiento de los animales salvajes
es crucial para comprender su historia vital y comportamiento, ademas de ser un
requisito previo para su conservacion efectiva (Torres et al., 2006).

La conectividad en aves migratorias (vinculos entre areas reproductivas y
no reproductivas) ha sido estudiada tradicionalmente usando marcadores
extrinsecos -anillas, collares, etc. - que presentan el inconveniente de la captura
inicial y posterior recaptura o reavistamiento del individuo. Otras técnicas
extrinsecas mas avanzadas son la radiotelemetria o tecnologia satélite, que
adema4s de tener alto coste economico, pueden afectar el comportamiento de los
animales (Rubenstein y Hobson, 2004).

Como alternativa se presentan los iso6topos estables. Se encuentran
naturalmente en el ambiente y su abundancia varia geograficamente. Al ingerir
alimentos, un individuo estd asimilando las proporciones isotépicas del
ambiente donde se est4 alimentando (firma isotépica del ambiente), y esto se
refleja en sus tejidos, cuyo andlisis en un individuo capturado en una
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determinada region geografica, permitira distinguir si este reside en esta zona o
proviene de otra. Debido a que todas las aves de un lugar comparten la misma
firma isotopica, no es necesario recapturar al mismo individuo para poder inferir
su lugar de origen. Sin embargo, el conocimiento de la firma isot6pica limita esta
técnica.

Existen dos aproximaciones para determinar la firma isotépica: Una es
determinando la firma isot6pica de la localidad de interés, pero raramente se
puede hacer un muestreo de toda el area, haciéndose necesario la intrapolacion
en los sitios no muestreados, lo que resulta poco preciso. La otra es inferir la
firma isotopica a partir de mapas de variacion espacial de is6topos estables, por
ejemplo, a partir de una relacion constante entre los valores de concentracion
isotopica de deuterio en las precipitaciones y en las plumas de las aves
migratorias (Fig. 1), por ser estas metabdlicamente inactivas y ser un método de
muestreo no destructivo, aunque los niveles sanguineos son cominmente
utilizados para desplazamientos de corta distancia debido a su mayor tasa de
recambio (Torresetal., 2006).

A B

Figura 1. Camino de los isétopos estables desde procesos
productores de variacion espacial hasta las plumas de las aves,
para el deuterio (Hobson y Wassenaar, 1997).

El hidrégeno es un buen trazador por su claro fraccionamiento isotépico.
Durante el ciclo del agua, la fase vapor se enriquece en lo is6topos mas ligeros,
mientras que la fase liquida lo hace en el mas pesado. Este efecto se magnifica en
los polos, observandose valores muy negativos para la composicion isotdpica en
deuterio (6D).

Las aves migratorias forman sus nuevas plumas al final del verano y
conservan esa composicion isotopica hasta la proxima muda. Asi, los valores de
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8D mostraran dénde el ave cambi6 su plumaje. Aves de altas latitudes tienen
bajos valores de 6D, mientras que los que estan cerca del ecuador tienen altos
valores, reflejando sus plumas la 6D del agua local. Por otra parte, las aves que
pasan largos periodos en altas montanas, pueden presentar bajos valores de 6D
debido alos valores del agua dela montana, y no por la migracion a altas latitudes
(Kellyetal., 2002).

Estudio de cadenas tréficas

Los is6topos estables de carbono (*C) y nitrogeno (*N) permiten estudiar
los flujos de energia en las cadenas alimenticias, desde las plantas y el material
detritico, hasta los herbivoros y consumidores secundarios (Guerrero y
Berlanga, 2000).

La composicion isotopica de los tejidos de un animal no es exactamente la
de las fuentes de materia organica que utiliza, pero si depende directamente de
su dieta. Debido a que en muchos ecosistemas distintas fuentes de materia
organica tienen diferentes relaciones isotopicas “C:“Cy “N:"N, las dietas de los
animales se podrian inferir a partir de la senal isotopica de sus tejidos. Ademas,
el uso de isotopos estables permite determinar el nivel tréfico, ya que entre
niveles sucesivos, ocurre un cambio en las proporciones isotopicas debido al
propio metabolismo de los compuestos de C y N. En general, existe un ligero
enriquecimiento en los componentes isotopicos (*Cy “N) en el animal respecto a

su dieta (Munoz et al., 2009). Los tejidos animales se enriquecen levemente en
®Crespecto a su comida (1,1%o por nivel trofico), debido a:
1. Pérdidapreferencial de *CO, enlarespiracion.
2. Captacion selectiva de compuestos “C durante la digestion.
3. Fraccionamiento metaboélico durante la formacién de distintos tipos de
tejidos.

Sin embargo, debido a que el enriquecimiento es mayor en “N, éste es el
que se utiliza como indicador del nivel trofico. Este aumento puede deberse a la
excrecion preferente de “N y se estima que es un 3%o por nivel tréfico (Mufoz et
al.,2009).

Estudios de contaminacién (eutrofizacién)

El enriquecimiento en nutrientes en un ecosistema causado por el
aumento de los aportes de nitréogeno antropogénico es uno de los mecanismos
mas importantes de alteracion de habitats acuaticos. Concretamente en los
estuarios puede producir proliferaciones masivas de algas fitoplanctonicas y
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microalgas que compiten con las praderas de faner6gamas sumergidas, lo que
conlleva a una pérdida de héabitats e implica importantes pérdidas econdémicas.
De ahi el interés en buscar indicadores de la eutrofizacion, ttiles y tempranos,
para poder tomar a tiempo medidas de gestion adecuadas (Alcorlo, 2008).

La mayoria de los indices utilizados para cuantificar el grado de
eutrofizacion por N se basan en cambios taxon6micos y de abundancia en
productores y consumidores, derivados de la eutrofizacion, que ya se han
producido (evaluacion a posteriori). Dado que la restauracion de los habitats ya
alterados es dificil, seria muy util encontrar métodos que detecten el incremento
y las fuentes de esos aportes de nutrientes mientras éstos atin son bajos. Para ello
se ha utilizado la medida de los ratios de isétopos estables de N en las redes
alimentarias delos estuarios (McClelland et al., 1997).

Varios estudios han probado la eficacia de las medidas de §”N de distintos
organismos como indicadores de contaminaciéon, utilizando este
fraccionamiento para rastrear el origen de los aportes de N. Esto es posible
debido a que los vertidos residuales de origen humano suelen estar mas
enriquecidos en “N respecto al ambiente, que el N procedente de deposicion
atmosférica natural o de fertilizantes. Esto es debido a la alta posicion trofica de
los humanos y la desnitrificaciéon y volatilizacién del amonio en las depuradoras
(Alcorlo, 2008).

Los organismos acuaticos que estan expuestos a este tipo de efluentes de
aguas residuales, suelen mostrar estos cambios en la composicion isotopica en
15N (Fig. 2), de manera que el analisis isotopico del N en la biota proporcionaria
senales de alerta de una eutrofizacion incipiente (Alcorlo, 2008).
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Estudios de ecofisiologia vegetal

La relacion entre los isotopos de carbono se puede utilizar para
determinar el tipo de fotosintesis de las plantas: C3, C4 y CAM; en base al
fraccionamiento del carbono durante este proceso.

Las plantas C3 fijan el CO, mediante la enzima RUBISCO. En las plantas
C4 y CAM la enzima PEP-carboxilasa toma el CO, atmosférico y lo incorpora
formando un acido organico de 4 carbonos, que es descarboxilado y el CO,
resultante es utilizado por la RUBISCO en el ciclo de Calvin. Las plantas CAM
suelen vivir en habitats aridos, abren sus estomas durante la noche y fijan CO,
mediante la PEP-carboxilasa. Durante el dia cierran los estomas, se produce la
descarboxilacion y el ciclo de Calvin, de manera que en plantas CAM, la
separacion entre las dos carboxilaciones es temporal (noche-dia) y, en las C4, la
separacion es espacial (enzimas en dos tipos de células distintas) (Gannes et al.,
1998).

Las propiedades quimicas del *CO, son idénticas a las del “CO,, pero
debido a la pequefia diferencia en masa, la mayoria de las plantas asimilan
menos “CO, que “CO,, debido principalmente al fraccionamiento del CO, cuando
éste difunde de la atmosfera al sitio de carboxilacién en la hoja, al ser el *CO,
menos pesado que el *CO, , difunde méas rapido al sitio de carboxilacion; y a la
mayor afinidad de las carboxilasas (RUBISCO en plantas C3 y PEP-carboxilasa
en C4 y CAM) por el *CO, que por el ®CO,, incorporandolo preferentemente
(Guerrero y Berlanga, 2000). Sin embargo, la relacion entre ®Cy *C es funciéon
del tipo de fotosintesis, debido al diferente grado de discriminacién del *C porlas
enzimas carboxilasas. La RUBISCO tiene un efecto de discriminacion mucho
mayor que la PEP-carboxilasa (Santiago et al., 2005). La fotosintesis C3 ocurre
en un sistema relativamente abierto, de manera que el CO, enriquecido en “C que
queda dentro de las hojas (al usar la RUBISCO preferencialmente 12CO2) puede
difundir hacia la atmosfera. Sin embargo, en la fotosintesis C4 el paso catalizado
por la RUBISCO, se lleva a cabo en un sistema relativamente cerrado. Por ello el
CO, enriquecido en *C (por el uso preferencial de “CO, por parte de la PEP-
carboxilasa) no es liberado a la atmésfera y acaba siendo utilizado por la
RUBISCO (Gannesetal., 1998).

Debido a esto, las plantas con una fotosintesis C3 presentan una
composicion isotopica en *C menor que las plantas C4 y CAM obligadas. Por otra
parte, existen plantas CAM facultativas que presentan valores intermedios de
6“C, al usar uno u otro tipo de fotosintesis en funcién de las condiciones
ambientales. En condiciones de sequia, cierran sus estomas durante el dia y fijan
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el CO, por la noche mediante la PEP-carboxilasa y su § “C se parece méas al de las
plantas C4, pero si tienen disponibilidad de agua utilizan una fotosintesis C3y su
6 “C se acerca mas al de plantas C3; lo que permite determinar qué mecanismo
fotosintético estan utilizando preferentemente (Gannes et al., 1998).

Las variaciones de §”C en plantas también han sido utilizadas para
estudiar la evolucion de las rutas fotosintéticas (Santiago et al., 2005), distinguir
el azacar de cana (C4) del de remolacha (C3) con fines econ6micos (Guerrero y
Berlanga, 2000); o comparar la eficiencia en el uso de agua en distintas especies,
parametro relacionado con la respuesta de las plantas ante un estrés hidrico
(Aguileraetal., 2010).

Ecologia microbiana

La ecologia microbiana estudia la identidad y las funciones de los
microorganismos en su ambiente natural. Hasta ahora, los estudios funcionales
basados en las nuevas técnicas de biologia molecular requerian el aislamiento de
las cepas microbianas. Sin embargo, muchos microorganismos no pueden ser
crecidos en laboratorio. El uso de isotopos estables es una alternativa para
identificar las funciones metabdlicas de los microorganismos en muestras
complejas (Boschker y Middelburg, 2002).

La técnica SIP (stable-isotope probing) relaciona el crecimiento de
microorganismos sobre sustratos marcados con “C con funciones metabolicas,
identificando cuales de ellos tienen su DNA, RNA o fosfolipidos marcados con
13C. Se realiza una centrifugacion en gradiente de densidad (CsCl) con el DNA
aislado de microorganismos de muestras de suelo o cultivos enriquecidos,
crecidos sobre sustratos marcados (“CH,OH, “CH,), de manera que las
moléculas marcadas con “C son mas densas y migran mas que las enriquecidas
en “C (Fig. 3).

Figura 3. Centrifuga-
cion en gradiente de
densidad de DNA
marcado isotopicamente
(Radajewski et al.,
2003).

<——13C-DNA

Current Opinion in Biotechnology
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La fraccion de DNA *C contiene los genomas de la poblaciéon microbiana
que ha sido capaz de usar el sustrato marcado e incorporar el 4&tomo pesado a su
DNA. Utilizando cebadores para regiones conservadas del RNAr de la subunidad

pequena (de bacterias, arqueas o eucariotas) se puede amplificar ese gen para
identificar los microorganismos implicados en el proceso de interés. Ademas, es
posible usar cebadores para genes que codifican enzimas clave conocidas de las
vias metabdlicas de utilizacion de ese sustrato.

Esta técnica ha sido utilizada para identificar microorganismos
implicados en procesos de oxidacidén aer6bica autotrofa de amonio y de
metilotrofia, sugiriéndose que podria ser una funcion de ciertos miembros de la
division Acidobacterium, grupo muy diverso y ampliamente distribuido con
pocos representantes cultivados entre los que nunca se encontr6é ninguno que
pudiera crecer en metanol. Ademas, puede utilizarse en la btusqueda de
microorganismos capaces de degradar compuestos xenobidticos o
contaminantes (Radajewskietal., 2003).

Conclusion

El uso de is6topos estables como trazadores naturales representa una
poderosa herramienta para estimar procesos, conexiones y flujos de energia. Sus
aplicaciones, aunque limitadas por el grado en el que se cumplen las asunciones
teodricas, son muy diversas; encontrandose cada vez mas utilidades para los
mismos, tanto en el campo de la ecologia como en otras muchas ciencias
aplicadas.
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