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RESUMEN

El andlisis de 8'°N en aminoacidos (CSIA-AA) se esta convirtiendo en una herramienta
cada vez mas util para investigar las fuentes de nitrogeno de los productores primarios
en la base de la cadena trofica y su destino en ecosistemas acuaticos. Esta técnica
también ha emergido como una via alternativa para estimar la posicion tréfica de los
consumidores a lo largo de la cadena trofica. Sin embargo, aunque es una técnica
prometedora, ciertas cuestiones metodoldgicas todavia se encuentran en discusion. El
objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliografica y un meta-analisis a partir
de estudios que emplean la técnica CSIA-AA en productores primarios de ambientes
acuaticos y terrestres, con la finalidad de aportar mejoras a los métodos de estimacion
de las fuentes de nitrégeno en las cadenas troficas y poder evaluar de manera mas
precisa la posicion tréfica (PT) de los organismos consumidores. Los resultados indican
que la mayoria de datos proceden de muestras experimentales de productores primarios
vasculares, siendo Acido glutamico + Glutamina (GIx) y Fenilalanina (Phe) los
aminoacidos (AA) mas frecuentemente analizados y utilizados para estimar PT. Ademas,
se vio que los valores 8'"Npre son mas elevados en productores primarios vasculares, y
que los valores de 3'°Nsuk y 8'°Nrhe se correlacionan de forma positiva en los cuatro
grupos individuales de productores (fitoplancton, macroalgas, plantas vasculares
terrestres y acuaticas), siendo el ajuste mejor en los grupos no vasculares. También se
vio que las huellas dactilares isotdpicas de 3'°N de AA y los valores de Baix-phe, Sirven
para diferenciar grupos de productores primarios en funcién de su grado de
vascularizaciéon. Concluimos que, en ecologia tréfica, seria mas correcto hacer una
diferenciacion en dos grandes grupos de productores primarios segun su grado de
vascularizacion (vasculares y no vasculares), en lugar de en cuatro grupos

independientes.
ABSTRACT

The analysis of 8'°N in amino acids (CSIA-AA) is becoming an increasingly useful tool
for investigating the nitrogen sources of primary producers at the base of the food webs
and their fate in aquatic ecosystems. This technique has also emerged as an alternative
way to estimate the trophic position of consumers along the food webs. However,
although it is a promising technique, certain methodological issues are still under
discussion. The objective of this work is to carry out a bibliographic review and a meta-

analysis based on studies that use the CSIA-AA technique in primary producers of aquatic



and terrestrial environments, with the purpose of contributing improvements to the
estimation methods of nitrogen sources in food webs and to more accurately assess the
trophic position (TP) of consumer organisms. The results indicate that most of the data
come from experimental samples of vascular primary producers, being Glutamic Acid +
Glutamine (GIx) and Phenylalanine (Phe) the amino acids (AA) most frequently analyzed
and used to estimate TP. In addition, it was also seen that the 3'*Npne values are higher
in primary vascular producers and that the values of 3'*Nsuk and 8'*Npne are positively
correlated in the four individual groups of producers (phytoplankton, macroalgae,
terrestrial and aquatic vascular plants), with the better fit in non-vascular groups. It was
also found that AA &'N isotopic fingerprints and Beix-Phe Values serve to differentiate
groups of primary producers based on their degree of vascularization. We conclude that,
in trophic ecology, it would be more correct to differentiate into two large groups of primary
producers according to their degree of vascularization (vascular and non-vascular),

instead of four independent groups.
PALABRAS CLAVE

aminoacidos; compound-specific isotope analysis; ecologia tréfica; isétopos estables de

nitrégeno; productores primarios; posicion tréfica; cadenas troficas; valores de beta



1. INTRODUCCION

La evaluacion de las fuentes de nitrogeno (N) y la estimacién de las posiciones troficas
(PT) de los organismos en las cadenas tréficas son utiles para comprender la estructura
y funcién de las comunidades ecolégicas (Chikaraishi et al., 2009; Ramirez et al., 2021).
Para estimar las PT en organismos consumidores del medio marino, se han utilizado
varios meétodos a lo largo del tiempo, los cuales evolucionaron para intentar lograr una
estimacion mas exacta y con menos probabilidades de error. El analisis de contenido
estomacal es el método convencional utilizado en estudios de dietas y habitos
alimentarios de organismos marinos, basado en la identificacidn directa de los alimentos
ingeridos. Sin embargo, tiene el problema de que es engafioso porque nos revela solo
los alimentos mas recientemente ingeridos, y no todo el material dietético es asimilado,
por lo que es dificil identificar todas las presas digeridas (Bradley et al., 2015; Xing et al.,
2020). Debido a los problemas del analisis de contenido estomacal, se desarrollaron
otros métodos mas precisos, como el analisis de is6topos estables de N en tejidos
completos (8"°Nsuk) que, a diferencia del método anterior, permite identificar alimentos
ingeridos hace varias semanas (Xing et al., 2020). El analisis de &'°Nsuk es un valor
integrado de todas las biomoléculas que contienen N en una muestra, y se ha utilizado
para investigar las estructuras de las cadenas tréficas en multitud de estudios ecolégicos
(Ohkouchi et al., 2017). La composicion isotdpica del N se ha utilizado ampliamente para
identificar las PT de los organismos y el flujio de N en las cadenas trdéficas, y asi
comprender bien las vias energéticas, la depredacion y la competencia dentro de los
ecosistemas (Nielsen et al., 2015). La PT utilizando 8'"Nsuk se estima generalmente

mediante la siguiente ecuacién (Chikaraishi et al., 2009):

615N3ulk(consumidor) - 615N3ulk(productor) 41

PT(Bulk) = o

Donde &' Nguk (consumidor) es el valor de 8'"Nguk de los organismos consumidores,
8"5NBuik (productor) es el valor de 3'°Nguk de los productores primarios y TDF es el factor

de enriquecimiento de 3'°N con cada nivel tréfico (~3,4 %o por nivel tréfico).

Sin embargo, el analisis de 3'"Nsuk conlleva errores en la estimacion de la PT
(Chikaraishi et al., 2009; Bradley et al., 2015; McMahon & McCarthy, 2016). Uno de ellos
es el asociado con el valor del TDF, ya que con este método se asume que el valor de
0" NBuk de los organismos y sus tejidos se incrementa un 3,4%o. con cada nivel trofico,
pero en realidad este valor varia en funcion de las distintas especies, fisiologia y ecologia
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tréfica (McMahon & McCarthy, 2016). Ademas, un inconveniente de esta técnica es la
necesidad de determinar los valores de 8'°Nsuik en los productores primarios basales de
la cadena trofica en cuestion. Esto es dificil en muchas ocasiones, por ejemplo, en el
caso de los productores de ambientes acuaticos, estos muestran gran variabilidad
espacial y temporal en los valores de 8'°N, incluso mas de un 10 %o de variacién en
algunos casos (Chikaraishi et al., 2009; McMahon & McCarthy, 2016).

Para evitar estas limitaciones, en los ultimos afios se ha desarrollado un nuevo método
que utiliza el andlisis de la composicion isotopica de &'SN en aminoéacidos (AA)
individuales (en inglés, Compound-specific stable isotope analysis of individual amino
acids, “CSIA-AA”). Los analisis por CSIA-AA, ademas de proporcionar informacion sobre
el metabolismo del N en los organismos y los ecosistemas, tienen otras muchas
aplicaciones, como la estimacién de la PT de un amplio numero de consumidores del
medio acuatico y terrestre, la evaluacion del origen y transformacion de la materia
organica disuelta y detritica en aguas y sedimentos marinos, el descubrimiento de
patrones de alimentacién de especies o el rastreo de la migracion animal (Ohkouchi et
al., 2017; Ramirez et al., 2021). Esta técnica también nos da informacién sobre la
fisiologia y composicion bioquimica de un organismo (McCarthy et al., 2013), debido a
que el N se encuentra principalmente contenido en las proteinas, que son largas cadenas
de AA unidas por enlaces peptidicos (Ohkouchi et al., 2017). Asi, este método ha
demostrado ser un indicador robusto para rastrear fuentes de energia y estimar la PT de
los consumidores marinos (Besser et al., 2022), reflejando una estructura real de las
cadenas tréficas en ambientes naturales (Chikaraishi et al., 2010). En este método, las
estimaciones de PT se basan en los valores de 5'°N de AA individuales, teniendo en
cuenta el enriquecimiento variable de '°N. Asi, los AA "tréficos”, como Acido glutamico
+ Glutamina (GIx), sufren un enriquecimiento de &'°N durante la transferencia tréfica
(hasta un 10%o por cada nivel trofico), como resultado del fraccionamiento isotdpico
durante la transaminacién metabdlica, donde se escinde el enlace C-N (Chikaraishi et
al., 2009; Ohkouchi et al., 2017). Sin embargo, los AA "fuente" mantienen sus valores de
O™N constantes a lo largo de la cadena tréfica, y se cree que experimentan poca o
ninguna transaminacién en los consumidores (<0,5 %o por cada nivel tréfico), ya que sus
procesos metabdlicos dominantes no forman ni escinden enlaces relacionados con el N.
Por esta razén, los AA "fuente", como Fenilalanina (Phe) son un indicador directo de los
valores de 3'°N de los productores primarios, es decir, de las fuentes en la base de las
cadenas troficas (McCarthy et al., 2013; Nielsen et al., 2015; Besser et al., 2022). La
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mayoria de estudios utilizan GIx y Phe para evaluar la PT debido al enriquecimiento
relativamente elevado y constante del 3'°N en el Glx en relacion con la Phe (Ramirez et
al., 2021).

En este analisis, la PT de los consumidores se estima utilizando la siguiente férmula
(Chikaraishi et al., 2009):
615NGlx - 615NPhe - B

PT(CSIA- AA) = o7 +1

Donde 8"*Naix y 8'°Nrne son los valores en el consumidor, B es la diferencia entre 3'°Naix
y 8"®Nphe (Baix-Phe) €n los productores primarios y TDF es el factor de enriquecimiento de
0'N de GlIx en relacion a Phe con cada nivel tréfico. Habitualmente se utilizaron como
valores universales: TDFaix-phe = 7,6 £ 0,9 %0 y Baix-Phe = 3,4 = 0,9 %o, €n el caso de los
productores primarios marinos (no vasculares) (Chikaraishi et al., 2009), mientras que
para las plantas vasculares se utilizaron unos valores de Baix-Phe = -8,4 £ 1,6 %0 para C3
Y Baix-phe = -0,4 = 1,7 %o para C4 (Chikaraishi et al., 2010).

El método CSIA-AA tiene una mayor precision y exactitud al estimar la PT en
comparacion con el 3" Nguk, porque permite calcular la PT con una sola muestra de un
organismo consumidor basandose en dos de sus AA, en lugar de comparar el valor de
3'°N en los consumidores con el de los productores primarios. Por esta razén, cada vez
es mas frecuente el uso de este método en estudios ecolégicos (Nielsen et al., 2015;
Ohkouchi et al., 2017).

Sin embargo, uno de los problemas del método CSIA-AA, es la no universalidad de los
valores de B en los productores primarios. Como se ha demostrado en un estudio
reciente (Ramirez et al., 2021) estos valores varian, por ejemplo, entre el fitoplancton
marino (no vascular) y las plantas terrestres C3 y C4 (vasculares). Probandose asi que,
esas grandes variaciones entre grupos taxondmicos dependen del grado de
vascularizacion y no del tipo de habitat (terrestre o acuatico). Dentro de las plantas
vasculares, se cree que la variacion del valor B se debe fundamentalmente al AA Phe,
que es un precursor de muchos metabolitos secundarios y compuestos estructurales

como la lignina (Ramirez et al., 2021; Besser et al., 2022).

Por otra parte, el analisis de iso6topos de 3'3C en AA, también se utiliza para entender la
estructura y dinamica de las cadenas tréficas. Esta técnica emplea una clasificacion para

los AA diferente, clasificandolos en "esenciales" y "no esenciales" (Besser et al., 2022).
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A partir de los valores de 5'3C de AA se pueden crear huellas dactilares isotopicas que
permiten distinguir grupos especificos de productores primarios (Larsen et al., 2022),
como plantas C3, C4, CAM (Crassulacean Acid Metabolism) y algas verdes filamentosas,
trazando asi diferencias entre productores terrestres y de agua dulce (Besser et al.,
2022). McCarthy et al. (2013) también demostraron que los productores primarios
pueden ser diferenciados por sus huellas dactilares isotopicas de 8'°N de sus AA. Este
es el primer estudio que ha examinado el potencial trazador de los valores de 8'°N de
AA, obteniendo una separacion significativa de dos grupos de fitoplancton
(cianobacterias y microalgas eucariotas). La aplicacion de las huellas dactilares
isotopicas en AA ha permitido investigar el flujo de energia, la conectividad y la estructura
de la red tréfica en ecosistemas marinos. Sin embargo, hasta la fecha, ningun estudio ha
caracterizado a los productores primarios acuaticos y terrestres utilizando huellas

dactilares de 8'°N.

En relacion con las estimas de PT en organismos consumidores, los productores
primarios son la “linea de base” de las cadenas tréficas y su analisis es fundamental para
obtener, a partir de sus valores de 5'°N de AA, los valores de B (Ramirez et al., 2021;
Besser et al., 2022). Ademas, entender los patrones de 3'°N de AA en los productores
primarios es fundamental para el desarrollo de nuevas aplicaciones en ecologia, por
ejemplo, para estudiar variaciones temporales en las fuentes de N, entender los flujos de
N desde los productores primarios a los consumidores, averiguar la importancia de los
distintos grupos de productores en la produccién primaria global, etc. (McCarthy et al.,
2013).

2. OBJETIVOS

Este trabajo tiene por objetivo realizar una revisién bibliografica y un meta-analisis a partir
de los datos encontrados en la literatura cientifica que emplea la técnica CSIA-AA en
productores primarios de ambientes acuaticos y terrestres, con la finalidad de aportar
mejoras a los métodos de estimacion de las fuentes de nitrdgeno en las cadenas tréficas

y poder evaluar de manera mas precisa la PT de los organismos consumidores.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Busqueda bibliografica

Se realizd una busqueda bibliografica el dia 10 de noviembre de 2021 en la base de

datos Scopus (https://www.scopus.com/), con el fin de obtener resultados de 8'°N de AA

individuales en distintos grupos de productores primarios vasculares (plantas) y no

vasculares (fitoplancton y macroalgas).

A la hora de realizar la busqueda, se introdujeron como palabras clave:
"isotope" and "nitrogen" or "amino acids" and "trophic levels" or "food web" and "csia-aa"
or "bulk" or "trophic discrimination factor", obteniendo asi 264 resultados. A continuacion,
se llevé a cabo un cribado manual de los articulos, teniendo en cuenta los titulos y
resumenes de los mismos. Finalmente, se seleccionaron 27 de esos articulos (ver
ANEXO I), de los cuales se recopilaron todos los datos y se elabor6 una tabla con datos

de productores primarios, tanto acuaticos como terrestres.
3.2. Recopilacion de datos

Para cubrir la tabla con los datos de productores primarios, dentro de cada articulo se
seleccionaron los datos de valores de AA "tréficos" (Asx: Acido aspartico + Asparagina;
Ala: Alanina; GlIx: Acido glutamico + Glutamina; lle: Isoleucina; Leu: Leucina; Pro: Prolina
y Val: Valina) y "fuente" (Gly: Glicina; Phe: Fenilalanina; Lys: Lisina; Ser: Serina; Met:
Metionina; His: Histidina; Arg: Arginina; Tyr: Tirosina y Thr: Treonina). También se
seleccionaron datos de habitat (marino, terrestre o agua dulce), regidon, grado
vascularizacion, taxén, clase, especie, sistema de crecimiento (cultivo o naturaleza),
valores de &'"Nauk y valores de Bacix-Phe. Todos los valores de 3'°N se expresaron en %o

(peso seco).

Cuando en el propio articulo no estaban disponibles los datos en tablas o en el texto,
pero si aparecian en figuras, como en el caso de Ostle et al. (1999) y Smallwood et al.
(2003), para poder extraer los datos de las figuras se utilizé6 el software Digitizelt

(https://www.digitizeit.xyz/es/).

Ademas, para obtener informacion sobre el grado de vascularizacion y la clase de
determinadas especies se utilizaron las bases de datos globales AlgaeBase

(https://www.algaebase.org/), WoRMS taxonomy (https://www.marinespecies.org/) y The




Plant List (https://www.theplantlist.org/). Estas bases de datos fueron consultadas los
dias 12y 17 de enero de 2022.

3.3. Analisis estadistico

En todos los analisis y test realizados en este trabajo se empleo el software informatico
R versién 4.2.0 (R Core Team, 2022), utilizando para cada caso distintos paquetes

especificos, citados a continuacion.

Para comprobar que el conjunto de datos formado por las Baix-phe de productores
primarios vasculares (plantas terrestres y acuaticas) y no vasculares (macroalgas y
fitoplancton) se ajustaban a una distribucion normal, se utilizé la prueba Lilliefors, basada
en el test estadistico de ajuste a la distribucién normal Kolmogorov-Smirnov, puesto que
n>50 (Universitat de Barcelona, s.f.). Para ello se uso la funcion lillie.test en el paquete
de R nortest, version 1.0.4 (Gross & Ligges, 2015). Una vez se comprobd que los datos
seguian una distribucion normal, se realizé un test estadistico paramétrico del analisis
de la varianza (ANOVA), para poder determinar si existian diferencias significativas entre
las Baix-phe de productores primarios vasculares y no vasculares. Para realizar el test
ANOVA en R se empled la funcion aov, usando los paquetes Rapport, version 1.1
(Blagotic & Daroczi, 2022) y car, version 3.0.13 (Fox & Weisberg, 2019).

Para comparar los valores de Phe entre los distintos grupos de productores primarios se
utilizaron diagramas de cajas (box-plots). Los box-plots se obtuvieron a partir de 335
registros de valores de Phe, a los que previamente se le detectaron los valores atipicos,
definidos como los valores que distan 1,5 veces el rango intercuartilico por debajo del
cuartil mas bajo (Q1) o 1,5 veces el rango intercuartilico por encima del cuartil mas alto
(Q3). A continuacion, se repitié el analisis con box-plots, pero eliminando los valores
atipicos detectados en R anteriormente. Las diferencias entre los valores de Phe para
los cuatro grupos se estudiaron mediante la prueba de Tukey, basada en el test ANOVA,

utilizando la funcion TukeyHSD.

Para realizar el grafico de los box-plots y la deteccién de los valores atipicos con R se
uso la funcion boxplot, con el paquete ggplot2, versién 3.3.6 (Wickham, 2016). Mientras
que para poder realizar la prueba de Tukey, primero se llevé a cabo un test ANOVA para
estudiar la existencia de diferencias significativas entre grupos, donde se empled la
funcién aov, usando los paquetes Rapport, versiéon 1.1 (Blagotic & Dardczi, 2022) y car,
version 3.0.13 (Fox & Weisberg, 2019).



La correlacion existente entre 3'°Neuk ¥ 8'°Nprhe en los cuatro grupos principales de
productores primarios se utilizé para poder estudiar de forma individual las diferencias
entre grupos, y se representd mediante regresiones lineales. En las regresiones, R? es
el coeficiente de determinacién que va a predecir si el ajuste lineal es correcto o no.
Cuando mas se aproxima R? a 1, mayor es el ajuste del modelo. La significacion de las
regresiones lineales se estudié utilizando la funcién Im, usando los paquetes car, version
3.0.13 (Fox & Weisberg, 2019) y boot, versidon 1.3.28 (Canty & Ripley, 2021).

Para poder estudiar las diferencias entre las huellas dactilares isotépicas de los 4 grupos
de productores primarios se realizdé un analisis discriminante lineal (LDA), usando los
valores de &'°N de los siguientes AA: Ala, Glx, lle, Leu y Val, normalizados a Phe. La
normalizacion con Phe se hace con el fin de eliminar la posible influencia de la fuente de
N en cada muestra, ya que Phe es considerado el AA fuente mejor indicador de las
fuentes en la cadena trofica (Chikaraishi et. al, 2009), por lo que de esta forma podriamos
interpretar las diferencias entre grupos de manera mas clara. Ademas, no hay datos de
O'N de todos los registros incluidos en la tabla y, puesto que se necesita representacion
en todos los grupos de AA, se eliminaron datos de algunos registros. Todo esto se hace
para intentar maximizar el numero de datos de la tabla y lograr que los resultados del
LDA sean mas robustos, intentando perder el numero minimo de registros y utilizando el
mayor numero posible de AA. Finalmente nos quedamos solo con cinco AA (Ala, Glx, lle,

Leu y Val) normalizados a Phe, empleando un total de 1055 datos (211 por cada AA).

Al realizar el analisis LDA en R la funcion empleada fue Ida, dentro del paquetes MASS,
version 7.3.57 (Venables & Ripley, 2002). Para graficar los resultados del LDA se empled
el paquete ggplot2, version 3.3.6 (Wickham, 2016) y se afiadieron las elipses del 95%
con el paquete ellipse, versiéon 0.4.2 (Murdoch & Chow, 2020).

4. RESULTADOS

Al revisar los 27 articulos empleados en este trabajo, se observd que en la mayoria de
los trabajos se usaron muestras de productores primarios pertenecientes al habitat
marino (48%), otra gran parte al terrestre (41%) y en pocos casos el mismo trabajo
combinaba muestras de ambos habitats (11%) (Figura 1A). Respecto al sistema de
crecimiento de las muestras (Figura 1B), la mayoria (74%) fueron cultivadas en
laboratorio (en el caso de las muestras marinas y acuaticas) y en parcelas con

condiciones ambientales controladas (en el caso de las muestras terrestres). Otra parte



de las muestras fueron recolectadas en el medio natural (19%), mientras que

articulos utilizaron muestras con ambos sistemas de crecimiento (7%).

B)

A)

Habitat
(% articulos)

m Terrestre
® Marino

Ambos

Sistema de crecimiento
(% articulos)

Cultivo

® Natural

= Ambos

74%

varios

Figura 1. Representacion en porcentajes (%) de los articulos revisados (n=27), separados en

funcién del tipo de habitat al que pertenecen las muestras estudiadas en cada articulo: terrestre,
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marino o ambos (A), y segun el sistema de crecimiento de esas muestras: cultivo, natural o
ambos (B).

En total, se recopilaron 335 registros de productores primarios, que comprenden cuatro
grandes grupos (Tabla 1), vasculares (plantas terrestres y acuaticas) y no vasculares
(fitoplancton y macroalgas). Dentro del grupo de productores no vasculares, la mayoria
de registros pertenecen a muestras de fitoplancton (83), que en un 52% de los casos
fueron cultivadas en laboratorio. Existen menos datos de macroalgas (solo 17), donde la
mayoria son algas verdes. En el caso del grupo de vasculares, la mayor parte de los
datos que se encuentran en la literatura pertenecen a plantas terrestres (209),
principalmente plantas C3. En cuanto a las vasculares acuaticas (26), la mayoria de

registros son de muestras de manglares.

Tabla 1. Numero de registros (N) de cada grupo de los cuatro productores primarios
(fitoplancton, macroalgas, plantas vasculares terrestres y acuaticas), recogidos en la base de

datos elaborada tras la revision de 27 articulos. ND: informacién no disponible.

Taxones Grupos N | N (Total)

Dinoflagelados 8
Diatomeas 3

Fitoplancton Cianobacterias 10 83
Clordfitas (algas verdes) 11
Perifiton 32
ND 19
Algas verdes

Macroalgas Algas pardas 5 17
Algas rojas

Vasculares terrestres 2 200 209
C4 9
Manglares 14

Vasculares acuaticas Fanerégamas marinas 5 26
Hidrdfitas

335

En cuanto a los AA mas analizados en la literatura revisada (Figura 2), hay dos que
destacan considerablemente, estos son GIx y Phe. Ambos fueron analizados en mas del

95% de los estudios revisados, seguidos de Leu, Ala, Val, Gly y Pro por encima del 70%,
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lle por encima del 65%, Ser por encima del 50%, y el resto de AA (Asx, Thr, Lys, Tyr,

Met, Arg e His) por debajo del 50% de los estudios revisados.

100 -

90 -
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70 -

60 -

50 -

40 -

30 -

20 -

Frecuencia de consideracion (%)

10 -

GIlx Phe Leu Ala Val Gly Pro lle Ser Asx Thr Lys Tyr Met Arg His
Aminoacidos

Figura 2. Frecuencia de consideracion (% de aparicion respecto a todos los articulos revisados,
n=27) de los diferentes aminoacidos (AA) en estudios ecoldgicos. Abreviaturas de los AA: Glx:
Acido glutamico + Glutamina / Phe: Fenilalanina / Leu: Leucina / Ala: Alanina / Val: Valina / Gly:
Glicina / Pro: Prolina / lle: Isoleucina / Ser: Serina / Asx: Acido aspartico + Asparagina / Thr:

Treonina / Lys: Lisina / Tyr: Tirosina / Met: Metionina / Arg: Arginina / His: Histidina.

Las diferencias observadas en los box-plots de los cuatro grupos de productores
primarios (Figura 3), mostraron que los grupos de plantas vasculares (acuaticas y
terrestres) tienen valores mas altos de Phe, en comparaciéon con las no vasculares
(fitoplancton y macroalgas). Ademas, si se compara el grupo de las macroalgas con del
fitoplancton, podemos ver que estas tienen valores mas altos de Phe y menor
variabilidad, puesto que los bigotes del diagrama son mas cortos y los valores se alejaron
mas de la mediana (el valor de su mediana es 4,10 %o, frente al 0,65 %o del grupo de
fitoplancton). Si se compara el grupo de las plantas vasculares, se puede ver que las
acuaticas tienen valores mas altos de Phe pero menos variabilidad que las terrestres (la

mediana de las acuaticas es 12,8 %o, mientras que la de las terrestres es 10,1 %o).

Mediante la prueba de Tukey se concluy6 que los valores de Phe son significativamente

diferentes (p<0,05) entre los grupos de productores vasculares (acuaticas y terrestres) y

12



no vasculares (fitoplancton y macroalgas). Por otro lado, al comparar las plantas
vasculares terrestres con las acuaticas, y las macroalgas con el fitoplancton, se obtuvo
un p>0,05, concluyéndose que entre estos grupos no existen diferencias significativas
(Figura 3).
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Figura 3. Diagramas de cajas (box-plots) de los valores del aminoacido fenilalanina (Phe),
expresados en %o, en los cuatro grupos de productores primarios evaluados (fitoplancton,
macroalgas, plantas vasculares acuaticas y terrestres), n=335. Las barras negras representan
las medianas y los circulos los valores atipicos. También se proporcionan los valores maximos y
minimos (representados por los bigotes) para cada grupo, asi como el cuartil Q1, el cuartil Q2
(mediana) y el cuartil Q3. Las letras (a y b) denotan diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos de productores vasculares y no vasculares.

Al estudiar la correlacion existente entre el 3'Npuk y 3'°Npne (Figura 4), se puede
observar que para los cuatro grupos individuales de productores primarios la correlacién
es positiva (R2>0) y mayor que 0,44 en todos los casos. Ademas, tras hacer un analisis
estadistico de correlacién lineal se concluyd que las cuatro correlaciones son
significativas (p<0,05). Comparando los valores de R? (coeficiente de determinacion),

también se puede deducir que la correlacién mas fuerte se observa en los grupos de
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macroalgas y fitoplancton, mientras que la mas débil, aunque significativa, seria la del
grupo de las plantas vasculares terrestres, debido a que es un grupo que muestra gran

variabilidad.

20 -
m Macroalgas

Fitoplancton
15 -
y = 0,878x +2,7098

Plantas vasculares terrestres R*=0,9439

¥ Plantas vasculares acuaticas y=0,6162x - 2,7394

R?*=0,5173

10 1

O™Ng,, (%o)
w
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=T X ' R2=0,1978
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== R? = 0,6679
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Figura 4. Correlacién existente entre 8"*Ngui (%o) ¥ 8'°Npne (%0) €n los cuatro grupos principales
de productores primarios (macroalgas, fitoplancton, plantas vasculares acuaticas y terrestres),
n=335. También se muestran las rectas de las regresiones lineales entre las dos variables, que
en este caso fueron todas significativas. En la ecuacién y = mx+b, m = pendiente y b =

interseccion en y. R? es el coeficiente de determinacion. Phe: Fenilalanina

El analisis LDA (Figura 5), también demostré que los patrones de AA son indicadores de
los grupos, es decir que permiten distinguir grupos de productores primarios. En el eje x
(LD1) se representa el 98% de la variacion, por lo que en ese eje se estan representando
la mayoria de las diferencias entre grupos, marcando asi la diferencia respecto al eje y
(LD2), donde solo se representa el 2% de la variacion. Por lo tanto, es LD1 el que permite
separar los productores en grupos de forma considerablemente clara. En esta figura
también se observa que las huellas dactilares de fitoplancton y macroalgas (grupos de
no vasculares) se solapan. Lo mismo ocurre con las huellas de plantas acuaticas y
terrestres (grupos de vasculares). Aunque existe cierto solapamiento entre algunas
muestras de fitoplancton y vasculares terrestres, se pueden distinguir claramente dos

grupos principales (vasculares y no vasculares).
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Figura 5. Representacion de huellas dactilares isotopicas utilizando los valores de &'°N de
aminoacidos (AA) de los cuatro grupos principales de productores primarios (macroalgas,
fitoplancton, plantas vasculares acudticas y terrestres). Esta grafica representa un analisis
discriminante lineal (LDA), realizado usando valores de 3'°N de cinco AA (Ala, Glx, lle, Leu y Val)
normalizados a Phe (Fenilalanina), n=211. Las elipses representan intervalos de confianza del
95% para cada grupo comparado, la ausencia de elipse para las plantas vasculares acuaticas se
debe a que no hay un niumero minimo de datos para su representacion. Abreviaturas de los AA:

Ala: Alanina / GIx: Acido glutamico + Glutamina / lle: Isoleucina / Leu: Leucina / Val: Valina.

A partir de los valores de Baeix-phe de productores vasculares (plantas acuaticas y
terrestres) y no vasculares (fitoplancton y macroalgas), se obtuvo la B media (X) y
desviacion tipica (SD) de los cuatro grupos de productores. Al estudiar las diferentes 3
de los cuatro grupos de productores por separado se puede ver que existen grandes
diferencias entre los grupos vasculares (plantas acuaticas y terrestres), que sin embargo
tienen unas 3 similares entre ellas (B =-7,92 £ 0,63 %o en acuaticas y f =-6,13 £ 3,35 %o
en terrestres), y los no vasculares (fitoplancton y macroalgas), que al igual que en el caso
anterior son similares entre ellas (§ = 3,49 + 0,94 %0, en macroalgas y 3 = 3,52 + 1,26 %o

en fitoplancton).

Ademas, puesto que los datos proceden de una distribucién normal (p>0,05), se realizé
un test ANOVA para los productores primarios agrupados en vasculares y no vasculares,
donde se obtuvo un p<0,05, por lo que podemos afirmar que existen diferencias

significativas entre ambas B. El mismo resultado se obtuvo al realizar otro test ANOVA,
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donde se analizan los cuatro grupos por separado, mostrandose diferencias significativas
entre los grupos de vasculares (acuaticas y terrestres) y los de no vasculares
(fitoplancton y macroalgas). Por esta razdén, se decidid agrupar los productores
vasculares por un lado y los no vasculares por otro, obteniendo como resultados una 3
=-6,25 + 3,28 %o (productores primarios vasculares) y una 3 = 3,51 + 1,20 %o (productores

primarios no vasculares).
5. DISCUSION

En este trabajo la mayoria de muestras proceden de cultivos de laboratorio, como se
puede ver en la Figura 1B, especialmente en el caso del fitoplancton, debido a las
dificultades que tiene muestrearlo en medios naturales. Lo mismo se observé en el
trabajo de Ramirez et al. (2021), donde ademas se vio que el sistema de crecimiento
(natural o cultivo) de los productores primarios podria influir en la variacion de los valores
de B en algunos taxones que dependen de la fuente de N, ya que en los cultivos de
laboratorio se crean unas condiciones artificiales muy diferentes a las de los medios
naturales. Ademas, como se muestra en la Tabla 1, mas del 70% de las muestras
empleadas para medir los valores de 8N de AA pertenecen a productores primarios
vasculares. Esto mismo ocurre en el trabajo de Besser et al. (2022), quienes estudiaron
el flujo de energia y estimaron PT de consumidores mediante el analisis de 3'°N y 8'3C

de AA, donde mas del 85% de las muestras que recopilaron son también vasculares.

En la Figura 2 se puede ver que los AA mas frecuentemente analizados y utilizados para
estimar las PT con el método CSIA-AA son GIx y Phe. La utilizacién de Phe como AA
fuente de referencia en la mayoria de estudios se puede deber, como comenté McMahon
& McCarthy (2016), a que es el AA que mostré los valores mas bajos de fraccionamiento
trofico del N en sus procesos metabdlicos dominantes, ya que no forma ni escinde
enlaces relacionados con el N. Aunque Met también podria ser un buen AA fuente para
estimar PT, suele ser menos abundante que Phe, por lo que no se utiliza en la mayoria
de estudios (Ramirez et al., 2021). Lo mismo ocurre con His y Arg, que se encuentran
en cantidades muy pequenfas, por lo que su analisis en el laboratorio es complicado
(Ohkouchi et al., 2017).

Respecto a utilizar Glx como AA tréfico de referencia en la mayoria de estudios, esto se
puede deber a la gran precision que tiene en la estimacién de PT ya que, como se vio
en Chikaraishi et al. (2009), su error de estimacion (o) es bajo (o = 0,12). Este valor es

aproximadamente la mitad que el de otros AA tréficos como Ala (o =0,23), Val (o = 0,28),
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lle (0 = 0,24) o Pro (o = 0,26), lo que hace que estos AA sean poco precisos para llevar
a cabo la estimacién de PT. Segun este mismo estudio, otros AA fuente que también
conllevarian a estimaciones poco precisas serian Ser (o = 0,77) y Gly (o = 1,05).
Ademas, también se observé en McMahon & McCarthy (2016) que Gly se ve afectado
por la degradacion microbiana, que altera su concentracion y sus valores de &'N, por lo
que este AA ya no se podria utilizar en muestras donde la degradacidon microbiana es

importante.

Por lo tanto, todos estos estudios también apoyan la idea de utilizar Glx y Phe como la
combinacién de AA mas eficaz para estimar PT, lo cual explica que sean los AA mas

frecuentes (Figura 2), analizados en mas del 95% de los estudios.

Al observar los box-plots de la Figura 3 se puede ver que existen solo dos grupos que
muestran diferencias significativas entre ellos, que serian el de los productores primarios
vasculares (formado por plantas acuaticas y terrestres), con valores mas altos de Phe, y
el de los no vasculares (formado por fitoplancton y macroalgas). Estos resultados son
comparables a los obtenidos por Ramirez et al. (2021), por lo que al igual que
concluyeron estos autores, seria mas adecuado hacer una diferenciacién en dos grandes
grupos (vasculares y no vasculares), en lugar de en cuatro grupos independientes, en

estudios de ecologia trofica.

En la Figura 3 también vemos que los valores de Phe presentan gran variacion en el
grupo del fitoplancton y de las plantas vasculares terrestres, ya que sus cajas tienen unos
bigotes mas largos y valores atipicos. Esto probablemente se debe a que la mayoria de
muestras fueron cultivadas en laboratorio (en el caso del fitoplancton) y en parcelas con
condiciones ambientales controladas (en el caso de las vasculares terrestres). Por lo
tanto, fueron sometidas a unas condiciones drasticas (como suplementos con altos
valores de nitrato), lo que podria explicar que los valores de Phe tengan mayor
variabilidad y valores mas extremos, ya que estan recibiendo mas N que el disponible en

la naturaleza (Besser et al., 2022).

Al observar las correlaciones de la Figura 4 se diferencian de nuevo dos grandes grupos
(vasculares y no vasculares). Por un lado, el fitoplancton y las macroalgas (grupo no
vascular), ya que sus rectas son casi paralelas y estan muy juntas, y por otro lado las
plantas acuaticas y terrestres (grupo vascular). En el caso del grupo de las macroalgas
se observa que existe poca variabilidad y su recta es la que mejor se ajusta a la grafica
(R? alto), por lo que tanto los valores de &'"Nsuk como de 3'"Npne serian buenos
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indicadores de la fuente basal de N en este grupo. Esto seguramente se debe a que la
mayoria de muestras son naturales y pertenecen a la misma zona, y a que
probablemente la fuente de N de las macroalgas de esa zona es parecida. De esta
manera también se confirmaria que existe variacion temporal y espacial en los valores
de 8'N, especialmente en productores de ambientes acuaticos (Chikaraishi et al., 2009;
McMahon & McCarthy, 2016). Respecto al grupo del fitoplancton, existe mas variabilidad
que en el caso anterior, ya que la mayoria de muestras pertenecen a cultivos de
laboratorio, al igual que en el estudio de Ramirez et al. (2021), pero también posee un
R? elevado. Mientras que, en el caso de las plantas vasculares acuaticas existe gran
dispersion de los datos. Esto se puede deber a que hay pocos datos y las muestras
pertenecen a grupos muy diferentes (incluyendo plantas marinas y de agua dulce). Por
ultimo, en el caso de las plantas vasculares terrestres existe gran dispersion en los datos.
Esto se puede deber a que existe un gran numero de datos (n=209) y a que las muestras
pertenecen tanto a cultivos de parcelas con condiciones ambientales controladas como
a medios naturales, ya que la fuente de N (indicada por d3"Nguk y 8'°Npne) varia en
funcién del sistema de crecimiento (cultivo o natural) de las muestras, como ya se vio en

el trabajo de Ramirez et al. (2021).

Por otra parte, las huellas dactilares isotdpicas de 3'°N y 5'3C de AA, son de gran utilidad
a la hora de separar grupos de productores primarios. Para realizar el analisis LDA de la
Figura 5, solo se necesitaron cinco AA normalizados a Phe para conseguir una buena
separaciéon de grupos de productores. Como sugiri6 Ramirez et al. (2021), la
combinacion de analisis de 8N de AA de consumidores con huellas dactilares
isotépicas de 3'°N o &'3C de AA puede caracterizar con gran precision la dinamica de
las cadenas troficas de consumidores modernas e historicas. El problema es que las
huellas dactilares isotopicas estan poco estudiadas, especialmente en el caso de los
productores terrestres y de agua dulce. De hecho, como indica Besser et al. (2022),
todavia no se ha publicado ningun estudio en estos ambientes utilizando huellas
dactilares de 3'°N de AA. Por lo tanto, las huellas mas estudiadas son las de 3'3C, que
permiten distinguir grupos especificos de productores primarios (Larsen et al., 2022).
Esto se debe a que, a diferencia del 3'°N de AA, el 3'3C de AA no sufre enriquecimiento
con cada nivel tréfico, por lo que no existe la necesidad de aplicar el factor de
discriminacion trofica (TDF) cuando se estudia, por ejemplo, la dieta de un organismo
consumidor. Es por esta razén que existen muy pocos estudios sobre huellas dactilares

isotépicas de 5'°N, siendo McCarthy et al. (2013) el Ginico estudio a dia de hoy que obtuvo
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una separaciéon de productores primarios empleando esta técnica, logrando una
separaciéon significativa de dos grupos de fitoplancton (cianobacterias y microalgas

eucariotas).

Al observar los valores de Baix-phe de productores vasculares (f = -6,25 £ 3,28 %) y no
vasculares (B = 3,51 = 1,20 %o) obtenidos en este meta-analisis, se puede ver que existe
una gran diferencia entre ambos grupos. Lo mismo ocurre en el estudio llevado a cabo
por Ramirez et al. (2021), que obtuvo unos valores de Baix-Phe MUy similares a estos,
siendo su 3 =-6,6 £ 3,4 %0 en productores vasculares y 3 = 3,3 £ 1,8 %o en no vasculares.
Ambos resultados respaldan la idea de que la biosintesis de lignina es un elemento clave
en la variabilidad de B segun el grado de vascularizacion de los productores (Ohkouchi
et al., 2017; Kendall et al., 2019), puesto que todas las plantas vasculares producen
lignina, y por esta razon van a tener unos valores de 3'°Npne (precursor de lignina) mas
elevados que las no vasculares. Esto también confirmaria la idea de Ramirez et al. (2021)
de que el tipo de habitat (terrestre o acuatico) no influye en los valores de B, pero si

influye el grado de vascularizacion.

A pesar de que los valores de Baix-Phe Obtenidos en ambos meta-analisis son similares, el
criterio de recoleccion de datos fue diferente. Por su parte, Ramirez et al. (2021)
analizaron datos de productores primarios en mas trabajos (n=51) que en el presente
estudio (n=27), pero para reducir el sesgo de muestreo de su estudio calcularon un valor
medio de B para aquellas muestras de tejidos especificos que pertenecian a la misma
especie dentro del mismo estudio. Es decir, aunque partieron de 450 valores de Baix-Phe
de productores primarios, se quedaron finalmente con 236 valores. Mientras que en el
presente trabajo, se utilizd otro criterio para calcular los valores de B, ya que se
consideraron todos los valores de 3 de productores primarios individuales en lugar de
hacer medias, obteniendo asi valores representativos de la variabilidad real existente en
las muestras. Asi, partiendo de 27 trabajos, se obtuvieron 211 valores de Baix-Phe

pertenecientes a los cuatro grupos principales de productores primarios.

Después de constatar que existen dos grandes grupos de productores primarios
(vasculares y no vasculares) para los que se han estimado valores significativamente
diferentes de Phe y de Baix-rhe, Y que ademas pueden ser diferenciados utilizando sus
huellas dactilares de 3'°N en AA, una recomendacién a tener en cuenta en ecosistemas
donde de forma natural conviven ambos tipos de productores (por ejemplo, manglares,

praderas de fanerégamas marinas, rios, etc.), seria utilizar un valor de Bmix, como ya han
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sugerido varios autores (Ishikawa et al., 2014; Choi et al., 2017; Ramirez et al., 2021),
que refleje la mezcla real de productores primarios vasculares y no vasculares de los que

se alimentan los consumidores.
6.a. CONCLUSIONES

A partir de la revision bibliografica y el meta-analisis realizados, se pueden deducir las

siguientes conclusiones:

1. La mayoria de los datos de &'°N publicados proceden de muestras experimentales

(cultivadas en laboratorio o en parcelas) de productores primarios vasculares.

2. La combinacién de AA mas utilizada en la mayoria de estudios es la de GIx y Phe,

debido a su precision a la hora de estimar PT.

3. Los valores de d3'°Npre son significativamente mas elevados en productores primarios
vasculares que en no vasculares, posiblemente debido a la presencia de lignina en las

plantas vasculares.

4. Los valores de 8" Nauk y 8'°Nrhe se correlacionan de forma positiva significativamente
en los cuatro grupos individuales de productores primarios, siendo el ajuste mejor en el

caso del grupo de los no vasculares.

5. Los diferentes grupos de productores primarios se pueden distinguir segun sus huellas
dactilares isotdpicas de 8'°N de AA, pudiendo diferenciar claramente dos grandes grupos

(vasculares y no vasculares).

6. Los valores de las Baix-phe soOn significativamente diferentes entre los distintos grupos
de productores primarios, por lo que para reducir errores a la hora de estimar PT se
deberian tomar ciertas medidas, como utilizar Bmix en determinados ecosistemas o una
combinacién de analisis de 3N de AA de consumidores con huellas dactilares
isotopicas de 8'°N o 3'3C de AA.

7. En estudios de ecologia tréfica, resultaria mas adecuado hacer una diferenciacién en
dos grandes grupos de productores primarios (vasculares y no vasculares), en lugar de

en cuatro grupos independientes.

En consecuencia, el método CSIA-AA se ha convertido en una herramienta muy util en
ecologia trofica en estos ultimos anos, pero todavia presenta ciertas limitaciones. Serian

necesarios nuevos estudios que empleen mas muestras recolectadas en ambientes
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naturales, para asi comprobar si los valores de [acixPhe varian o no, nuevas

combinaciones de AA para estimar PT, etc.
6.b. CONCLUSIONS

From the literature review and meta-analysis carried out, the following conclusions can

be drawn:

1. Most of the published 8'°N data come from experimental samples (grown in the

laboratory or in plots) of vascular primary producers.

2. The AA combination most used in most studies is that of Glx and Phe, due to its

precision when estimating TP.

3. 3"®Npne values are significantly higher in vascular than in non-vascular primary

producers, possibly due to the presence of lignin in vascular plants.

4. The values of 3"Nguk and 5'°Npne are significantly positively correlated in the four

individual groups of primary producers, with the best fit in the case of the non-vascular

group.

5. The different groups of primary producers can be distinguished according to their AA
O"N isotopic fingerprints, being able to clearly differentiate two large groups (vascular

and non-vascular).

6. The values of Baix-phe are significantly different between the different groups of primary
producers, so certain measures should be taken to reduce errors when estimating TP,
such as using Bmix in certain ecosystems or a combination of analyzes of AA 3'°N from

consumers with isotopic fingerprints of AA &'SN or &'3C.

7. In studies of trophic ecology, it would be more appropriate to differentiate between two
large groups of primary producers (vascular and non-vascular), instead of four

independent groups.

Consequently, the CSIA-AA method has become a very useful tool in trophic ecology in
recent years, but it still has certain limitations. New studies would be necessary that use
more samples collected in natural environments, in order to verify if the values of Bacix-Phe

vary or not, new AA combinations to estimate PT, etc.
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