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RESUMEN

Dindmica de gases de efecto invernadero en lagunas de la llanura pampeana

con distinto régimen de equilibrio

En las uUltimas décadas, numerosas lagunas de la llanura pampeana han virado desde un régimen de aguas
claras, dominado por macrdfitas sumergidas, a un régimen de aguas turbias, dominado por fitoplancton. No
resulta claro, no obstante, si este cambio en el régimen puede haber generado un cambio en la dinamica de
diéxido de carbono (CO;) y metano (CH4), los gases de efecto invernadero (GEl) mas importantes. En la
presente tesis se analizd (i) la magnitud y vias de emision de CO,y CHy; (i) la influencia de factores bioldgicos
y fisicos sobre el CH,4 disuelto; (iii) la produccion de CH,4 en la columna de agua; vy (iv) la produccion de CHy4 por
fitoplancton, en lagunas claras y turbias. Los resultados obtenidos indican que (i) lagunas claras y turbias
presentan diferentes vias principales de emisién de GEl, pero las emisiones totales son similares entre
regimenes; (ii) factores fisicos, mas que procesos bioldgicos, modulan el CH, disuelto; (iii) ambos regimenes
presentan produccién de CHy4 en la columna de agua; (iv) el fitoplancton aislado produce CHj. Los resultados
obtenidos en la presente tesis contribuyen al entendimiento de la magnitud y dindmica de GEl en lagunas

pampeanas, un tema poco estudiado en la region.

Palabras clave: Lagunas, Metano, Diéxido de Carbono, Vias de emisién, Produccién Oxica de Metano,

Fitoplancton, Macrdfitas



SUMMARY

Greenhouse gas dynamics in shallow lakes of the Pampean Plain
with different alternative regimes
In the last decades, shallow lakes from the Pampean Plain have been shifting from a clear water regime,
dominated by submerged macrophytes, to aturbid waterregime, dominated by phytoplankton. It is not clear,
however, whether the change in the regime may have also generated a change in the dynamics of carbon
dioxide (CO,) and methane (CH4), the most important greenhouse gases (GHGs). In this thesis, we analyzed in
clear and turbid shallow lakes (i) the magnitude and pathways of CO, and CH4 emissions; (ii) the influence of
biological and physical factors over dissolved CHy; (iii) CH4 production in the water column; and (iv) CHy4
production by phytoplanktonic strains isolated from lakes. The results obtained indicate that (i) clear and
turbid lakes present different main GHG emission pathways, but the total emissions in terms of Carbon are
similar between regimes; (ii) physical factors, rather than biological processes, modulate dissolved CHg; (iii)
both regimes present CH,4 production in the water column; (iv) isolated phytoplanktonic strains produce CHj.
The results obtained in this thesis contribute to the understanding of the magnitude and dynamics of GHG in

Pampean shallow lakes, a topic barely studied in the region until the date.

Keywords: Shallow lakes, Methane, Carbon Dioxide, Emission pathways, Oxic Methane Production,

Phytoplankton, Macrophytes
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INTRODUCCION GENERAL

Gases de efecto invernadero y su relacién con cuerpos de agua continentales

Los gases de efecto invernadero (GEI) comprenden una variedad de compuestos, como el vapor de agua (H,0),
el oxido nitroso (N;0), el ozono (Os), los compuestos fluorados (gases-F), el diéxido de carbono (CO,) v el
metano (CHy4). Estas moléculas tienen la capacidad de absorber parte de la radiacién que es reflejada por la
tierra, generando vibraciones y posteriormente emitiendo esa radiacién, que puede ser absorbida por otra
molécula de GEI. Esto crea un ciclo de absorcidén-emisidén-absorcion que mantiene el calor cerca de la
superficie de la tierra. Como consecuencia, los GEl mantienen la temperatura terrestre mas alta de lo que seria
si la Unica fuente de calentamiento fuese la radiacién solar, un fendmeno natural que permite la existencia de
la vida en la tierra y que es conocido como efecto invernadero®. El problema ocurre cuando actividades
antrépicas —tales como la quema de combustibles fésiles y el cambio en el uso de la tierra - alteranlos balances
naturales de estos gases. Esto conduce a un aumento de la concentracién de GEl en la atmdsfera y un aumento
extraordinario en la temperatura global, fenémeno conocido como calentamiento global?. En particular, las
emisiones de CO; son las qgue mas han aumentado en los Ultimos 30 afios (Fig. 1). Si bien las emisiones de CHy
han aumentado en una menor magnitud (Fig 13), al tratarse de un gas con un potencial como GE| 34 veces
mayor que el del CO; en un horizonte de 100 afios? estas emisiones también contribuyen sustancialmente al

calentamiento global.
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Figura 1. Esquema tomado del reporte del IPCC del afio 2022. Emisiones netas globales de GEl entre 1990 —
2019 en equivalentes de CO; afio™. Dentro de las categorias podemos ver gases fluorados (verde), N,O (azul),
CHy (rojo), CO; producto de sistemas naturales (amarillo) y CO, producto de quema de fésiles y de industria

(celeste).



EICO,y el CHsforman parte de los balances globales de carbono debido a que poseen carbono en su estructura
quimica. Estos balances implican la cuantificacion de las emisiones de carbono producidas por fuentes vy la
absorcién ocurrida por sumideros, lo que nos permite conocer cuanto carbono tenemos en la atmodsfera y
coémo éste interacciona y se distribuye en los distintos compartimentos terrestres (Fig. 2). Tradicionalmente
se consideraba que la tierra, la atmdsfera y los océanos eran los tres Unicos compartimentos naturales activos
en términos de ciclado de carbono, mientras que los cuerpos de agua continentales — rios, arroyos, lagos y
lagunas — actuaban como conductores inertes de carbono desde la tierra a los océanos. Sin embargo, desde
hace unos afios se sabe que los cuerpos de agua dulce acttian como grandes proveedores de CO,*y de CHs® a
la atmdsfera. Por ende, lejos de ser conductores inertes los cuerpos de agua continentales actlan como
verdaderos reactores, donde parte del carbono que llega a los mismos es almacenado en el sistema, parte es
emitido a la atmdsfera y parte transportado a los océanos*®. Dentro de los sistemas de agua dulce, las lagunas
—cuerpos de agua con una profundidad menor a 3 metros - son consideradas hot spot biogeoquimicos debido
a su gran relacion superficie: volumen, lo que propicia un estrecho contacto con la cuenca que los rodea, un
intenso mezclado de su columna de agua y una importante influencia de los sedimentos en los procesos que

ocurren en la columna de agua’®.
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Figura 2. Esquema tomado del Global Carbon Project. Balance global de carbono para el continuo tierra-
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océanos, donde se incluyen rios, lagos, estuarios y otros cuerpos de agua dulces.
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La dindmica de CO; y CH4 en lagunas se encuentra influida por varios procesos que ocurren de manera
simultanea en distintos habitats (Fig. 3). Entre los ambientes que se pueden encontrar en una laguna estanlos
sedimentos anoxicos, zonas con macrofitas sumergidas, zonas con macrdfitas arraigadas emergentes y zonas
de aguas abiertas. La produccion de CH, denominada metanogénesis, ocurre principalmente en los
sedimentos anodxicos mediante arqueas metanogénicas (metanogénesis cldsica)® % El CH4 producido en los
sedimentos es emitido a la atmdsfera mediante tres vias principales: difusion, ebullicion y a través de las
macrofitas emergentes. Parte del CH4 producido en los sedimentos se disuelve en la columna de agua vy, por
diferencia de concentracion entre ésta y la atmdsfera, es intercambiado a favor del gradiente mediante un
flujo difusivo’®. La magnitud de dicho flujo depende de la diferencia de concentracién entre el agua y la
atmosfera y de la turbulencia en la columna de agua®®. Por otra parte, en los casos donde hay una produccion
sustancial de CH4 en los sedimentos, las moléculas de CH4 se agregan formando burbujas que viajan por la
columna de agua liberdndose directamente a la atmdsfera, lo cual se conoce como flujo ebullitivo de CH 4%
Esta via de emisidn es particularmente importante en sistemas someros, donde la altura de la columna de
agua no essuficiente para disolver y/uoxidar las burbujas de CH,4. Por Ultimo, las macrdéfitas emergentes estan
formadas por aerénquima, un tejido poroso que favorece su flotabilidad y les permite transportar O, desde la
atmdsfera a los sedimentos andxicos®®. Este mismo tejido permite a las macréfitas emergentes movilizar CO,
y CH4 desde vy hacia la atmdsfera, lo cual se conoce como transporte mediado por macrdfitas emergentes?®.
Por otra parte, en la ultima década se ha reportado evidencia de produccién de CH,4 en la columna de agua,
independientemente de la produccién de CH4 en los sedimentos, la cual fue llamada produccién oxica de
metano (metanogénesis Oxica, Fig. 3)%1°. Dicha produccidn parece estar relacionada con la dindmica del
fitoplancton, dado que se han visto correlaciones positivas entre la produccién pelagica de CH, vy la clorofila a
(Chla)t®2%21 Una posible explicacién a este fendmeno es que las arqueas metanogénicas podrian alojarse en
micro-nichos anodxicos asociados al fitoplancton, produciendo CH4 de manera tradicional pero en la columna
de agua??. También existe evidencia indicando que diatomeas y cianobacterias son capaces per se de producir
CH4, pero mediante mecanismos que todavia no han sido esclarecidos??3. Independientemente del
mecanismo de produccién, el CH4 generado en la columna de agua puede ser intercambiado con la atmdsfera
a través de difusion en la interfaz agua: aire. Ademds de las mencionadas vias de produccion y de emision,
parte del CHypresente en la columna de agua es oxidado a CO, mediante bacterias metanotréficas (BOM),
proceso denominado metanotrofia?*. En gran medida, lasemisiones de CH4 estan controladas por el grado de
actividad de las BOM, las cuales oxidan una porcién variable pero sustancial de CH4%>2%. Respecto a la dindmica
de CO,, éste es consumido por los productores primarios mediante la fotosintesis y producido mediante la

respiracion, modificando la concentracion de CO; disuelta en la laguna?’. El CO; serd intercambiado con la



atmosfera mediante difusién en la interfaz agua: aire y también mediante el transporte por macrofitas
emergentes.
Flujo por

emergentes
Aerénquima

$ Macrofitas
arraigadas
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"‘, Flujo Flujo
[

Figura 3. Esquema de una laguna, mostrando los diferentes ambientes que se encuentran en ella: sedimentos
anodxicos, zonas con macrdfitas sumergidas, zonas con macroéfitas emergentes y la zona de aguas abiertas.

Estos ambientes dan lugar a procesos relacionados con la dindmica del CH4 y CO,, que ocurren de forma

simultanea.

Todos los procesos mencionados ocurren de forma simultdnea y tendrdn mayor o menor protagonismo en
una laguna dependiendo de las caracteristicas de esta: si se encuentra dominada por macrdfitas sumergidas,
por fitoplancton, con o sin macrofitas emergentes, etc. En este sentido, se sabe que bajo ciertas condiciones
ambientales, algunas lagunas pueden alternar entre un régimen de aguas turbias dominadas por fitoplancton
y sin macrofitas sumergidas, y otro régimen de aguas claras dominadas por macrofitas sumergidas y una
menor abundancia de fitoplancton?®. Estos potenciales cambios de regimenes en cuerpos de agua someros

agregan una capa mas de complejidad en el estudio de la dindmica de GEI, ya que no resulta facilmente
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predecible cémo todos los procesos previamente mencionados podrian combinarse en cada uno de estos

regimenes y cual seria el resultado neto.

Regimenes alternativos en lagos someros

La teoria de regimenes alternativos en lagos someros fue propuesta por Scheffer (1993)%8 y plantea que,
dentro de un rango de nutrientes y turbidez, algunas lagunas pueden alternar entre un régimen de aguas
claras dominado por macrdfitas sumergidas o un régimen de aguas turbias dominado por fitoplancton (Fig. 4).
En un contexto de bajos niveles de turbidez y de nutrientes, la laguna tiende a estar en un régimen de aguas
claras dominado por macrdfitas sumergidas. Dicho régimen se mantiene gracias a que las macrdfitas
sumergidas disminuyen el oleaje y la resuspension de sedimentos, disminuyendo la turbidez; toman nutrientes
de la columna de agua, que no estaran disponibles para el fitoplancton; sirven de refugio para el zooplancton,
gue se alimentara del fitoplancton; y pueden producir sustancias alelopaticas, que afectan negativamente el
crecimiento del fitoplancton. En un escenario de concentraciones medias de nutrientes y de turbidez, la laguna
se encuentra en un equilibrio inestable y puede alternar entre un régimen u otro dependiendo de factores
como el nivel hidrométrico vy la presencia/ausencia de macrofitas sumergidas, entre otros. Al aumentar los
nutrientes aumentara la turbidez, pero en presencia de macrdfitas sumergidas la turbidez se verd mitigada.
Esto serd asi hasta que la laguna llegue a una turbidez critica, donde las macroéfitas sumergidas ya no pueden
compensarla. En ese caso, las macrdfitas recibirdn menos radiacion solar y por ende empezardn a morir.
Simultdneamente, la comunidad fitoplancténica aumentard en abundancia, aumentando aun mas la turbidez
en la columna de agua y reforzando la desaparicion de macrdfitas. Esto llevard a la laguna a un régimen estable

turbio, dominado por fitoplancton.

La teoria de los regimenes alternativos ha sido revisada muchas veces en las Ultimas décadas y se ha
propuesto, por ejemplo, que los dos régimen alternativos son capaces de coexistir espacialmente en una
misma laguna?®, o que dentro de un régimen turbio puede haber diferentes grupos fitoplancténicos
dominantes y esos estados pueden, a su vez, representar régimen alternativos dentro de un régimen de aguas
turbias3®. También se ha revisado el efecto de forzantes climaticos — tales como sequias, inundaciones, vientos,

etc —y de propiedades morfoldgicas de la laguna — profundidad, tamafio — sobre los regimenes alternativos3?.
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Figura 4. Esquema modificado a partir de Scheffer et al. (2001)32. El eje de las ordenadas es la concentracién
de nutrientes, mientras que el eje de las abscisas es la turbidez. La pelotita azul indica el régimen alternativo

en el que se encuentra la laguna.

Area de Estudio: Llanura pampeana

La llanura pampeana (35° 32" —36° 48’ S; 57° 47" — 58° 07' W) se localiza en la regidon central-este de Argentina
(Fig. 5), se trata de una region con una topografia plana interrumpida por dos cordones de sierras, Tandilia y
Ventania, que presenta un clima templado himedo. Desde el Noreste al Suroeste la precipitacién media anual
disminuye de 1000 a 400mm, mientras que la temperatura media anual varia desde 20°C a 14°C desde el
Norte al Sur. En su historia geomorfoldgica la llanura pampeana ha atravesado periodos climaticos secos y
himedos, lo que ha dado lugar a la formacion de sistemas de humedales y lagunas someras®. El origen de las
lagunas es variado, gran parte presenta su origen en procesos de deflacién edlica durante el cuaternario, pero
un nimero importante de estas han sido remoldeadas por accion fluvial3#3>. Las lagunas pampeanas han sido
caracterizadas por Quirés & Drago (1999)%® como cuerpos de agua poco profundos, con tiempo de
permanencia del agua y salinidad variables, naturalmente eutrdficos y que no estratifican térmicamente
excepto por periodos cortos de tiempo. Si bien es dificil cuantificar la cantidad exacta de lagunas enla Llanura
Pampeana, se estima que hay aproximadamente 146.000 de entre 0,05 y 10ha, 200.000 de entre 0,01y 0,05ha

y 13.824 mayores a 10ha**. La llanura pampeana es, ademas, la zona mas productiva de Argentina: desde
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mediados del siglo XX se han producido profundos cambios en la region como consecuencia de las actividades
antropicas, asociadas principalmente a la expansién de la agricultura, pero también a la ganaderia y

urbanizacion, lo que ha provocado un fuerte cambio en el uso de la tierra y a una fragmentacion del paisaje3337.

2 e 57019" q{
- 57 E12W -

a3

Figura 5. A) Area de estudio, B) Imagen satelital Landsat 8 OLI de la regién estudiada de la Llanura Pampeana.

Las lagunas pampeanas se han clasificado en dos tipos de regimenes: lagunas claras vegetadas, dominadas por
macrdfitas sumergidas, baja abundancia de fitoplancton y con agua relativamente transparente; y lagunas
turbias fitoplancténicas, dominadas por fitoplancton, sin macrdfitas sumergidas y con aguas turbias3338,
Ademads, en esta regién se ha descripto la existencia de un tercer régimen no incluido en el modelo de Scheffer
et al. (1993), constituido por lagunas extremadamente turbias pero cuya turbidez se encuentra dada por una
alta concentracion de material inorgénico en suspensién, denominado turbias inorganicas3®. En las Ultimas
décadas se han realizado estudios en las lagunas de la regién que han reportado cambios en el régimen
alternativo de algunas lagunas pampeanas®®l. También se han evaluado cambios en los grupos
morfofuncionales de fitoplancton®? y de bacterias*' dependiendo del régimen alternativo en el que se
encuentran, el efecto potencial de los regimenes alternativos sobre la vegetacion emergente® vy el efecto del

ingreso de herbicidas sobre un régimen claro o turbio®.

Las lagunas pampeanas solian existir como un mosaico de lagunas claras vegetadas y turbias fitoplancténicas,
con cambios bidireccionales en sus regimenes debido a cambios hidroldgicos y a eventos climaticos®’. Sin
embargo, la intensificacidn de la agricultura, el uso de fertilizantes y la erosion durante las Ultimas tres décadas
han llevado a un aumento consistente de nutrientes, herbicidas y de carga de sedimentos en estas
lagunas37453745-47 |0 que en consecuencia ha llevado a un cambio generalizado de regimenes claros a turbios,

observado a escala regional®®*8, En este sentido, Sdnchez et al. (2021)*° detectd que aquellos cuerpos de agua
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cercanos a regiones con mayor uso de la tierra eran mas eutrdficos. Actualmente, la presencia de macrdfitas
sumergidas, el nitrogeno total y la agricultura son los factores mas influyentes sobre el régimen en el que se
encuentran las lagunas®®. En comparacion con otras lagunas del mundo, las lagunas pampeanas presentan
mayores concentraciones de fosforo total, nitrogeno total y Chla y menor transparencia, lo que las ubica en

un extremo hipertréfico del continuo de estados tréficos posibles®?.

Respecto a la dindmica de CO,y CHy en la llanura pampeana, la mayoria de los estudios en este tema se han
enfocado en el compartimento terrestre contandose con unos pocos trabajos enfocados en el compartimento
acuatico. Entre los estudios realizados en el compartimento terrestre, se ha analizado el impacto del ganado
vacuno en las emisiones de CH4%2, las emisiones de CH4 en la interfaz sedimento-atmdsfera de sitios con
diferentes usos de la tierra®3 y la dindmica de CH4 en suelos colonizados por diferentes vegetaciones®*. En
cuanto a los sistemas de agua continentales, se ha estudiado la dindmica de CO; en arroyos pampeanos bajo
distintas condiciones de calidad de agua y uso de la tierra>>, se ha explorado la variacién en las emisiones de
CHy4 segun forzantes climdticos en una laguna pampeana® y se ha explorado la dindmica de CO,y CHs en
lagunas pampeanas de Uruguay>’. Teniendo en cuenta la enrome cantidad de lagunas presentes en la llanura
pampeana, su gran productividad, su estado trofico en aumento y sus diversas caracteristicas en términos de
estado trofico y de régimen alternativo, resulta fundamental explorar las emisiones de GEI por estos sistemas,

ya que deben ser considerados en un balance de carbono regional.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de la presente tesis de doctorado es evaluar la dinamica de CO, y CH4 en lagunas de la

llanura pampeana con distinto régimen de equilibrio y su rol en el balance regional de carbono.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar estacionalmente la dinamica de GEl en lagunas de la llanura pampeana que se encuentran en
distinto régimen de equilibrio y determinar su rol en el balance de carbono

2. Investigar la influencia de procesos bioldgicos vy factores fisicos en la modulacion de la presién parcial de
CH4 disuelto en aguas subsuperficiales de ambos regimenes

3. Estudiar la produccion oxica de CH4 y su relacién con los grupos fitoplancténicos dominantes en lagunas
con distinto régimen de equilibrio

4. Explorar la produccién de CHy4 por grupos fitoplanctdnicos aislados de lagunas con distinto régimen de

equilibrio
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Capitulo 1

DINAMICA ESTACIONAL DE GEI EN LAGUNAS DE LA
LLANURA PAMPEANA BAJO DISTINTO REGIMEN DE
EQUILIBRIOY SU ROLEN EL BALANCE DE CARBONO

Introduccion

Las lagunas desempefian un rol fundamental en el procesamiento de nutrientes en general *8y en el ciclo del
carbono en particular’, lo que las convierte en emisoras clave de gases de efecto invernadero (GEI) al medio
ambiente®?®. Algunas de las caracteristicas que explican su importancia son su alta relacion superficie:
volumen, el ingreso de grandes cantidades de material aléctono proveniente de las cuencas circundantes y la
frecuente e intensa mezcla de la columna de agua, que conlleva a una fuerte influencia de los sedimentos en
los procesos de la columna de agua. Por otra parte, algunas lagunas pueden alternar entre dos regimenes
alternativos: un régimen de aguas claras, dominado por macrdfitas sumergidas y con baja turbidez; y un
régimen de aguas turbias, dominado por fitoplancton y con mayor turbidez?®. Estos dos regimenes
contrastantes presentan condiciones ambientales muy diferentes que pueden afectar multiples procesos
ecoldgicos y biogeoquimicos de forma diferencial, incluida la dinamica de GEIl. La medida en que las emisiones
de CO;, y CH,4 pueden verse afectadas por estos regimenes depende de la interaccion de varios procesos y
factores relacionados con el ciclo de la materia orgdnica, como la produccién primaria y las tasas de
respiracion, el almacenamiento de carbono, el metabolismo aerdbico y anaerdbico, y el efecto fisico de las
macrofitas sumergidas sobre la mezcla de la columna de agua®. El resultado neto de todas estas interacciones
se ha explorado en algunos casos para el CO,, sin embargo son pocos los estudios que han evaluado el impacto
de estas sobre el CH4®. Por lo tanto, la influencia que estos regimenes podrian tener en el balance de gas C

en lagunas someras es dificil de predecir con la informacion existente.

La dindmica de CO, en una laguna es el resultado, en parte, del balance neto entre la produccién primariay la
respiracion del ecosistema: durante el dia la producciéon primaria es dominante y por ende hay menos CO,
disuelto, mientras que por la noche domina la respiracion lo que produce el patréon contrario. En este sentido,
varios autores han reportado una relacién negativa entre el flujo difusivo diurno de CO, vy la biomasa de los
productores primarios?”®1%3, Sin embargo, el tipo de productor primario dominante, es decir, si son macrdfitas

sumergidas o fitoplancton, puede resultar en dindmicas diferentes de CO,. En este sentido, algunos estudios
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han mostrado que lagunas dominadas por macréfitas sumergidas presentaron una mayor productividad total
en comparacion con lagunas turbias dominadas por fitoplancton*®®, |o que podria conducir a un flujo difusivo
de CO; menor en lagunas claras en comparacion con lagunas turbias. Sin embargo, en otros casos no se
encontraron diferencias en la productividad neta entre regimenes alternativos, lo que implicaria que los flujos
difusivos de CO, podrian ser similares entre regimenes®®. Con respecto a la dindmica del CHg4, también se han
reportado resultados contrastantes sobre el efecto de los regimenes alternativos. Por ejemplo, hay trabajos
gue muestran que las macréfitas sumergidas disminuyen el flujo difusivo® y ebullitivo®” de CHy4, pero hay otros
estudios que indican la existencia de una correlacién positiva entre la biomasa de macrdéfitas sumergidas v el
flujo difusivo de CH4 en varios sistemas someros®%%8. De manera similar, se ha reportado que no hay un efecto
significativo de la biomasa de fitoplancton en las emisiones difusivas de CH4%%%¢ mientras que otros estudios

han indicado correlaciones positivas entre las emisiones difusivas de CH,4y la concentracidn de Chla 618,

La produccion de CH4 (metanogénesis) en cuerpos de agua dulce ocurre principalmente en los sedimentos por
arqueas metanogénicas y bajo condiciones de anoxia. Distintos factores influyen sobre este proceso, tales
como las condiciones redox en los sedimentos, la tasa de ingreso de materia organica y la temperatura en los
sedimentos®72. Si bien la metanogénesis per se depende de la temperatura, las distintas vias de emision de
CH4 dependeran de varios factores bidticos y abiodticos que dependerdn o no de la temperatura. Por ejemplo,
se ha reportado que la ebullicién de CH4 depende, ademads de la temperatura, de la profundidad de la columna
de agua, de la presion hidrostatica y de la turbulencia en los sedimentos>’3~7>. Asimismo, se ha reportado que
el flujo difusivo de CH4 dependerd, ademds de la temperatura, de la tasa de oxidacion de CH4 en la columna
de agua’®’’— a mayor oxidacién menor difusién —, de la turbulencia en la misma’8, de la superficie del lago, la
profundidad de la columna de agua, la pendiente de la cuenca y también del estado tréfico del cuerpo de
agua’®. En relacion a las emisiones difusivas de CO,, la biomasa de productores primarios es un gran factor
regulatorio que, a su vez, se encuentra influenciado por la estacionalidad y, por ende, por la temperatura.
Ademas, se considera a la tasa de ingreso de materia organica como un gran regulador positivo de los flujos

difusivos de C0O,8081,

Por otra parte, las macrdfitas emergentes juegan un papel muy importante en las emisiones de GE|>8%83,
Proporcionan parte del carbono necesario para producir CH4 en los sedimentos, y ademas transportan CH,4 de
los sedimentos a la atmdsfera y O, de la atmdsfera a los sedimentos - lo que les permite sobrevivir en
sedimentos andxicos®. La presencia de macrdfitas emergentes puede influir significativamente en el balance
de Cde las lagunas y el régimen en el que se encuentra la laguna pueden influir sobre la cobertura relativa de

macrofitas emergentes, ya que lagunas con aguas mas clarasfavorecen la cobertura de macrdfitas emergentes
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y viceversa®®. Las emisiones de GEl mediadas por macrdfitas emergentes depende de la temperatura vy la
profundidad de la columna de agua, del estadio de crecimiento de las plantas, la intensidad de la luz que incide
en las macrdfitas y la densidad de cobertura de vegetacion®. Esta interaccién entre regimenes alternativos
y macréfitas emergentes en lagunas agrega otro plano de complejidad que debe ser tenido en cuenta ala hora

de estudiar el balance de gas C.

Como se ha mencionado en la seccién Area de Estudio, la Llanura Pampeana es una regién con una topografia
plana que presenta aproximadamente cuatrocientas mil lagunas34. Hasta hace unas décadas, estos cuerpos de
agua existian como un mosaico de regimenes claros y turbios, con cambios de estado bidireccionales debido
a eventos hidroldgicos o climaticos®”’. No obstante, la intensificacion de la agricultura durante las Ultimas tres
décadas, de la mano de un aumento en el uso de fertilizantes y de la erosién, han incrementado la carga de
nutrientes y sedimentos en estas lagunas3’#, lo que ha incrementado el pasaje de lagunas desde regimenes
claros aturbios*®“8, Sin embargo, nuestro conocimiento actual no nos permite predecir el efecto que el cambio

de lagunas claras a turbias podria tener sobre el balance regional de C.

Determinar el balance de C de lagunas requiere evaluar multiples aspectos de la dindmica de los GEl,
incluyendo las concentraciones de los GEl disueltos en el agua, el flujo difusivo entre la superficie del agua y
la atmodsfera, los flujos mediados por macréfitas emergentes vy el flujo ebullitivo de CH4. El objetivo del
presente capitulo es estudiar la dindmica estacional de CO,y CH; en lagunas de la llanura pampeana con
regimenes alternativos. Como objetivos especificos se plantea (i) analizar estacionalmente la dindmica de GElI
(CO, y CHy) en lagunas de la llanura pampeana que se encuentran en distintos regimenes de equilibrio, (ii)
estimar el balance anual de gas C (fuente o sumidero) en lagunas con regimenes alternativos vy (iii) explorar
posibles predictores para cada via de emisién de CO, y CHj Para lograr estos objetivos, estudiamos
estacionalmente las concentraciones de CO, y CH4 en aguas superficiales, y las tres vias de emision
previamente mencionadas, en dos lagunas clarasvegetadas y dos lagunas turbias fitoplanctonicas de la Llanura

Pampeana, Argentina.

Métodos

El presente capitulo se llevd adelante parte en Argentina, en la Facultad de Ciencias Exactasy Naturales, y
parte en la Université du Québec a Montréal. Este capitulo se encuentra publicado: Balifia, S.,Sanchez, M. L.,
Izaguirre, |., & del Giorgio, P. A. (2022). Shallow lakes under alternative states differ in the dominant
greenhouse gas emission pathways. Limnology and Oceanography, 68(1), 1-13.

https://doi.org/10.1002/In0.12243.
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1. Disefio de muestreo

Se seleccionaron cuatro lagunas de la llanura pampeana, dos claras vegetadas y dos turbias fitoplanctdnicas
(Fig. 1.1). Estas lagunas se muestrearon estacionalmente en las siguientes fechas: 11 al 25 de junio de 2018
(invierno), 16 al 23 de octubre de 2019 (primavera), 3 al 7 de febrero de 2019 (verano) y 22 al 30 de abril de
2019 (otofio). Cada laguna presentd areas cubiertas por macréfitas emergentes (ME) y dreas de aguas abiertas
(AA). Para incluir esta heterogeneidad natural, se tomaron muestras en sitios ME y en sitios AA dentro de cada
laguna. A su vez, para dar cuenta de toda la columna de agua, en cada sitio se tomaron muestras
subsuperficiales (en los primeros 10 cm de la columna de agua) y muestras cercanas al fondo (dentro de los
30 cm cercanos a los sedimentos, usando una botella horizontal Niskin). Por lo tanto, en cada laguna y en cada
temporada, se muestrearon 2 sitios (ME y AA) incluyendo en cada sitio muestras de superficie y fondo, y se
obtuvieron de esta manera 4 muestras por estacion y por laguna. Por lo tanto, en total se obtuvo un total de
16 muestras para analizar las concentraciones de gases disueltos y para otros pardmetros quimicos vy

bioldgicos de cada laguna.

58°01'W s T & STP12W <4
i # Kakel Huincul
e ° e 23
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Figura 1.1. Area de estudio. A) Argentina, B) Buenos Aires, C) region de estudio. En azul se encuentran
marcadas las lagunas claras vegetadas (La Segunda y Kakel Huincul) y en verde se encuentran marcadas las

lagunas turbias fitoplanctonicas (El Burro y La Salada).

2. Caracterizacién limnoldgica

En cada sitio de muestreo se midieron las siguientes variables limnoldgicas: pH y conductividad (sensor portatil
HORIBA D 54-E), y perfiles verticales de temperatura y oxigeno disuelto (sensor portatil HACH HQ30d).
Ademas, se midio la temperatura del aire, la humedad, la presion atmosférica y la velocidad del viento (Kestrel,
4000 Pocket Weather Tracker, Nielsen-Kellerman). En cada sitio, se tomaron muestras de agua sub-superficial
y cerca del fondo para determinar la turbidez, el fésforo y el nitrégeno totales (FT y NT, respectivamente), los
solidos totales en suspension (STS), el carbono organico disuelto y el carbono inorgénico disuelto (COD y CID,
respectivamente), la materia orgdnica disuelta coloreada (MODc), la clorofila a (Chla), la abundancia vy

composicion de la comunidad fitoplancténica y la abundancia relativa de arqueas y bacterias.

La turbidez se midio utilizando un turbidimetro HACH 2100P. El perfil de irradiancia se obtuvo utilizando un
sensor cuantico esférico sumergible Li-Cor PAR, con el cual se midié la irradiancia a distintas profundidades. El
coeficiente de atenuacion de la luz (Kdpag) se calculd haciendo una regresion lineal entre el logaritmo natural
del perfil de irradiancia y la profundidad, la pendiente de esa relacién es el Kdpagr. Para la determinaciéon de FT
y NT, las muestras de agua fueron digeridas utilizando acido bdrico y persulfato de amonio siguiendo la
metodologia descrita en Valderrama (1981)%. Posteriormente fueron analizadas con un espectrofotémetro
HACH DR2800, utilizando el método de acido ascérbico para la determinacion de FT y de reduccién de cadmio
para NT, siguiendo métodos estandar??’. Los STS se determinaron filtrando un volumen conocido de agua a
través de filtros Whatman GF/F precombustionados y pesados, luego se calculd la concentracion de STS como
la diferencia de peso del filtro seco antes y después de la filtracion??8. Las concentraciones de COD y CID, junto
con la materia organica disuelta coloreada (MODc), se midieron a partir de muestras de agua filtradas a través
de un filtro de jeringa PES de tamafio de poro de 0,45 um (Sarstedt 83.1826) en viales de vidrio de 40 ml (I-
CHEM S$136-0040/ Fisher 05719- 98) vy sellados con septos de PTFE/goma herméticos a gases
(Chromatographic Specialties C8850522M). Las concentraciones de COD y CID se analizaron utilizando un
analizador de carbono total Aurora 1030 (Ol Analytical), después de la acidificacion con acido fosférico para
convertir CID en CO, Yy la digestién de COD en CO, con persulfato de sodio. Para determinar el MODc, se midié
la absorbancia de las muestras de agua a 440 nm y 690 nm usando un espectrofotometro Ultrospec 3100 Pro
(Biochrom) siguiendo a Cuthbert y del Giorgio (1992)%. La absorbancia medida fue corregida por turbidez y

convertida a unidades de m™* usando la ecuacion 1.1.
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MODc (m'1) = (A440nm - A690nm) * 2,303*50 ec. 1.1
donde 2,303 corresponde a la constante Lambert-Beer y 50 esta relacionado a la absorbancia de la cubeta de

2cm.

Para estimar la Chla, se filtré un volumen conocido de agua a través de filtros Whatman GF/F y se almacend a
-20 °C. El pigmento se extrajo con etanol caliente (70°C) y se midio espectrofotométricamente a 665 y 750
nm, siguiendo las ecuaciones de Lorenzen (1967)%. Las muestras para las determinaciones cuantitativas de
fitoplancton se fijaron con solucion de Lugol acidificada al 1% y se almacenaron a 4 °C hasta su recuento en
un microscopio invertido Olympus CKX41 utilizando la técnica de Utermohl (1958)%°. Los recuentos se

232-234

realizaron utilizando bibliografia especializada y hasta un error de recuento de menos del 20%2%°.

3. Analisis moleculares

Para explorar las comunidades de arqueas y de bacterias, se tomaron muestras de ADN ambiental de las
lagunas en todas las estaciones. El DNA fue extraido de cada muestra y secuenciado utilizando primers
especificos para arqueas y para bacterias. La extraccién de ADN se realizd siguiendo a Zenoff et al. 2006%8.
Agua de la laguna y de los mesocosmos fue filtrada mediante filtros de policarbonato de 0,2um (Millipore) y
los filtros fueron preservados a -802C hasta la extraccién de ADN. Para la extraccion se utilizé un protocolo de
cloroformo: etanol: se agregaron 0,75ml de buffer de lisis CTAB a medio filtro y se lo incubd por 30" a 609C.
Luego, se agregaron 0,7ml de isoamil: cloroformo y se lo mezclé por inversidon, seguido de un paso de
centrifugacién de 10" a 14.000 rpm. La fase acuosa fue volcada a otro eppendorf, y el paso de isoamil:
cloroformo se repitié dos veces mas. A la fase acuosa final obtenida se le agregd el mismo volumen de
isopropanol, seguido de un paso de incubacién de 1 hora a 42C. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas por 30" a 14.000 rpm. El pellet obtenido se lavd con Etanol frio al 80%. Luego se dejo secar,
cuidando de asegurar que todo el etanol haya sido evaporado del pellet. Luego el mismo fue resuspendido en
20ul de agua milig autoclavada. La concentracion de ADN (ng ul?) en cada muestra extraida fue medida
mediante un Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). Todas las muestras extraidas fueron llevadas a la plateforme
de génomique CERMO-FC, de la Université du Québec a Montréal, para secuenciacién del 16S rRNA de la
region V4 usando los primers A340F (5-CCC TAC GGG GYG CAS CAG-3’) y915R (5’-GTG CTC CCCCGC CAATTC
CT-3’) para arquea, y los primers 515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) 'y 806R (5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’) para bacteria. Se utilizé una plataforma MiSeq (PE250, Illumina, San Diego,
CA, USA). Las secuencias obtenidas fueron procesadas mediante el paquete DADA2 en el entorno de R El
procesamiento se realizd para bacteriasy arqueas por separado, y en casa casoinvolucrd los siguientes pasos:

1) se generaron e inspeccionaron graficos de calidad de secuencias para cada una de las muestras; 2) Las
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secuencias crudas se recortaron vy filtraron usando la funcién filterAndTrim con los siguientes parametros:
truncQ =2, rm.phix = TRUE, trimleft = correspondiente al tamafio de los primers en cada caso, trunLen = nada
para argueas y para bacterias 240pb y 170pb para el forward y reverse, respectivamente. Para el caso de
arqueas no se recortaron las mismas porque los amplicones eran largos vy si se recortaban las lecturas de la
secuenciacion no llegaban a solapar, es decir, no se podia construir un contig; 3) se generaron modelos de
error de secuenciacién para las muestras, para forward y reverse por separado, usando la funcién learnErrors;
4) Se determinaron grupos de secuencias Unicas, para forward y reverse por separado, considerando el
modelo de error generado en el paso anterior. Se generd un data-frame que contiene la abundancia de cada
secuencia Unica detectada; 5) se generaron amplicones por medio de la union de las secuencias forward y
reverse, con un solapamiento minimo de 12 nucledtidos y un maximo de cero mismatch; 6) se construyeron
las tablas de ASV’s con las secuencias y abundancias para cada muestra; 7) se detectaron y removieron
quimeras, teniendo en cuenta que un amplicén es considerado quimera si puede ser reconstruido con las
partes forward y reverse de amplicones que son por lo menos 1,5 veces mas abundantes; 8) se realizé la
asignacion taxondmica para cada ASV detectado, usando las funciones assignTaxonomy y addSpecies del
paquete DADA2. El primer caso llega a nivel de género mientras que el segundo llega a nivel de especie. En

todos los casos se utilizé la version 132 de la base de datos de SILVA.

La tabla de ASVs obtenida fue luego filtrada por la ocurrencia de asignaciones no deseadas: cloroplastos,
mitocondrias, eucariotas, arqueas en el dataset de bacterias y bacterias en el dataset de arqueas. Por ultimo,
se retuvieron sélo los ASVs que poseian mds de 10 lecturas y que se encontraban en al menos dos muestras:
el conjunto de ASVs final para bacterias fue de 3434 y para arqueas fue de 1517. A partir de estos datos se
analizaron curvas de rarefaccion para observar que todas las muestras lleguen a un estado asintético, lo que
indica que la profundidad de secuenciacion fue suficiente para representar la diversidad y riqueza de las
bacterias y/o arqueas. Para el caso de arqueas hubo tres muestras que no llegaron a una meseta: KH Sitiol
primavera, KH Sitio 2 Otofio y BU Sitio 2 Otofio, por lo que debieron ser quitadas para el resto de los analisis
(Fig. S1.1). Para el caso de las bacterias, las muestras BU Sitio 1 Primavera y BU Sitio 1 Verano no llegaron a
una meseta y también fueron retiradas de la base de datos para los pasos siguientes (Fig. S1.2). Una vez
realizado este paso, las muestras se normalizaron al nimero minimo de lecturas de una muestra (Cmin)
usando el flujo de trabajo SRS, el cual preserva las abundancias relativas de ASV después de la normalizacion
lo mas similar posible a la de los conjuntos de datos originales. Los andlisis descriptivos sobre la tabla de ASV

se realizaron empleando los paquetes Phyloseq y Biostrings en R88,89.

4. Dinamica de gases de efecto invernadero (GEl)
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La dinamica de GEl fue estudiada estacionalmente en cada sitio de muestreo analizando las presiones parciales
de CO, y CH4 en el cuerpo de agua (pCO, y pCH.) y su sefial isotdpica (63C), el flujo difusivo en la interfaz agua:

aire, el flujo ebullitivo de CHy4 y los flujos mediados por macroéfitas emergentes.

5. Presiones parciales de CO,y CH4 en el agua vy su sefial isotdpica

Las pCO;, y pCH4 en agua se determinaron utilizando la técnica de headspace®® (Fig. 1.2). Esta técnica implica
llenar dos jeringas de 60 ml con 30 ml de agua y 30 ml de aire atmosférico, creando una relacion 1:1 de agua:
aire. Las jeringas se agitan vigorosamente durante 2 minutos para permitir el equilibrio de los gases entre el
agua y el aire. Luego de alcanzado el equilibrio, los 30 ml de aire se inyectan en viales pre-evacuados de vidrio
equipados con tapones de goma que no permiten el intercambio de gases con el ambiente (Exetainer, Labco),
y se almacenan para su posterior analisis. También se tomaron muestras del aire atmosférico, que fueron
inyectadas de la misma manera en viales pre-evacuados de vidrio (Exetainer, Labco). Se tomaron 16 muestras
de agua por laguna: dos por sitio (ME o AA), incluyendo muestras de superficie y de fondo, en cada una de las

cuatro estaciones del afio. A su vez, cada muestra tuvo duplicados metodolégicos (dos jeringas por muestra).

Aire atmosférico

Agua de la laguna

L L L L e
S Vater & Exopient

Headspace
g Phasep b)
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Figura 1.2. Técnica de headspace. a) Jeringa de 60ml utilizada en campo, la misma se llena con 30ml de aire

atmosférico y 30ml de agua de la laguna. Luego se agita por 2 minutos para asegurar el intercambio de gases
entre el airey el agua b) esquema del intercambio de gases entre la fase acuosa y la fase headspace (aire) —

tomada de vuvanalytics.com.

Para determinar la concentracion vy la sefial isotdpica (53C) de CO, y CH4 en cada muestra de headspace, se
utilizé un espectrémetro de masa (CRDS, Picarro G2201-i), con la ayuda de un muestreador automatico (SAM,

Open Autosampler)®® (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Medicién de las concentraciones de GEIl de las muestras obtenidas a campo, utilizando un

muestreador automatico y un espectrofotémetro de masa.

La concentracién original de CO, y CHzen el agua de la laguna se obtuvo siguiendo la ecuacién 1.2, mientras
que la sefial isotdpica original de cada GEl se obtuvo siguiendo la ecuacién 1.3. Los datos isotdpicos se
informan en la notacién estandar delta (6) expresada en por mil (%o) en relacidn con el estandar Vienna Pee
Dee Belemnite'®. Cabe destacar que las muestras con menos de 250 ppmv de pCO, se corrigieron para el
equilibrio quimico del sistema de carbonato siguiendo a Koschorreck et al. (2021)%4. Los datos en ppmv se
convirtieron a concentracion (uUM) multiplicando la presion parcial de los gases (ppmv) por la constante de

Henry (solubilidad, dependiente de la temperatura)®.
Pp original de GEI (uatm) = (HpGEI-ApGED)*W:A/ (V) +(HpGEI * AkH) ) /MkH ec. 1.2

Donde HpGE! es la presion parcial del gas luego de aplicar la técnica de headspace, es decir, lo medido por el
espectrofotometro de masa (uatm), ApGE! es la presién parcial del gas en el aire atmosférico (uatm), W:A es
el ratio agua:aire en la jeringa (sin unidad), Vmes el volumen molar a la temperatura de analisis (L/mol), AkH
es la constante de Henry (solubilidad del gas) a la temperatura a la que se encuentra el agua luego de agitar
mediante la técnica de headspace (M/atm) y MkH es la solubilidad ala temperatura a la que se encontraba el

agua de la laguna, en el campo (M/atm).

13C original de GEI (%) = (iGEI después - a Fracc *iGEI antes) / (1 - a Fracc) + Fracc ec. 1.3
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Donde iGEl después es la sefial isotépica del GEIl luego de aplicar la técnica de headspace (%o), a Fracc es el
parametro de fraccionamiento del GEl en la fase gaseosa, iGE/l antes es la sefial isotdpica del gas en el aire

atmosférico (%o) y Fracc es el fraccionamiento de los GEl entre la fase gaseosa y la fase acuosa.

6. Flujos difusivos y mediados por macrdfitas emergentes

Los flujos difusivos en la interfaz agua-aire y los flujos de macrofitas emergentes se midieron usando una
cadmara flotante opaca (Volumen = 18,8 L, Area = 0,1 m?2), equipada con un termémetro interno y con un
dispositivo flotante (Figura 1.4a), siguiendo a Rasilo et al. (2015)%. La cdmara tiene una valvula principal que
se cierra manualmente (valvula roja en lafoto) y permite aislaruna porcion de la atmdsfera. Lacamara también
cuenta con valvulas secundarias que permiten tomar muestras del aire aislado dentro de la cdmara. Una vez
cerrada la valvula roja, tomamos muestras del aire alojado en el interior de la cdmara cada 5 minutos, durante
15 minutos (0, 5, 10 y 15 minutos). En cada medicion se tomaron 2 muestras de 30 ml de aire del interior de
la cdmara y se inyectaron en viales de vidrio pre-evacuados de 30 ml equipados con tapones de goma
(Exetainer, Labco) para su posterior analisis en un espectrémetro de masa (CRDS, Picarro G2201- i). En cada

punto de tiempo también registramos la temperatura dentro de la camara. Todas las mediciones se realizaron

entre las 10:00 y las 16:00 h.

En el drea de ME, ademas de medir el flujo de difusién aire-agua (Figura 1.4b), instalamos la cdmara sobre un
grupo de macrofitas emergentes (flujo sobre macrofitas, SM), con el fin de capturar el potencial flujo de GEI
por parte de las plantas (Figura 1.4c). En las secciones subsiguientes nos referimos al flujo SM como flujo del
habitat con vegetacion, ya que esta medicién incluye tanto el flujo mediado por plantas como también el flujo
difusivo del agua que rodea la vegetacion. En este caso las mediciones de la cdmara también duraron 15
minutos y se tomaron muestras cada 5 minutos. En promedio se realizaron 4 mediciones de flujos por laguna
y por estacién del afio, incluyendo los flujos difusivos en los sitios ME y AA y el flujo mediado por macrdfitas

emergentes.
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Figura 1.4. a) Camara flotante opaca utilizada para medir el flujo difusivo en la interfaz agua:aire — tanto en el
sitio con macrofitas emergentes (ME) como el sitio de aguas abiertas (AA) -y para medir el flujo mediado por
las macrofitas emergentes — solo en el sitio ME. En la foto a) se muestra la medicion de un flujo en la interfaz
agua:aire b) esquema de camara midiendo el flujo en la interfaz agua:aire c) esquema de camara midiendo el
flujo mediado por macréfitas emergentes + flujo difusivo en la interfaz agua:aire correspondiente al agua

circundante a la vegetacion.

Todos los flujos (fgas) se calcularon en mmol m=2 d! siguiendo la ecuacion 1.4.

fgas = (VEZA) *t ec.1.4

Donde s es la tasa de acumulacion de gas en la cdmara (ppm min); V es el volumen de la cdmara (L); A es la
superficie de la cdmara (m?); Vm es el volumen molar del gas a temperatura y presiéon ambiente (L mmol™); y

t es un factor que convierte minutos a dias (1 dia = 1440 min)”>.

Para evitar una sobreestimacion de los flujos de CH4 difusivos y mediados por macrofitas emergentes, los datos
obtenidos de cada medicion fueron inspeccionados para evaluar la presencia de eventos de burbujas de CHy:
en caso de un aumento abrupto en CH4 durante los minutos de muestreo con la cdmara o si las mediciones
de la cdmara no se ajustaban a una regresién lineal, se considera que un evento de ebullicién de CH4 ha
ocurrido dentro de la cdmara y esos datos deben ser descartados. Este no fue el caso para ninguna de las

mediciones de flujos de CH,4 difusivos ni mediados por macréfitas emergentes.

Para obtener mas informacion sobre el origen de los GEI liberados por las macréfitas emergentes, se estimé
el flujo de CO, y CH4 mediado por las plantas restandole al flujo de las camaras SM, el flujo difusivo obtenido

de las mediciones en la interfaz agua: aire en los sitios ME, siguiendo la ecuacion 1.5.

26



Flujo mediado por macrofitas = Flujo SM - EM flux ec. 1.5

7. Balances de masa isotdpicos
Con el fin de estimar la sefial isotdpica del CO, y CH4 intercambiado en la interfaz agua: aire y del emitido por
las macrdfitas emergentes, se realizd un balance de masa isotdpico de las camaras dispuestas sobre el agua 'y

también de las camaras SM, siguiendo la ecuacién 1.6.
Ofinal * Minar = Oincial * Minicial + Oagua * Magua ec. 1.6

Donde Oinicial Y Minicial cOrresponden a la firma isotdpica y a la masa de GEl, respectivamente, en el tiempo 0 de
la camara dispuesta sobre el agua; &final Y Msinal corresponden a la firma isotdpica y la masa de GEl,
respectivamente, en el tiempo final (15 minutos de dispuesta la cdmara); Sagua Y Magua COrresponde a la firma
isotopica de los GEI liberados por el agua (desconocido) y a la masa de GEI intercambiada por el agua (la

diferencia entre Msinal Y Minicial)-

Las camaras dispuestas sobre las macrofitas emergentes incluyen tanto la emision de las macrofitas
emergentes como la emision difusiva del agua que rodea la vegetacién emergente. Por lo tanto, para estimar
la firma isotdpica de los GEl emitidos por la vegetacion, consideramos la firma isotopica del flujo difusivo
derivado de la ecuacidén 6. al que se les agregd un componente asociado a los gases transportados

directamente por las plantas (ecuacién 1.7).

Ofinal * Mfinai = Oinicial * Minicial + 5agua *Magua + §p/anta *Mplanta ec. 1.7

Donde Ginicial Y Minicial cOrresponden a la firma isotdpica y la masa de GEl, respectivamente, en el tiempo O de
la cdmara dispuesta sobre las macrdfitas emergentes; Stinal Y Mrinal cOrresponden a la firma isotdpica y la masa
de GEl, respectivamente, altiempo final (15 minutos de que se dispuso la cdmara); Gagua * Magua COrresponden
a la firma isotdpica y la masa de GEI de los GEI emitidos por el agua; y Spianta * Mplanta COrresponden a la firma
isotopica del GEl liberado por la planta (desconocido) vy el gas GEI emitido por la planta (que se obtiene como

la diferencia entre Msinal Y Miniciatde la cdmara dispuesta sobre las macrofitas emergentes, menos la masa de

GEl liberada por el agua, Magua)-

8. Flujo ebullitivo

Los flujos de burbujas de CH4 se midieron utilizando embudos flotantes invertidos (Fig. 1.5), colocados en la
columna de agua de manera tal de que estén sumergidos pero no tocando el sedimento’>. Una vez ubicados
los embudos en la columna de agua, se tomo una botella de vidrio de 2,5L que se llend con agua de la laguna

y se enrosco de manera invertida en el extremo superior del embudo. El dispositivo funciona de manera que
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las eventuales burbujas de CH4 producidas en los sedimentos suben por la columna de agua y son captadas

por el embudo. Una vez en el embudo las burbujas desplazan el agua que se encuentra en la botella y son

colectadas en ésta quedando acumuladas hasta su recoleccién.

Botella
invertida

Embudo

Burbujas
] de CH4

Figura 1.5. a) Embudos colocados en una laguna clara vegetada b) Esquema del funcionamiento de los
embudos invertidos, donde las burbujas de metano (azul) formadas en los sedimentos suben por la columna

de agua y se acumulan en la botella invertida (celeste).

En cada laguna y en cada estacidn del afio se colocaron 6 embudos, 3 en el drea ME y 3 en el drea AA. La
duracidon de la medicion de la ebullicidn varid segun la temporada, desde 48 h en verano hasta 7 dias en
invierno. A la hora de recolectar las muestras de los embudos, la botella invertida fue desenroscada
delicadamente y antes de sacarla del agua, se le colocd una tapa a rosca con dos valvulas cerradas. Para
recuperar el gas acumulado en la botella se utilizaron dos jeringas (Fig. 1.6): una jeringa que contenia agua de
la laguna vy la otra que estaba vacia. El agua contenida en una de las jeringas fue inyectada lentamente en la
botella de manera tal de desplazar el gas acumulado hacia la segunda jeringa (vacia). El gas muestreado en
esta segunda jeringa se inyectd en viales de vidrio pre-evacuados de 30 ml equipados con tapones de goma
(Exetainer, Labco) para su posterior anadlisis en un espectrémetro de masa (CRDS, Picarro G2201-i) para
determinar la concentracién de CO, y CH,4 en las burbujas de gas colectadas. Ademas, se midié el volumen de

agua restante en la botella para, por diferencia, calcular el volumen de gas acumulado durante la incubacién.
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A 3) Jeringa donde se colecta
. W |
2) Jeringa por la cual i [
se inyecta agua del lago ||

en la botella, —

para desplazar el gas

desplazado por el agua inyectada

1) Gas acumulado&
enlabotella

4) Viales de 30ml donde
se inyecta la muestra de gas,
para su posterior determinacion

Figura 1.6. Procedimiento para muestrear el gas de las burbujas de CH; acumulado en la botella proveniente

de cada embudo.

El flujo de ebullicion se calculé en mmol m dia’?, siguiendo la ecuacion 1.8.

Flujo ebullitivo = (%) * 24 ec. 1.8

Donde Gas es la concentracion de CH4 0 CO; que se encuentra en el gas de burbujas (mmol) - que se obtiene
como el volumen total de gas acumulado (L) * la concentracion de CO; o CH,4 en el gas de burbujas (uatm) *
el volumen molar de CO; o CH4 (mol L) y luego convertido de mol a mmol - A es el drea del embudo (m?), T

es el tiempo que se dejo el embudo (horas) y 24 corresponde a 24h.

Cabe aclarar que en invierno sélo se pudo colectar gas de un solo embudo de la laguna SG, pero este
igualmente no fue suficiente para determinar la concentracion de GEIl. Usamos este valor de volumen de gas
colectado y un promedio de pCO,y pCH4 de primavera, verano y otofio en el gas de burbujas recolectado para
estimar el flujo de ebullicion de CO, y CH4 de invierno en este embudo de SG. En el resto de los embudos de
invierno en SG, y en todos los embudos de invierno en SA y BU, la acumulacion de gas estuvo por debajo del

umbral que permite tomar una muestra (aproximadamente 25 ml), y a todos estos embudos les hemos
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asignado este umbral inferior de acumulacién de gas. Para estimar el flujo de ebullicién de CO, y CH4 en

invierno en estos embudos, también asignamos un promedio de pCO,y pCH4 de primavera, verano y otofio.

Los embudos invertidos también fueron utilizados para capturar burbujas de CH,4 frescas - es decir, burbujas
formadas en ese momento —con el fin de estimar la sefial isotdpica del CH4recién formado en los sedimentos.
Esto se logré colocando un embudo invertido con su correspondiente botella de vidrio llena de agua vy
removiendo los sedimentos utilizando el remo del bote. Al remover los sedimentos varias burbujas de CH4
fueron liberadas y las mismas fueron capturadas en la botella de vidrio (Fig. 1.7). Las muestras de las burbujas
liberadas se colectaron y analizaron siguiendo la misma metodologia descrita anteriormente para determinar

la concentracién vy la firma isotépica de CO,y CHa.

Figura 1.7. Esquema de la toma de burbujas de CHj4 frescas en las lagunas claras vegetadas y turbias

fitoplancténicas.
9. Patrones de saturacion de O,y CO, con respecto a la atmésfera

Para estimar el metabolismo dominante en cada laguna y en cada estacion del afio, se evalud la saturacion de
O, y de CO, de cada laguna respecto a la saturacion de dichos gases en la atmodsfera. Una laguna con un
metabolismo netamente heterotréfico presentara subsaturacion de O, mientras que una laguna con un
metabolismo netamente autotrofico presentara sobresaturacién de O,. A su vez, dependiendo de la
abundancia de organismos autotroficos o heterotrdéficos, lalaguna podra emitir o tomar CO; de la atmodsfera.
La combinacion dard a lugar cuatro posibles escenarios: metabolismo heterotréfico y emisidon de CO»,
metabolismo heterotréfico y absorcion de CO,; metabolismo autotrofico y emisién de CO, y metabolismo

autotrofico y absorcién de CO..
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Para estimar la concentracién de O, en la atmdsfera en equilibrio con el agua, se utilizé la ecuacion 1.9%.

100 T T
Inc, = A1+ 4, (T) + Az In (E) + A, (E) ec. 1.9
Donde Al, A2, A3y A4 corresponden a constantes de solubilidad (ml/L) tedricas (-173.43, 249.63, 143.35, -
21.85, respectivamente)®®, la temperatura es la temperatura absoluta (K) y C* corresponde a la concentracion
de 0O, en equilibrio con una atmdsfera de composicion estandar saturada con vapor de agua a una presion

total de 1latm (ml/L).

Una vez obtenida C*, se pueden calcular los moles de O, utilizando la ley de gases ideales (ecuacién 1.10).

Previamente es necesario convertir C* (ml/L) a volumen (L).
pxv=nx*xrx*T ec. 1.10

Donde p es la presion atmosférica (atm), v es el volumen (L), n son los moles (mol), r es la constante de los
gases ideales (0,0821 L atm K™ mol™) y Tes la temperatura (K). Luego este resultado se compara con los mg L

T de O, medidos con el oximetro en el agua subsuperficial de la laguna.

Para estimar la concentracién de CO; en la atmdsfera en equilibrio con el agua, se utilizaron los datos de CO,
(ppm) medidos en el aire atmosférico. Se estimd la concentracion de CO; en el aire a partir de estos datos

siguiendo la ecuacién 1.11%
o, eq — CO; gire * Kn * Patm ec. 1.11

Donde CO; eq se obtiene en umol L%, CO; sire €5 la presion parcial de CO; en la atmdsfera (ppm), Ky es la
solubilidad del CO; a la T2 del agua (mol L't atm™) y Patm es la presién atmosférica (atm). Luego se compara

esta concentracién de CO; en equilibrio con la atmésfera con la concentracion de CO; disuelta en el agua, que

fue medida en campo.
10. Balance de gas C

Para evaluar el balance de gas C de cada laguna, incluimos el flujo difusivo de CO,y CHy, el flujo ebullitivo de
CHa y el flujo de CO, y CH, de los habitats con vegetacidn emergente. Ademas, se calcularon todos estos flujos
en equivalente de CO; (conversion de CH4 a equivalentes en CO,, de manera de poder unificar ambos GEl).
Por otro lado, se calcularon las dreas de ME y AA en cada laguna y en cada estacidn del afio mediante el analisis
de imagenes satelitales. Se utilizaron imagenes Landsat 8 OLI (L8) que se obtuvieron del Servicio Geoldgico de

EE. UU. (https://earthexplorer.usgs.gov/) cuya fecha fuera lo mas cercana posible a la del muestreo de campo:

14/06/2018 para el invierno, 10/10/2018 para primavera, 09/03/2019 para verano y 21/05/2019 para otofio.
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Cada imagen satelital fue procesada utilizando el programa libre ACOLITE®, utilizando el algoritmo Dark
Spectrum Fitting para la correccidon atmosférica®® y aplicando el algoritmo Floating Algal Index for Turbid
Waters (FAIT), para identificar las areas cubiertas por macrdfitas emergentes y de aguas abiertas. En
simultaneo, se uso el programa libre QGIS para obtener un archivo vectorial correspondiente al poligono que
cubria el drea de cada laguna en cada imagen satelital en el cual se excluyeron los pixeles de la tierra
circundante. Los productos obtenidos de ACOLITE (1 para cada lago y para cada estacion = 16 escenas) luego
fueron procesados usando el software QGIS (version 3.10.9 con GRASS 7.8.3), donde se cortd el drea de cada
laguna usando el archivo vectorial creado previamente como mascara (Fig. 1.8). Se calculd el area
perteneciente a las dos categorias (macrofitas y aguas abiertas) de cada una de estas escenas mediante la
herramienta r-report statistics for raster maps (r-report, GRASS GIS 7.8.3). La clasificacion de habitats obtenida
se validé mediante informacion obtenida en campo durante cada campafia de muestreo, es decir, areas
conocidas cubiertas por macrdéfitas emergentes o aguas abiertas, y mediante la observacién de imdgenes

satelitales, donde es posible detectar areas cubiertas por vegetacion emergente.

(Vanhellemont 2019)

NGIS +

fait: floating algal index
for turbid waters
(Dogliotti et al, 2018)

\ )

Aguas

= = ™ abiertas

Figura 1.8. Esquema del procedimiento realizado para obtener el drea de macrofitas emergentes y de aguas

abiertas en cada una de las lagunas y en cada estacién del afio.

Luego, se calculd el balance de gas C de cada laguna como la suma de los flujos medios anuales difusivos,
ebullitivos y de hdbitats con macrdéfitas emergentes, ponderados segun la proporcion del drea de aguas
abiertas, el dreatotal y la proporcion de drea con macrdfitas emergentes, respectivamente. Como estos lagos

son muy someros, asumimos que la ebullicién ocurre en toda la superficie de la laguna. Este proceso se realizo
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por separado para CO,y CHy, y también para su suma como equivalentes de CO,. Para calcular los flujos de
equivalentes de CO,, los flujos de CHy4 se convirtieron a CO, considerando que el CHy4 tiene un potencial de

101

calentamiento global (GWP) de 34 por masa de gas en un horizonte temporal de 100 afios?%, y estos flujos

convertidos fueron afiadidos a los flujos de CO, medidos.

11. Analisis estadisticos
Se realizd un Analisis de Componentes Principales (ACP) para explorar el ordenamiento de las 4 lagunas
estudiadas estacionalmente en relacidon a sus parametros fisicos, quimicos y biolégicos, con una

estandarizacion previa de todas las variables incluidas en el analisis.

Para explorar diferencias en pCO; o pCH4 entre los sitios ME y AA se utilizé un modelo lineal general mixto
para lagunas clarasy turbias para CO, y CHy, por separado. El modelo incluyé los factores de efecto fijo Sitio
(ME y AA) y Estacion del afio (invierno, primavera, verano y otofio), y el factor de efecto aleatorio Laguna (SG,
KH, SA, BU). Dado que no hubo diferencias significativas entre los sitios para pCO; ni para pCH,; para ambos
regimenes (Fig. S1), no se diferencié entre los sitios en una misma laguna en el resto de los andlisis. Para probar
las diferencias estacionales en pCO, y pCH4 entre regimenes, se aplicé nuevamente un modelo lineal general
mixto con dos factores de efectos fijos, Régimen (claro y turbio) y Estacidn, y el factor de efecto aleatorio
Laguna. Para evaluar las diferencias en la media anual de pCO, y pCHy4 entre regimenes, utilizamos un modelo
lineal general mixto con un factor de efecto fijo, Régimen, y dos factores con efectos aleatorios, Laguna y
Estacion. Las diferencias en flujos difusivos, ebullitivos y de habitat con vegetacion entre regimenes se
analizaron con un modelo lineal general mixto con dos factores de efectos fijos, Via de emision (flujo difusivo,
flujo ebullitivo y flujo mediado por plantas) y Régimen, y con dos factores de efecto aleatorio, Laguna y

Estacion. Cuando se encontraron diferencias significativas, realizamos comparaciones post hoc.

Para explorar posibles variables predictoras de las distintas vias de emisiéon de ambos gases, se probaron
diferentes modelos lineales mediante los siguientes pasos: primero se selecciond la temperatura como
variable explicativa para todos ellos, porque suele ser un predictor clave de la dindmica de GEIl. Para el flujo
difusivo de CO,, se llevd a cabo una regresion lineal simple entre el flujo difusivo de CO; vy la temperatura,
incluyendo los datos de ambos regimenes, pero no se encontrd una relacion con la temperatura. Debido a
esto, se dividieron los datos por régimen (claro o turbio). Las lagunas claras mostraron una relacién lineal
negativa entre el CO, y la temperatura, pero no fue asi para las lagunas turbias. Por lo tanto, para las lagunas
turbias se seleccionaron variables relacionadas con la produccion primaria, como la abundancia de

fitoplancton vy el oxigeno disuelto (OD), como posibles predictores. Para el flujo de CO, mediado por plantas
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se realizd también una regresion lineal con la temperatura. Para el CH4 se realizd nuevamente una regresion

lineal con la temperatura, incluyendo datos de ambos regimenes.

En todos los andlisis se trabajé con variables respuesta de distribucién Normal, por ello se probd el ajuste de
los datos a los supuestos de normalidad y homogeneidad de las varianzas. Si los datos no se ajustaban a alguno
de los supuestos, se modeld la estructura de la varianza agregando una funcion de varianza al modelo ya
existente. Para esto se probaron tres funciones diferentes (varExp, varPower, varldent) y se selecciond aquella
que resultd en un modelo con los criterios de informacidon de Akaike (AIC) mas bajos'®2. Todas las pruebas se
realizaron con un nivel de significancia del 95 % utilizando R versién 3.6.2 en el entorno RStudio versién
1.2.5019%%3, Las figuras se realizaron con el paquete R ggplot2 3.3.2%%% Los PCA se realizaron con el paquete
Vegan 2.5-61%, los modelos mixtos se probaron con el paquete ImerTest 3.1-21% y los supuestos se probaron
conl paquete Car 3.0-8%7. Si los datos no se ajustaban a los supuestos, se utilizaba el paquete nlme 3.1-142230

para modelar la heterocedasticidad. Para explorar las comparaciones post hoc, se utilizd el pagquete emmeans

1.4.8%31,

Resultados

1. Caracterizacién limnoldgica

Las lagunas turbias presentaron mayores niveles de Chla, FT, STS y turbidez, mientras que las lagunas claras
vegetadas presentaron menores niveles de las variables mencionadas, pero valores mayores de NT y mayor
profundidad del disco de Secchi (Tabla 1.1). El ordenamiento basado en las variables limnolégicas separd las
lagunas segun su régimen (Fig. 1.9). Las lagunas claras vegetadas se ubicaron en el lado derecho del biplot,
con mayor TN, conductividad y DOC, mientras que las lagunas turbias fitoplancténicas se ubicaron en el lado
izquierdo del biplot, con niveles mas altos de CDOM, Chla, TPy turbidez. El primer componente principal (CP1)
explico el 38,1% de la variacion y las principales variables relacionadas con este eje fueron FT (loading =-0,75),
turbidez (loading = -0,71), Chla (loading = -0,70), pH (loading = -0,56), CDOM (loading =-0,49), conductividad
(loading =0,80) y COD (loading = 0,68). El segundo componente principal (CP2) explicd el 17,3% de la varianza
y sus principales variables fueron OD (loading = 0,60) - que fue particularmente alta en la laguna SG durante

la primavera- y CID (loading =-0,55) - que fue mayor para las lagunas claras en otofio.

Las lagunas turbias tuvieron en promedio una abundancia de fitoplancton un orden de magnitud mayor que
la de las lagunas claras vegetadas (Fig. 1.10). Especies pertenecientes a Chlorophyta y Cyanobacteria fueron
las mas dominantes de la comunidad autodtrofa en las lagunas turbias y su abundancia fue mayor durante el

verano y el otofio. En las lagunas claras la composicion de la comunidad fitoplancténica fue mas variable,
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siendo Chlorophyta, Cyanobacteria, Cryptophyta y Bacillariophyta los principales grupos taxondmicos, con

abundancias mayores en verano y otofio.
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oD
10 Laguna
» SG
® KH
05 ®
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CP1 (38.1%)

Figura 1.9. Biplot del Andlisis de Componentes Principales (ACP) para las cuatro lagunas estudiadas
estacionalmente. Las variables ambientales se representan con flechas negras. En tonos de azul se muestras
las lagunas claras vegetadas (Segunda: SG y Kakel Huincul: KH) y en tonos de verde se muestras las lagunas
turbias fitoplanctonicas (Salada: SA y Burro: BU), mientras que el tipo de simbolo representa la estacion del
afio. Lasvariables ambientales son pH, conductividad, oxigeno disuelto (OD), nitrogeno total (NT), fésforo total
(FT), carbono organico disuelto (COD), carbono inorganico disuelto (CID), materia organica disuelta coloreada

(MODc), turbidez y clorofila a (Chla).
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Variables

Togua (°C)
pH
Conductividad
(mS/em, at 25°C)

Alecalinidad (meq/1)

OD (mg/l)

NT (ng)

FT (ng/)
COD (mg/1)
CID (mg/1)

Prof, secchi (m)
Ky, (ar)
MODc (abs/em)
STS (mg/l)
Turbidez (NTU)
Chl a (ug/)

La Segunda
18.1 (8,5-27.8)
8.5(7.2-94)
1,1(0.8-1.5)
4.8(1,6-8.7)
11.8 (6,4 - 20,5)
1646 (1320 - 2340)
100,5 (72 - 162)
19.7 (18,4 - 21.8)
76,9 (45,5 - 110)
1,2(0,7-2.2)
4,9(2,6-9.3)
29(23-3.7)
10,0 (3,3 - 28.1)
1,8(1,3-2.9)
6.8 (3,0-16,1)

Laguna

Kakel Huincul
18,0(5,1-26.1)
8.4(7.2-8,9)
26(22-29)
6,4 (3.6 -7.7)
8,8(6.1-11,9)
2215 (1550 - 3000)
100.3 (60 - 168)
43,4 (36,6 - 51,9)
82,2 (75,4-90.5)
0,9(0.7-1)
3,1(1.6-5.8)
2,9(2.0-3.7)
15,3 (3.6 - 38.2)
24(1.2-3.6)
57(2,0-12.2)

La Salada
19.0 (8,4 —31.6)
8.6 (8,1-8.9)
1,1(1-1.2)
6.6 (1.7 -9.3)
10,5 (8,5 - 11.8)
1886 (540 - 3720)
190.,5 (102 - 252)
24.4 (20,8 - 29.6)
101,8 (86,5 - 113.7)
0.3(0.2-0.,5)
7.9(5.8-9.5)
2,6(2,0-3.3)
42.7 (19,8 - 65.8)
51,7 (27.0 - 70.1)
20,8 (10,2 - 34.7)

El Burro
19.7 (8.6 — 29.5)
8.8(8,3-9.2)
09(0,7-1)
45(2-5.8)
11,2 (8- 13,5)
1533 (972 - 2340)
2558 (186 - 426)
22,9 (20.9 - 26,0)
74,5 (59 - 109.7)
0.3(0,2-04)
12,8 (8,1-17.5)
3.6(2,6-4.4)
76.1 (45,5 - 186.4)
47,5 (27.7 - 91.4)
55,9 (14.5 - 71,9)

Tabla 1.1. Variables fisicas, quimicas y bioldgicas analizadas en las cuatro lagunas estudiadas. En cada caso se
muestra el valor medio anual y entre paréntesis el minimo y maximo registrado. OD (oxigeno disuelto), NT
(nitrogeno total), FT (fésforo total), COD (carbono orgénico disuelto), CID (carbono inorgénico disuelto), Prof.
Secchi (profundidad del disco de Secchi), Kdpar (coeficiente de atenuacion de la luz), MODc (materia organica

disuelta coloreada), STS (sdlidos totales en suspension), Chla (clorofila a).
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Figura 1.10. Abundancia de los principales grupos taxonémicos de la comunidad fitoplanctonica en lagunas
claras vegetadas v turbias fitoplanctodnicas. En colores se representan los distintos grupos fitoplancténicos:
Clorophyta, Cyanobacteria, Cryptophyta, Bacillariophyta y Chrysophyta. Tener en consideracion que hay un

orden de magnitud de diferencia entre lagunas claras vy turbias.

En cuanto a las comunidades microbianas, los phylum de arqueas predominantes en las cuatro lagunas fueron
Euryarchaeota y Nanoarchaeota (Fig. 1.11A). Dentro del phylum Euryarchaeota se encuentran las clases
Methanobacteria y Methanomicrobia, que son organismos metanogénicos, por lo que este phylum es de
especial importancia. La abundancia relativa de Euryarchaeota fue de 47.7% para KH, 72.4% para SG, 68.3%
para SAy 67.1% para BU. La clase Methanomicrobia fue abundante tanto en las lagunas claras KH (37.5%) y
SG (52.6%), como en las lagunas turbias SA (48.8%) y BU (47.1%), mientras que la clase Methanobacteria
presentd una abundancia relativa significativa solamente en la laguna SG (11.3%) y abundancias de
aproximadamente 1% en el resto de las lagunas. En cuanto al phylum Nanoarchaeota, el mismo estuvo
representado por una sola clase, Woeserchaeia, que posee un genoma pequefio y capacidades metabdlicas
limitadas, lo que sugiere que poseen un modo de vida simbionte o parasitico. Respecto a las bacterias, los
phylum predominantes fueron Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Proteobacteria y Verrumicrobia
(Fig. 1.12A). El phylum Cyanobacteria fue sobretodo abundante en las lagunas turbias SA (18%) y BU (19%),
mientras que su abundancia relativa fue menor en las lagunas claras KH (13%) y sobretodo en SG (4%), en
concordancia con los resultados de abundancia de fitoplancton (Fig. 1.10). Vale la pena destacar que estos
datos de ASV corresponden a abundancias relativas y no totales, por lo tanto no pueden utilizarse para
determinar si una laguna tuvo mas o menos arqueas/bacterias de un determinado grupo, sino que sirven para
entender la composicion relativa dentro de una laguna y compararlas entre lagunas. Dentro del phylum
Proteobacteria se encuentran las clases metanotroficas Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria vy
Gammaproteobacteria, es decir, que oxidan CH4. Este phylum presentd una abundancia relativa mayor en las
lagunas claras KH (35.5%) y SG (36.7%), en comparacién con las lagunas turbias SA (20.5%) y BU (22.1%). La
clase Gammaproteobacteria fue las mas abundante de las tres en todas las lagunas (Fig. 1.12B), observandose
una tendencia de mayor abundancia relativa en las lagunas claras SG (34%) y KH (32%) en comparacién con
las lagunas turbias SA (17%) y BU (18%). La clase Deltaproteobacteria presentd una baja abundancia relativa
en las lagunas SA (1.4%) y BU (1.5%), pero su presencia en las lagunas claras SG (0.27%) y KH (0.34%) fue
directamente despreciable. Respecto a Alphaproteobacteria, esta clase presentd una abundancia relativa baja
pero similar entre las cuatro lagunas (Fig. 1.12B), con valores de 3.1% para KH, 2.6% para SG, 2.7% para SA 'y

2.2% para BU. La clase Oxyphotobacteria corresponde al phylum Cyanobacteria donde, nuevamente, se ve

37



una mayor abundancia relativa en las lagunas turbias SA (18.4%) y BU (19.7%) respecto de las lagunas claras

G (3.5%) y KH (12.9%).
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relativa de ASV de arqueas identificados por phylum (A) y por clase (B).

A B

1.00 . . 1.00 Clase
= > B Acidimicrobiia
2 . phylum 2 B Actinobacteria
@ 0.75 I Acidobacteria 007 Alphaproteobacteria
2 B Actinobacteria 2 Bacteroidia
E Bacteroidetes ®© Deltaproteobacteria
[ 0.50 Cyanobacteria e 0.50 gammaproteobactena
@Y B Firmicutes o emmatimonadetes
2 o Gemmatimonadetes E | | Leﬁtosplrae
2 [ | glzlr?;tnm cetes = Oxyphotobacteria
3020 | Proteobagtena 302 B Phycisphaerae
2 < B Planctomycetacia
< " Verrucomicrabia REodohe

0.00 0.00 - I Verrucomicrobiae

KH

Laguna Lagu na

Figura 1.12. Abundancia relativa de ASV de bacterias identificados por phylum (A) y por clase (B).

2. Dindmica de GEl

2.1 Gases disueltos

La media anual de pCO; en el aire atmosférico, incluyendo todos los sitios, fue de 530,7 + 33,0 ppmv, mientras
qgue la media anual de pCH,; en el aire atmosférico fue de 1,7 + 0,3 ppmv. Estos valores se utilizaron para
determinar silaslagunas estaban subsaturados o sobresaturados respecto a cada GEl, considerando que silas

lagunas tenian una concentracién menor que la atmosférica actuaban como sumidero y si tenian una

concentracién mayor que la atmosférica actuaban como emisoras.

Laslagunas estudiadas presentaron diferencias significativas en pCO, dependiendo de la estacién del afio y el
régimen en gue se encontraban (Estacion*Régimen p < 0,05, df = 3, F = 14,0, Fig. 1.13a). En invierno, las

lagunas claras estaban sobresaturadas en CO, mientras que las lagunas turbias estaban ligeramente
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subsaturadas (prueba de Tukey, p <0,001, Fig. 1.13a). Por el contrario, en primavera las lagunas claras estaban
subsaturadas en CO; mientras que las lagunas turbias estaban sobresaturadas (prueba de Tukey, p < 0,1). No
se encontraron diferencias entre regimenes en verano, cuando estaban subsaturados, ni en otofio, cuando
ambos regimenes estaban sobresaturados en CO,. Las diferencias en pCO; se reflejaron en los metabolismos
predominantes en cada régimen para cada estacion del afio (Fig. 1.14): eninvierno laslagunas claras vegetadas
presentaron un metabolismo heterotréfico actuando como fuente de CO,, en primavera y verano, por el
contrario, presentaron un metabolismo autotréfico yactuaron como sumidero de CO,, mientras que en otofio
los resultados fueron mas variables. Las lagunas turbias también presentaron cambios en los metabolismos
dominantes en cada estacién pero a una escala menor. En invierno las lagunas estaban equilibradas con la
atmodsfera, en primavera presentaron un metabolismo autotrdfico pero actuando como fuente de COy en

verano también un metabolismo autotréfico pero esta vez actuando como sumidero de CO,y en otofio, por

ultimo, los datos también fueron mas variables.

Las lagunas estuvieron siempre sobresaturadas en CH,4, pero también presentaron diferencias dependiendo
de la estacion del afio y del régimen (Estacion*Régimen (p < 0,05, df =3, F=9,9, Fig. 1.13c). Laslagunas turbias
tuvieron los menores niveles de pCH4 en invierno, mas altos en primavera, un pico en verano y luego una
disminucién en otofio. Las lagunas claras presentaron una tendencia similar, con valores mas bajos de pCHy4
en invierno, un aumento en primavera, un pico marcado en verano que, a diferencia de las lagunas turbias,
continud alto en otofio. No se encontraron diferencias en pCH; entre regimenes en invierno ni en primavera,
en verano no hubo diferencias significativas pero las lagunas claras presentaron una mayor variabilidad de
pCH,, y en otofio las lagunas claras tuvieron niveles significativamente mas altos de pCH4 en comparacion con

las lagunas turbias (prueba de Tukey, p < 0,05).

En relacién a las medias anuales, no se encontraron diferencias en el promedio anual de pCO, entre regimenes
(Fig. 1.13b), pero la media anual de pCH4 fue mayor en las lagunas claras en comparacién con las lagunas
turbias (p < 0,05, df =1, F = 10,6, Fig. 1.13d). Los valores estacionales y anuales de pCO, y pCH4 pueden

encontrarse en la Tabla S1.1.
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Figura 1.13. Presién parcial de CO, y CHs en el agua (ppmv), incluyendo datos estacionales (a vy c,

respectivamente) y promedios anuales (b y d, respectivamente). En azul se encuentran representadas las

lagunas claras vegetadas, mientras que en verde se encuentran representadas las lagunas turbias

fitoplancténicas. Lalinea punteada en los paneles ay b representa la presiéon parcial atmosférica media anual

de CO,, mientras que la linea punteada en los paneles c y d representa la presién parcial atmosférica media

anual de CHg. Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada panel.
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Figura 1.14. Desviaciones de O, disuelto (umol L)y CO, (umol L) respecto al equilibrio atmosférico (lineas
punteadas) en lagunas claras (azul) y turbias (verdes), para las distintas estaciones del afio (simbolos). El eje X
representa la desviacién en la concentracion de O, disuelto en la superficie del agua con respecto a la
concentracién de O; en equilibrio con la atmdsfera, mientras que el eje Y representa la desviacion en la
concentracién de CO; disuelto en el agua subsuperficial respecto a la concentracion de CO; en equilibrio con
la atmdsfera. La linea diagonal corresponde a una relacion molar 1:1, donde cada umol de CO; consumido se
convertiria en un umol de O, producido por produccién primaria, y viceversa por respiracion. Cada cuadrante
representa un escenario combinado de metabolismo (autotrdéfico o heterotrofico) + flujo neto de CO; (emisor

o sumidero).

2.2 Vias de emision de GEl y sus predictores

Los cambios estacionales en pCO,y pCHjy se reflejaron en los respectivos flujos difusivos, con una entrada neta
de CO; de la atmdsfera cuando las lagunas estaban subsaturadas y una emisién de CO; cuando las lagunas
estaban sobresaturadas, y una constante emision de CH4 que difirid en su magnitud dependiendo de la
estacion del afio. El patron estacional de flujo difusivo de CO, difirié entre regimenes (Fig. 1.15a y b). En
invierno, las lagunas claras actuaron como fuentes de CO; a la atmdsfera mientras que las lagunas turbias
actuaron levemente como sumideros. Las lagunas claras actuaron como sumidero en primavera y verano,
mientras que las lagunas turbias actuaron como fuente en primavera y sumidero en verano (Fig. 1.15a). En
otofio, tanto las lagunas claras como turbias actuaron nuevamente como fuentes de CO,. Con respecto a los
flujos de CO, de habitats con macrdéfitas emergentes, las lagunas claras y turbias presentaron patrones

similares con emisiones menores en invierno, mas altas en primavera y verano y luego decrecientes en otofio.
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El flujo ebullitivo de CO; fue insignificante para ambos regimenes, representando menos del 0,5% del total de
emisiones de CO,. Anualmente, no hubo diferencias en la media de flujo de CO, difusivo, ebullitivo y del
habitat con macrofitas emergentes entre lagunas claras y turbias (Fig. 1.15c), pero encontramos que el flujo
de CO; del habitat con macrdfitas emergentes fue mayor que el flujo difusivo y ebullitivo (p = 0,001, gl =2, F
=32,83, Fig. 1.15c). Los valores medios estacionales y anuales de las distintas vias de emision de CO, pueden
encontrarse en la Tabla S1.2.

Los flujos de CH4 difusivo, ebullitivo y del habitat con macrofitas emergentes, tuvieron patrones similares entre
lagunas claras vy turbias (Fig. 1.15d y e). Las tres vias de emisién fueron mas bajas en invierno, aumentaron en
primavera, alcanzaron su punto maximo en verano y luego disminuyeron en otofio. Anualmente, no hubo
diferencias significativas en las tres vias de emisiébn entre regimenes, ni entre vias de emision,
independientemente del régimen (Figura 1.15f). Los valores medios estacionales y anuales de las tres vias de

emisién de CH,4 pueden encontrarse en la Tabla S1.3.
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Figura 1.15. Flujos estacionales de CO; (a, b, c) y CH4 (d, e, f) en lagunas claras y turbias. Los flujos se dividen
en flujos difusivos (azul), flujos ebullitivos (amarillo) y flujos del habitat con macrofitas emergente (verde). En
los paneles c vy f, letras diferentes indican diferencias significativas entre regimenes para cada via de emisién,
mientras que el asterisco (*) indica diferencias entre tipos de flujos para cada GEl. Para las lagunas turbias en
verano no se pudieron recopilar datos sobre el flujo de habitat con vegetacién. La media + error estandar para

cada régimen y cada via de emision en los paneles a, b, dy e se obtuvo promediando todas las mediciones las
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dos lagunas que pertenecian al mismo régimen y a una misma via de emisién. La linea punteada indica un flujo
igual a cero, valores mayores a cero implican que el lago actla como fuente, mientras que valores menores

implican que el lago actla como sumidero.

En relacion a los predictores de cada via de emisidon, encontramos una relacidn lineal negativa y significativa
entre el flujo difusivo de CO; y la temperatura para lagunas claras vegetadas (Fig. 1.16a). Por el contrario, para
las lagunas turbias, no hubo una relacidon entre el flujo difusivo de CO, vy la temperatura (Fig. 1.16b), en cambio,
encontramos una relacién lineal negativa vy significativa con Chla y OD (Fig. 1.17). El flujo de CO, proveniente
del habitat con macrdfitas emergente presentd una relacién lineal positiva y significativa con la temperatura
(Fig. 1.16c). Respecto al CHy4, encontramos una relacion lineal positiva y significativa entre el logig del flujo

difusivo (Fig. 1.16d), ebullitivo (Fig. 1.16e) y del habitat con macrdfitas emergentes (Fig. 1.16f) y la

temperatura.
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Figura 1.16. Regresiones lineales entre las distintas vias de emisién de CO, y CH4 vy la temperatura
subsuperficial del agua. Flujo difusivo de CO; para lagunas claras (a) y turbias (b), y flujo de CO, de habitat con
macroéfitas emergentes para ambos regimenes (c). Los flujos de CH, difusivos (d), ebullitivos (e) y del habitat
con macrofitas emergentes (f) fueron transformados aplicando logio. Para todos los paneles, el color del punto
representa laestacion del afio. En los paneles a, b y ¢, la linea punteada representa un flujo cero, flujos mayores
implican que la laguna emite CO; (actla como fuente), mientras que valores menores implican que la laguna

esta tomando CO, de la atmdsfera (actia como sumidero). El sombreado de cada grafico corresponde al
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intervalo de 95% de confianza para las predicciones de cada modelo lineal. La pendiente de regresion en el

panel (b) no es significativa.
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Figura 1.17. Regresion lineal multiple entre flujo difusivo de CO, (mmol m d1), oxigeno disuelto en el agua
(OD, mg I'Y) y la abundancia de fitoplancton (fito, ind ml!) en lagunas turbias. El color del punto indica la
abundancia de fitoplancton. La ecuacién correspondiente a la regresion multiple para laslagunas turbias es la

siguiente: Flujo difusivo CO, =217,9 - 2,4 107 fito - 18,5 DO + 1,9 10-4 fito*DO. (t = 1,8, p = 0,09)

Contrario a lo esperado, los flujos de CO; mediados por macrofitas emergentes fueron mucho mas altos que

los flujos de CH; mediados por macrofitas emergentes (Fig. 1.18).
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Figura 1.18. Flujos mediados por macréfitas emergentes, tanto para CO, como para CHg, en las distintas

estaciones del afio. La linea punteada muestra un flujo igual a cero.
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Para explorar mas este patron, realizamos un balance de masa isotépico - descrito anteriormente en la seccidn
métodos -. La sefial isotépica media del CO, emitido por las macrdfitas emergentes fue de -26,5 + 9,0 %o,
mientras que la sefial isotopica media del CO; emitido en la interfaz agua: aire y la del CO, disuelto en el agua
fueron -12,5 £ 2,5 %o y -12,6 + 4,1 %o, respectivamente (Fig. 1.19). La sefial isotépica media del CH4 emitido
por las macrdfitas emergentes fue de -66,3 + 17,7 %o, en el rango de la sefial isotdpica del CH4 fresco
proveniente de las burbujas (media anual -61,4 + 1,7 %o), pero considerablemente mas reducido que la media
de la sefial isotopica del CH4 emitido en la interfaz agua: aire (-48,6 + 10,8 %o) y del CHy4 disuelto (-40,1 + 6,0
%o, Fig. 1.19).
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Figura 1.19. Sefial isotdpica del CO, (a) y CH4 (b) emitido por las macrofitas emergentes (SM), por el agua
rodeando las macrdfitas emergentes (ME), de los GEI disueltos en el agua (DA) y de las burbujas frescas de

CH4 (BuFresca).

2.3 Balances de gas C

Las lagunas claras vegetadas presentaron una mayor proporcion de area cubierta por macroéfitas emergentes,
mientras que las lagunas turbias presentaron un mayor porcentaje de area cubierta por aguas abiertas (Fig.
1.20). A su vez, hubo una mayor variacién en la cobertura de macrofitas emergentes entre estaciones para
lagunas claras (minimo en inverno: 27,4% - maximo en verano: 99,1%) mientras que no hubo tanta variacién

estacional en la cobertura de aguas abiertas en lagunas turbias (96,7% - 93,7%).
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Figura 1.20. Cobertura de macrofitas emergentes (amarillo) y aguas abiertas (azul) en cada estacion del afio

para las lagunas claras vegetadas (Segunda (SG) y Kakel Huincul (KH)) y turbias fitoplanctonicas (Salada (SA) vy
Burro (BU)). Areas medias anuales de cada laguna: SG: 2,8 km?, KH: 19,5 km?, SA: 5,5 km?, BU: 10,3 kmZ.

En promedio, las lagunas claras vegetadas presentaron 5 veces mas emisiones totales de CO; que las lagunas
turbias, mientras que las lagunas turbias presentaron un 16 % mas de emisiones totales de CH4 que laslagunas
claras, lo que lleva a un balance radiativo — es decir, el flujo de gases de efecto invernadero expresado en
equivalente de CO; - similar entre regimenes (Tabla 1.2). La contribucién de las vias de emision a las emisiones
totales de CO,y CHq4 descritas en la Tabla 1 difirieron sustancialmente entre regimenes (Fig. 1.21) debido alas
diferencias en la cobertura relativa de los habitats asociados a cada una de estas vias (Fig. 1.20 y Tabla S1.4):
en las lagunas claras las emisiones de CO, provinieron principalmente de los hdabitats con macrdfitas
emergentes (95%), mientras que en las lagunas turbias el CO; se emitié principalmente a través de difusion en
aguas abiertas (58%) v, en segundo lugar, a través de los habitats con macrofitas emergentes (37%). Asimismo,
las emisiones de CH4 en lagunas claras provinieron principalmente de los hdbitats con macrdéfitas emergentes
(46%), seguidos de ebullicion (32%) y difusion desde las aguas abiertas (2 %), mientras que en las lagunas
turbias la difusion en aguas abiertas fue la principal via de emision de CHy4 (76%), seguida de la ebullicidon (22%)

y, por ultimo, de las emisiones de los habitats con macrdéfitas emergentes (2%). En consecuencia, las vias que
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condujeron a los flujos totales de gases de efecto invernadero en equivalentes de CO; también difirieron entre
los regimenes: en lagunas claras, los habitats con macrofitas emergentes fueron la via principal (55%), seguida
de la ebullicién (26%) y la difusion (19%), mientras que en las lagunas turbias la principal via de emision fue la
difusiéon (76%), seguida de la ebullicion (21%) y, por ultimo, de las emisiones de los habitats con macrdfitas

emergentes (3%).

Tabla 1.2. Flujos medios ponderados por drea (mmol m2 d1). Flujos medios difusivos, ebullitivos y del hdbitat
vegetado ponderados por la proporcién del drea donde ocurre cada flujo. Los valores para cada régimen vy
para cada via de emisidon, provienen de la media entre las dos lagunas para cada régimen (+ desviacion

estandar para esos dos valores).

Flujos medios ponderados por drea (mmol m2d?)

Régimen Difusivo Ebullitivo Habitat vegetado Total
co, Claras -1,8 (£ 0,6) 0,5(x0,2) 43,2 (£ 18,1) 41,9 (= 19,0)
Turbias 4,4 (+6,8) 4 (£ 0,0) 8(x0,4) 7,7 (£7,3)
CHa Claras 3,4 (+3,1) 9 (x7,3) 1(+8,1) 15,4 (+ 18,5)
Turbias 13,1 (£ 11,7) 5 (+ 8,0) 3 (+0,0) 17,9 (+ 19,8)
COzeq Claras 40,7 (+ 39,7) 61 2 (£90,7) 131 1(+117,9) 233,0 (+ 248,2)
Turbias  167,1 (+ 152,3) 56,2 (+ 99,1) 7 (£0,7) 230,0 (¢ 252,2)

CH, CO,eq

CH,

€0; CO,eq co,

Habltat
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Figura 1.21. Contribucion media anual de los flujos difusivos (azul), ebullitivos (amarillo) y de habitats con
macrofitas emergentes (verde) a los flujos totales de CO,, CH; y equivalentes de CO, para lagunas claras

(izquierda) y turbias (derecha).

Discusidn

Las lagunas claras y turbias estudiadas presentaron caracteristicas limnolégicas similares a otras lagunas bajo
regimenes claros y turbios pertenecientes a la region pampeana: mayores niveles de Chla, FT, STS y turbidez
en lagunas turbias®3%*1 vy mayores niveles de COD, conductividad y transparencia en lagunas claras
vegetadas®. Las lagunas claras estuvieron dominadas por macrdfitas sumergidas mientras que las lagunas
turbias se encontraron dominadas por fitoplancton, en coincidencia con la caracterizacién realizada por
Scheffer et al. (1993)%® para ambos regimenes alternativos en lagos someros. Por ende, las lagunas
seleccionadas para este estudio son una buena representaciéon de los regimenes contrastantes que

caracterizan a la Llanura Pampeana.

Las lagunas presentaron una pCO; media anual similar para ambos regimenes, pero las lagunas claras
presentaron una pCH4 media anual mayor que las lagunas turbias, lo que indicaria un efecto diferencial del
régimen en el que se encuentra la laguna sobre la dindmica de pCH,. La similitud en la media anual de pCO,;
entre regimenes sugiere un metabolismo neto anual de CO; similar entre regimenes. A pesar de que no se
midié directamente la produccion primaria bruta (PPB) o la respiracion (R), se pudo estimar el metabolismo
dominante en cada régimen y en cada estacion del afio explorando los patrones de saturacion de CO,y O, con
respecto a la atmdsferal®. En este sentido, las lagunas claras presentaron grandes cambios estacionales en el
metabolismo dominante en cada estacién del afio, exhibiendo un metabolismo heterotréfico neto - es decir,
R mads alta que PPB - en invierno y otofio, que paso a ser autotrofico neto - es decir, PPB mds alta que R - en
primavera y verano. Las lagunas turbias mostraron un patrén estacional similar en el cambio de metabolismo
dominante, aunque con cambios mas graduales entre estaciones del afio. Estas tendencias estacionales
sugieren patrones anuales medios similares en el metabolismo neto de CO; entre regimenes vy, por lo tanto,
podrian explicar la pCO, media anual similar entre lagunas claras y turbias. En concordancia con estas
observaciones, Alfonso et al. (2018)1%° reportaron una produccion ecosistémica neta (PEN) similar entre

lagunas claras y turbias de la regién pampeana, a pesar de las diferencias tréficas entre las lagunas.

La diferencia en la media anual de pCH, registrada entre los regimenes podria deberse a procesos biolégicos,
como una produccién u oxidacidon de CH,4 diferencial entre regimenes®, o también puede deberse a procesos
fisicos, como una disminucién en el mezclado de la columna de agua en presencia de macroéfitas sumergida,

conllevando a una mayor acumulaciéon de pCH, en las lagunas claras vegetadas®®. Las macréfitas sumergidas
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tienen un pico de crecimiento en primavera y verano seguido de una fase de descomposicién que comienza a
fines del verano y continta durante el otofio y el invierno™?. El pico de pCH, en las lagunas claras se observé
en verano y otoflo, quizas producto de la descomposicién de macrofitas sumergidas, y superé el pico de
lagunas turbias. Sin embargo, el flujo difusivo de CH4 fue similar entre regimenes. La diferencia en pCH, podria
estar entonces relacionada a una menor turbulencia de la columna de agua en las lagunas claras debido a la
presencia de macrofitas sumergidas®'®. Barbosa et al. (2020)? reportaron resultados similares, con una mayor
pCH,; en sitios con macrdfitas sumergidas en comparacion con sitios de aguas abiertas, probablemente
relacionado con la descomposicion de macroéfitas sumergidas, pero también con flujos de difusion de CHy4
similares entre ellos. Si bien nosotros no detectamos diferencias en pCH,4entre sitios en una misma laguna, si
encontramos diferencias entre lagunas turbias —sin macrofitas sumergidas —y lagunas claras — con macrdfitas
sumergidas. Al mismo tiempo, es importante destacar que las lagunas claras pueden generar una
sobresaturacion de O, disuelto que, a su vez, podria inhibir la actividad de las bacterias metanotrdéficas en la

113

columna de agua'®® contribuyendo a una mayor pCHy en lagunas claras vegetadas.

Los flujos difusivos de CH4 en nuestro estudio oscilaron entre 0,03 mmol m=2 d* eninvierno y 119,2 mmol m
d! en verano, con el 85 % de los datos en el rango de 0,03 y 25 mmol m™2 dl. Rangos similares fueron
reportados para otra laguna pampeana®®, para un humedal subtropical somero de Australia'**y para lagunas
boreales’. Contrariamente, se reportaron valores mas bajos para una planicie de inundacién amazdnica -
incluyendo areas de aguas abiertas, areas con macrdfitas flotantes y dreas de bosque inundado - aunque no
hubo diferencias en el flujo de difusion de CH4 entre habitats (0,04 — 0,97 mmol m2 d*12). También se
informaron valores mas bajos para un lago boreal somero - incluidas areas de aguas abiertas y areas con
vegetacion sumergida y emergente®? (0,24 — 1,1 mmol m2d™) —y valores mucho mds altos para dreas litorales
y peldgicas de lagunas clarasy turbias en Uruguay>’ (61,3 —270,7 mmol m2 d). El flujo ebullitivo de CHy4 varid
desde 0,27 mmol m2d? en invierno hasta 27,7 mmol m™2 d! en verano, con una media anual de 4,7 £ 7,5
mmol m2 d. Una media anual similar fue reportada para lagunas boreales” (4,6 + 4,1 mmol m?d1), para un
humedal subtropical australiano#* (5,5 + 9,7 mmol m2 d1), para la zona litoral de una laguna clara vegetada
y para la zona peldgica de una laguna turbia de Uruguay®’ (5,0 + 0,2 y 3,6 +0,2 mmol m d}, respectivamente).
Sin embargo, se informd una media mas baja para un conjunto de cuerpos de agua brasilefios'® (1,1 + 2,4
mmol m~? d?), para una llanura aluvial amazonica®*? (1,1 + 2,6 mmol m2 d*) y para el litoral sin vegetacion de
un lago boreal somero® (1,84 + 2,6 mmol m? d1), aunque Desrosiers et al. (2022)% también reporta medias
mas altas en las dreas colonizadas por la macréfita emergente Typha latifolia y la macrdéfita sumergida Brasenia

schreberi (6,81 + 10,8 y 15,9 + 18,9 mmol m2 d, respectivamente). En nuestro estudio, las lagunas clarasy
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turbias presentaron flujos de CH, difusivos y ebullitivos medios anuales similares, a pesar de sus regimenes

contrastantes.

La temperatura subsuperficial del agua resulté un muy buen predictor para casi todas las vias de emision de
GEI. Cabe destacar, sin embargo, que la temperatura como predictora del flujo difusivo de CO; en lagunas
claras no fue considerada como un predictor per se, sino que se considera un indicador indirecto de la biomasa
de macrdfitas sumergidas: en verano y primavera, cuando las temperaturas son mayores, es el pico de
crecimiento de las macrdfitas sumergidas, mientras que en otofio e invierno las temperaturas son menores
pero a la vez ocurre la descomposicion de las macrofitas. Para las lagunas turbias, la temperatura no resultd
un buen predictor del flujo difusivo de CO,, siendo la concentracién de O, y la Chla mejores predictores.
Resulta interesante que el flujo difusivo de CO, en ambos regimenes estaria predicho por la abundancia de
productores primarios, mientras que el flujo de CO, de los hdbitats con vegetacion emergente estaria predicho
por la temperatura, posiblemente debido a que cada via de emisidn se encuentra controlada por distintos
procesos: mientras que el flujo difusivo de CO; estaria vinculado con biomasa de productores primarios, la
emisién por macrdéfitas emergentes estaria relacionado con la actividad heterotréfica en los sedimentos.
Respecto a las emisiones de CHg4, otros trabajos también han reportado una fuerte dependencia a la
temperatura tanto para la via difusiva’”, ebullitiva’>*6117 v mediada por macrdéfitas emergentes®®1® Al
graficar la relacion lineal entre el logyp del flujo difusivo de CH,4 y la temperatura, la pendiente da una idea de
cuan fuerte es la dependencia del proceso con la temperatura. En particular, las vias difusiva y ebullitiva
presentaron pendientes mayores en comparacion con la via de macréfitas emergentes, lo que sugiere una
mayor dependencia con la temperatura. Valores similares de pendientes para difusion y ebulliciéon de CH4

fueron reportadas por DelSontro et al. (2016)”° para lagunas someras de Quebec.

Las emisiones de GEI provenientes del habitat con la macréfita emergente Schoenoplectus californicus fue una
de las principales vias de emision de GEl. El flujo de CH4 de los habitats con macrofitas emergentes representd
en promedio el 33 %y el 23 % del total de CH4 emitido en lagunas claras y turbias, respectivamente. Areas
colonizadas con S. californicus en un lago volcanico somero de Centroamérica emitieron en promedio menos
CH4° (1,9 mmol m=2d1), y asimismo habitats dominados por otra especie del mismo género (Schoenoplectus
lacustris) presentaron menores emisiones en pequefios lagos al sur de Finlandia®%0 (2,2 y 2,6 mmol m2d1).
También se informaron flujos mas bajos en dreas colonizadas por otros dos tipos de macrofitas emergentes,
Juncus kraussii y Phragmites australis, en un humedal australiano’ (1,5 y 1,7 mmol m2d%, respectivamente).
121

Otros estudios informaron flujos mas altos en humedales de EE. UU. colonizados por Schoenoplectus acutus

(13,1 mmol m2 d1) y por macréfitas emergentes del género Typha’®'?? (13,7 y 15,2 mmol m=2 d1). Las
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emisiones provenientes de habitats con macrdéfitas emergentes combinan flujos difusivos y emisiones
mediadas por macrdfitas, por lo que en este estudio estimamos los flujos de CH; mediados por plantas
indirectamente, extrayendo el flujo difusivo de los flujos de habitats con macrdéfitas emergentes. Este mismo
ejercicio fue realizado por Desrosiers et al. (2022)%, que informd grandes flujos de CH4; mediados por
macrofitas emergentes que dependieron en gran medida del tipo de macréfita, con promedios de emisiones
de 30,3 + 30,0 mmol m?2 d'y 062 + 1,63 mmol m? d?' para Typha latifolia y Brasenia schreberi,
respectivamente. Aunque nuestros resultados sugieren que las macrdfitas emergentes emiten CHy, los flujos

fueron relativamente bajos en comparacion con el flujo difusivo del agua rodeando las macrdfitas emergentes.

Los resultados del presente estudio sugieren un papel relevante e inesperado de Schoenoplectus californicus
en las emisiones de CO,, con emisiones de CO, diurnas y en todas las estaciones del afio, incluso cuando la
laguna actuaba como sumidero neto en términos de flujo difusivo de CO,. Aunque estos resultados parecen
contraintuitivos, son plausibles y estdn respaldados por varias lineas de evidencia. En particular, el balance de
masa isotopico realizado a partir de las mediciones provenientes de las cdmaras SM indica que se necesita una
segunda fuente de CO, con una sefial isotopica diferente a la del pCO, del agua para cerrar el balance, y esta
otra fuente posiblemente sea la emisidon por emergentes. Por otro lado, el flujo de CO, del habitat con
macrdfitas emergentes presentd una relacion significativa y positiva con la temperatura, a diferencia del flujo
difusivo de CO,, lo que sugiere que estas emisiones dependen de alglin proceso relacionado positivamente
con la temperatura, como lo es el metabolismo microbiano heterétrofo en los sedimentos. En relaciéon con
estos resultados, Bridgham et al. (1992)'?3 reportaron un patrén estacional en el CO; producido a partir de la
actividad microbiana heterdtrofa en suelos de humedales, con tasas mayores en verano y menores en
invierno, en coincidencia con los patrones de emisiones de CO, observados en los hdbitats con macrdfitas
emergentes. La actividad microbiana heterétrofa en los sedimentos depende de la presencia de materia
organica en los sedimentos, de la existencia de aceptores de electrones — siendo el O; el favorito - y de la
concentracion de FT y COD, los cuales mejoran la productividad del sedimento®*'%. Como se describid
anteriormente, las lagunas pampeanas presentan naturalmente niveles muy altos de FT y COD, posiblemente
debido a grandes cantidades de materia organica detritica producto de la gran biomasa de productores
primarios. Ademas, las macrofitas emergentes pueden sobrevivir en estos sedimentos anaerdbicos porque
transportan O, — el aceptor de electrones preferido - desde la atmdsfera hasta sus raices®. Todos estos
factores en conjunto podrian generar un escenario ideal para una alta actividad microbiana en los sedimentos
que rodean las raices de las macrdfitas emergentes. De hecho, Feijod et al. (2022)°> también detectaron
emision diurna neta de CO; por macrdéfitas emergentes de arroyos pampeanos, lo cual fue relacionado con la

actividad heterotrofica de comunidades bacterianas bénticas y epifitas, junto con un efecto de sombreado de
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las macrofitas que afectaria negativamente la actividad de microalgas presentes en los sedimentos. Asimismo,
FauRer et al. (2016)'® han reportado acumulacién de CO, en el aerénquima de diferentes macrdfitas
emergentes (Phragmites australis, Scirpus lacustris, Cyperus papyrus, Typha latifolia) que no pudo ser
explicado por la aireacién de las plantas y se relaciond con procesos bioldgicos ocurriendo en las zonas
sumergidas de las macrofitas, tales como la respiracion aerdbica y la fermentacion anaerdbica. Otro posible
proceso dependiente de la temperatura que ocurre en estos sedimentos y que podria explicar las altas
emisiones de CO,, es la oxidacion de CHs a CO,'?’. El hecho de que la sefial isotdpica del CO, emitido
directamente por las macroéfitas emergentes estuviera en el rango de -26,5 + 9,0 %o, que es mas negativa que
la mayorfa de las fuentes de carbono terrestres y acudticas?®, sugiere que al menos una parte de este CO,
emitido podria haberse originado a partir de la oxidacién de CH4. Ademas, recientemente Noyce y Megonigal
(2021)1%° informaron que Schoenoplectus tenia en promedio emisiones de CH4 menores que Sparting, vy lo
relacionaron con una mayor oxidacién de la rizésfera para Schoenoplectus, género al que denominaron
oxidante neto de la rizésfera. En términos generales, los resultados encontrados ponen de manifiesto la
relevancia de incluir flujos de CO, y CH4 provenientes de habitats con macrdfitas emergentes dentro de los
balances de gas C en cuerpos de agua someros. En particular, también destacan la importancia de considerar
los flujos de CO; mediados por las macrofitas emergente como una via de emision significativa en lagunas

someras.

Es importante destacar que todas las mediciones de flujo difusivo de CO; en este estudio se realizaron durante
el dia, pero en lagunas tan productivas como las pampeanas la actividad nocturna puede afectar
profundamente estos flujos e incluso revertirlos. Si bien no hay muchos trabajos que hayan explorado
emisiones nocturnas, a partir de una revision de literatura se encontrd que las emisiones nocturnas de CO,
puede superar las emisiones diurnas en sistemas de agua dulce en distintos porcentajes (39 % Attermeyer et
al. 2021130, 27 % Gémez-Gener et al. 20213 y 70 % Liu et al. 2016%3?). Si aplicamos un factor de correccién
por la actividad de CO; nocturna obtenido como la media de los porcentajes encontrados en literatura (un
aumento nocturno promedio de 54,5 % + 21,9 %) a los flujos de CO, diurnos medios y ponderados por area (-
1,8+0,6 y4,4+6,8 mmol m2d ! para lagos claros y turbios, respectivamente), nuestras estimaciones diurnas
promedio serian del orden de -1,4 +0,7 y5,4 + 7,6 mmol m? d! para lagunas clarasy turbias, respectivamente.
Aunque se trata de una aproximacién conservadora, proporciona una idea de la magnitud potencial del efecto

nocturno sobre los flujos de difusion de CO, en estas lagunas someras.

La contribucion de las vias de emision al balance de gases C difirid entre regimenes: en las lagunas claras, las

emisiones por parte de los hdbitat con macrofitas emergentes fueron la via dominante debido a una mayor
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cobertura de macrdfitas emergentes, mientras que en los lagos turbios la difusién fue la principal via de
emision debido a una mayor area cubierta por aguas abiertas. Jeffrey et al. (2019)4 reporté que las emisiones
del hdbitat con vegetacion emergente representaron el 59 % de las emisiones anuales de CH4 en un humedal
subtropical australiano, seguidas por la difusion (21%) vy la ebullicion (20%). Kyzviat et al. (2022)8 también
demostraron la importancia de incluir las emisiones de macrofitas emergentes, ya que al considerarlas las
estimaciones de emisiones de CHy4 de los lagos incrementaron en mdas de un 21 % en una regién subdrtico-
boreal. En el presente estudio, la emision de CH4 del habitat con vegetacién también fue una via muy
importante en las lagunas claras (representando el 46 % de las emisiones de CH,), pero no asi para laslagunas
turbias, donde solo representé el 2% de las emisiones. En contraste, la emision de CH,4 por difusidon representd
el 73% de las emisiones en lagunas turbias. Encontramos que la ebullicién de CH4 tuvo una contribucion similar
entre regimenes, con 32% y 25% para lagunas claras y turbias, respectivamente. Nuestros resultados
muestran, ademas, que los flujos difusivos, ebullitivos y del habitat con macrofitas emergentes fueron
similares entre regimenes (Fig. 1.15), pero que los regimenes difirieron en la contribucién relativa de estas
vias al balance de gas C total (Fig. 1.21) debido a las diferencias en la cobertura de los respectivos habitats
asociados a estasvias (Fig. 1.20, Tabla S1.4). A pesar de estas diferencias fundamentales en las vias de emisién
y en otros aspectos funcionales, el balance radiativo anual medio de los dos regimenes, es decir, el flujo en
equivalentes de CO,, termind siendo comparable entre regimenes. Esto es relevante en una perspectiva mas
amplia, porque sugiere que los cambios de estados claros a turbios que han estado ocurriendo en las lagunas
pampeanas debido a las presiones climaticas y antrdpicas pueden no haber alterado fundamentalmente el
forzamiento radiativo regional general, aunque este punto debe ser mas explorado. Ademds, nuestros
resultados afirman el papel principal de las macrdéfitas emergente en la dinamica del CHy4, pero también
destacan su papel en los flujos de CO,, tanto como productores primarios que absorben el CO, atmosférico

como también como conductores de CO; desde los sedimentos a la atmodsfera.
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Capitulo 2

INFLUENCIA DE PROCESOS BIOLOGICOS Y
FACTORES FISICOS EN LA MODULACION DEL CHy
DISUELTO EN LAGUNAS CLARAS VEGETADAS Y
TURBIAS FITOPLANCTONICAS

Introduccidén

Las macrofitas sumergidas juegan un papel fundamental en el mantenimiento de los regimenes de equilibrio
de aguas claras al prevenir la resuspension de sedimentos, absorber nutrientes de la columna de agua vy
brindar refugio al zooplancton, entre otros?®32133_ A su vez, las macrofitas sumergidas pueden afectar procesos
vinculados con la dindmica de carbono - como la produccién primaria total del ecosistema, las tasas de
sedimentacién de materia organica y los niveles de oxigeno en la columna de agua — los cuales afectan las
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI)®. Sin embargo, no resulta claro el efecto que el régimen
alternativo en el que se encuentra una laguna — es decir, dominado por macréfitas sumergidas o por
fitoplancton — podria tener sobre la produccion, consumo y/o emisidn de CH4®0. Por un lado, las macréfitas
sumergidas podrian estimular la metanogénesis al proporcionar materia orgdnica labil en los sedimentos 34133,
pero también se ha reportado que el carbono derivado del fitoplancton puede promover la produccién de
CH4'3%137 Del mismo modo, los regimenes alternativos podrian tener un efecto diferencial sobre la oxidacion
del CH4 (MOX), ya que la actividad de las bacterias oxidantes de CH4 (BOM) depende principalmente de la
concentracién de O,y de la penetracion de la luz en la columna de agua, donde menores concentraciones de
0, en combinacion con una reduccién de la luz parecen favorecer la actividad metanotréfical3®. En este
sentido, tanto la vegetacion sumergida como el fitoplancton pueden generar altas concentraciones de O,y
también pueden disminuir, de distinta manera, la penetracién de la luz en la columna de agua®%3. Al mismo
tiempo, se ha demostrado que la vegetacion sumergida disminuye la turbulencia inducida por el viento en la
columna de agua™%% |o que podria disminuir el intercambio de gases con la atmdsfera en los regimenes
claros vegetados. Por lo tanto, no se puede predecir a priori el efecto neto que los procesos bioldgicos
(metanogénesis y metanotrofia) y los factores fisicos (intercambio de gases con la atmésfera) vinculados con

la presencia de macrdfitas o de fitoplancton podrian tener sobre la dindmica de CHa.
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Gran parte de las emisiones de GEl ocurren mediante un flujo difusivo de gases entre el agua y la atmosfera,
gue depende del gradiente de concentracion del gas y de su velocidad de intercambio. La velocidad de
intercambio (K) es un pardmetro que indica la profundidad de la columna de agua que se equilibra con la
presion atmosférica por unidad de tiempo, donde a mayor K habra mayor intercambio de gases entre el agua
y la atmosfera. K no es comparable entre CO,,CH, debido a las diferencias quimicas que existen entre ambos
gases, pero es posible estimar una velocidad de intercambio estandarizada (Kgoo) que considera estas
diferencias y que, en teoria, deberia ser similar entre CO; y CH4. No obstante, varios trabajos han registrado
un desacople entre Koo CHy y Kggo CO2, donde los Kggo CH4 son considerablemente mayores que los Kegg CO2M41~
143 Esta diferencia en Kggo se ha atribuido a la presencia de microburbujas de CH4. Las microburbujas de CHy
se pueden caracterizar como una via de emisién hibrida entre el flujo ebullitivo y el flujo difusivo>'*, porque
por un lado dependen de la concentracion de CHy en la laguna pero también dependen de la turbulencia en
la columna de agua para producirse (Fig. 2.1)**¥7143, Cuando las microburbujas de CH4 estdn presentes en un

cuerpo de agua, generan un flujo adicional de CH,a la atmdsfera que produce un aumento del Kego CHs medido

y el desacople entre las velocidades de intercambio de CH4y CO,141142.144,

® Microburbujas CH,

:_,:_? Velocidad del viento

O Turbulencia

- C=

Figura 2.1. Esquema representando dos posibles escenarios en cuanto a la produccion de microburbujas de
CHg4. El tamafio del simbolo representa la magnitud del proceso. lzquierda: laguna con una baja pCHa, baja

velocidad del viento y, por ende, baja turbulencia en la columna de agua, lo que conlleva a una menor
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formacién de microburbujas de CH4. Derecha: laguna con una mayor pCH4, mayor velocidad del viento vy, por

ende, mayor turbulencia, lo que conlleva a una mayor formaciéon de microburbujas de CHj,.

Las emisiones de CH4 en cuerpos de agua estan controladas en gran medida por la actividad de las BOM, que
oxidan una parte sustancial del total de CH4 producido antes de que éste se emita. Las tasas de oxidacién de
CHa4 dependen de la estratificacion de la columna de agua®>1%, penetracion de la luz'*’ y la concentracién de

materia organica disuelta!3®

, que afectan la disponibilidad de los sustratos de las BOM (O, y CHy). El grado de
metanotrofia en un cuerpo de agua se vera reflejado en la sefial isotopica del CH, disuelto, dado que la
actividad de las BOM sobre el CHy4 disponible produce un fraccionamiento isotdpico (a): las bacterias prefieren
los isdtopos estables mds livianos *2C-CHg, dejando un pool de CH4 disponible enriquecido en el isétopo estable
mas pesado BC-CH, (ecuacion 2.1). En consecuencia, los isétopos estables de CHy4 son utilizados para rastrear

el grado de metanotrofia en un lago, ya que la sefial isotdpica permite identificar si el CH4 es recientemente

producido — sefial mas negativa — u oxidado — sefial menos negativa®.

Rgmuestra

6, = [ - 1] 103 (%o) ec. 2.1

Rgest

Donde 6y es la sefial isotdpica, Ramuestra €5 |a relacién entre isétopos estables (13C/12C) para la muestra relativa
a la relacion entre isétopos para el estandard Raest (Que suele ser el estandar de Vienna Pee Dee Belemnite),

expresado en por mil (%o)™°.

La media de pCH,4 en el agua es, entonces, el resultado del balance neto entre las tasas de entrada de CHz a la
columna de agua — lo cual incluye produccién y movimientos laterales —, la oxidacion de CH4 dentro de la
columna de agua y el flujo de salida a la atmdsfera?®18, Como se mostré en el Capitulo 1, las lagunas claras
vegetadas estudiadas presentaron una media anual de pCH; mayor que las lagunas turbias fitoplanctonicas,
mientras que los flujos difusivos medios anuales de CH,4 fueron similares entre regimenes. Las diferencias
observadas entre las medias de pCH4 podrian deberse a un efecto bioldgico — como resultado de diferencias
en el ingreso de CH,4 y/o de oxidaciéon de CHy4 entre regimenes — y/o deberse a un efecto fisico — producto de
diferencias en el intercambio de gases con la atmdsfera entre regimenes. El objetivo del presente Capitulo es
evaluar cudl o cudles son los factores bioldgicos vy fisicos que influyen en las diferencias de pCH,; media anual
registradas entre lagunas clarasy turbias de la pampa. Como factores bioldgicos se estudiaran los patrones de
oxidacion de CHj4 entre regimenes y se analizaran potenciales diferencias en el ingreso neto de CH4 entre
regimenes. Como factores fisicos se exploraran las diferencias en KggoCH4 entre regimenes, analizando también
la posible presencia de microburbujas de CH4 en estos sistemas, mediante la comparacion de KgooCHg vs

K600CO».
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Métodos
Este trabajo se encuentra publicado: Balifia, S., Sanchez, M. L., & del Giorgio, P. A. (2022). Physical Factors and
Microbubble Formation Explain Differences in CH4 Dynamics Between Shallow Lakes Under Alternative

States. Frontiers in Environmental Science, 10, 892339. https://doi.org/10.3389/fenvs.2022.892339

1. Disefio de muestreo

El disefio de muestreo fue explicado en el Capitulo 1 (paginas 16 - 17).

2. GEl disueltos en el agua y su sefial isotdpica
La presién parcial de CO, y CH4 disueltos en el agua junto con sus sefiales isotdpicas fueron obtenidas como

fue detallado en el Capitulo 1 (paginas 19 - 20)

3. Sefial isotdpica de burbujas frescas de CHy

La sefial isotopica de burbujas de CH,4 provenientes del sedimento se obtuvo utilizando un embudo invertido
(drea = 0,3 m?) atado a un dispositivo flotante que se colocd en el agua. Se llend una botella de vidrio con agua
de la laguna, que se enroscéd de manera invertida al cuello del embudo. Una vez armado el dispositivo para
colectar las burbujas, se removieron los sedimentos con un remo provocando la liberacién de burbujas frescas
— es decir, recientemente formadas — que subieron por la columna de agua y se acumularon en la botella de
vidrio. Se tomaron dos muestras de aire de 30 ml del aire en la botella y se inyectd este aire en viales de vidrio
pre-evacuados de 30 ml (Exetainer, Labco) para su posterior analisis en un espectrometro de masa (CRDS,
Picarro G2201-i). Se determind la firma §%C-CH4de la misma forma que para los gases disueltos. Para una

descripcion mas detallada del dispositivo colector ver pagina 24 del Capitulo 1.

4. Flujos difusivos
Los flujos difusivos fueron medidos utilizando camaras de intercambio como fue explicado en el Capitulo 1

(paginas 21 - 22).

5. Velocidad de intercambio derivada de los flujos difusivos
La velocidad de intercambio de gases (K) es una tasa equivalente ala profundidad de la columna de agua que
se equilibra con la atmdsfera por unidad de tiempo®*!. Este pardmetro se obtuvo a partir de los flujos difusivos

y de la diferencia entre el gas disuelto en el agua y la atmdsfera siguiendo la ecuacién 2.2:

Flujo gas
k= S0 928 ec. 2.2
Kh* ApGas

Donde Flujo gas es el flujo difusivo de CH4 0 CO, determinado mediante la ecuacién 1.4 (mmol m=2 d1), kKh es

la constante de Henry correspondiente a cada gas corregido para la presion atmosférica y la temperatura del
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agua, y ApGas es la diferencia entre la presion parcial del gas respectivo en el agua (Pw) y la presion parcial
del gas en equilibrio con la atmdsfera (Peq), es decir, ApGas(ppmv)=Pw-Peq. Este K se calculd tanto para el
CH4 como para el COs.

Para poder comparar las KCHs y KCO,, estas se estandarizaron a un nimero de Schmidt de 600, siguiendo la

ecuacion 2.3:

kcoz 0 cHa
= ec. 2.3

(8¢cco20cH4/600)™

k600

Donde Sc es el nimero de Schmidt de un gas dado a una temperatura dada°

y n es un valor que depende de
la velocidad del viento. Usamos un valor de n = 2/3 para velocidades de viento ambientales < 3,7 ms?'y de n

=1/2 para velocidades de viento ambientales > 3,7 m 51 10,

6. Estimacion de la fraccidon de oxidacién en la columna de agua (Fo)

Para explorar las posibles diferencias en la oxidacion de CH4 entre regimenes, se realizaron balances de masa
isotdpicos utilizando dos modelos diferentes: un modelo abierto de estado estacionario (ecuacion 2.4%1) y un
modelo cerrado de estado no estacionario (ecuacion 2.5'%2). Estos modelos estiman una fraccidon de oxidacién
(Fox) €n base adiferentes supuestos. El primer modelo (ecuacion 2.4) asume un sistema de estado estacionario,
es decir asume que las variables que definen el comportamiento del sistema no cambian en el tiempo. El
segundo modelo (ecuacion 2.5) considera que el cuerpo de agua no estd en un estado estacionario sino que

asume gue se encuentra en algin punto de tiempo arbitrario dentro de un gran experimento de incubacion38.

F. = (513CCA_513Cfuente) ec. 2.4
ox (a—1)*1000 T

(In ("3 Cryente+1000)— In (813 Cc4+1000))
(a-1)

mn(1-FE,) = ec. 2.5

8B Cruente €5 la sefial isotdpica de la fuente de CHa, en este caso la sefial isotopica de las burbujas frescas de
CHg; 8%3Cca es la firma isotdpica del CH4 dentro de la columna de agua; v a es el factor de fraccionamiento
isotopico relacionado con la oxidacion del CH,4 microbiano. Usamos un valor de a = 1,021 siguiendo a Coleman
et al. (1981)*3 y Thottathil et al. (2018)'38. Ademads, también calculamos Fe utilizando valores de a = 1,005 y

a = 1,031 para abarcar todo el rango de valores posibles de 19134155,

7. Analisis estadisticos

Para explorar las diferencias en la media anual de Fo CHs entre regimenes, se utilizé un modelo lineal
generalizado mixto con un factor fijo Régimen (claro o turbio) y los factores aleatorios Estacion (Invierno,
Verano, Otofio y Primavera) y Laguna (SG, KH, SA, BU). Dado que FOX es una fraccion, se usé la distribucion

Beta, que tiene un dominio fijo entre Oy 1. Por otra parte, se analizaron diferencias entre Keoo CO2 Yy Kgoo CHa
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usando un modelo lineal general mixto con el factor de efecto fijo Gas (CO, o CH4) y los factores de efectos
aleatorios Estacion y Laguna. Para evaluar diferencias entre Keoo CO2 y Kggo CH4 entre regimenes se utilizé un
modelo lineal general mixto con el factor fijo Régimen y los factores aleatorios Estacion y Laguna. Finalmente,
para explorar las relaciones entre Kggg CHs vs viento, Kgog CHs vs pCHy4 y Keoo CO, vs viento, se realizaron
regresiones lineales simples para cada régimen, incluyendo en todos los casos los factores aleatorios Estacidn
y Laguna. Para cada modelo se probaron los supuestos correspondientes. Para el modelo de Fo, se analizé la
distribucion de los residuos estandarizados frente a los valores predichos para explorar la homogeneidad de
las varianzas. Para el resto de los modelos, los residuos fueron probados para ajustarse a los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas. El modelo que tenia como variable respuesta a Fox se realizé
utilizando el paquete glmmTMB®®. El resto de los modelos se realizaron utilizando el paquete ImerTest 3.1-2
106 |a normalidad se comprobé con el paquete Stats 3.6.2%%7 y la homogeneidad de las varianzas se comprobd
explorando la relacién entre los residuos estandarizados frente a los valores predichos y también con el
paquete Car 3.0-8 97, Si no se cumplia la homogeneidad de varianzas, se modeld la heterocedasticidad

102 ytilizando el paquete nlme 3.1-142%19,

mediante tres funciones diferentes: varldent, varPower y varExp
Todas las pruebas se realizaron con un nivel de significancia del 95 % utilizando R versién 3.6.2 en el entorno

RStudio versién 1.2.5019 193, Las figuras se graficaron con el paquete ggplot2 3.3.21%4,

Resultados

Las lagunas claras vegetadas presentaron una media anual de pCH, tres veces mayor que las lagunas turbias
fitoplancténicas (1181,7 + 1375,8 ppmv y 358,9 +390,4 ppmv, respectivamente) (p = 0,002, df =1, F = 10,6;
Fig. 2.2a). No obstante, los regimenes presentaron flujos difusivos de CH4 medios anuales similares (14,4 +
24,2 y 19,9 + 33,5 mmol m-2 d-1, respectivamente, Fig. 2.2b). La media anual de §'3C-CH4 para el CH, disuelto
en la columna de agua fue similar entre regimenes (Fig. 2.2c) y la sefial isotdpica se corresponde con un CHy
oxidado, en comparacion con la sefial isotopica del CH,4 fresco proveniente de los sedimentos (Tabla 2.1). La
fraccion media anual de oxidacién de CH4 (Foy) - obtenida usando el modelo cerrado de estado no estacionario
y asumiendo un fraccionamiento promedio (a) de 1,021 - también fue muy similares entre lagunas clarasy
turbias (promedio 0,57 + 0,09 y 0,58 + 0,11, respectivamente, figura 2.2d). Cabe mencionar que el modelo
abierto de estado estacionario no resulté apropiado para estos sistemas, ya que en varios casos estimé valores
de Fox superiores a 1 (Fig. 2.3), un resultado similar al de otros estudios donde se utilizd el modelo abierto de
estado estacionario®#138158 por otra parte, usando a = 1,005 obtuvimos valores de Foy incongruentes para los
modelos cerrado y abierto, mientras que usando a = 1,031 obtuvimos valores de Fo ldgicos para los modelos

cerrado y abierto que estaban en el rango de los resultados obtenidos con a de 1,021 (Fig. 2.4).
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Figura
2.2. (a) Media anual de pCH,4 disuelto en agua superficial (ppmv), (b) flujo difusivo medio anual de CH4 (mmol
m2d™1), (c) firma isotdpica media anual de CHa (%o) v (d) (Fox) obtenido con el modelo cerrado no estacionario,
en lagunas claras vegetadas (azul) y turbios fitoplancténicas (verde). Letras diferentes sefialan diferencias
significativas entre regimenes dentro de cada panel. La linea punteada en el panel (a) corresponde a la presion
parcial anual media de CH4 en la atmdsfera (1,71 ppmv), en el panel (b) corresponde a un flujo difusivo de CH4

ceroy en el panel (d) corresponde a una oxidacion del 100%.

Tabla 2.1. Sefial isotdpica media anual de burbujas frescas de CH; * desviacion estandar para ambos

regimenes.
513C-CH, Media anual + desvio estéandar
Claro vegetado -62,21+0,14
Turbio fitoplancténico -59,81 + 1,11
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Figura 2.3. Fraccion de oxidacion (Foy) obtenida usando a = 1,02 y un modelo abierto de estado estacionario.
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Figura 2.4. Fraccidon de oxidacion (Fox) obtenida usando (a) a = 1,005 para el modelo abierto de estado
estacionario, (b) a = 1,005 para el modelo cerrado de estado no estacionario, (c) a = 1,031 para el modelo
abierto de estado estacionario y (d) a = 1,031 para el modelo cerrado de estado no estacionario. Las lagunas
claras vegetadas estdn en azul mientras que las lagunas turbias fitoplanctdnicas se encuentran en verde. La
linea punteada corresponde a un Fox =1 = 100% oxidacién.

El rango de Kgoo CO> y Keoo CH4 obtenido fue muy amplio (de 0,3 a 59,8 m d!) y, aunque el 32% de las
observaciones de ambos valores fueron similares, hubo una alta proporcion de puntos que se desviaron
significativamente de la relacion esperada 1:1 (Fig. 2.5). La mayor parte de los puntos que se desviaron
corresponden a las lagunas turbias fitoplancténicas (Fig. 2.5). El Kgoo CH4 medio anual incluyendo datos de

ambos regimenes (12,7 + 15,1 m d!) fue significativamente mayor (6,4 veces) que el Kggg CO; medio anual
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incluyendo datos de ambos regimenes (1,98 + 1,43 m d1), (p <0,0001, gl =1, F = 19,7; Fig. 2.6a). También
hubo diferencias analizando los patrones de intercambio de gases en cada régimen por separado: el Kegp CHy4
medio anual fue 3 veces mayor en lagunas turbias (19,3 + 18,9 m d™!) que en lagunas claras (6,7 + 7,0 m d%) (p

=0,0092, df =1, F=7,5, Fig. 2.6b), mientras que la media anual de Kggg CO; fue similar entre lagunas clarasy

turbias (2,0 £+1,5 m dty 2,0 + 1,4 m d}, respectivamente, Fig. 2.6c).
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Figura 2.5. Regresion lineal entre Keog CHa (m d) y Keoo CO, (M d2). La linea punteada representa la relacion
1:1 esperada entre las velocidades de intercambio estandarizadas. Los diamantes azules corresponden a las

lagunas claras vegetadas y los diamantes verdes corresponden a las lagunas turbias fitoplancténicas.
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Figura 2.6. (a) Kego CHa y Keoo CO- para ambos regimenes, (b) Kgog CH4 para lagunas clarasy turbias por separado
y (c) Kgoo CO; para lagunas claras y turbias por separado. Letras diferentes sefialan diferencias significativas

dentro de cada panel. La linea punteada en los tres paneles corresponde a una velocidad de intercambio cero.
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Se detectd una relacion positiva significativa entre Kgog CO, vy la velocidad del viento (Fig. 2.7a) y también entre
Ksoo CH4 y la velocidad del viento (Fig. 2.7b) en lagunas turbias, pero estas relaciones no fueron significativas
para lagunas claras. Cabe sefialar que las relaciones observadas en las lagunas turbias entre Keoo CHa Yy Keoo CO2
con la velocidad del viento difirieron significativamente entre si: la pendiente de la relacion viento vs. Kggo CHg
(4,9 £ 1,9) fue un orden de magnitud mayor que la de viento vs. Kggo CO, (0,4 +0,1). Con respecto a la relacion
de los Kgoo con la presidn parcial de los GEI disueltos, pCO, se relaciond débil y negativamente con Kepo CO»
tanto en lagunas claras como turbias (Fig. 2.7c). Del mismo modo, se registrd una relacién negativa débil (pero
no significativa) entre pCH; ambiental y Kgog CHs en lagunas claras vegetadas; mientras que hubo una fuerte

relacion positiva significativa entre pCH, y Keoo CH4 en lagunas turbias fitoplancténicas (Fig. 2.7d).
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Figura 2.7. Regresiones lineales entre (a) velocidad del viento vs Keoo CHg, (b) velocidad del viento vs Kggo CO5,
(c) pCHa Vs Kgoo CHa y, (d) pCO2vs Keoo CO;. Los diamantes azules corresponden a las lagunas claras vegetadas,
mientras que los diamantes verdes corresponden a las lagunas turbias fitoplancténicas. La sombra
corresponde al error estandar de los respectivos modelos lineales y los valores de p corresponden a la

significancia de la pendiente de cada modelo de regresion.
Discusién
En el presente capitulo se exploré la influencia de procesos bioldgicos y factores fisicos en la dindmica de CH4

en laslagunas claras vegetadas y turbias fitoplancténicas de la llanura pampeana. Se analizd la sefial isotdpica
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del CH4 fresco y del CH,4 presente en la columna de agua, para estimar el grado de metanotrofia en cada
régimen. También se analizd el flujo difusivo de CH,4 entre la atmdsfera y el agua en cada régimen, combinando
ambos procesos bioldgicos — oxidacion y difusion — para estimar el grado de ingreso de CH,4 en lagunas claras
y turbias. Asimismo se calculd la velocidad de intercambio de CH4y CO,, con el fin de explorar la relacion fisica
entre estas velocidades de intercambio y la velocidad del viento, y también con la concentracién de dichos
gases en el agua. Por Ultimo, se compararon las velocidades de intercambio de CO, y CH,4 para evaluar la

presencia de microburbujas de CHg.

La 13C-CH,4 del agua en lagunas claras vegetadas y turbias fitoplancténicas se encontré entre -50%o y -25%o, lo
cual se corresponde con un CHj enriquecido — es decir, oxidado -. Estos valores, en conjunto con los
porcentajes de oxidacion registrados (alrededor de 57%), implican la existencia de una alta actividad
metanotrofica en los dos regimenes estudiados. En coincidencia con estos valores, otros autores han
reportado rangos comparables de §C-CH, para un lago somero subtropical de Australia™* (-53%o y -39%o) v
para lagos boreales someros®? (-60%o y -35%o). Respecto a los valores de Fq, Desrosiers et al. (2021)%? reporté
rangos mas amplios para diferentes tipos de habitat dentro de un lago boreal somero, también obtenidos
utilizando un modelo de estado no estacionario, con valores que oscilaron entre el 34% y el 56% en habitats
dominados por Brasenia y Typha y hasta el 31% en areas de aguas abiertas. Por su parte, otros autores
informaron distintos rangos de valores de Fox para cuerpos de agua subtropicales™* (15% - 36%), tropicales™?®
(34% - 100%), boreales?* (57% - 75%) y templados®® (2% - 97%). Es decir que existe una alta variabilidad en
valores de Fo, tanto dentro de distintos habitats de un sistema acudtico como entre distintos sistemas
acuaticos, lo cual destaca la complejidad en la regulacion de la oxidacién del CH,4. Teniendo en cuenta el amplio
rango de valores posibles en distintos sistemas acuaticos, es llamativa la similitud en la media anual de Fo
entre los regimenes claro y turbio a pesar de las condiciones ambientales contrastantes que presentan. Esto
podria estar indicando que las diferencias existentes entre regimenes se complementan, llevando a un patrén

de oxidacion de CHg similar entre lagunas claras vegetadas y turbias fitoplanctdnicas.

Como se ha mencionado en el Capitulo 1, tanto las lagunas claras como las turbias presentaron variaciones
estacionales en pCHy, pero las medias anuales de pCH,4 fueron muy diferentes para cada régimen. Suponiendo
que dichas medias anuales reflejen una presién parcial media de estado estacionario para cada régimen — es
decir, que no varia afio a aflo —, entonces la cantidad de CH4 intercambiada en la interfase agua-aire alo largo
del afio estaria dada por el CH4 que ingresa a la columna de agua (produccién de CH4 en sedimentos, agua e
ingresos laterales) menos el CH4 oxidado. Teniendo en cuenta que la media anual de Fo y la media anual de

flujo difusivo fueron similares entre regimenes, podemos inferir que la entrada media anual de CHjy seria
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comparable entre regimenes. En este sentido, la produccion de CH; en los sedimentos depende
principalmente de la temperatura, la concentracién de oxigeno vy la cantidad y tipo de materia organica 761>,
Se sabe que la materia organica derivada tanto de macrofitas como del fitoplancton favorece la
metanogénesis3*1%0, pero no se ha podido determinar si la dominancia de una u otra fuente de materia
organica podria afectar diferencialmente el ciclo de carbono y la metanogénesis a nivel ecosistémico, ya que
son pocos los estudios que han evaluado este impacto® . Por ende, es plausible inferir que ambos regimenes
tengan ingresos similares de CHs a nivel ecosistémico, a pesar de no haber medido explicitamente la
produccion de CHsen los sedimentos. Independientemente de la produccion de CH4 en sedimentos, varios
autores han demostrado que también existe produccidon de CH4 en la columna de agua®?%?2. Si bien hay
estudios que han explorado posibles sefiales isotdpicas para este CHy sintetizado en la columna de agua?16:,
hasta la fecha no hay informacién precisa sobre cual podria ser la sefial isotdpica del CH4 pelagico. Por este
motivo no se pudo incluir esta fuente de produccion peldgica de CH4 en el balance de masa isotdpico del
presente estudio. No obstante, consideramos que para el objetivo de este estudio es suficiente incluir

solamente la fuente de produccion de CH4 en los sedimentos.

Respecto a las velocidades de intercambio registradas, Keoo CH4 fue 6,4 veces mayor que Keoo CO,. En linea con
estos resultados, otros autores han reportado Kgoo CH4en promedio 1,8 veces mayor que Kgoo CO2 en dos lagos
boreales’?, 2,3 veces mayor en un embalse hidroeléctrico canadiense y lagos boreales'?, 2,5 veces mayor en
un lago oligotréfico de Alemania'#?, y 2,5 veces mayor en un embalse tropical de Brasil'®. En todos los casos,
las diferencias entre las velocidades de intercambio de CH; y CO, fueron atribuidas a la presencia de
microburbujas de CH4, que dan como resultado un Kgio CH4 mayor que el ocasionado solamente por el
intercambio difusivo#144 generando un desacople entre Ksgo CHa Y Keog CO,1142. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, los resultados encontrados en el presente estudio indicarian que en las lagunas pampeanas
también se registra la presencia de microburbujas de CH4. Ademas, observamos que las lagunas turbias
presentaron Kepy CH; mayores que las lagunas claras, lo que sugiere una formacion diferencial de
microburbujas de CH4; entre regimenes. Se ha propuesto que las microburbujas de CH4 se producen como
producto de la combinacion de sobresaturacion de CH4 y turbulencia en la columna de agua#t14214 Aunque
las lagunas claras presentaron una media anual de pCH4 mayor que las lagunas turbias, la media anual de pCHy4
registrada fue alta en ambos regimenes e incluso mayor que en otros sistemas donde se reportaron
microburbujas de CH;"“'"'43. Por ende, tanto las lagunas claras como las turbias podrian presentar
microburbujas de CH4 en términos de la cantidad de CH,4 presente en la columna de agua. Por el contrario, la
turbulencia de la columna de agua podria ser sustancialmente distinta entre regimenes: - como lo demuestra

la relacion diferente que existe entre Kego CO, y la velocidad del viento- en lagunas claras vegetadas la
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vegetacion sumergida tenderia a limitar la turbulencia en la columna de agua, mientras que en lagunas turbias
fitoplanctdnicas la ausencia de vegetacion sumergida permitiria una mayor turbulencia®0, Esta diferencia
podria ocasionar una mayor formacion de microburbujas de CH4en lagunas turbias, explicando las diferencias

observadas entre los Kggo de ambos regimenes.

Lamayoria de los modelos para constantes de intercambio enlagos han reportado la existencia de una relacion
positiva entre Kepo v la velocidad del viento!®%165166 v en presencia de microburbujas de CHy, también se ha
reportado una relacién positiva entre Kgoo CHs y pCH4. En las lagunas turbias, tanto Keoo CO2 como KepoCH4 se
relacionaron positivamente con la velocidad del viento pero de forma diferente (en términos de pendiente),
lo que implica la presencia de microburbujas de CHj. En las lagunas claras vegetadas, por el contrario, ni Kggo
CHg ni Kego CO5 se relacionaron significativamente con el viento, sin embargo, Koo CH4 fue mayor que Keoo CO»
lo que también indica la formacion de microburbujas de CH4 en estas lagunas. La relacion positiva y esperada
entre Kgoo CH4 y pCH4 en lagunas turbias fitoplancténicas es consistente con un patron de formacién de
microburbujas inducida por el viento, que se intensifica al aumentar la sobresaturacion de CH,. La ausencia de
esta relacion en lagunas claras podria indicar que esta interaccién entre el viento y el pCH, se ve suprimida en
ambientes con vegetacién sumergida. Por otra parte, Keoo CO; se relaciond débil y negativamente con pCO; en
ambos regimenes de manera similar — en términos de su pendiente. Esta relacion negativa es la esperada
considerando el rol modulador que la velocidad de intercambio tiene sobre las concentraciones de gases
ambientales: a mayor velocidad de intercambio, habrd mayor intercambio con la atmdsfera y eso llevard a una
menor presion parcial del GEl en el agua, lo cual ha sido reportado para lagos'®’ y rios!®®. En las lagunas turbias
fitoplancténicas, entonces, la combinacion de viento y pCH,4 estaria determinando los valores registrados de
Koo CHa. Sin embargo, en lagunas claras vegetadas el intercambio de gases esta en gran medida desacoplado
del viento vy, bajo esta circunstancia, se establece una relacion reciproca entre pCHy4 vy Kgoo. Por un lado, la
velocidad de intercambio estaria ocasionando mayores pCH4 porque las macrdfitas sumergidas limitan el
intercambio entre el agua y la atmodsfera. Por otro lado, pCH, también parece influir en Kego CH4, porque
mayores pCHj estarian conllevando a Kego CH4 mayores a través de la formacién de microburbujas. Por lo tanto,
en las lagunas claras vegetadas la vegetacidén sumergida pareceria influir doblemente en la dindmica de GEl:
directamente al modular el efecto del viento en la turbulencia de la columna de agua vy, por ende, en la
velocidad de intercambio de gases, pero también indirectamente al alterar la dindmica de formacién de

microburbujas y de intercambio de CH4.

Otros estudios han descripto un fuerte impacto de las macrdfitas en el intercambio de gases en lagunas.

Kosten et al. (2016)'%° reportaron una menor velocidad de intercambio de CH4 en presencia de vegetacion
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flotante en comparacién con sitios de aguas abiertas, donde el mayor pCH,4 detectado debajo de la vegetacién
flotante fue en parte explicado por un K menor. Asimismo, Barbosa et al. (2020)'*? informaron que habitats
vegetados y de aguas abiertas en un lago de llanura aluvial tropical tenian flujos difusivos de CH4 similares,
pero que los habitats con macrofitas sumergidas tenian mayor pCHg, lo que estaba relacionado con un Kmayor
en los sitios de aguas abiertas. Martinsen et al. (2020)7° observaron, en un lago pequefio y somero, un KCO,
menor cuando las macrofitas sumergidas eran mas abundantes y relacionaron esta observacién con un efecto
negativo de la vegetacion en el mezclado de la columna de agua. En nuestro caso, la media anual de KgpoCO>
no difirié entre regimenes pero, como se sefialé anteriormente, la relacién entre Kego CO, y el viento difirid
notablemente entre regimenes. Un desacople casi total entre velocidad de intercambio y la velocidad del
viento se ha reportado en numerosos estudios realizados en cuerpos de agua pequefios!’*73, donde los
modelos basados en el viento'3174175 no explicaron adecuadamente los patrones observados en el intercambio
de gases y donde otros factores - como la conveccién - tuvieron una mayor influencia en las velocidades de
intercambio de gases. En las lagunas turbias fitoplanctdnicas del presente estudio, la velocidad del viento fue
un buen predictor de Kego CO2 y Keoo CHa4, pero en lagunas claras vegetadas la vegetaciéon sumergida parece
desacoplar esta relacion, por lo que el uso de la velocidad del viento no seria un buen predictor de las

velocidades de intercambio en estos sistemas.

Considerando todo lo previamente discutido, podemos deducir que los resultados del presente estudio
implican un ingreso medio anual de CH4 a la columna de agua comparable entre regimenes, inferido por la
similitud en los flujos difusivos medios anuales de CH4y en la Fox de CH4 media anual. También se observd que
la media anual de pCH4 en lagunas claras vegetadas fue 3 veces mayor que en lagunas turbias fitoplancténicas,
mientras que la media anual de Kgo CHs en lagunas turbias fue 3 veces mayor que en lagunas claras.
Adicionalmente, la mayor Kego CH4 en lagunas turbias presentd una relacion positiva con el viento y con pCHy,
mientras que no se encontraron estas relaciones en las lagunas claras vegetadas. Por lo tanto, la mayor pCH4
en lagunas claras vegetadas podria explicarse por su menor Kego CH4 y también por la ausencia de una relacion
entre Keoo CHs y el viento, lo que sugiere una menor formacién de microburbujas de CH,. Estos patrones
parecerian estar mayormente vinculados con un efecto fisico producido por la vegetacidn sumergida sobre la
mezcla de la columna de agua en lagunas claras vegetadas: una reduccion de la turbulencia de la columna de
agua conduciria a una menor velocidad de intercambio y también a una reduccién de la formacion de
microburbujas de CHy4, lo que en consecuencia ocasiona una mayor pCHs en la columna de agua (Fig. 2.8).
Ademads, mientras que pCO, esta controlado por Kgo CO,, como se esperaba, pCH4 parece estar controlado
diferencialmente segun el régimen: en lagunas claras pCHs estaria controlada principalmente por el

intercambio de gases, pero ademas Kgog CH4 esta en cierta medida también influido por pCH4, debido a la
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formacion de microburbujas. En las lagunas turbias fitoplanctonicas, pCHa parece influir en Kgoo CHy4 a través
de la formacién de microburbujas de CH4 impulsadas por el viento, pero también hay un control del Kggo CHy
sobre el pCHq (Fig. 2.8). Por lo tanto, los procesos fisicos mas que los bioldgicos parecen estar controlando las

diferencias observadas en la media anual de pCH4 entre lagunas claras vegetadas y turbias fitoplanctdnicas.

(@]
® Microburbujas CH,
(O]

Flujo difusivo  Flujo difusivo
CH, co,

Flujo difusivo  Flujo difusivo
co, CH,

Figura 2.8. Esquema conceptual de los resultados observados y posibles mecanismos que los expliquen. El
tamafio de las flechas y de las letras indica la magnitud del proceso y/o de la concentracion. Los regimenes
presentaron un flujo difusivo medio anual de CO,, pCO; vy Kgoo CO; similares. También presentaron un flujo
difusivo medio anual de CH, similar, pero las lagunas claras vegetadas presentaron una media anual de pCH,
mayor que las lagunas turbias. Esta diferencia en el pCH; medio anual entre regimenes puede relacionarse con
los menores valores de Keoo CH4 medio anual registrados en las lagunas claras, donde la vegetacién sumergida
podria estar reduciendo la turbulencia inducida por el viento y por ende, la formacion de microburbujas de

CHa.
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Capitulo 3

PRODUCCION OXICA DE METANO Y SU
CONTRIBUCION A LAS EMISIONES TOTALES DE
METANO EN LAGUNAS DE LA LLANURA PAMPEANA

Introduccion

El paradigma tradicional de produccién de metano (CH4) en sistemas acuaticos indica que el CH,4 es producido
Unicamente por arqueas metanogénicas bajo condiciones andxicas, a través de la via hidrogenotréfica o
acetoclastica (Conrad 2005, 2009). Este concepto se deriva del hecho de que las arqueas metanogénicas no
pueden tolerar el O, porque desestabiliza su complejo enzimatico F420-hidrogenasa, que participa como

176 Sin embargo, varios estudios han observado una

transportador de electrones en la metanogénesis
supersaturacion de CH4 en aguas superficiales de sistemas marinos (p. ej., 17178) y continentales (p. ej., 1©%2),
gue no puede ser sostenida Unicamente por la metanogénesis en los sedimentos. La contraposicién entre la
teoria y las observaciones generaron la denominada “paradoja del CH4”, que motivé a investigadores a
cuestionarse la posible existencia de metanogénesis en la columna de agua. Esta fue denominada produccién
oxica de metano (POM), considerando que ocurre en la columna de agua pero no necesariamente ocurre bajo
condiciones dxicas, como argumenta Tang et al. (2016)¥3. En las Ultimas dos décadas numerosos estudios
reportaron la existencia de POM en sistemas acuaticos, tanto bajo condiciones aerdbicas como anaerobicas,
y mediada por distintos mecanismos?’. Las evidencias de POM desafian el paradigma tradicional de
metanogénesis en sistemas acuaticos y, teniendo en cuenta que los ecosistemas acudticos contribuyen en un
53 % al total de emisiones globales de CH4>°, resulta esencial comprender la magnitud vy significancia de POM

en el ciclo del CH4 en sistemas acudaticos continentales.

Varios autores han reportado produccion aerodbica de CH; como subproducto de la descomposicion de
metilfosfonatos (MPn) por heterdtrofos aerdbicos, tanto en aguas marinas’’'8 como continentales'®-183, De
manera similar, se ha informado que la desmetilacién aerdbica y anaerdbica del dimetilsulfoniopropionato
(DMSP) conduce a la produccion de metanotiol en aguas marinas, con la consiguiente liberacion de CH48.
También se ha indicado que el metabolismo aerdbico de la metilaminas (MeA) es una fuente de
metanogénesis en lagos'®, e incluso se propuso que todas las células vivas pueden producir CH4 mediante un

mecanismo comun desencadenado por hierro libre y especies reactivas del oxigeno'®. También hay evidencia
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creciente de una relacion positiva entre POM y las comunidades fitoplanctonicas, tanto a escala ecosistémica
como experimental'’®. Por otra parte, Grossart et al. (2011)?> detectaron arqueas metanogénicas en la
columna de agua que se encontraban en micro nichos anoxicos proporcionados por el fitoplancton,
produciendo CHy4 de la forma tradicional pero en la columna de agua. Asimismo, varios trabajos han indicado
una relacion positiva entre POM y produccién primaria a escala ecosistémica?®?L16L18 |5 que indicaria un
vinculo directo entre la actividad de productores primarios y POM. En linea con estas observaciones, se ha
demostrado experimentalmente que las diatomeas, las criptofitas®®, las cianobacterias®®'®’, las haptofitas y
algunas especies de microalgas marinas'®-18% producen CHa, y esta produccidon depende de la exposicion a la
luz v a la temperatura?31, Pérez-Coronel y Beman (2022)™! exploraron la existencia de POM utilizando
incubaciones experimentales de agua dulce y encontraron produccién de CH4 tanto por cianobacterias como
por degradacién de MPn. En este sentido, como destaca Donis et al. (2017)*°?, |a evidencia parece indicar que
existen multiples fuentes de POM y estas pueden estar actuando en simultaneo, y/o variar entre sistemas,

como también depender de la exposicidon a la luz y/o del estado tréfico del cuerpo de agua.

Independientemente del mecanismo involucrado, el debate también se centra en cual seria la tasa de POM a
escala ecosistémica y si ésta contribuiria significativamente a las emisiones totales de CH4 de sistemas
acuaticos continentales. Para responder a estas preguntas, algunos autores realizaron balances de masa de
lagost®12161.192y de mesocosmos?®, mientras que otros realizaron incubaciones experimentales®12:22191.192 | 55
tasas de metanogénesis reportadas varian desde ~0,01 uM d*a ~0,52 uM d%, en ambos casos tratandose de
lagos templados estatificados'®, lo que destaca la enorme variabilidad en tasas de POM incluso en ecosistemas
similares. La contribucion de POM al total de emisiones de CH4 se ha explorado en algunos lagos templados
durante periodos estratificados, donde la POM proveniente de la capa de mezcla superficial representd hasta
aproximadamente el 90% de las emisiones de CHy a la atmdsfera, dependiendo del lago*®'91%2, Cabe sefalar
que hasta el momento POM y su contribucién a las emisiones totales de CH4 han sido explorados solamente
en sistemas templados estratificados, por lo que realizar mas estudios en otros tipos de sistemas es

sumamente necesario para tener una mejor comprensiéon de la significancia de POM en la dindmica del CH.

Otra fuente de debate en la comunidad cientifica es la sefial isotépica derivada del CH, producido por POM,
dado que no se sabe si la misma serfa distinta a la sefial del CH4 producido por metanogénesis cldsical’.
Utilizando balances de masa isotdpicos, Thottathil et al. (2022)'® informaron valores para cuatro lagos
canadienses que estuvieron enriquecidos en comparacién con la fuente de CHzen los sedimentos: -38,0+ 1,4
%o hasta -63,6 + 2,2 %o. En linea con esto, Klintzsch et al. (2023)™7 exploraron la sefial isotdpica del CH4

producido directamente por diferentes cultivos fitoplanctdnicos vy los valores oscilaron entre -19,3 + 0,9 %o

70



para Synechococcus sp. a -54,5 + 1,6 %o para Prochlorococcus marinus. Si bien hasta el momento son pocos
los estudios realizados, la evidencia parece indicar que la sefial derivada de POM estaria enriquecida respecto

de la metanogénesis clasica.

En el presente capitulo, nuestro objetivo fue detectar y cuantificar POM mediante experimentos a campo en
tres lagunas eutrdficas, polimicticas y templadas de la Llanura Pampeana, Buenos Aires, Argentina, que
presentan distinta abundancia y composicion de fitoplancton. La hipotesis planteada es H) existe produccion
de CH4 en los mesocosmos de las lagunas Pampeanas estudiadas, mientras que la prediccién asociada es P) la
concentracién de CH, disuelto en los mesocosmos de las lagunas Pampeanas estudiadas sera mayor que la

esperada si solo existiera oxidacion y difusién de CHj.

Métodos

1. Area de estudio

Los experimentos a campo se llevaron a cabo en tres lagunas localizadas en la Llanura Pampeana de Buenos
Aires, Argentina. Las lagunas estudiadas fueron La Salada (SA), El Burro (BU) y La Segunda (SG), las cuales ya
fueron descriptas y estudiadas en los capitulos anteriores (Fig. 3.1). Como se ha mencionado, estas lagunas
son someras (menos de tres metros de profundidad), polimicticasy naturalmente eutrdficas o hipereutrdficas.
SA y BU se encuentran en un régimen fitoplanctonico turbio - dominado por fitoplancton, con alta turbidez y
sin macrofitas sumergidas -, mientras que SG se encuentra en un régimen vegetado claro - dominado por
macrofitas sumergidas, con baja biomasa fitoplanctonica y baja turbidez. Ademas de diferir en la abundancia
fitoplancténica, las lagunas claras y turbias difieren en la composicion de la comunidad fitoplanctonica: las
lagunas turbias suelen presentar comunidades menos diversas, frecuentemente dominadas por Chlorophyta
y/o Cyanobacteria, mientras que las lagunas claras tienden a presentar comunidades mas diversas,
conformadas por Chlorophyta, Cyanobacteria, Cryptophyta, Bacillariophyta y Chrysophyta38193194,
Independientemente de su estado turbio o claro, estas lagunas presentaron distintas abundancias vy

composiciones de fitoplancton.
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Figura 3.1. A) Argentina, B) Buenos Aires, C) Area de estudio. Se realizaron experimentos a campo en las

lagunas turbias El Burro y La Salada (verde) y en la laguna clara vegetada La Segunda (azul).

2. Disefio experimental

Los experimentos a campo se realizaron entre el 25 de enero y el 6 de febrero del afio 2021. En cada laguna
se colocaron tres (SA) o cuatro (SG y BU) mesocosmos, uno al lado del otro. Los mismos se construyeron con
el mismo material polietileno utilizado por Bogard et al. (2014)%°, que permite el paso de la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) pero no de los gases disueltos (Fig. 3.2). Las dimensiones de cada
mesocosmos eran de 0,8 m de profundidad y 1 m de ancho. Se encontraban cerrados en el fondo para excluir
la produccién de CHgen los sedimentos y abiertos en la superficie para permitir el muestreo de estos. Ademas,
tenian un dispositivo flotante, una barrera de proteccién transparente de 0,1 m para evitar que el agua del
lago ingresara al mismo y se encontraban anclados en los sedimentos para evitar que se movieran (Fig. 3.2).
La profundidad promedio de laslagunas al momento de los experimentos fue de 1,34 m, 0,90 my 0,88 m para

SA, SG y BU, respectivamente.

Los mesocosmos se llenaron con agua de la laguna mediante el siguiente procedimiento: se tomd agua a 0,2

m por debajo de la interfaz agua: aire utilizando una bomba Proactive Pump Il (Water Spout 2®, Proactive
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Enrivonmental Products ®). En uno de sus extremos, la bomba tomaba el agua de lalaguna con una velocidad
de 4 gal min?, mientras estaba conectada a una bateria que proporcionaba la energia, y en el otro extremo
estaba conectada a un tubo plastico que tenia una roseta para dispersar el agua. Esta roseta se utilizé para
desgasificar el agua que venia de la laguna y de esta manera disminuir la concentracion de CHy4 con la que se
iniciaba el experimento para poder detectar mds facilmente cambios en su concentracidon. Luego de ser
desgasificada, y previo al llenado de los mesocosmos, el agua se filtrd a través de una red de 55 um de poro
para excluir el micro y meso-zooplancton. El llenado de cada mesocosmo tomd aproximadamente 20min. En
el caso de la laguna SG, no se colocaron macrdfitas sumergidas dentro de los mesocosmos, dado que el

objetivo era evaluar la produccion de CH,4 por la comunidad fitoplancténica.

Una vez instalados todos los mesocosmos, se colocaron sensores de alta frecuencia de O, y T2 (miniDO,T,
Precision Measurement Engineering, Inc.®) dentro de cada uno de ellos y también en la laguna. Los miniDOT
se ubicaron a 0,4 m de profundidad, tanto en los mesocosmos como en la laguna, y para evitar que se movieran
se ataron a varillas ubicadas entre los mesocosmos. Estos dispositivos midieron temperatura (2C), oxigeno

disuelto (mg L)y saturacion de oxigeno (%) cada 5 minutos a lo largo de todo el experimento.
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Figura 3.2. Esquema del disefio experimental en una laguna clara vegetada (izquierda) y turbia fitoplancténica

(derecha). Con la bomba se llenaron los mesocosmos. El agua fue degaseada y se filtrd el macro y meso-
zooplancton antes de ingresar al mesocosmo. Tanto dentro de los mesocosmos como en la laguna, se

colocaron sensores de alta frecuencia de O,y TC.
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Los mesocosmos se instalaron en SA entre los dias 25 de enero y 28 de enero, en SG entre 29 de enero y 5 de
febrero y en BU entre 2 de febrero y 6 de febrero, del afio 2021. Por lo tanto, en SA se dejaron por tres dias,
en SG por siete dias y en BU por cuatro dias. Las diferencias en los dias del experimento entre lagunas se
debieron a cuestiones logisticas y meteorolégicas La descripcion detallada de los parametros muestreados

segun el dia puede verse en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Descripcion del muestreo dependiendo el dia del experimento.

Parametros limnoldgicos | Instalacién (TO) | 24hs luego TO | Final del experimento | Diasintermedios
Disco secchi N v
Perfilde O,y T v v v v
pH v v v v
Turbidez v v
STS N v
FTy NT N v
COD, CID, MODC N v
Perfil irradiancia v v v
Chla N v
Fitoplancton N v
AND ambiental v v
CO; and CH, disuelto N4 v v N4
CO, and CH4 isotopos N4 N4 v v
Flujo difusivo CO, y CH4 N4 v
Incubaciones MOX v
Parametros atmosféricos | Instalacién (TO) | 24hsluego TO | Final del experimento | Diasintermedios
TO v v v v
Presion N N v v
Humedad v v v v
Velocidad viento v v v v

3. Variables limnoldgicas

Los perfiles de O,y T9, la turbidez, los sdlidos totales en suspensién (STS), el fésforo total (FT), nitrogeno total
(NT), carbono organico e inorganico disuelto (COD, CID, respectivamente), clorofila a (Chla) y la abundancia
de fitoplancton fueron analizados siguiendo los mismos métodos ya detallados en el Capitulo 1 (pags. 19y 20).
La presion atmosférica, la humedad relativa y la velocidad del viento fueron medidos utilizando un Kestrel

(Kestrel, 4000 Pocket Weather Tracker ®, Nielsen-Kellerman®).
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La tasa de produccién primaria bruta (PPB) y la tasa de respiracién (R) fueron estimadas a partir de las
mediciones de los miniDOT utilizando el paquete StreamMetabolizer en el ambiente de R studio®®, una

descripcion mas detallada se encuentra en la seccion 9.

4. GEl: gases disueltos, isétopos vy flujos difusivos

El CO, y CHy4 disueltos en el agua fueron medidos mediante la técnica de headspace, siguiendo los mismos
métodos detallados en el Capitulo 1 (pags. 21 y 22) y utilizando la ecuaciones 1.2 y 1.3. Las muestras fueron
analizadas en un espectrofotometro de masa (Picarro G2201-i) para obtener las presiones parciales (ppmv) de
los GEl'y sus 3C-CH4 and 13C-COs. Los valores originales de ppmv y de C-CHs and *3C-CO,fueron calculados

siguiendo a Soued and Prairie (2020)1%° v, posteriormente, ppmv fue convertida a uM siguiendo a Koschorreck

et al. (2021)%.

Los flujos difusivos de CO, y CH4 en la interfaz agua: aire se midieron utilizando una camara flotante opaca,

siguiendo los métodos descriptos en el Capitulo 1 (pags. 23 y 24) y la ecuacién 1.4.

Las velocidades de intercambio (K) fueron calculadas utilizando los datos de gases disueltos y los flujos
difusivos, como ya se describio en el capitulo 2 (pagina 53), mediante la ecuacidn 2.2. Los valores obtenidos

de K fueron estandarizados a un nimero de Schmidt de 600 (pagina 53), mediante la ecuacion 2.3.

Asumiendo que los mesocosmos se encuentran completamente mezclados — lo cual es posible teniendo en
cuenta su baja profundidad — se puede expresar Kgoo COMo una constante de evasion (Kevs) al dividir Kego por la

profundidad del mesocosmo (0,8m) siguiendo la ecuacion 3.1.

K
Koy = —0CH4 ec.3.1
prof
Donde K., es la constante de evasion de CHa (hrt), Koo cna €S la velocidad estandarizada de intercambio
para CHs obtenida mediante la ec. 3 y prof es la profundidad del mesocosmo (0.8m). K,,, sera

posteriormente utilizado para los balances de masa de los mesocosmos.

5. Tasa de oxidacion de CH4

Las bacterias metanotréficas oxidan una porcidn sustancial del total de CH; producido antes de ser
emitido™®%, por lo que es crucial cuantificar este proceso. Para estimar la tasa de oxidacién de CH4 (MOX) se
suelen realizar incubaciones experimentales en oscuridad, dado que en ausencia de luz no habria POM y
solamente ocurre respiracion y oxidacidn de CH4™3%7. Por tanto, se realizaron incubaciones experimentales
en oscuridad con agua de la laguna y de los mesocosmos, por separado. Para ello, 24hs luego de haber

instalado los mesocosmos, se llend un bidon de 5L con agua de la laguna y otro con agua de los mesocosmos,
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evitando que queden burbujas de aire dentro del bidén. Los bidones fueron llevado al laboratorio y cada uno
de ellos fue usado para llenar 8 erlenmeyers de 500ml, también asegurando no dejar ninguna burbuja de aire
dentro de los erlenmeyers. Todos los erlenmeyers fueron cerrados con un tapon de silicona y cinta de tefldn,
para evitar el intercambio de gases entre el agua y la atmdsfera. Cada set de 8 erlenmeyers fue colocado
dentro de una conservadora con agua a una temperatura similar a la de las lagunas, y tapados para asegurar
gue los frascos estuvieran en oscuridad (Fig. 3.3). Posteriormente, se midié por duplicado la concentracién de
CO, y CH4 junto con 3C-CH4 and 13C-CO; de dos erlenmeyers, lo cual fue considerado como el tiempo cero de
la incubacion. Luego se tomaron muestras de dos erlenmeyers — cada uno también por duplicado - cada 24hs

durante 72hs, obteniendo un total de 4 tiempos por duplicado (Fig. 3.4).

Figura 3.3. Incubacion de los erlenmeyers dentro de la conservadora. Cada uno de ellos contenia agua de la
laguna o de los mesocosmos y estaba cerrado con un tapdn de silicona y cinta teflon para evitar el intercambio

de GEl con el aire atmosférico.

2 réplicas/tiempo
2 sub-réplicas/réplica

Figura 3.4. Esquema de lasincubaciones en oscuridad para estimar la tasa de oxidacion de CH,4 utilizando agua

de cada laguna y de los mesocosmos.
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Dado que la oxidacion de CH4 a través de organismos metanotrofos sigue un decaimiento de tipo exponencial,
la constante de oxidacidn (Ko, hr'') se obtiene como la pendiente de la regresién entre Ln (CHa) (UM) Vs.
Tiempo (hr). Ko se utilizard posteriormente utilizada para el calculo de los balances de masa (ver seccién 6).
Para el caso de la laguna BU, hubo un punto que no se correspondia bien con el resto y se decidid extraerlo.
Por ende, SG y SA presentan una regresién con cuatro puntos, mientras que BU presenta una regresion con

tres puntos.

6. Balances de masa de los mesocosmos

Para estimar la tasa de POM de cada laguna, se realizaron balances de masa de los mesocosmos. Dado que los
mesocosmos estaban cerrados en el fondo y que los gases no atravesaban el material plastico con el que
estaban fabricados, se considera que cualquier fuente de produccién de CH,4 detectada debe provenir del
interior de los mesocosmos. Por lo tanto, el cambio de CH4 observado en los mesocosmos entre dos puntos
de tiempo consecutivos sera el resultado del potencial CH4 producido, menos el CH4 oxidado y el CH,4 difundido
a la atmosfera (ecuacién 3.2). Si no hubiera ninguna fuente de produccion de CH4 dentro de los mesocosmos,

luego de cierto tiempo la concentracion de CH4 en los mismos se equilibraria con la presion atmosférica.

ACH, = POM — (MOX + EVA) ec.3.2

Donde ACH, es el cambio de CH4 observado en los mesocosmos entre dos tiempos consecutivos, POM es la

produccioén éxica de CH4, MOX es la tasa de oxidacién de CHyy EVA es la tasa de evasion de CHy a laatmoésfera.

El componente POM de la ecuacion 3.2 no puede ser medido directamente, pero puede ser estimado
indirectamente a partir del resto de los componentes del balance de masa, que si fueron medidos: la
concentracién de CH, fue medida en los mesocosmos a cada tiempo; MOX se obtiene a partir de las
incubaciones en oscuridad de CH4 (seccidn 5); y EVA se obtiene a partir de las cdmaras de intercambio (seccién
4). Los datos de concentracion de CH,4 disuelto a cada tiempo permiten obtener una curva empirica temporal
del comportamiento del CH4 en cada mesocosmos. Esta curva puede luego ser comparada con curvas tedricas
qgue predigan cudl deberia ser la concentracién de CH4 en los mesocosmos a cada tiempo si solo actuaran
procesos de pérdida de CH,4 por oxidacion (ecuacion 3.3), por evasion (ecuacion 3.4) o ambos (ecuacion 3.5).
Para construir estas curvas tedricas, se calculd por un lado la constante de oxidacidn Ky a partir del MOX, y
por otro lado la constante de evasion Keva a partir del flujo difusivo. Si la curva empirica es mayor que la curva
tedrica incluyendo pérdida de CH,4 por oxidacion y por evasioén (ec. 8) entonces habria mas CH,4 del esperado,

proporcionando evidencia de POM.
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[CH, (] = [CHy ol * exP(_Koxi*t) ec.3.3
[CHy (] = [CHy ol * exP(_Keva*t) ec.3.4
[CH4 t] — [CH4 tO] " exp(—(KoxiH(eva) *t) ec.3.5

Donde [CH, ;] corresponde a la concentracién de CHs modelada a un determinado tiempo t (UM), [CHy o]
corresponde a la concentracién empirica de CHy4 a tiempo 0 del experimento a campo (UM), Koxi corresponde
la constante de oxidacion (hrt) — la constante de oxidacién mencionada en la seccién 5 - Keva corresponde

a la constante de evasién (hr?) —la constante de evasién mencionada en la seccién 4 —y t corresponde a un

determinado tiempo (hr).

El balance de masa de la ecuacion 3.2 puede ser resuelto de varias formas, pero en este caso se decidié usar
una aproximacion por integrales: se calculé el area debajo de la curva obtenida a partir de la ec.8, que incluye
[CH4 oxidado + difundido]; y el 4rea debajo de la curva observada, que incluye [CH4 producido — (oxidado +
difundido)]. Paraintegrar la curva observada, dado que no proviene de una ecuacién conocida, utilizamos una
aproximacion de estimacion por fragmento calculando el drea de cada poligono y luego sumandolos (Fig. 3.5).

Mientras que la integral de la ecuacién 3.5 resulté en la ecuacién 3.6.

CH. (M) 4 A, = b*h/2 = 21hr*(0.13uM-0.029uM)/2 = 1.061 uM*hr
A,= b*h = 21hr*0.029uM = 0.609 pM*hr

0,0.13
! ] A, =b*h/2 = 25.5%(0.029-0.025)/2 = 0.05
21, 0.029 A,=b*h =25.5%0.025 = 0.63
Ar 46.5, 0.025
B @-Ap e
Ay g
I =Time{hr)

Figura 3.5. Esquema de cémo se resolvid la integral de la curva empirica por estimacion de fragmentos.
CH,;
CHy, = ( il > * [1 — e(—KoxHeva*Tf)] ec.3.6
K(oxi+eva)
Donde CH, ; es la concentracion de CHq en los mesocosmos al iniciar el experimento (UM), K(yxiteva) SON las

constantes de evasion y oxidaciéon sumadas (hr') y Tf es el tiempo al final del experimento (hr).

El resultado de la integral de cada curva indica la cantidad total de CH4 (UM) debajo de esa curva: en el caso
de la curva observada la cantidad total de CHy incluye [CH4 producido — (oxidado + difundido)], mientras que
en la curva tedrica la cantidad total de CH4 incluye [CH4 oxidado + difundido]. Si restamos el CH4 obtenido de
la curva tedrica al CHs acumulado en la curva observada, obtenemos una estimacion del CH,4 producido por

OMP. Si luego dividimos ese valor por el tiempo total del experimento (hr), obtenemos una tasa de POM en

UM hrt, que luego puede ser convertida a uM d*.
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Posteriormente, evaluamos las incertidumbres de POM aplicando la propagacion de error simple mediante la

ecuacion 3.7.
opom =  (@A)2 + (6B)*+ (6C)? + - ec.3.7

Donde apgp es la incertidumbre asociada a POM y A, B, aC, etc. son las incertidumbres asociadas a cada
uno de los componentes del balance de masa de la ec.5. La incertidumbre del flujo difusivo de CH;y de MOX
se estimd como el error estandar de las multiples mediciones de cada componente en cada laguna. De manera
similar, la incertidumbre del CH; empirico disuelto se estimd como el error estandar de las mediciones

realizadas a cada tiempo.

7. Contribucién de POM a las emisiones totales de CH; (OMC, por sus siglas en inglés Oxic methane

contribution)

Para estimar la contribucion de POM al total de emisiones de la laguna, comparamos la tasa de POM de cada
laguna con el flujo difusivo de CH,4 de la laguna (ecuacion 3.8). Para ello, fue necesario convertir el flujo de
POM desde unidad volumétrica (UM d?) a unidad de superficie (mmol m d1), teniendo en cuenta que los

mesocosmos tenfan un volumen de 628L y una superficie de intercambio de 0,785 m?.

POM =100
OMC (%) = % ec.3.8

Donde OMC es la contribucion de POM al total de las emisiones del lago (%), POM es la tasa de produccién
de CH4 dentro del mesocosmos en unidades de superficie (mmol m2 d1) y FL es el flujo difusivo de CH,4

promedio de la laguna (mmol m2d™1).

8. Balance de masa isotdpico de los mesocosmos

El objetivo principal de un balance de masa isotdpico es corregir por el fraccionamiento isotdpico que generan
determinados procesos sobre la sefial observada a campo. Por ejemplo, en la oxidacién de CH4 por bacterias
metanotroficas las mismas prefieren oxidar moléculas con isétopos livianos (*%C) frente a pesados (13C), lo que
genera una acumulacién de isétopos pesados en el pool de CH4 restante: a esto se le llama fraccionamiento
isotopico y cada proceso relacionado con la dinamica del CH4 genera un fraccionamiento distinto. Por lo tanto,
para estimar 3C-CHy del CH4 producido por POM, realizamos un balance de masa isotopico que involucré dos
pasos. Primero, corregimos C- CHs medida en los mesocosmos a cada tiempo por el fraccionamiento
isotépico producto de la oxidacién y de la evasion de CH4, de manera tal de eliminar el efecto de

fraccionamiento isotdpico que generan estos dos procesos. Posteriormente, estos valores ya corregidos por
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fraccionamiento isotdpico fueron a su vez corregidos por la 3C-CH,4 del agua que se utilizd para llenar los

mesocosmos al inicio del experimento.

Para la primer correccién, fue necesario calcular el factor de fraccionamiento de oxidacion (aoy) de cada laguna
utilizando informacién obtenida a partir de las incubaciones en oscuridad. Se graficd Ln (CHa) vs Ln (B3C-CHy4 +
1000), y se utilizé la pendiente de dicha ecuacion para calcular a,mediante la ecuacion 3.9. Esto fue realizado

para cada laguna por separado.

pendiente
Apy = ————————— ec.3.9
1 + pendiente

Como factor de fraccionamiento isotépico de evasidon (aew) se utilizd el valor 1,0008, obtenido por
bibliografia'®®. Posteriormente, *C-CHsmedida a cada tiempo en los mesocosmos fue corregida mediante la

ecuacion 3.10.

Evasion MOX "

Evasion+MO0X

5CH4- corr = * (6CH4 amb (aeva)) + (6CH4 amb (aoxi)) ec.3.10

Evasion+MO0OX

Donde 8CH, ., corresponde a 1*C-CH, corregida por el fraccionamiento producto de la oxidacion y evasién de
CHa, Evasiony MOX correspondenalas tasas deevasiony oxidacion paracadatiempo (UM d™Y), §CH,, gy, cOrresponde
a 13C-CHg en el mesocosmo a cada tiempo (%o), @yyi Y epq COrresponden a los factores de fraccionamiento por

oxidacién y evasion, respectivamente, y se encuentran en permil (a,,q (permil) = (a,,, — 1) * 1000).

Una vez corregida por oxidacién y evasién, CH, ., fue corregida por la 33C-CH,del agua de la laguna que se

utilizé para llenar los mesocosmos, siguiendo la ecuacion 3.11.

5CH4 oy = (CH4 zero * 5CH4 zero) + (CH4 Tx * 5CH4 corr Tx) ec.3.11
(CHy zero + CHyry)

Donde 8CH, pop corresponde a la 13C-CHs de POM (%o), CHy ,er €5 la concentracion de CH4 al tiempo cero
del experimento (UM), §CHy yero €5 la 3C-CHadel CH4 al tiempo cero del experimento (%o), CH, 1, €s la
concentracion de CH4 a un tiempo t del experimento (UM) y 8CHy corr 7 €5 1a 13C-CHq del CH4 a ese tiempo

t, que ya fue corregida por oxidacién y evasion (%o).

9. Metabolismo ecosistémico

Con el objetivo de estimar las tasas de produccién primaria bruta (PPB), respiracién ecosistémica (RE) y
produccién neta ecosistémica (PNE), se colocaron sensores de alta frecuencia de O,y T2 (miniDO,T, Precision
Measurement Engineering, Inc.®) en la laguna y los mesocosmos. En la laguna — control — se colocd un solo

sensor y luego se colocd un sensor en cada uno de los mesocosmos, en todos los casos a 0,4m del pelo de
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agua. Las mediciones de O,y T2 ocurrieron cada 5 minutos, entre tres a siete dias, dependiendo de la laguna.
Las tasas de metabolismo ecosistémico fueron calculadas basdndose en un modelo diurno de O, de sistema
abierto!®®, donde los cambios en la concentracion de O, son funcién de PPB, RE y el intercambio de O, en la

interfaz agua: aire (KO3), siguiendo la ecuacién 3.12%%,

dao, GPP ER
= - =4
dt Zepi Zepi

+ Koy (05 50t — 0y) ec.3.12
Donde Z,,,; es la profundidad del epilimnion, pero en nuestro caso seria la profundidad del mesocosmo (0,8m).
0, ¢4t €5 la concentracién tedrica de O, en saturacion, considerando la temperatura y presién atmosférica in
situ. 0, es la concentracién medida empiricamente en el agua. Una descripcion detallada de las ecuaciones
del modelo puede verse en Hall & Hotchkiss (2017)2%.

Las estimaciones de PPB y RE se realizaron por maxima verosimilitud utilizando la ecuacién 3.12 y el paquete
StreamMetabolizer de R?°%. Luego se calculd la produccion primaria neta (PPN) como PPB — RE. Se obtuvo un
valor de PPB, RE y PPN por dia, en cada caso. Para los datos de la laguna, se calculd el promedio diario de cada
uno de los parametros proveniente de ese Unico sensor colocado, por lo que la variabilidad asociada a esta
media corresponde a la variabilidad entre dias para ese mismo sensor. Para los datos de los mesocosmos, se
calculd una media diaria para cada mesocosmos vy luego se calculd el valor medio de estas medias, por lo que

el desvio entre estos datos refleja la variabilidad entre mesocosmos.
10. Predictores de POM

En base a estudios previos sobre predictores de POM en cuerpos de agua 823202 se exploraron como posibles
variables predictoras ala Chla (ug L), a la abundancia de fitoplancton (ind ml?), el fosforo total (mg L?), la

turbidez (NTU) y el carbono orgénico disuelto (mg L™).

11. Andlisis moleculares

Para explorar las comunidades de arqueas y de bacterias, se tomaron muestras de ADN ambiental de las
lagunas y de los mesocosmos al inicio y al final de los experimentos (Tabla 1). El ADN fue extraido de cada
muestra y secuenciado utilizando primers especificos para arqueas y para bacterias, mediante la misma

metodologia descripta para el Capitulo 1 (paginas 19 —21).

11.1. Extracciéon de ADN y secuenciacion

La extraccion de ADN se realizd siguiendo a Zenoff et al. 200623, Agua de la laguna y de los mesocosmos fue
filtrada mediante filtros de policarbonato de 0,2um (Millipore) y los filtros fueron preservados a -802C hasta
la extraccion de ADN. El protocolo de extraccién es el mismo que el detallado para el Capitulo 1 (pagina 19-

20). Todas las muestras extraidas fueron llevadas a la plateforme de génomique CERMO-FC, de la Université
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du Québec a Montréal, para secuenciacion del 16S rRNA de la regién V4 usando los primers A340F (5-CCC
TAC GGG GYG CAS CAG-3’) y 915R (5'-GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT-3’) para arquea, y los primers 515F (5’-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") y 806R (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’) para bacteria. Se utilizd una
plataforma MiSeq (PE250, Illumina, San Diego, CA, USA).

11.2.  Andlisis bioinformaticos

Las secuencias obtenidas fueron procesadas mediante el paquete DADA2 en el entorno de R°. El
procesamiento realizado fue el mismo que el detallado para el Capitulo 1 (paginas 20 — 21). La tabla de ASVs
obtenida fue luego filtrada por la ocurrencia de asignaciones no deseadas: cloroplastos, mitocondrias,
eucariotas, arqueas en el dataset de bacterias y bacterias en el dataset de arqueas. Por Ultimo, se retuvieron
solo los ASVs que poseian mas de 10 lecturas y que se encontraban en al menos dos muestras: el conjunto de
ASVs final para bacterias fue de 4343 y para arqueas fue de 1969. A partir de estos datos se analizaron curvas
de rarefaccién enlas que se observd que todas las muestras llegaron al estado asintdtico, lo que indica que la
profundidad de secuenciacion fue suficiente para representar la diversidad y riqueza (Fig. S3.1). Para el caso
de bacterias, todas las muestras llegaron a un estado asintotico. Para el caso de arqueas, hubo que quitar las
muestras SGM4Tf y BUCTf porque no llegaron a una meseta (Fig. S3.1). Luego, las muestras se normalizaron
al numero minimo de lecturas de una muestra (Cmin) usando el flujo de trabajo SRS, el cual preserva las
abundancias relativas de ASV después de la normalizacidon lo mas similar posible a la de los conjuntos de datos
originales. Los andlisis descriptivos sobre la tabla de ASV se realizaron empleando los paquetes Phyloseq vy

Biostrings.

Resultados

1. Caracteristicas limnoldgicas y comunidad fitoplanctodnica

Tanto los mesocosmos como las lagunas presentaron pH levemente alcalino (Tabla 3.2), lo cual concuerda con
los resultados estacionales observados en el capitulo 1 (pagina 34). La temperatura del agua fue mayor en SA
qgue en SG y BU (Tabla 3.2). El agua en los mesocosmos de la laguna SG presentd mayor transparencia, menor
concentracién de NT, FT y de sdlidos en suspension y menor abundancia de fitoplancton, que la de los
mesocosmos de las lagunas SA y BU. Esto era de esperarse, dado que SG es una laguna de aguas claras
mientras que SAy BU son lagunas de aguas turbias. Entre SA y BU, los mesocosmos de BU presentaron niveles
de turbidez y de STS mucho mayores que los de SA (Tabla 3.2). Los mesocosmos de SA presentaron una mayor
concentracién de Chla, pero los mesocosmos de BU presentaron una mayor abundancia de fitoplancton, lo
cual puede deberse al tipo de fitoplancton presente en cada laguna (por ejemplo, organismos con menor

volumen presentan menos Chla pero pueden ser mas abundantes, reflejado en menores niveles de Chla pero
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mayor abundancia). Los niveles de COD y CID fueron similares entre todas las lagunas y mesocosmos (Tabla
3.2). En promedio, el O, disuelto y el % de saturacion de O, fue similar entre la laguna y los mesocosmos para
SA y BU, pero no asi para SG, dénde la laguna presentd mayores niveles que los mesocosmos. A su vez, los
mesocosmos de SA y BU presentaron mayor concentracién de O, disuelto y % de saturacién de O, que los
mesocosmos de SG, probablemente debido a que los mesocosmos de SG presentaron menor biomasa

fitoplancténica (Tabla 3.2).

La composicién de la comunidad fitoplancténica difirid entre las tres lagunas estudiadas (Fig. 3.6). SG presentd
una comunidad menos abundante pero mas diversa que SA y BU. En lineas generales, no hubo diferencias en
la estructura del fitoplancton entre el control (laguna) y los mesocosmos al inicio (TO) en ninguna de las tres
lagunas. En otras palabras, el llenado de los mesocosmos pareceria no haber afectado la composicion de la
comunidad fitoplancténica. Tampoco se detectaron cambios en la composicion de la comunidad
fitoplancténica entre el inicio (TO) y el final (TF) del experimento, tanto para el control como para los
mesocosmos, en las tres lagunas (Fig. 3.6). En SG se encontraron organismos pertenecientes a las divisiones
Chlorophyta, Cryptophyta, Cyanobacteria, Chrysophyta y Bacillariophyta. Los principales géneros encontrados
fueron Chlamydomonas sp. y Didymocysts sp. (Chlorophyta), Cryptomonas sp. (Cryptophyta) y Coelosphaerium
sp. (Cyanobacteria). En SA se vio casi una completa dominancia de Chlorophyta que fue principalmente
producto de Scenedesmus linearis (representando un 52-68% de la abundancia total), seguido de Oocystis sp.,
Eutetramorus sp. y Cosmarium sp. En cuanto a BU, se observdé una dominancia de Chlorophyta vy
Cyanobacteria. Dentro de Chlorophyta se encontraron individuos pertenecientes a los géneros
Monoraphidium sp, Oocystis sp, y Scenedesmus sp., mientras que Planktolyngbya sp., Geitlerinema sp. y

Anabaenopsis sp fueron los géneros dominantes de Cyanobacteria.

En cuanto al metabolismo, la mayor diferencia entre mesocosmos (tratamiento) y laguna (control) se vio para
la laguna SG (Tabla 3.2). En esta laguna habia fitoplancton y macréfitas sumergidas, mientras que dentro de
los mesocosmos sélo habia fitoplancton, por ende es de esperarse que los mesocosmos presenten una PPN
menor que lalaguna. De hecho, mientras la laguna SG presentd un metabolismo autotrdéfico, los mesocosmos
de SG presentaron un metabolismo heterotréfico — producto de una menor biomasa de productores
primarios. En cuanto a SA y BU, tanto la laguna como los mesocosmos presentaron un metabolismo
autotrofico, lo cual era de esperarse: tanto en la laguna como en los mesocosmos los productores primarios
fueron el fitoplancton y, como se vio al analizar |a estructura del fitoplancton, la instalacion de los mesocosmos
no afectd la composicion de la comunidad fitoplanctonica, por lo que no se esperaban grandes diferencias en

el metabolismo entre los mesocosmos vy la laguna para estas dos lagunas.

83



Tabla 3.2. Valores medios + desvio estandar para los mesocosmos (M) vy la laguna (L). T2 del agua, pH vy

saturacion de O, se midieron cada vez que se realizaron mediciones de GEI, mientras que Turbidez, STS, Kd,

Profundidad eufdtica, COD, CID, FT, NT, Chla y Fitoplancton se midieron al inicio y al final del experimento. T2

del agua y saturaciéon de O, (%) corresponden a los valores subsuperficiales. Solidos totales en suspension

(STS), COD (carbono orgénico disuelto), CID (carbono inorganico disuelto), FT (fosforo total), NT (nitrégeno

total) Chla (clorofila a). NA: no hay dato. La profundidad del disco de Secchi no se registré en SG porque las

macrofitas sumergidas tapan el disco y no permiten realizar una medicion certera. Los valores de produccion

primaria bruta (PPB), respiracion y producciéon primaria neta (PPN) corresponden a la media diaria proveniente

de un solo miniDOT, en el caso de la laguna, y a la media diaria de todos los minDOTs colocados, en el caso de

los mesocosmos.

Pardmetros SA \ |
Tratamiento M | M ] | M ] |
Kd (m) 1,86 £0,42 4,37 +0,08 8,53 + 1,93
Secchi (m) NA 0,38+ 0,05 0,19+0,01
T2 del agua (°C) 23,02+£3,17 22,86 +3,23 27,78 +2,22 27,85+£2,12 23,08+1,70 22,71+£1,71
pH 9,3+0,17 9,41+0,07 9,46+ 0,02 9,41+0,04 9,15+0,03 9,06 + 0,06
0 disuelto (mg L'?) 7,73+0,49 10,86 £5,13 10,01+£1,68 10,21+2,72 10,99 +0,96 11,13+1,13
Saturacion 02 (%) 90,18 +10,23 | 128,79+67,43 | 128,37+27,14 | 131,68+41,13 | 127,79+13,39 | 128,69+16,72
Turbidez (NTU) 2,48+0,78 2,10+0,33 46,45+ 10,27 46,15+ 7,55 94,53 + 8,84 107,25+12,75
STS (mg L) 2,31+£0,56 3,60+0,73 24,35+ ,46 22,85+ 3,35 55,50+ 2,96 53,79+0,21
Kd (1 m?) 1,86+0,42 4,37+0,08 8,53+1,93
Prof. Eufética (m) 2,6+0,6 1,03+0,05 0,56+0,11
COD (mg L) 38,86 +0,51 38,01+1,28 44,12 £0,08 43,12 +£0,39 36,59+0,55 36,14 +£0,36
CID (mgL?Y) 98,58 + 3,64 96,79+ 3,44 108,65+ 4,23 108,88 £ 0,67 81,21+3,97 83,69+0,08
FT (pg L) 82,50+ 19,38 75,00+ 9,00 180,00 + 44,90 183 +39 259,50 +33,91 288 +0,00
NT (ug LY) 2175+ 417 2370 £330 2310+ 475 1920+0 2400 + 983 2850 + 570
Chla (pg L) 2,45+0,93 6,58+ 1,41 117,14+22,72 | 126,12+0,71 87,09+ 17,55 127,46 £4,74
Fitoplancton 1364,75 2572,50 £ 113906,25 73287,50 = 148524,43 + 78454,00 =
(ind mL?) 463,05 399,50 18905,78 4104,50 32870,87 15270,00
PPB(gm=2d1) 0,47 +0,05 14,09 +0,32 13,86+0,72 14,50+ 2,24 6,23+0,08 7,55+0,12
Respiraciéon (g m2d?) 0,59 £ 0,05 13,17+0,40 9,66+0,52 12,70+1,95 3,30+0,11 3,90+£0,18
PPN (g m2d1) -0,21+£0,20 0,92+£3,39 4,21+1,61 1,79+4,01 2,93+1,59 3,66+1,56
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Figura 3.6. Abundancia relativa de la comunidad fitoplanctdnica en SG, BU y SA. Las primeras dos columnas
corresponden a la abundancia relativa en la laguna al inicio (C-Ti) y final (C-Tf) del experimento, mientras que
las dltimas dos columnas corresponden a la abundancia relativa promedio en los mesocosmos al inicio (M-Ti)

y final (M-Tf) del experimento.

2. GEl: gases disueltos, isétopos vy flujos difusivos

2.1 CHg disuelto y 3C-CHy

En todos los casos, la concentracion inicial de CH4 en los mesocosmos fue menor que en la laguna, lo cual
indica que el proceso de desgaseo previo al llenado de los mesocosmos fue exitoso (Fig. 3.7 a, cy e). En las
lagunas SAy SG se observé una tendencia decreciente de CH,4 disuelto con el tiempo, tanto en la laguna como
en los mesocosmos (Fig. 3.7 a y c). Esto probablemente se relacione con el hecho de que hubo lluvias en
algunos de los dias de los experimentos realizados en SA y SG, lo cual contribuyd a una mayor pérdida de CHg.
En el caso de BU, tanto para la laguna como para los mesocosmos se observd una disminucion inicial en CHy
seguida de concentraciones relativamente constantes (Fig. 3.7 e). En relacion a los valores isotdpicos de CHg,
en SA y BU los valores fueron siempre negativos y se modificaron de un rango entre -20%. y -40%o (Fig. 3.7 d
y f). En SG, este mismo patron se observa para la laguna, pero para los mesocosmos se ve un gran aumento

en la sefial isotdpica a las 120hs, que luego se vuelve negativa a las 150hs.
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Figura 3.7. CHy disuelto (uM) y *3C- CH4 (%0) medidos empiricamente en la laguna (Control, C, azul) y en los
mesocosmos (M, verde) de SG (a y b), SA (cy d) y BU (e y f). Notar que el eje X (tiempo) difiere entre las
lagunas. La linea punteada en los graficos b, d y f corresponde a un valor isotépico de cero, para diferenciar
valores positivos y negativos mas facilmente. Las flechas en los paneles ay c corresponden a eventos de lluvia
registrados durante los experimentos. Las barras de error corresponden al desvio estdndar asociado a todas

las mediciones correspondientes a cada tiempo.
2.2 Flujo difusivo CHg vy Kgog CHa4

Los flujos difusivos fueron mayores en la laguna que en los mesocosmos, para las tres lagunas. Esto tiene
sentido teniendo en cuenta que los mesocosmos fueron degaseados y tenian menor concentracién de CHg.
Los flujos difusivos medios de lalaguna fueron de 24,70 + 15,59, 21,57 + 19,51 y 0,54 + 0,07 mmol m2d* para
SG, SA y BU, respectivamente. Los flujos mayores en SG se relacionan con una concentracién de CH, disuelto
dos érdenes de magnitud mayor que para las otras dos lagunas (Fig. 3.8). En cuanto a los mesocosmos, los
flujos difusivos medios fueron de 0,62 + 0,38, 0,24 + 0,06 y 0,02 + 0.002 mmol m=2 d*! para SG, SA and BU,
respectivamente. En BU se pudo rescatar un solo flujo difusivo porque las concentraciones de CH,4 en el agua
—y consecuentemente los flujos difusivos de CH4 —eran muy bajos, lo que ocasiona mediciones de flujos con
muchisimo error que tuvieron que ser descartadas. En cuanto a las velocidades de intercambio, éstas también

fueron mayores para la laguna que para los mesocosmos en todos los casos. Los Kggo de la laguna fueron de
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0,68 + 0,13, 2,02 +0,15y 1,57 + 0,45 m dia™! para SG, SA y BU respectivamente. En cuanto alos mesocosmos,
los valores obtenidos fueron de 0.13 +0.03, 1.19 + 0.35 y 0.62 + NA m dia® para SG, SA y BU respectivamente.
También se calcularon las constantes de evasion (Keya) promedio para los mesocosmos de cada laguna. Las Keys

obtenidas fueron de 0,13, 1,19 y 0,62 m dia™! para SG, SAy BU, respectivamente.
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Figura 3.8. Flujo difusivo de CH4 (mmol m? d1) en la interfaz agua: aire y sus respectivas velocidades de
intercambio (Keoo, m d) para la laguna (control, C, azul) y los mesocosmos (M, verde) para BU, SA y SG. La

linea dentro del grafico de cajas corresponde a la mediana. Cada punto corresponde a un dato.

3. Tasas de oxidacion de CH4

En las tres lagunas se observé una disminucion de CHzasociado a un enriquecimiento de 3C-CHy, lo cual indica
oxidacion de CHy (Fig. 3.9). El CO, medido en los erlenmeyers es el resultado del CO, producido por oxidacion
de CH4y ademads por respiracion de los organismos presentes. En lasincubaciones se vio que el CO;, se mantuvo

constante — lo cual resulta llamativo - o aumenté (Fig. 3.9).

A partir de la regresion entre Ln (CH4) vs Tiempo (Fig. 3.10) se obtuvieron las Ko (Tabla 3.3). La laguna BU

presentd la mayor Ko, seguida de SA y por ultimo SG, con una tasa de oxidacién dos drdenes de magnitud

87



menor que las lagunas turbias. En cuanto a los mesocosmos, SG presentd la mayor Ko, seguida de SA y por
Ultimo BU. En BU y SA la tasa de oxidacién registrada en los mesocosmos fue menor que la registrada en la
laguna, lo cual tiene sentido teniendo en cuenta que los mesocosmos tenian menos CHy4 disuelto. Para la

laguna SG se observé lo opuesto, los mesocosmos presentaron una Ko mayor que la laguna.
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Figura 3.9. Resultados de las incubaciones en oscuridad para la laguna clara vegetada La Segunda (SG) v las
lagunas turbias fitoplancténicas La Salada (SA) y El Burro (BU). Incubaciones realizadas con agua de la laguna
(Control, C, azul) e incubaciones con agua de los mesocosmos (M, verde). De arriba hacia abajo: CH,4 disuelto

(LM L), valores isotdpicos de CHy (%o) y CO; disuelto (UM L1). La sombra gris corresponde al error estdndar.
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Figura 3.10. Regresiones entre In (CH4) (UM) Vs. Tiempo (hr) para las lagunas SG, SA y BU, tanto para las

incubaciones realizadas con agua de la laguna (Control, C, en azul), como para las incubaciones realizadas con

agua de los mesocosmos (M, verde). La pendiente de cada regresion es la tasa instantdanea de oxidacion (Ko,

hr). La sombra gris corresponde al error estdndar.

Tabla 3.3. Tasas instantaneas de oxidacion (Koi) para lasincubaciones realizadas con agua de la laguna y de los

mesocosmos, para las lagunas SG, SA y BU.

K0 i(hr-) Laguna Mesocosmo
-0,009 -0,029
SA -0,018 -0,010
BU -0,048 -0,021

4. OMP, 3C-CH4 OMP, OMC vy predictores de POM

4.1 Curva empirica vy tedricas

A partir de las ecuaciones 6, 7 y 8 se construyeron las curvas tedricas, que se compararon con la curva

observada (Fig. 3.11). En SA y BU, si solamente se considera MOX como fuente de pérdida de CHg, las

concentraciones predichas son mayores que las obtenidas. Mientras que para SG, al menos en la primer parte

89



del set de datos, la concentracién predicha que incluye sdlo MOX es mayor que la concentracion empirica. Si
se considera Unicamente la pérdida de CH4 por evasidn, solo en SA se predice una concentracion menor que
la medida, mientras que en BU y SG la concentracion predicha es mayor que la medida. Al considerar tanto
MOX como evasion, en casi todos los puntos (salvo el punto de 21hs en BU y de 119,5hs en SG) la
concentracién empirica es mayor que la predicha, indicando que hay mas CH4 del esperado si no hubiera

produccion de CHsy hubiera pérdida por MOX y evasion.

Es importante destacar que en SG se iniciaron los experimentos con una concentracion de CH4de 56,96 uM,
dos érdenes de magnitud mayores que la de SA (0,82 uM) y BU (0,13 uM). Recién a partir de las 93,1hs en SG
se detectaron concentraciones un orden de magnitud menores (7,03 uM) vy, por lo tanto, mas comparables
con las de SA y BU. Por este motivo se decidié utilizar los datos de SG a partir de las 93,1hs y hasta 166,6hs,
considerando las 93,1hs como el tiempo cero del nuevo set de datos, y eso es lo que se grafica en el panel

derecho de SG (Fig. 3.11).
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Figura 3.11. Curva empirica de CH4 disuelto en los mesocosmos de cada laguna (Observado, azul) y curvas

tedricas de CHy disuelto asumiendo que no hubiera POM y hubiera pérdida de CH4 solamente por oxidacién
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(Oxidacioén, naranja), solamente por difusion (Difusién, gris) o por oxidacién + evasion (Ox + Dif, amarilla).
Notar que las concentraciones de CH4 en SA y BU se encuentran en érdenes de magnitud comparables, pero
la concentracion de CH4 en SG es dos 6rdenes de magnitud mayor. Para SG se exhibe en el panel izquierdo el
total de datos recabados durante el experimento, mientras que a la derecha se hizo un subset a partir de las

93,1hs, donde la concentracion de CH4 comienza a ser mas comparable a la de SA 'y BU.

4.2 POMy OMC

Dado que los experimentos en SG iniciaron con concentraciones de CH,4 tanto mas altas que en SA y BU, se
decidié estimar la tasa de POM en SG utilizando los datos partir de 93,1hs para realizar estimaciones de POM
utilizando concentraciones de CH4 mas comparables entre las tres lagunas. Las tasas de POM vy la contribucion

de POM al total de produccion de CH4 en cada laguna (OMC) se encuentran expresados en la Tabla 3.4.
Tabla 3.4. Tasa de POM (uM dia™ty mmol m2 d) y OMC al flujo difusivo de CHy4 (%) para cada laguna.

56
POM (UM d ™) 2,89 + 2,53
POM (mmol m2d?) 2,31 +£0,96

OMC (%) 9,37 £ 3,89

4.3 13C-CH, POM

Para realizar los balances de masa isotdpicos primero fue necesario calcular el factor de fraccionamiento por
oxidacion (ae). Primeramente se obtuvo la pendiente de la regresion entre In(Ch4) y In(13C-CH4+1000) (Fig.
3.12) y luego se calculd a, mediante la ecuacion 3.9. Los ae obtenidos de los mesocosmos fueron de 1.017,
1.028 y 1.212 para SA, SG y BU, respectivamente. 0o, de BU fue demasiado alto y el R? de esta regresion no
fue tan bueno (0.83) como el de SA (0.99) y SG (0.99). Esto se debe a que en los mesocosmos de BU la
concentracion de CHy4 fue muy baja, lo que trae dificultades metodoldgicas para medir correctamente 13C-CHj.
De hecho, un punto de la regresiéon de BU tuvo que ser descartado porque no se pudo obtener el
correspondiente valor de 13C-CH,4. Dada esta situacion, se decidio usar el o de SA para BU, dado que ambas

lagunas son turbias fitoplanctonicas.
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Figura 3.12. Regresiéon entre In(CH4 disuelto) vs In(*3C-CH4+1000) con los datos provenientes de las

incubaciones de MOX. La pendiente de cada regresion fue utilizada para obtener el a. en cada caso.

La sefial isotépica del CH4 producido por POM resultd, para todas las lagunas, enriquecida respecto al CHy

producido en los sedimentos (~-60%., pdg. 41 capitulo 1), lo que indica que este proceso genera un CHy4 con

una sefial distinta a la de la metanogénesis clasica (Tabla 3.5). Por otra parte, la sefial en SG resultd enriquecida

respecto a la de SA y BU.

Tabla 3.5. Valores isotépicos (%o) derivados del CH4 producido por POM en los mesocosmos de SG, SA 'y BU.

5. Predictores de POM

13
Laguna C-CH4 OMP (%o)

SG

-22,84 £ 7,40
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Primeramente se explord la correlacién entre POM y Chla, dado que varios estudios indican que la principal
fuente de POM es el fitoplancton (Fig. 3.13A). No se encontré relacion entre ambos parametros, siendo la
laguna BU la que se desvio de la tendencia. Dado que las lagunas difirieron mucho en la concentracién de CH4
disuelto al iniciar los experimentos, se probd relativizar la tasa de POM por la concentracion media de CHy
disuelto en cada laguna, y luego correlacionarlo con la Chla (Fig. 3.13B). En este caso se observd una

correlacién positiva entre ambas variables.
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Figura 3.13. Correlacién entre POM y Chla (A) y entre POM relativizado por la concentraciéon media de CH4

(POM CH4?1) y Chla (B), para las tres lagunas estudiadas.

También se explord la relacion entre POM vy fésforo total pero no se encontrd una relaciéon entre estos
parametros (Fig. 3.14A), lo cual era de esperarse teniendo en cuenta que el fésforo no es un limitante en estas
lagunas. Tampoco se encontré una relacién entre POM y turbidez (Fig. 3.14B), que podria ser otro factor que
afecte la produccion dxica de CHy4. Por Ultimo, se explord la relacién entre POM y carbono organico disuelto,
dado que el mismo determina el C disponible para consumo pero, ademas, puede afectar a la penetracion de

la luz en el cuerpo de agua. Se detectd una relacidn positiva entre estos dos pardmetros (Fig. 3.14C).
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Figura 3.14. A) regresion entre POM y fésforo total, B) regresion entre POM vy turbidez y C) regresién entre

POM y carbono organico disuelto.
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Finalmente, se compararon los datos de estas tres lagunas pampeanas con una base de datos global,
comparando la relacién entre POM y Chla incluyendo otros estudios que hayan estudiado POM utilizando
métodos similares (balances de masa de lagos o de mesocosmos) (Fig. 3.15). Si bien, como se menciond
previamente, la laguna BU se desvia bastante de las lagunas SA y SG, se observa una tendencia global de
aumento de POM al aumentar la Chla. Los datos de las lagunas pampeanas quedan en el extremo superior,
mientras el resto de los datos — todos correspondientes a lagos templados del hemisferio norte que

estratifican — quedan en el extremo inferior.
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Figura 3.15. Relacion entre log1o(POM) vy logio(Chla) incluyendo datos de distintos estudios. Se decidié utilizar

el logio por las grandes diferencias en POM y Chla entre lagos.
6. Andlisis moleculares

Es importante tener en cuenta que estas son abundancias relativas para cada laguna, pero no informan sobre
la abundancia total de arqueas metanogénicas y, por ende, no pueden ser comparadas en términos totales

entre lagunas
6.1. Arqueas

Los principales Phylum de arqueas fueron Nanoarcheaeota y Euryarchaeota (Fig. 3.16), siendo Euryarchaeota
el Unico que incluye arqueas metanogénicas. Resultados similares fueron reportados en el capitulo 1 (paginas
36 y 37, Fig. 1.12). En los mesocosmos de SA se observa una mayor abundancia relativa de Euryarchaeota

(0,53 £ 0,15) respecto a la de Nanoarcheaeota (0,45 * 0,14), Por el contrario, en los mesocosmos de SG se
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detecta una mayor abundancia relativa del Phylum Nanoarcheaeota (0,91 + 0,04) respecto de Euryarchaeota
(0,08 + 0,04). Finalmente, en los mesocosmos de BU hubo una abundancia importante - aunque no mavyor -
de Euryarchaeota (0,25 + 0,10), respecto a Nanoarchaeota (0,72 + 0,11). Es importante destacar que en las
siguientes cuatro muestras de BU no se detectaron arqueas y, por lo tanto, no se muestran en las figuras:
laguna (control) al tiempo inicial del experimento, mesocosmos réplica 1 al tiempo inicial, mesocosmos réplica
2 al tiempo final y mesocosmos réplica 3 al tiempo inicial.
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Figura 3.16. Abundancia relativa de ASV de arqueas, distinguiendo con color por Phylum. De izquierda a
derecha y en tono creciente de color verde se ordenan las lagunas: SG, SA y BU. Con “C” se indica el control
(laguna) mientras que con “M” se indica el tratamiento (mesocosmos). “Ti” corresponde a tiempo inicial del
experimento mientras que “Tf” corresponde altiempo final del experimento. Los nimeros allado de cada “M”

corresponde a la réplica de mesocosmo.

El Phylum Euryarchaeota estuvo representado principalmente por tres clases: Methanomicrobia,
Methanobacteria y Thermoplasmata (Fig. 3.17). Las primeras dos clases, como su nombre lo indica, incluyen
arqueas metanogénicas. Methanobacteria solamente se detectd en SG, con una abundancia relativa promedio
en los mesocosmos de 0,06 + 0,01. Methanomicrobia se detectd en las tres lagunas con una abundancia

relativa promedio en los mesocosmos decreciente entre SA (0,28 + 0,09), BU (0,17 + 0,08) y SG (0,05 + 0,02).
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Respecto al Phylum Nanoarcheaeota, este fue representado en todas las lagunas Unicamente por la clase
Woesearchaeia. Se trata de una clase con un genoma pequefio y capacidades metabdlicas limitadas, lo que

sugiere que poseen un modo de vida simbionte o parasitico.
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Figura 3.17. Abundancia relativa de ASV de arqueas, distinguiendo con color por clase. De izquierda a derecha
y en tono creciente de color verde se ordenan las lagunas: SG, SA 'y BU. Con “C” se indica el control (laguna)
mientras que con “M” se indica el tratamiento (mesocosmos). “Ti” corresponde a tiempo inicial del
experimento mientras que “Tf” corresponde al tiempo final del experimento. Los nimeros allado de cada “M”

corresponde a la réplica de mesocosmo.

6.2. Bacterias

Los Phylum predominantes de bacterias fueron Proteobacteria, Planctomycetes, Bacteroidetes,
Actinobacteria y Verrumicrobia (Fig. 3.18). Resultados similares fueron reportados en el capitulo 1 (paginas 36
y 37, Fig. 1.12). Proteobacteria contiene organismos metanotrofos, es decir, que oxidan CHg4, y este Phylum
fue principalmente abundante en los mesocosmos de SG (0,54 + 0,13), seguido de SA (0,24 + 0,02) y de BU
(0,13 + 0,02). En SG predomind Proteobacteria tanto en los mesocosmos como en la laguna, seguido de
Bacteroidetes y Actinobacteria. Es interesante notar que en SG Verrumicrobia no fue detectado en la laguna

ni al inicio ni al final del experimento, ni tampoco al tiempo inicial en los mesocosmos, pero su abundancia
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relativa fue mayor al tiempo final en todos los mesocosmos, indicando un aumento de este Phylum al final de
los experimentos en SG. En SA se detectd una comunidad con abundancias relativas similarmente distribuidas
entre cuatro Phylum: Proteobacteria, Planctomycetes, Bacteroidetes y Actinobacteria. En esta laguna no se
observan diferencias de abundancias relativas entre la laguna y los mesocosmos ni tampoco entre inicio y final
de cada mesocosmos. Respecto a BU, se observa una clara dominancia de Cyanobacteria, lo cual concuerda
con los resultados de abundancia relativa de fitoplancton reportados en la seccién 1. Ademads, se observa
principalmente abundancia de Planctomycetes y Proteobacteria y, como en SA, no se detectan patrones de

abundancia disimiles entre la laguna y los mesocosmos ni entre tiempos en cada mesocosmos.
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Figura 3.18. Abundancias relativas de ASV de bacterias para las tres lagunas estudiadas, diferenciando los
Phylum predominantes por color. Aquellos Phylum con una abundancia menor al 2% se unificaron bajo el
nombre <2% abund. De izquierda a derecha y en tono creciente de color verde se ordenan las lagunas: SG, SA
y BU. Con “C” se indica el control (laguna) mientras que con “M” se indica el tratamiento (mesocosmos). “Ti”
corresponde a tiempo inicial del experimento mientras que “Tf” corresponde al tiempo final del experimento.

Los numeros al lado de cada “M” corresponde a la réplica de mesocosmos.

Proteobacteria fue el Phylum con mayor diversidad de clases (Fig. 3.19), representado por

Alphaproteobacteria (Alpha-P), Deltaproteobacteria (Delta-P) y Gammaproteobacteria (Gamma-P). La clase
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Delta-P solamente se encontré en SG, con una abundancia relativa promedio en los mesocosmos de 0,05 +
0,01. En SG también se detectaron Alpha-P y Gamma-P, con una abundancia relativa en los mesocosmos de
0,07 + 0,01 y 0,47 + 0,14, respectivamente. En SA y BU se detectd6 Gamma-P seguida de Alpha-P, con
abundancias relativas promedio en los mesocosmos de 0,17 + 0,01 y 0,05 £ 0,01 en SAy 0,08 + 0,01 y 0,04 +
0,01 en BU, respectivamente. El Phylum Bacteroidetes estuvo mayormente representado por las clases
Bacteroidia y Rhodothermia: Bacteroidia se detectd en las tres lagunas, con una abundancia mayor en SA,
seguida de SG y BU, mientras que Rhodothermia solamente se detecté a una abundancia mayor al 3% en el
mesocosmos 3 de BU, al tiempo final del experimento. El Phylum Planctomycetes estuvo representado por las
clases Phycisphaerea y Planctomycetacia, que se detectaron con una abundancia mayor al 3% solamente en
las lagunas turbias SA y BU. Tanto SA como BU presentaron Planctomycetacia, mientras que BU presentd
ademas Phycisphaerea, la cual no fue detectada en SA. El Phylum Firmicutes presenté una sola clase
dominante, Bacilli, que se detectd con una abundancia mayor al 3% solamente en la laguna SA al final de los
experimentos. Por Ultimo, los Phylum Gemmatimonadetes y Verrumicrobia presentaron una sola clase
dominante en cada caso: Gemmatimonadetes y Verrumicrobiae, respectivamente. La clase
Gemmatimonadetes se detectd solamente en la laguna y mesocosmos de BU. Verrumicrobiae se detectd en
todas las muestras de BU, en la laguna SA y en los mesocosmos de SA al tiempo final y, como se mencioné

previamente, en los mesocosmos de SG al tiempo final.
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Figura 3.19. Abundancias relativas de ASV de bacterias para las tres lagunas estudiadas, identificando las clases
principales por color. Aquellas clases con una abundancia menor al 3% se unificaron bajo el nombre <3%
abund. De izquierda a derecha y en tono creciente de color verde se ordenan las lagunas: SG, SAy BU. Con “C”
se indica el control (laguna) mientras que con “M” se indica el tratamiento (mesocosmos). “Ti” corresponde a
tiempo inicial del experimento mientras que “Tf” corresponde al tiempo final del experimento. Los nimeros

al lado de cada “M” corresponde a la réplica de mesocosmos.

Discusién

Los resultados de los balances de masa proveen evidencia de POM diurna en las tres lagunas, con tasas de
produccion altas comparadas con literatura. Donis et al. (2017)'°? reportaron una tasa de POM de 0,11 + 0,06
UM dia para el lago Hallwil en Suiza, estimado mediante un balance de masa de todo el lago. Utilizando una
metodologia similar, Giinthel et al. (2019)* y Hartmann et al. (2020)! reportaron tasas de POM para el lago
Stechlin, Alemania, de 0,07 + 0,07 y 0,15 + 0,21 uM dia’}, respectivamente. Bogard et al. (2014)%° realizaron
un balance de masa de mesocosmos en el lago Cromwell en Canada, y reportaron una tasa de POM de 0,23 +

0,01 pM dia™. Dentro de las tres lagunas de este estudio, SA presenté la tasa de POM mas alta (6,16 + 0,22

UM dia™), y mucho mayor a las tasas reportadas hasta el momento en literatura. SG le sigui6 (2,89 + 2,53 pM

99



dia™!), también con una magnitud de POM alta en comparacién con lagos del hemisferio norte v, por ultimo,

la tasa de BU (0,32 + 0,04 uM dia™?) fue mads comparable a lo reportado en bibliografia.

El fitoplancton pareciera ser uno de los principales responsables de POM vy la produccién de CH4 por estos
organismos pareceria estar vinculada a la fotosintesis. Esta suposicion se basa en observaciones
experimentales que han demostrado la existencia de una asociacién entre la produccion primaria y la
produccion de CH4*Y%3181 y que también han detectado una diminucién drastica de la produccién de CHy al
inhibir la produccién primaria, en cultivos de cianobacterias®®. Debido a esto, se esperaba detectar una
relacion positiva entre POM y Chla y/o entre POM y PPB a escala ecosistémica, pero no fue el caso: si bien las
lagunas SA y SG parecen seguir una relacién positiva entre POM y Chla y también entre POM y PPB, la laguna
BU — con su alta biomasa fitoplancténica y alta PPB, pero menor tasa de POM - se aleja bastante de la
tendencia. Para explicar esta desviacion a lo esperado se analizaron varios factores. Inicialmente se pensd en
otras vias de produccion de CH,4 que podrian estar afectando la POM medida, conllevando a un desacople
entre POM vy Chla. Una de ellas es la produccién de CH4 como subproducto de la descomposicion de metil
fosfatos en el proceso de obtencion de fésforo, la cual es muy poco plausible porque estas lagunas cuentan
con mucho fésforo (Tabla 3.2). Otra opcidén es la produccién de CH4 por arqueas metanogénicas. Sabemos que
todos los mesocosmos presentaron arqueas metanogénicas (Fig. 3.18), pero no podemos comparar
abundancias entre lagunas ni determinar si estaban activas, solo podemos decir que hipotéticamente en todas
las lagunas podria haber produccidon por arqueas. También se pensd en el efecto de la turbidez, porque si bien
SA y BU son muy turbias, BU lo fue mucho mas (Tabla 3.2). Para explorar si la turbidez de BU podria estar
limitando la penetracion de la luz en los mesocosmos vy, por ende, limitando la POM, se calculd la profundidad
eufdtica (es decir, la profundidad a la que llega el 1% de la luz que incide en la superficie de los mesocosmos)
en cada laguna utilizando el Kd (Tabla 3.2). La profundidad eufética en los mesocosmos de SA fue de 1m,
mientras que en los mesocosmos de BU fue de 0,5m, indicando que la luz penetrd hasta el fondo de los
mesocosmos de SA pero no asi de BU. Para explorar el potencial efecto que esto podria tener sobre la tasa de
POM en BU, recalculamos su POM pero considerando que los mesocosmos tenian 0,5m de profundidad, en
vez de 0,8. La tasa de POM obtenida fue de 0,45 uM d™, un 25% mayor que al considerar el total del volumen
del mesocosmos (0,34 uM d1), pero aln baja comparada con lastasas de POM se SG y SA. No obstante y mas
alld de todas estas potenciales explicaciones, al comparar la tasa de POM de BU (Tabla 3.4) con el flujo difusivo
promedio de la laguna (Fig. 3.8) se observa que la tasa de POM obtenida tiene en realidad mucho sentido: la
tasa de POM fue baja (0,25 + 0,01 mmol m2 d?) pero también lo fue el flujo promedio de CH4 de la laguna
(0,47 + 0,14 mmol m=2 d?1), por lo que no se podria haber obtenido una tasa de POM mucho mas alta. Esto

indica que la tasa de POM es baja porque el flujo difusivo es muy bajo, porque lalaguna posee muy poco CHy
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disuelto. Esto resulta sumamente llamativo, porque se trata de una laguna eutrdfica, productiva, con mucho
fitoplancton, que ya fue estudiada en otras estaciones del afio y tenia concentraciones considerables de CH4
(Tabla Supl. 1), pero que por alguna razén tiene muy poco CH,. Este resultado indica que la tasa de POM
obtenida es légica y que, por motivos no claros, esta laguna tenia muy poco CHg, lo cual a su vez destaca el

hecho de que mucho fitoplancton no necesariamente implica una alta tasa de POM.

Para contrarrestar las limitaciones producto de comparar Unicamente tres lagunas, se decidid incluir también
otros estudios donde se haya explorado POM mediante balances de masa de lagos o de mesocosmos. Todos
los estudios encontrados corresponden a cuerpos de agua oligotréficos estratificados del hemisferio norte. Al
incluir las lagunas pampeanas dentro de este contexto global, se observd una tendencia general de un
aumento de POM asociado a un aumento de Chla. En lineas generales, las lagunas pampeanas ocupan el
extremo superior — con mayores tasas de POM y mayores abundancias de fitoplancton —vy el resto de los lagos
se ubican en el extremo inferior. Para explorar estas diferencias latitudinales en mayor profundidad, se tomo
la regresion propuesta por Thottathil et al. (2022)*® entre POM y Chla para lagos Boreales de Canadd y se
aplicaron las concentraciones de Chla de nuestras lagunas. Siguiendo esta regresion, las lagunas pampeanas
deberian tener tasas de POM de 0,35, 18,21 y 13,52 uM d! para SG, SAy BU, respectivamente. Es notable que
ni siquiera la laguna SA —con sus 118 ug L™ de Chla — presenté una tasa de POM tan alta como la que predice
la ecuacioén propuesta por Thottathil etal. 202218, sugiriendo que la regulacion de POM en lagunas pampeanas

posiblemente difiera sustancialmente a la de sistemas estratificados oligotroficos.

Donis et al. (2017)*%? reporté que POM contribuyd en un 90% al total de emisiones de CH4 en un lago
mesotréfico y estratificado de Suiza. Asimismo, Ordofiez et al. (2023)%°? reporté que POM contribuy6 entre
~30% y 90% a las emisiones totales de CH4 en cuatro lagos suizos, dependiendo del lago y de la estacién del
afio. En un lago oligotrofico y estratificado del norte de Alemania POM contribuyd en un 64% en la cuenca
norte y 50% en la cuenca sur, producto de diferencias en la morfometria de cada cuenca®®. En Canad3,
Thottathil et al. (2022)'® reporté que POM contribuyd entre un 44% y 77% en 5 lagos oligotréficos
estratificados, dependiendo de la estacion del afio. En este estudio, las lagunas SG, SA y BU contribuyeron en
un 9,37 £ 3,89, 29,63 + 3,13 y 45,91 + 3,81 %, respectivamente, a las emisiones difusivas de CH,4. Teniendo en
cuenta que estos son cuerpos de agua eutroficos y con altas abundancias de fitoplancton, a priori se esperaria
una mayor contribucién de POM a la produccién total de CH4 en comparacion con cuerpos de agua
oligotrdficos. Sin embargo, este no fue el resultado obtenido, lo cual puede deberse a que 1) en las lagunas

pampeanas el componente de metanogénesis cldsica también es muy significativo, 2) no necesariamente una
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gran abundancia de fitoplancton conlleva a una alta produccion éxica de CH4 y, consecuentemente, esto no

se refleja en una mayor contribucion al total de emisiones de CHg.

Ademds de la produccion de CHy4 por el fitoplancton per se'>23161 también se ha propuesto la existencia de
metanogénesis clasica en la columna de agua. Por ejemplo, Grossart et al. (2011)?? encontrd arqueas
metanogénicas produciendo CH4 de manera tradicional en la columna de agua de un lago de Alemania, pero
viviendo en micro nichos andxicos asociados al fitoplancton. Similarmente, Bogard et al. (2014)2° explicé la
POM detectada en mesocosmos colocados en un lago boreal de Canada como el resultado de metanogénesis
acetocldstica. La suposicion subyacente es que la materia orgdnica derivada del fitoplancton podria ser la
principal fuente de acetato, que sera convertido posteriormente en CH4 por metandgenos localizados en la
columna de agua. Las clases Methanomicrobia y Methanobacteria incluyen arqueas metanogénicas?9>2% y
todas las lagunas de este estudio presentaron arqueas metanogénicas, ya sea de la clase Methanobacteria
(solamente SG) o de la clase Methanomicrobia (las tres lagunas). La mayor abundancia de arqueas
metanogénicas se detectd en SA (28%), seguida de BU (17%) y SG (11%). Aunque las abundancias no pueden
ser comparadas en términos totales entre lagunas, informan sobre la composicion de la comunidad de arqueas
en cada laguna y el grado de importancia de estos organismos para cada sistema. Teniendo en cuenta que en
todos los mesocosmos de las tres lagunas se detectaron arqueas metanogénicas, potencialmente podria haber
existido metanogénesis clasica en la columna de agua de las tres lagunas. Sabemos que SA presentd la mayor
tasa de POM y una alta abundancia de fitoplancton, y a esto se le suma una abundancia relativa del 28% de
Methanomicrobiales. Si bien presencia no indica actividad, es posible que al menos parte de las arqueas
metanogénicas estuvieran conviviendo en micro nichos andxicos asociados a Scenedesmus linearis, la principal
especie de fitoplancton encontrada en SA, produciendo CH4 de la forma tradicional en la columna de agua. En
BU el porcentaje de methanomicrobiales fue de 17% vy la comunidad fitoplanctdnica se vio principalmente
representada por la cianobacteria Planktolyngbya sp. Este también es un organismo multicelular que cuentan

con mucilago???

, por lo que también potencialmente podrian alojar arqueas metanogénicas. De todos modos,
la POM medida en BU fue la menor de las tres lagunas, por lo que no todas estas arqueas estaban activaso su
abundancia en términos totales no fue significativa, aunque su abundancia relativa si lo fuera. En SG, las clases
Methanobacteria y Methanomicrobia representaron el 6% y 5% del total de arqueas en los mesocosmos,
respectivamente, siendo SG la Unica laguna que presentd organismos de la clase Methanobacteria. SG
presentd una tasa de POM intermedia entre SA y BU, y una comunidad fitoplanctdnica menos abundante,
diversa y sin una clara dominancia, pero esto no descarta asociaciones entre arqueas vy fitoplancton. Es

importante destacar que tanto las methanomicrobiales como las methanobacterias consumen CO, y reducen

H, o formiato en el proceso de produccion de CHy4 es decir, producen CH4 Unicamente por la via
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hidrogenotréfica?®. El neto de CH4 medido es el resultado del CH4 producido pero también del consumido,
por lo que el patron de bacterias metanotréficas es también fundamental para comprender la dindmica de
CHg. El Phylum Proteobacteria, el cual contiene clases de organismos metanotrofos?®, se detectd en todas las
lagunas y fue principalmente abundante en SG (54%), seguido de SA (24%) y de BU (13%). Dentro de este
Phylum las clases metanotréficas detectadas fueron: Gamma-P - con un 47% en SG, 17% en SA 'y 8% en BU —
seguida de Alpha-P —con un 7% en SG, 5% en SA y 4% en BU —y de Delta-P, que solamente se detectd en SG
en un 5%. Si bien presencia no implica actividad, en este caso sabemos que estas bacterias oxidantes de
metano (BOM) se encontraban activas por los resultados obtenidos de las tasas de oxidacion de CHy4 a partir
de lasincubaciones en oscuridad (0,03, 0,01 y 0,02 uM d'para SG, SA y BU, respectivamente). La actividad de
las BOM se ve afectada por distintos factores ambientales, donde mayores concentraciones de CH4, menores
concentraciones de O, y menor disponibilidad de luz favorecen la metanotrofia®®. SG fue la laguna con mayor
concentracién de CH4 disuelto - dos érdenes de magnitud mayor que para las otras dos lagunas -, seguida de
SA 'y por ultimo BU, lo cual seguramente puede estar favoreciendo la abundancia de BOM en SG. Entre SA'y
BU, es dificil distinguir cémo el CHy4, O, y luz pueden combinarse para determinar el patron de oxidacion,
porgue son lagunas con caracteristicas ecoldgicas similares (Tabla 3.2). De todas formas, como se menciond
varias veces, que la abundancia relativa sea mayor en una laguna no indica que lo sea en términos totales, por
lo que no es posible comparar las abundancias relativas entre lagunas ni compararlas directamente con las
tasas de oxidacidon estimadas. Lo que es importante destacar a partir de estos datos es que hubo BOM en
todas las lagunas, que estas fueron responsables de las tasas de oxidacion estimadas y que su abundancia

relativa fue distinta entre lagunas.

Otros mecanismos para explicar POM proponen que el fitoplancton puede proveer metilfosfonatos que al ser
de-metilados por organismos heterdtrofos en el proceso de adquisicion de fosforo liberan CH4 . Pérez-
coronel & Beman (2022)°! proponen que tanto la degradacidon de metilfosfonatos como también la
produccion de CH4 asociada al metabolismo de productores primarios explicaron POM en un lago de USA, con
lo cual puede no ser solamente un mecanismo el responsable de POM, sino un conjunto de ellos. Finalmente,
hay evidencia experimental que sugiere que todas las células son capaces de producir CHy4 a partir de radicales
metilados, producidos a partir de estrés oxidativo®. Las condiciones que afectan los niveles de las especies
reactivas de oxigeno, de hierro ferroso y de donantes de grupos metilos en las células, modulan la produccion
de CHy4 por esta via'®. Para explorar el o los procesos responsables de POM en las lagunas pampeanas,
realizamos balances de masa isotopicos para derivar 8'3C-CHapom. En primer lugar, las estimaciones indican
que el CH4 producido por POM (-23%o a -42%o, Tabla 3.5) se encuentra enriquecido respecto de §'3C-CH,

medido en los sedimentos (-60%o, Tabla 2.1, pdg. 56). En segunda instancia, 8'3C-CHs.pom fue mucho mds
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enriquecida de lo que se espera por metanogénesis por arqueas (entre -110 y -50%0'°) con lo cual, si bien se
detectaron arqueas metanogénicas en los mesocosmos, estas no necesariamente estarian aportando al POM.
Thottathil et al. (2022)* realizd una aproximacién similar para explorar 8'3C-CHs.pom de 5 lagos templados
boreales y encontré que las sefiales variaron entre -38%o y -63%o, dependiendo del lago. Los autores proponen
que la metanogénesis cldsica no se corresponde con 83C-CHspom Obtenidas y que la descomposicion de
metilfosfonatos tampoco podria ser una explicacién porque el sistema presenta suficiente fdsforo.
Considerando que, ademas, ellos detectaron una relacion positiva entre POM vy Chla, los autores concluyen
que la produccion de CH4 por organismos autdtrofos es la explicacion mas plausible. En linea con esto,
Klintzsch etal. (2023)'8” exploraron 63C-CH, de CH4 producido directamente por aislamientos fitoplancténicos
(en particular, de haptofitas y cianobacterias) y encontraron que los valores oscilaron entre -19,3%o y -54,5 %o,
similar a lo reportado por Thottathil et al. (2022)8 y en este estudio. En las lagunas pampeanas, la produccion
de CH4 por descomposicién de metilfosfonatos no resulta una explicacion plausible porque presentan niveles
altos de fésforo, como se menciond previamente. Ademas, la 63C-CHa.pon Obtenida no se corresponde con
metanogénesis por arqueas metanogénicas, ni tampoco con la sefial medida en los sedientos. La explicacién
mas plausible para POM en estas lagunas, entonces, seria la produccion de CH,4 por medio de autotrofos. De

todos modos, no es posible descartar en su totalidad las otras vias de produccion.

Cabe destacar que el estudio de la produccion dxica de CHy4 en sistemas acuaticos ha adquirido una gran
relevancia en los Ultimos afios, pero las investigaciones se han centrado en lagos estratificados del hemisferio
norte'’?. Por tanto, este trabajo representa uno de los primeros estudios realizados en lagos someros
eutroficos y del hemisferio sur. En este capitulo realizamos experimentos a campo para explorar POM en
lagunas pampeanas donde, a través de balances de masa contemplando fuentes y sumideros de CHy,
analizamos la magnitud y significancia de POM. Nuestras estimaciones indican que todas las lagunas presentan
POM, con tasasentre 0,3 y 6,1 uM dia™?, por lo que no se rechaza la hipétesis propuesta. En todas las lagunas
se detectaron arqueas metanogénicas, por lo que potencialmente podrian estar produciendo CH4 en la
columna de agua. No obstante, los balances de masa isotdpicos indican que la principal fuente de produccidn
de este CHy seria el fitoplancton, dado que la sefial isotdpica derivada esta enriquecida respecto a la sefial de
la metanogénesis por arqueas. Ademas, se detectd que la contribucion de POM al total de emisiones de CHy4
puede llegar hasta el 50%. Los resultados obtenidos indican que el fitoplancton seria la fuente principal de
POM, pero que no necesariamente se relaciona de forma lineal la abundancia de este con la tasa de POM. El
presente trabajo contribuye al entendimiento del ciclo del CH4 en sistemas acudticos en general, y destacan
la relevancia de POM en lagunas someras en particular desde una aproximacion experimental a escala de

campo.
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Capitulo 4

PRODUCCION DE METANO
POR FITOPLANCTON DE LAGUNAS PAMPEANAS

Introduccion

La produccién oxica de CH4 (POM) es cada vez mas aceptada como parte del ciclo del CH4 en sistemas
acuaticos. Diversos estudios reportaron produccién de CH; en la columna de agua de sistemas
acudticos!®1822202 incluyendo los resultados presentados en el capitulo anterior de esta tesis. Noresulta claro,
sin embargo, a través de que mecanismos y mediante qué organismos ocurre dicha produccién. Como se
menciond en el capitulo anterior, hay evidencia de produccién de CH4 por descomposicion de metilfosfonatos
mediante bacterias heterotréficas'®, por procesos relacionados con estrés oxidativo'®®, por presencia de
arqgueas metanogénicas en micro nichos andxicos en la columna de agua?? y también por produccion de CHy
por cianobacterias??, haptofitas y microalgas marinas'® 10, La produccién de CHy4 por fitoplancton pareceria
ser una de las vias de produccion mas relevantes, aunque no quedan claros los mecanismos involucrados en
dicha metanogénesis. BiZi¢ et al. (2020)?® detectaron produccion de CH4 por géneros de cianobacteria
provenientes de suelo, de ambientes marinos y de agua dulce, y observaron que la misma estaba vinculada
de forma positiva con la produccién primaria. Esta idea de una asociacién entre la produccion primaria y POM
se basa en un aumento de CH4 asociado a un aumento de O, en las horas de luz y una anulacién de la
produccion de CHy al inhibir |a fotosintesis mediante compuestos quimicos?®. No se conoce hasta la fecha, no

obstante, el mecanismo molecular detrds de esta produccion.

En el capitulo 3 de esta tesis se presenté evidencia que sustenta la existencia de POM en tres lagunas
pampeanas de la Llanura Pampeana y los andlisis de isétopos indicaron que la produccién de CH4 por
organismos autotroéficos es la via méas plausible de produccién. Sin embargo, los resultados obtenidos no son
suficientes para determinar si el fitoplancton se encuentra produciendo CHyy, por ende, contribuyendo a la
POM medida. Para profundizar en esto, en este capitulo se realizaron experimentos controlados para evaluar
el rol del fitoplancton en la POM. Por lo tanto, los objetivos del presente capitulo son 1) analizar la produccion
de CHy4 por los grupos fitoplanctonicos aislados de las tres lagunas analizadas en el capitulo 3, 2) estimar la
tasa de produccién de cada grupo de organismos, en caso de que produzca CH4y 3) explorar la relacién entre

produccion de CHy y produccidon primaria. La hipotesis de este trabajo es que H) Los organismos
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fitoplancténicos aislados de las lagunas pampeanas contribuyen ala POM medida a campo y la prediccion que

P) Los organismos fitoplancténicos aislados de las lagunas pampeanas producen CHy,

Métodos

El presente capitulo se llevd adelante parte en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA (seccién

1) y parte en el Leibniz-Institute of Freshwater Ecology and Inland Fisheries, Alemania (secciones 2 a 4).

1. Aislamiento de organismos fitoplancténicos y cultivos enriquecidos

El dia 5 de mayo del 2022 se colectaron 5L de agua de las lagunas SA, BU y SG, filtrando por una red de 25 um
para excluir el macro y meso zooplancton. El agua fue llevada al laboratorio, dénde previamente se habian
preparado placas de Petri con distintos medios de cultivo agarizado: BBM, BBM + vitamina, BBM + extracto de
suelo y BG11 (detalle en Supl. 4.1). Las placas fueron sembradas mediante la técnica de pulverizado sobre

medio agarizado?®>

, sembrandose en total 3 placas por tipo de medio de cultivo y por laguna (48 placas en
total). Una vez sembradas, las cajas de Petri fueron colocadas bajo condiciones controladas entre 23 —252Cy
un fotoperiodo 12hs luz: 12hs oscuridad y fueron revisadas semanalmente para detectar el crecimiento de
colonias bajo lupa. Una vez detectada una colonia, la misma retirada de la placa mediante un anza bajo
esterilidad, fue colocada en un portaobjetos e identificada bajo microscopio Optico invertido utilizando
bibliografia especializada?3?234. Posteriormente, esta colonia fue repicada en una segunda caja de Petri o en
un tubo flauta con el mismo medio de cultivo agarizado, con el objetivo de aislarla y aumentar su densidad.
Estos repicados fueron mantenido bajo las mismas condiciones controladas de luz y temperatura que las
placas de Petri madre. De las tres lagunas se pudieron aislar 13 géneros de fitoplancton en total,
pertenecientes a las Divisiones Clorophyta, Cyanobacteria y Bacillariophyta. Ademas, parte del agua traida de
las lagunas fue utilizada para generar medios enriquecidos, que fueron repicados una vez por semana

colocando mitad del volumen de cultivos enriquecido y mitad de volumen de medio BG11 nuevo. Todos los

aislamientos vy los cultivos enriquecidos fueron llevados a Alemania en medio de cultivo liquido BG11.

2. Experimentos en espectro de masa (Membrane Inlet Mass Spectometer, MIMS)

Una vez en Alemania, los cultivos fueron repicados en nuevo medio de cultivo liquido BG11 y se dejaron
aclimatando por una semana a una temperatura de 252C y un fotoperiodo de 15hs luz: 9 hs oscuridad. Una
vez pasado el periodo de aclimatacion, se comenzd con los experimentos en el MIMS. Los experimentos
realizados se basaron en el trabajo de BiZi¢ et al. (2020)%3, que fue llevado a cabo en la misma institucion y

utilizando el mismo espectro de masa.
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Los experimentos se realizaron utilizando un MIMS (Bay Instruments, MD, EE. UU.) que consiste en una
estacion de bombeo Pfeiffer Vacuum HiCube 80 Eco Turbo conectada a un espectrémetro de masas de fuente
de iones de has cruzado QMG 220 M1, PrismaPlus, C-SEM, (Pfeiffer Vacuum, Alemania) (Fig. 4.1). Este tipo de
espectro de masa presenta una membrana semipermeable y fina que es afin a moleculas pequefias y no
polares, como lo son el O,y el CHa. Por ende, es especialmente Util para medir concentraciones de estos dos
gases disueltos en muestras liquidas, como un cultivo. Cada cultivo medido es colocado en una cdmara de 3,5
ml que se encuentra rodeada de una cdmara exterior llena de agua, conectada a un bafio termostatico para
controlar su temperatura. La camara de cultivo tiene por debajo un agitador magnético para evitar la
formacién de gradientes de concentracidon y estd, ademas, expuesta a un fotoperiodo de 15hs luz: 9 hs
oscuridad (el mismo que se usaba para aclimatar los cultivos). En su extremo superior, la cdmara de cultivo
presenta dos tubos capilares de acero: uno de ellos toma cultivo y lo envia al espectro de masa para su
medicién, mientras que el otro devuelve el cultivo ya medido a la cdmara, creando un sistema cerrado para el
liquido. Este circuito se logra mediante el bombeo por una bomba peristaltica (Minipuls 3, Gilson) (Fig. 4.2). El
liquido tomado de la cdmara de cultivo a través del capilar entra en contacto con la membrana fina y
semipermeable (membrana de silicona microbore semipermeable de 8 mm de largo, Silastic, DuPont) por la
cual atraviesan los gases presentes en el cultivo, que se colectan en otro tubo. Este tubo colector pasa luego
por una trampa de frio, para que cualquier remanente de liquido se congele y no ingrese al MIMS. Una vez
pasado este punto, los gases ingresan al MIMS, donde las moléculas son ionizadas, luego son aceleradas por
un campo eléctrico, son desviadas por un campo magnético y finalmente son colectadas por un detector. Esta
medicién se realiza cada 12 segundos y los datos son recabados en una computadora conectada al MIMS. Es
importante destacar que este sistema genera un circuito cerrado para los liquidos, pero no asi para los gases,

por lo que hay pérdidas minimas pero constantes de gases a la atmdsfera.
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Figura 4.1 Esquema mostrando la disposicion de los distintos dispositivos utilizados para el experimento y del
MIMS (espectro de masa, Mass Spectrometer)??’. Los gases disueltos en la muestra biolégica — en este caso
un cultivo de fitoplancton — pasan a través de una membrana fina, semipermeable y afin a moléculas no
polares, hacia un tubo conectado a una trampa de frio, para proteger al espectro de masa de cualquier posible
presencia de agua en el tubo. Luego de este paso los gases entran al espectro de masa, donde son ionizados.
Las moléculas ionizadas son aceleradas por un campo eléctrico (E), desviadas por un campo magnético (B) y
colectadas por un detector. Esta medicion se realiza cada 12 segundos, mientras hay una constante circulacion

del cultivo entre la cdmara de cultivo y el detector del espectro.

Al inicio de cada experimento, se transfirieron 3,5 ml del cultivo a la cdmara de cultivo y se utilizd un volumen
igual para determinacion de Chla y extraccion de ADN. Para determinar la Chla, 3,5ml de cultivo se filtraron a
través de un filtro Whatman GF/F y el mismo se guardd a -20°2C hasta extraccion y determinacion. La extraccidn
se realizo utilizando acetona como solvente de extraccion. Cada filtro se colocd en un tubo, se agregd acetona
y los tubos se dejaron por 24 horas a 42C y oscuridad, para luego medir la absorbancia bajo las longitudes de
onda 750 nm y 665 nm en un espectrémetro Hitachi. La extraccién de ADN se detalla en la seccion 4. Las
determinaciones de Chla y la extraccién de ADN también se realizaron al final de los experimentos para todos

los cultivos, pero en este caso filtrando 1,5ml para cada caso.

El régimen de luz: oscuridad para los experimentos fue de luz desde las 7:00hs hasta las 21:00hs y oscuridad
desde las 21:00hs hasta las 7:00am, es decir, 15hs luz: 9hs oscuridad. La intensidad de la luz utilizada fue de
400 pmol quanta m™ s, Cada experimento durd por lo menos 72hs, de modo de contar con tres ciclos de luz:

oscuridad. La medicion en el MIMS se realizd para cada cultivo dos veces, y en algunos se realizé tres veces,
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de manera tal de contar con réplicas de mediciones para cada género. Como controles negativos se utilizaron

agua milig, medio de cultivo BG11 vy los cultivos autoclavados, que previamente a medirlos fueron degaseados

mediante burbujeo, para evitar una supersaturacién de CH, en los controles.

Bomba

Cultivo ‘ :

=== -
T ‘

Fotoperiodo

Figura 4.2. MIMS. lzquierda: Vista general de los dispositivos utilizados para llevar adelante Ioé experimentos.
Derecha: Cdmara de cultivo donde se colocaba el cultivo a medir (Cultivo), camara externa con agua conectada
a un bafio termostatico (T2), tubos capilares por los que circulaba continuamente el cultivo (Circulacion
continua), bomba peristaltica que continuamente bombeaba cultivo (Bomba) y luz conectada a un fotoperiodo

de 15hs luz:9hs oscuridad (Fotoperiodo).

Es importante mencionar que si bien se llevaron a Alemania 25 muestras distintas — entre aislamientos y
cultivos enriquecidos -, el tiempo no alcanzd para realizar experimentos con todos ellos. Se priorizé medir los
aislamientos por sobre los cultivos enriquecidos y también se priorizé medir menos aislamientos mas veces,
gue mas aislamientos pero solamente realizando una medicion. Cabe destacar que algunas mediciones hubo
gue repetirlas por problemas relacionados con el espectro de masa: cortes de luz, actualizaciones de la
computadora que reiniciaban el sistema y dejaban de medir, etc. Por lo tanto, la cantidad de experimentos

realizados en verdad fue mayor, pero mediciones que contaran con mas de 72hs continuas fueron Unicamente

las siete mencionadas.

3. Tasas de metanogénesis

Los célculos de concentracion de O, y CHy4 disueltas en cada uno de los experimentos se realizaron siguiendo

a BiZi¢ etal. (2020)23. Las tasas de metanogénesis se calcularon utilizando la funcion Savizky-Golay del paquete
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signal (http://r-forge.r-project.org/projects/signal/). Primeramente se hizo un suavizado de la concentracién

de CHy4, considerando un polinomio de grado 2 y 2001 iteraciones por punto suavizado. Luego se calculd la
primera derivada de este suavizado, que corresponde a la tasa de metanogénesis, considerando también un
polinomio de grado 2 y 2001 iteraciones por punto estimado. Posteriormente se corrigid esta tasa por la
pérdida fisica del MIMS: el MIMS se trata de un circuito cerrado en cuanto a liquidos pero no en cuanto a
gases, por lo que hay una pérdida minima constante de CHy a la atmdsfera. Esta pérdida fisica dependerd de
la concentracion de CH,4 en el cultivo utilizado, dado que a mayor CHy4 disuelto en el cultivo habra mayor
pérdida a la atmdsfera. Para caracterizar la pérdida fisica de CHy se utilizo la informacion obtenida de a partir
de las mediciones de los cultivos autoclavados (controles) y se obtuvo una relacién entre la concentracion
inicial de CH4 en el cultivo y la pérdida de CH4 medida: dado que son cultivos muertos no hay oscilaciones en
la concentracion de CHg, sino que hay una disminucion de este en el tiempo producto de la pérdida fisica (Supl.
4.2, Fig. S4.1). De esta forma se obtuvo una relacién lineal entre concentracion inicial de CHy4 disuelto y pérdida
fisica de CHy, y utilizando esta relacién se estimé la pérdida fisica esperada para cada cultivo teniendo en
cuenta su concentracion de CHy al inicio del experimento. Luego de corregir por la pérdida fisica, se relativizd
la tasa al tiempo entre cada medicién del MIMS (12 segundos) y se convirtieron las unidades desde nM a uM
y de segundo a hora (UM hora™). Por Ultimo, las tasas fueron relativizadas a la biomasa de fitoplancton,

obteniéndose finalmente tasas de metanogénesis en uM hora™! g Chla .

4.  Analisis moleculares

De todos los cultivos se extrajo ADN al inicio y al final de los experimentos, con el fin de detectar la presencia
de arqueas metanogénicas y bacterias metanotrdéficas. Las extracciones de ADN se realizaron siguiendo el
protocolo de Nercessian et al. (2005)2%. Luego de extraer el ADN, se realizaron PCR con primers especificos
para argueas metanogénicas y bacterias metanotroficas. Para arqueas metanogénicas se utilizaron primers
para el gen mcrA (mlas-modF 5-GGYGGTGTMGGDTTCACMCARTA-3’, mcrAR 5-
CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT-3’, producto de ~450nt), que codifica para la metil coenzima reductasa M,
vinculado con la produccion de CH4 vy por ende biomarcador de arqueas metanogénicas?®. Para bacterias
metanotroficas se utilizaron primers para el gen pmoA (A189F 5-GGNGACTGGGACTTCTGG-3’, mb661R 5'-
CCGGMGCAACGTCYTTACC-3’) que codifica para una subunidad de la enzima pMMO, vinculada con la
oxidacion de CH4 y por ende biomarcador de metanotrofos?!?. Con estos primers se realizaron PCR utilizando
HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, USA). Para el gen mcrA la PCR tuvo las siguientes condiciones: 94°C
por 3 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s y 72°C por 30s, luego de lo cual se realizé un
paso final de elongacion de 5min a 72°C. Para el gen pmoA la PCR tuvo las siguientes condiciones: 94°C for 3

min, seguido de 40 ciclos de 94°C por 1min, 55°C por 1miny 72°C por 1min, luego de lo cual se realizé un paso
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final de elongacidon de 5min a 72°C. Luego de la amplificacion, los productos de PCR fueron chequeados en un

gel de agarosa al 2% para determinar si la amplificacion fue exitosa y determinar si habia arqueas y/o bacterias

presentes en las muestras.

Resultados
1. Experimentos con MIMS vy tasas de metanogénesis

En los tres meses de la estadia de investigacién se realizaron experimentos con 4 aislamientos de Chlorophyta

(Scenedesmus  linearis, Scenedesmus quadricauda, Monoraphidium circinale, Oocystis lacustris) y 3

aislamientos de Cyanobacteria (Phormidium sp., Leptolyngbya sp., Pseudoanabaena sp.).

A modo ilustrativo, se muestran los resultados de CH4 disuelto, O, disuelto y tasa de metanogénesis para un
género de Cyanobacteria (Leptolyngbya sp., Fig. 4.3) y un género de Clorophyta (Oocystis lacustris, Fig. 4.4).
Todos los asilamientos analizados, tanto de Chlorophyta como de Cyanobacteria, estaban vivos y en buen
estado al realizar los experimentos. Esto se evidencia por los cambios en la concentracion de O, asociados a
la produccion primaria. Todos los cultivos analizados presentaron evidencia de produccion de CHy. Los picos
de CHy4 se asociaron a las horas de luz, seguidos de disminuciones en las horas de oscuridad. De hecho, al
solapar el comportamiento del O, junto con el de CH,, se puede observar cémo los picos de CHy4 siguen a los
picos de O, (Fig. 4.3A y Fig. 4.4A). A partir de las variaciones de CH4 en el tiempo se calculd la tasa de

metanogénesis, la cual fue variable en el tiempo, con picos en las horas de luz y disminuciones en las horas de

oscuridad (Fig. 4.3B y Fig. 4.4B).
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Figura 4.3. Resultados de MIMS (A) y tasa de metanogénesis calculada a partir de las variaciones de la
concentracion de CH,4 (B) para Leptolyngbya sp. Las columnas amarillas corresponden a las horas de luz,

mientras que las columnas grises corresponden a las horas de oscuridad.
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Figura 4.4. Resultados de MIMS (A) y tasa de metanogénesis calculada a partir de las variaciones de la

concentracién de CHy4 (B) para Oocystis lacustris. Las columnas amarillas corresponden a las horas de luz,

mientras que las columnas grises corresponden a las horas de oscuridad.

A partir de las variaciones en lastasas de metanogénesis se calculé el valor medio para cada réplica de cultivo
medido, obteniendo una media y un desvio estandar para cada género analizado (Fig. 4.5). Las medias vy
desvios provienen de dos mediciones para Scenedesmus linearis, Phormidium sp., Pseudoanabaena sp. y
Oocystis lacustris, y de tres mediciones para Monoraphidium circinale, Scenedesmus quadricauda vy

Leptolyngbya sp. Todas las tasas de metanogénesis se encuentran en el rango de 0 — 0,4 uM hora™* g Chla, y

no se observan diferencias entre Cyanobacteria y Chlorophyta.
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Figura 4.5. Tasas de metanogénesis media de todos los cultivos analizados en el MIMS, distinguiendo entre

Cyanobacteria y Chlorophyta.

Los valores medios representados en la Fig. 4.5 se compararon con datos previamente publicados. Para eso
se tomd la informacidn presentada por BiZi¢ et al. (2020)23, donde se hace una recopilacién de tasas de
metanogénesis medidas para distintos organismos, y se sumaron las mediciones realizadas en este capitulo
(Fig. 4.6). Las tasas obtenidas para cianobacterias y clorofitas de las lagunas Pampeanas estan en el orden de

magnitud reportado por Bizi¢ et al. (2020)* para cianobacterias de agua dulce, de suelos y algunas especies

marinas.
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Figura 4.6. Tasas de metanogénesis de los géneros de Cyanobacteria y Chlorophyta medidos en las lagunas

pampeanas (izquierda) comparados con los datos publicados por Bizi¢ et al. (2020) (derecha).

2. Controles

Como controles se utilizaron agua miliq (Fig. 4.7), BG11 (Fig. 4.8) y cultivos autoclavados (Supl. 4.3, Fig. S4.2).
La medicién de agua milig indica oscilaciones pequefias, propias de las mediciones del espectro, pero se ve
una concentracion constante tanto de CH, como de O en el tiempo. Respecto a BG11, el degaseo realizado
previo a la medicion no fue suficiente para disminuir la supersaturacion de CHy4 en el liquido, motivo por el
cual se observa tanto para CH4s como para O, una disminucion de ambos gases en el tiempo. Las mediciones
de los cultivos autoclavados presentaron comportamientos similares a BG11, debido a que en esos casos
tampoco fue suficiente el degaseo previo realizado a la medicién. No obstante, tanto para BG11 como para
los cultivos autoclavados, no se ven aumentos y disminuciones de la concentracion de CH4 ni de O, asociados

a horas de luz y oscuridad, como si se ven en los resultados reportados en la seccién 1.
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Figura 4.7. Agua milig, autoclavada, a 252C, medida en MIMS. Se observa una concentracion constante de

ambos gases en el tiempo.
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Figura 4.8. Medio de cultivo BG11 autoclavado, a 252C, previamente degaseado, medido en el MIMS.

3. Anadlisis moleculares

No se detectod presencia de arqueas metanogénicas ni de bacterias metanotréficas en ninguno de los cultivos
analizados (Fig. 4.9). Cabe destacar que del cultivo Oocystis lacustris no se llegd a extraer ADN antes de finalizar
la estadia de investigacion, por lo que para este cultivo en particular no se tienen estos resultados. Los

controles positivos detectaron presencia de arqueas y bacterias, respectivamente, y en el control negativo no

se detectan bandas, como lo esperado.

115



mcrA

222324 252627 28 293031323334 &
TERTESsSEN Y

Figura 4.9. Gel de agarosa revelado, donde se observan los resultados de las PCR realizadas para detectar
presencia de arqueas metanogénicas (gen mcrA, rojo) y de bacterias metanotroéficas (gen pmoA, azul). En rojo:
L significa Ladder, calles N21 a N228 corresponden a muestras de Scenedesmus linearis (1 —3), Phormidium sp.
(4 — 7), Monoraphidium sp. (8 — 11, 27 y 28), Scenedesmus quadricauda (12 — 15), Phormidium sp. +
Pseudoanabaena sp. (16 — 19, 24), Leptolyngbya sp. (20 — 23, 25 y 26), extracto de agua de lago pensadas
como control positivo para pmoA, extracto de suelo pensado como control positivo para mcrA pero que no
funciond (31 y 32), control positivo para mcrA que funciond, proveniente de un extracto de arqueas
metanogénicas (33 y 34). En azul: L proviene de Ladder, calles N21 a N228 corresponden alo mismo que para
mcrA, extracto de agua de lago pensadas como control positivo para pmoA gue no funciond (29 y30), extracto
de suelo pensado como control positivo para mcrA pero que no funciond (31 y 32), control positivo para pmoA
gue funciond, proveniente de un extracto de bacterias metanotroficas (33) y control negativo (productos para
PCR sin muestra, 34).

Discusién

En todos los cultivos de fitoplancton analizados se observaron aumentos de la concentracion de CH4 en las
horas de luz, seguidos de disminuciones en las horas de oscuridad. Los controles negativos, por el contrario,
no presentaron variaciones en la concentracion de CH4 ni de O, asociados a cambios en el fotoperiodo,

indicando que los cambios detectados en las mediciones de los cultivos deben ser necesariamente producto
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de la actividad de organismos vivos presentes en los cultivos. Los resultados moleculares indican que no habia
arqueas metanogénicas ni bacterias metanotréficas en ningln cultivo: los aislamientos fueron realizados
utilizando un medio de cultivo que beneficia el crecimiento de fitoplancton, pero no fue pensado para
mantener arqueas ni bacterias, que tienen otros requerimientos?'%22, Por lo tanto, es plausible que alo largo
de los repiques realizados desde el aislamiento de los organismos hasta su medicidon, tanto arqueas
metanogénicas como bacterias metanotroficas se hayan perdido — es decir, no hayan sido seleccionados. La
ausencia de arqueas indica que el aumento del CH; es necesariamente producto de la actividad del
fitoplancton, y la ausencia de bacterias indica que en ninguno de los cultivos hubo consumo bioldgico de CH4
y que las disminuciones de este estarian también relacionadas con la actividad del fitoplancton. Los resultados
de las mediciones en el MIMS muestran que la metanogénesis ocurre tanto en las horas de luz como en las
horas de oscuridad, lo que se evidencia por una tasa de produccién positiva todo el tiempo. No obstante, la
tasa es mayor en las horas de luz y disminuye en las horas de oscuridad, sugiriendo la existencia de distintos
mecanismos de metanogénesis durante el dia y la noche. En las horas de luz, se observa una relacion positiva
entre la produccion primaria y la metanogénesis, donde los picos de CH, siguen a los picos de O,, indicando
una metanogénesis que utiliza como sustrato productos de la fotosintesis?3. Durante las horas de oscuridad,
la tasa de metanogénesis sigue siendo positiva pero es menor y, teniendo en cuenta que durante la noche no
hay actividad fotosintética, esto podria estar vinculado con una metanogénesis a partir de productos de la
fotosintesis que fueron almacenados durante el dia?3. Es importante destacar que, si bien hay evidencias de
una asociacién entre la fotosintesis yla metanogénesis, no es posible aseverarlo solamente con los resultados
obtenidos en este capitulo. Para esto se deberia haber, por ejemplo, interrumpido la fotosintesis mediante
compuestos quimicos y observado el efecto sobre la produccion de CH,4. Otras posibles vias de produccién de
CH4 por parte de los cultivos fitoplanctonicos podrian ser la fijacién de nitrogeno (solamente para las

214y /0 la desmetilacion

cianobacterias fijadoras de nitrégeno)?'3, la fermentacion de compuestos almacenados
de metilfosfonatos para adquirir fosforo?*>216. Respecto a la fijacidon de nitrégeno, este mecanismo no es
posible ya que ninguno de los cultivos de cianobacterias analizados correspondia a la clase Nostocal, por lo
gue no fijan nitrégeno. Respecto a la fermentacion, es sabido que la misma puede producir, entre otros
compuesto, acetato e hidrogeno, que pueden ser posteriormente utilizados como sustrato para la
metanogénesis por via cldsica — es decir, mediante la metil coenzima reductasa, codificada por el gen mcrA?'4,
Sin embargo, en ningun cultivo se detectd este gen, por lo que la produccién de CH,4 por esta via no es tampoco
plausible. Por otra parte, la desmetilacién de metilfosfonatos tendria sentido en un ambiente con baja

concentracién de fosforo, pero los cultivos se encontraban en medio de cultivo BG11, que cuenta con

suficiente fésforo, con lo cual esta via de produccidn no estaria favorecida. Por ende, nuestros resultados
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apoyan una produccién de CHs por parte del fitoplancton, como fue propuesto por BiZi¢ et al. (2020)23,
Klintzsch et al. (2020)1%° y Klintzsch et al. (2023)®” siendo, ademas, el primer trabajo que reporta produccion
de CH4 por organismos pertenecientes a la division Chlorophyta.

Varios trabajos han reportado que la produccion de CH4 por fitoplancton se ve afectada por la exposicién a la
luz v a la temperatura, pero no resulta claro cdmo variaciones en estos pardmetros podrian afectar la
metanogénesis. Klintzsch et al. (2020)™° exploraron los efectos de modificaciones en la temperatura,
intensidad luminica y duracién de las horas de luz sobre las tasas de produccion de CH4 de tres especies de
microalgas marinas®. Los autores reportaron que la tasa de produccion de CHs aumentd un 210% cuando la
temperatura aumenté desde 102C a 21,59C, mientras que un aumento mayor en la temperatura (hasta 23,82C)
provocd una reduccion en la tasa de produccion de CHg. La intensidad luminica presentd siempre un efecto
positivo: cuando la misma aumentd desde 30 hasta 2670 pmol m=2 seg™ la produccién de CHs aumentd en un
orden de magnitud, y el aumento fue aln mayor cuando una mayor intensidad luminica se combind con un
aumento en la duracién de las horas de luz. Sin embargo, las altas intensidades luminicas y el aumento en las
horas de luz afectaron negativamente la tasa de crecimiento de las algas, indicando cierto desacople entre la
produccién primaria y la produccion de CHy4. Los autores calcularon, ademas, la energia de activacion de la
produccion de CH4 (es decir, la energia necesaria para iniciar la produccion de CH4) por estos organismos vy la
misma se encuentra en el rango de procesos metabdlicos, por lo que no se trataria de un proceso abidtico. En
nuestro caso, trabajamos con una temperatura media mayor - ya que estos organismos provienen de sistemas
templados -, una intensidad luminica intermedia (400 pmol m2 seg™) y un fotoperiodo con mayor cantidad de
horas de luz que las utilizadas por Klintzsch et al. (2020)'%°, pero es importante considerar que las tasas
medidas podrian haber diferido en gran medida si hubiéramos modificado la temperatura de exposicién, la
intensidad de la luzy las horas de exposicién. Los resultados obtenidos por Klintzsch et al. (2020)8, sumados
a los de esta tesis, destacan la importancia de las condiciones ambientales sobre las tasas de metanogénesis
por parte de fitoplancton y ayudan a comprender un poco mds el mecanismo detrds de la misma: es un
proceso metabdlico que depende de la temperatura y la luz, tanto su intensidad como sus horas de exposicién,
pero no queda del todo clara su relacion con la produccidn primaria. Sin duda son necesarios mas estudios
que aborden el estudio del mecanismo detrds de la metanogénesis por fitoplancton.

Esimportante destacar que los resultados obtenidos experimentalmente se limitan a las condiciones utilizadas
y que en el campo estas condiciones serian distintas y mucho mas diversas. No obstante, esto no implica que
los datos no puedan ser aplicados una escala mayor de complejidad para, por ejemplo, explorar su potencial
relevancia a escala ecosistémica. Este ejercicio ha sido realizado por BiZi¢ et al. (2020)?3, Giinthel et al. (2020)?1,

Klintzsch et al. (2019)'# donde a partir de mediciones experimentales de produccién de CH4 por fitoplancton
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se estimod la relevancia de este proceso a escala de ecosistema. Si bien hacer este ejercicio demuestra las
dificultades de extrapolar datos de laboratorio a escalas mayores, todas las estimaciones reportadas
demuestran que la contribucion del fitoplancton a la produccidon éxica de CH4 no es despreciable. En esta tesis
contamos con una ventaja que estos otros trabajos no han tenido, porque realizamos mediciones a campo en
el Capitulo 3 para estimar POM pero luego ademds realizamos mediciones experimentales del fitoplancton de
estas mismas lagunas. Las tasas de metanogénesis promedio para cada cultivo fueron entre 0,02 — 0,26 umol
hr't g Chla™, con una media general de 0,09 + 0,04 umol hrt g Chla®. Si tomamos las concentraciones medias
de Chla obtenidas a campo para SG (2,45 pg L), BU (87,09 pg L'Y) y SA (117,14 pg LY) podemos multiplicarlas
por la tasa media de metanogénesis obtenida para el fitoplancton (0,09 + 0,04 umol hr'l g Chla™), vy luego
convertir horas a dias, obteniendo una tasa de metanogénesis en uM dia™ correspondiente solamente a la
porcidn fitoplancténica. Luego podemos comparar esta tasa de metanogénesis fitoplancténica con la POM
medida a campo, para saber qué proporcion de la POM medida a campo podria potencialmente provenir del
fitoplancton. Haciendo este ejercicio, obtenemos que el porcentaje de POM proveniente del fitoplancton seria
del 0,19%, 60,66% vy 4,24% para SG, BUy SA, respectivamente. Los porcentajes difieren bastante y son mayores
para BU, la laguna donde se detectd menor POM, mayor abundancia de fitoplancton (representado sobre todo
por cianobacterias) y una abundancia relativa de arqueas metanogénicas baja (Capitulo 3, paginas 92-94). El
menor porcentaje corresponde a SG, lo cual tiene sentido ya que es la laguna con menor abundancia de
fitoplancton. Por otra parte, SA presentd un porcentaje intermedio aunque su valor fue bajo. Esta laguna tiene
una alta abundancia de fitoplancton, y a la vez presenta una alta abundancia relativa de arqueas
metanogénicas, por lo que la POM medida podria potencialmente también provenir de las arqueas ademas
del fitoplancton. Como se menciono, la comparacion entre mediciones experimentales y estimaciones a
campo es limitada, pero sirven para evaluar si los ordenes de magnitud obtenidos en un caso y en el otro son
comparables, como en este caso.

Los resultados de este capitulo resultan una valiosa contribucion a la escasa, pero contundente, bibliografia
que demuestra una dual importancia del fitoplancton en el metabolismo del CH4: no solamente proveen
materia organica a los sedimentos que puede ser utilizada por arqueas metanogénicas para generar CH43%%37,
sino que ademas son ellos mismos productores de CH4. Esta Ultima caracteristica tiene una gran importancia
en un contexto de calentamiento global, donde se observan y se prevén floraciones de fitoplancton mas
frecuentes y de mayor duracion, producto del aumento en la temperatura y la eutroficacion?t’=21°. La
incorporacién del fitoplancton como nueva via de produccion de CH4 ha revolucionado nuestro entendimiento
del ciclo del CH4 en sistemas acuaticos, por lo que los proximos esfuerzos deberian dirigirse en profundizar el

entendimiento del mecanismo detras de la produccién de CH4 por el fitoplancton.
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DISCUSION GENERAL

La importancia de cualquier tipo de ecosistema en un proceso o ciclo es el producto de la relacidon entre la
extension de su drea y la intensidad del/los proceso/s en ese ecosistema’. En los cuerpos de agua someros
esta relacién es enorme, producto de un gran contacto entre el cuerpo de agua y el drea circundante y un
frecuente mezclado de la columna de agua®. Como consecuencia, los lagos someros desempefian un papel
inmenso en el ciclo global de Carbono (C) que se ve reflejado, por ejemplo, en sus altas emisiones de gases de
efecto invernadero (GEI) a la atmdsfera??C. El mecanismo mds estudiado de emisidn de GEl es el flujo difusivo
entre la atmdsfera y el agua, pero en los ultimos afos se ha identificado ademas el flujo ebullitivo de CH, vy la
emision de GEIl a través de macrofitas emergentes como dos vias de emision fundamentales en cuerpos de
agua dulce, que en muchos casos hasta superan el flujo difusivo®. El flujo ebullitivo es particularmente
relevante en cuerpos de agua someros ya que su baja profundidad no es suficiente para que las burbujas de
CH4 generadas en los sedimentos sean disueltas y/u oxidadas antes de llegar a la superficie, por lo que en estos
sistemas la ebullicion ocurre en toda la superficie - contrario a lo que pasa en sistemas profundos, donde
solamente hay ebullicidn en las zonas litorales®. Similarmente, en sistemas someros se favorece el crecimiento
de macrdfitas emergentes®®, que también tienen un rol fundamental en las emisiones de GEl. Ademas, en
algunas regiones los lagos someros pueden encontrarse bajo distintos regimenes alternativos —claro vegetado
o turbio fitoplanctdénico®® — que pueden potencialmente presentar diferentes dindmicas y metabolismos de C
y, por lo tanto, distintas emisiones de GEI. Si bien se ha estudiado el efecto que el régimen puede tener sobre
la dindmica de CO, y de CHy, este parece ser muy variable y sistema-dependiente, por lo que es muy dificil
predecirlo®. En el primer capitulo de esta tesis se analizaron estacionalmente las tres vias de emisién de GEl:
difusion, ebullicion y emision por macrdfitas emergentes, y luego se combinaron estos datos con informacién
satelital para crear una huella de C de cada régimen. En primera instancia, los resultados obtenidos indicaron
que tanto lagunas claras como turbias tuvieron una huella de C similar en términos de equivalentes de CO,.
En segunda instancia, evidenciaron la importancia de las macrdfitas emergentes no solamente en la emision
de CHa, sino también en la emision de CO,. En tercera y Ultima instancia, la informacién recabada en este
capitulo se suma la base de datos global de emisiones de GEI de lagunas con regimenes alternativos, aportando
al entendimiento de la dindmica de GEI en estos sistemas tan complejos y particulares. Este trabajo significa
un primer estudio integral de emisiones de GEI de lagunas pampeanas de Argentina, donde se incluye tanto
CO, como CHy y se estudian todas las vias de emision en su conjunto de forma estacional. Hasta la fecha se

encuentran publicados algunos trabajos sumamente interesantes sobre emisiones de GEl en cuerpos de agua
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pampeanos, donde se estudid uno de los dos GEl o alguna de las vias de emision®>°421 pero sin duda son
necesarios mas estudios para comprender el rol de los cuerpos de agua dulce de la Llanura Pampeana en el

ciclode C.

La dindmica de CO; es compleja, pero estd en mayor medida controlada por la produccion primaria y
respiracion del ecosistema?’. La dindmica de CHg, por el contrario, depende de muchos procesos bioldgicos y
factores fisicos que pueden combinarse de diversas maneras, como son la metanogénesis en los sedimentos,
la oxidacion de CH4 en la columna de agua, la formacién de microburbujas de CHy, la difusion a la atmdsfera y
la velocidad de intercambio, entre otros?>. Varios trabajos han reportado que el gas CHq tiene la particularidad
de formar microburbujas en aquellos casos donde hay una supersaturacién de CH4 y una alta turbulencia,
producto de su baja solubilidad en el agua12. La formacién de microburbujas, ademds de resultar un
fendmeno que no ocurre en cualquier sistema, afecta la emision de CH4 a través de difusién. Por otra parte,
en sistemas que poseen vegetacién sumergida — como las lagunas claras vegetadas — estos organismos
proveen una capa mas de complejidad al sistema, porque afectan procesos biolégicos, como la produccién y
oxidacion de CHy4, pero también tienen un efecto fisico, disminuyendo la turbulencia en la columna de agual®°.
En este sentido, a partir de los resultados obtenidos en el segundo capitulo de esta tesis sumamos a laslagunas
pampeanas a la lista de lugares donde se han detectado microburbujas de CHg, aportando al entendimiento
del mecanismo por el cual son formadas. Los resultados reportados indican una fuerte influencia de la
vegetacién sumergida en la determinacién de la concentracién de CH4 disuelto, debido a que su presencia
parece disminuir la turbulencia en la columna de agua, conllevando a una menor velocidad de intercambio y
una acumulacion de CH4 en la columna de agua. Tanto las microburbujas de CH4 como la velocidad de
intercambio son conceptos que se encuentran en constante revisién y entendimiento, el primero porque no
siempre ocurre y no se entiende del todo los factores que lo regulan, y el segundo porque es sumamente
variable - depende del viento, de la morfologia del cuerpo de agua y ademas es afectado en los casos donde
hay presencia de microburbujas de CH,#%2227224 | os resultados de la presente tesis aportan al entendimiento
del comportamiento de CHs; en lagunas pampeanas en particular, pero también contribuyen

significativamente al entendimiento de la fisica de CH4 en general.

La produccion oxica de metano (POM) es una via de metanogénesis recientemente propuesta, que ocurre en
la columna de agua y que tiene una gran relevancia para el entendimiento del ciclo del CH4. Como hemos
mencionado en el capitulo 3, entender este proceso es de suma importancia porque para poder mitigar
emisiones de CH4 en cuerpos de agua, primero es fundamental comprender como es que el mismo se

produce®®1202.225226 En esta tesis realizamos el primer estudio de POM en sistemas someros templados, dado
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gue hasta el momento todos los estudios fueron realizados en sistemas oligotréficos profundos vy
estratificados. El disefio experimental fue pensado de manera tal de contar con una base de datos sdlida, para
posteriormente estimar las tasas de POM. Asimismo, el balance de masa aplicado para determinar la tasa de
POM en cada laguna fue planteado y delineado especialmente para este trabajo, lo que le da un valor en si
mismo. Los resultados indican que existe POM en las tres lagunas estudiadas, con un rango amplio de valores.
Al comparar estas tasas de POM con datos globales se observa un aumento de POM al aumentar la Chla, pero
de todas formas la Chla no parece ser el Unico factor influyente. La turbidez, la intensidad luminica, la
temperatura y las horas de luz parecen ser también factores determinantes para la POM™. La relacion de
POM con la composicién fitoplancténica no resulta facil de interpretar con los resultados obtenidos: analizar
posibles predictores de POM con tres lagunas presenta limitaciones, y no es posible sumar informacién de
otros trabajos para explorar esta relacion porque los trabajos publicados no analizaron la composicion de la
comunidad fitoplancténica. Futuros estudios al respecto deberian sumar mas lagunas a esta base de datos,
tanto para mejorar las estimaciones de las tasas de POM como para poder explorar mejor la relacién con la

composicion fitoplanctonica.

Los experimentos a campo realizados para explorar POM fueron profundizados al aislar organismos
fitoplancténicos provenientes de las mismas lagunas donde se hicieron los experimentos. No solamente la
existencia y relevancia de POM en sistemas continentales se encuentra en proceso de debate y aceptacion en
la comunidad cientifica, sino que también lo estd la idea de produccion de CH4 por fitoplancton. El principal
motivo por el cual este concepto genera conflictos es que no se entiende el mecanismo detrds de dicha
produccion. Algunos trabajos indican que esta relacionada con la produccion primaria®?® mientras que otros
indican que se trata sin duda de un proceso metabdlico, que depende de la temperatura y de la exposicion a
la luz, pero que podria estar desacoplado de |a fotosintesis®®. En el capitulo 4 de la tesis pudimos corroborar
gue tanto organismos pertenecientes a la division Chlorophyta como Cyanobacteria producen CH4y que, a
priori, no parece haber diferencias en las tasas de POM entre un grupo vy el otro. Es importante destacar que
este es el primer trabajo que reporta produccion de CH4 por organismos de la divisién Chlorophyta, lo que
amplia la lista de organismos capacesde producir CH,. Sibien con este estudio no podemos aportar resultados
gue ayuden a comprender el mecanismo detras de la metanogénesis por fitoplancton, lo que si podemos
indicar es que efectivamente ésta se relaciona de manera positiva con la luz y que disminuye en las horas de
oscuridad. Aunque las condiciones experimentales difieren de las condiciones a campo, con los resultados
obtenidos también pudimos demostrar que el fitoplancton se encontraba aportando a la POM medida a
campo. De hecho, a partir de los resultados de los capitulos 3 y 4 es posible hacer el ejercicio de combinar el

trabajo a campo con la evidencia experimental para evaluar la contribucion de POM a las emisiones totales de
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CH4(OMC) incluyendo, a su vez, la contribucion del fitoplancton a la POM medida a campo (Fig. 5.1). Al realizar
este ejercicio se evidencia un aumento de OMC al aumentar la abundancia de fitoplancton, que va de la mano
con una mayor contribucién del fitoplancton a POM en lagunas con mayor abundancia fitoplanctdnica. Estos
resultados tienen sentido considerando que el fitoplancton parece ser uno de los principales responsables de
POM en sistemas acuaticos. El resto de la contribucidon a POM puede, por ejemplo, provenir de arqueas

metanogénicas, que fueron detectadas en todos los mesocosmos de las tres lagunas pampeanas.

ndancia de fitoplancton

Figura 5.1. Esquema conceptual indicando la contribucion de POM (azul) al flujo difusivo total de cada laguna

(gris) y la contribucién de la produccion de CHq4 por fitoplancton (verde) a la POM medida a campo (azul). Las

lagunas se ordenan desde menor a mayor abundancia de fitoplancton, de izquierda a derecha.

Esta tesis de doctorado aporta al entendimiento de la dindmica de CO, y CH4 en lagunas pampeanas en
particular, pero también de sistemas someros en general: tanto lagunas claras vegetadas como turbias
fitoplancténicas actlan como fuente de GEl a laatmdsfera en términos anuales, emitiendo CO,y CHs mediante
difusién —aunque para el caso del CO; en primavera y verano actlan como sumidero —mediante ebullicion y
mediante macrofitas emergentes; la dinamica de CH,4 entre regimenes se ve significativamente afectada por
la fisica de estas lagunas, donde la menor velocidad de intercambio en lagunas claras vegetadas, producto de
las macrdfitas sumergidas, conlleva a una mayor concentracién de CH4 en las mismas; las lagunas pampeanas,
independientemente de su régimen, presentan produccién dxica de metano en la columna de agua; y los

organismos fitoplancténicos perteneciente a las divisiones Clorophyta y Cyanobacteria, los dos grupos mas
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representadas en laslagunas Pampeanas, producen CH4 (Fig. 5.2). Para abordar estos objetivos se emplearon
diversas aproximaciones que integraron tanto trabajo de campo como experimentacion en laboratorio. Se
llevaron a cabo mediciones exhaustivas de todas las vias de emisiones de GEl, asi como analisis limnolégicos,
de estructura del fitoplancton, de composicion de arqueas y bacterias, de metabolismo y de isétopos. Ademas,
se realizaron experimentos en el entorno natural, asociadas con incubaciones experimentales. De esta
manera, hemos realizado una contribucion integral al conocimiento actual sobre el papel de las lagunas
pampeanas en el ciclo del Ca nivel regional y global, aportando datos que pueden ser utilizados en los modelos

de prediccién de cambio climatico a nivel global.

Clara vegetada Turbia fitoplanctonica

Figura 5.2. Esquema conceptual de la dindmica de CH4y CO; para una laguna clara vegetada (izquierda) y una
laguna turbia fitoplancténica (derecha). En colores se identifican los GEI provenientes de distintos procesos:
naranja, emisiones de macrdfitas emergentes; violeta, flujo difusivo; gris, flujo ebullitivo; amarillo, CH, disuelto
en la columna de agua — para este caso en particular el tamafio del CH,4 esta relacionado con la concentracion-
; verde, CH,4 producido por POM, relacionado con fitoplancton. Recordar que en el caso de la POM vy la
produccién de CH4 por fitoplancton no es una comparacion estrictamente entre lagunas claras y turbias, sino
que fue un estudio realizado en tres lagunas pampeanas con distinta abundancia y composicion de

fitoplancton.
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Figura Suplementaria 1.1: Curvas de rarefaccién para arqueas, donde las muestras corresponden a las cuatro

lagunas, en las cuatro estaciones del afio y tanto de muestras de superficie como de fondo.
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Figura Suplementaria 1.2: Curvas de rarefaccién para bacterias, donde las muestras corresponden a las

cuatro lagunas, en las cuatro estaciones del afio y tanto de muestras de superficie como de fondo.

Tabla Suplementaria 1.1: Valores estacionales y anuales medios de CO,y CHy en presidon parcial (ppmv) y

también en concentracién (uM)
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pCO; (ppmv) Winter Spring
Clear vegetated 13716+ 7124 321.4+2252
Turbid phytoplanktonic  511.2+95.9  1021.7+214.0
pCH, (ppmv) Winter Spring
Clear vegetated 149.5+67.7

Turbid phytoplanktonic 71.4+423 2842+ 57.7
CO, (umol/L) Winter Spring
Clear vegetated 793 £37.2 125 £ 8.7
Turbid phytoplanktonic 285+£55 37.6£8.5
CH, (nmol/L) Winter Spring
Clear vegetated 0.3+0.1 0.6+0.2
Turbid phytoplanktonic 0.1+0.1 04+0.1

Summer

308.3+147.1
488.1 +£102.0

Summer

390.5+145.7 2396.6 = 1971.1
949.6 =331.2

Summer
88+39
12.7+43
Summer
32+29
1.2+0.6

Autumn
654.1 +386.9
617.0 +455.6

Autumn
1790.2 + 654.3

130.5+£30.2

Autumn

27.17+15.7
26.6+186

Autumn

29+1.0

0.2+0.0

Annual
663.9 + 597.5
659.6 +330.4

Annual

1181.7+1375.8
358.9+3904

Annual

319+348
263+13.7

Annual

1.8+2.0

0.5+0.5

Los valores se expresan como la media + desvio estandar de los valores para cada estacidon o para el afio

(anual). La Presion atmosférica en la llanura pampeana es muy cercana a latm, lo que se traduce en muy

pequefias diferencias entre ppmv y patm.

Tabla Suplementaria 1.2: Flujos de CO2 de las tres vias de emision medidas, para lagunas claras y turbias.

Todos los valores estdan en mmol m2d*?

CO, diffusive flux Winter Spring
Clear vegetated 23.1+£89 -189+186
Turbid phytoplanktonic -0.3£83 18.4=+15.6
CO, vegetated area flux Winter Spring
Clear vegetated 342+92 82.8+154
Turbid phytoplanktonic 340+£144  96.7+£309

Summer
-194+£104
-99+169
Summer
125.4£49.0
NA

Autumn
78+31.7
26=x182
Autumn
83.2+24.0
753+ 119

Anual
-6.9+206
5.1=x224

Anual
81.5+38.5
68.7+327

Los valores estan expresados como la media * desviacién estandar de los valores correspondientes a cada

Estacion o al afio (anual). Para el Flujo de CO; de area vegetada no se pudo colectar datos en verano

Tabla Suplementaria 1.3: Flujos de CH,4 de las tres vias de emision medidas, para lagunas clarasy turbias. Todos

los valores estan en mmol m2d*?
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CH, diffusive flux Winter Spring Summer Autumn Anual
Clear vegetated 03=+02 63=+25 345+36.8 9:1 L1117 144+242
Turbid phytoplanktonic 04+04 72+75 64.8 395 41+39 199+335
CH, vegetated area flux Winter Spring Summer Autumn Anual
Clear vegetated 1.2+0.37 103+2.1 22.5+26.1 3637 94+133
Turbid phytoplanktonic 1305 11.4+14.9 18.7+ NA 32+02 7.1+89
CH, ebullitive flux Winter Spring Summer Autumn Anual
Clear vegetated 02+0.1 34+1.8 14.8+9.1 1.1+0.7 49=+73
Turbid phytoplanktonic 0.3+0.1 25+24 11.7+11.3 02+0.2 45+8.0

Los valores estan expresados como la media * desviacion estandar de los valores para cada Estacion o para el
afio (anual).

Tabla Suplementaria 1.4: Area correspondiente a cada habitat, para cada laguna y cada estacion del afio.

SG (km?) Winter Spring Summer Autumn
Emergent macrophytes 1.99 1.41 2.82 2.52
Open water 0.86 1.53 0.01 0.28
Total 2.85 2.94 2.83 2.80
KH (km?) Winter Spring Summer Autumn
Emergent macrophytes 6.02 5:51 6.86 8.72
Open water 13.72 14.61 12.44 10.37
Total 19.74 20.12 19.30 19.09
SA (km?) Winter Spring Summer Autumn
Emergent macrophytes 0.20 0.19 0.38 0.21
Open water 5.38 5.40 5.10 5.08
Total 5.58 5.59 5.48 5.29
BU (km?) Winter Spring Summer Autumn
Emergent macrophytes 0.34 0.60 0.64 0.27
Open water 9.98 9.81 9.59 9.84
Total 10.32 10.41 10.23 10.11

Emergent macrophytes se refiere al habitat con macrofitas emergentes, Open Water se refiere al habitat de
aguas abiertas y Total se refiere al total del area de la laguna. Los valores se expresan en km2 y las estaciones

del afio corresponden a Invierno 2018, Primavera 2018, Verano 2019 y Otofio 2019.
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- Anexo capitulo 3
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Figura Suplementaria 3.1: Curvas de rarefaccion para arqueas, donde las muestras corresponden a cada una

de las tres lagunas donde se hicieron los experimentos (SG, SA y BU), al tratamiento (Mesocosmos o Control),

alaréplica de mesocosmos (1 a 4)yal momento del experimento (Inicio o Final). Las muestras BUCTi y SGM4Tf

no llegaron a una meseta.
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Figura Suplementaria 3.2: Curvas de rarefaccién para bacterias, donde las muestras corresponden a cada una

de lastres lagunas donde se hicieron los experimentos (SG, SA y BU), al tratamiento (Mesocosmos o Control),

a la réplica de mesocosmos (1 a 4)y al momento del experimento (Inicio o Final).
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- Anexo capitulo 4

Suplementario 4.1

Medios de cultivos utilizados

Bold’s Basal Medium (BBM): este medio es Util para el mantenimiento y crecimiento de microalgas,
principalmente del grupo de las Chlorococcales (Chlorophyta).

Preparar previamente las siguientes soluciones stock de macro y micronutrientes:

1) NaNO3 cccceeeieeieeeieveie e .. 10g/400 ml agua bidestilada
2) KHaPO4 oo, 78/400 ml agua bidestilada
3) KgHPO4 coveveee e e 38/400 ml agua bidestilada
4) MgS04 .7H20 cooveveeiicieiieee e e 3g/400 ml agua bidestilada
5) CaCly .2H20 e 1g/400 ml agua bidestilada
6) NaCl ..coveeeceeveeieeee e 1g/400 ml agua bidestilada

I) Solucidon stock EDTA: diluir 50 g de EDTA (Ethylendiaminetetracetic acid) y 31 g de KOH, llevando a un
volumen final de 1 L en agua bidestilada.

I) Solucién stock de Fe: diluir 4,98 g de FeSO4 .7H20 llevando a un volumen final de

1L en agua bidestilada acidificada. (Esta ultima se prepara agregando 1 ml de H,S0O4 concentrado a 999 ml de
agua bidestilada).

1) Solucién stock de Boro: diluir 11,42 g de H3BOs a 1 L con agua bidestilada.

IV) Solucién stock de Micronutrientes: diluir 8,82 g de ZnSO4 .7H20; 1,44 g de MnCl2. 4H20; 0,71 g MoO3;
1,57 g CuSO4.5H20 y 0,49 g Co(NO3)2.6H20 a 1 | con agua bidestilada acidificada (preparada como se
describid arriba).

El medio de cultivo se prepara agregando 10 ml de las soluciones 1 a 6y 1 ml de las soluciones la IV a 936 ml
de agua bidestilada. Verificar que el pH del medio sea 5,5 (si no es asi, ajustar el pH con solucion de KOH).

Este medio se utiliza para cultivos liquidos (en cuyo caso es preferible mantenerlos con agitacion) y para
cultivos sdlidos se lo solidifica agregando 1,5 % (P/V) de agar-agar.

Mantener los cultivos a temperatura ambiente y luz continua (o en su defecto con fotoperiodo de
aproximadamente 12-12 hs. Luz-Oscuridad).

BBM + vitaminas: se prepara agregando 1 ml de solucion de 3 vitaminas a 1 litro de BBM. Este medio también
se utiliza en forma liquida o sdlida.

Solucién de vitaminas: 0,008 g cianocobalamina (vitamina B12) + 0,008 g Tiamina HCI 28

(vitamina B1) + 0,008 g biotina en 1 litro de agua bidestilada
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BBM + extracto de suelo: se prepara con diferentes proporciones de BBM y extracto de suelo (1:1, 2:1, 3:1
v/v). Este medio también se utiliza en forma liquida o sélida.

Extracto de suelo: sobrenadante de medio bifasico tierra agua.

BG11: este medio es especialmente Util para el crecimiento de cianobacterias, pero también puede ser
utilizado para otros grupos de fitoplancton.

Preparacion de soluciones stock

Para preparar las siguientes soluciones stocks, agregar la cantidad especificada del componente a la cantidad
especificada de agua milig (50 ml o 200ml)

#Solucion stock Componente Cantidad para 50ml (g) Cantidad para 200ml (g)
1 Na,EDTA.2(H,0) 0.044 0.176
2 Citric acid.1(H,0) 0.326 1.302
4 KsHPO, 2.000 8.000
5 MgS04.7(H20) 3.700 14.800
6 CaCl.2(H,0) 1.765 7.060
7 Na,COs 1.005 4.020
8 Ferric ammonium citrate 0.300 1.200

Para la solucion #9 (micronutrientes) agregar la cantidad especificada de cada componente a la cantidad de
agua milig requerida.

#Solucion stock | Componente Cantidad para 50ml (g) Cantidad para 200ml (g)
A H,BOs 0.142 0.569
B MnCl,.2(H,0) 0.073 0.291
C ZnS04.7(H20) 0.011 0.044
D CuS04.5(H20) 0.004 0.016
E Na;Mo04.2(H;0) 0.020 0.078
F CoCl,.6(H,0) 0.002 0.008

Soluciones #4, #8 and #9 deben ser filtrada con un filtro de tamafio de poro 0.2um y guardadas en frascos
estériles previamente autoclavados, y esto debe ser realizado bajo flujo laminar.

Siempre chequear las soluciones por “Turbidez” u “objetos nubosos” porque estos pueden corresponden a
bacterias u hongos. Las soluciones #2 y #5 son particularmente sensibles y suelen vencer aproximadamente

un mes después de su preparacion.
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Preparacion del medio BG11 v posterior esterilizacidn

En un frasco de 1L, agregar 1L de agua miligy 1,5mg de NaNOs Luego de esto, agregar 1ml de las soluciones
#1, #2, #5, #6 y #7. Autoclavar por 20min a 121°C. Una vez que el frasco estd a temperatura ambiente, agregar
bajo flujo laminar 1ml de las soluciones #4, #8 y #9.

Suplementario 4.2

Relacion entre la concentracién de CHy inicial en los cultivos autoclavados (controles) y la pérdida de CH4 fisica
(es decir, la pendiente de la regresion entre concentracion de CH4para cada medicién) para cuatro de los cinco
cultivos autoclavados medidos (#8, #9, #49 y #12) (Fig. Supl. 1). El cultivo autoclavado #43 no se utilizd porque
tenia muy poco CH4 disuelto y no hubo casi pérdida a la atmosfera, por lo que no se pudo calcular una
pendiente de pérdida fisica. A partir de esta regresion se obtuvo una ecuacion que permite determinar cual
seria la pérdida fisica de CH4 esperada para distintas concentraciones iniciales de CH,4. En otras palabras, a
partir de esta ecuacion se puede determinar cudl seria la pérdida fisica de un cultivo medido en el MIMS

considerando la concentracién de CHg inicial.

0.000
c
0
0
B ®
1= Leptolyngbya sp.
= 0001 @ Monoraphidium circinale
= @ Scenedesmus linearis
Q Scenedesmus quadricauda
c
Qo
-
c
[}
o y = -0.0002x + 0.0017 ®

.0.002 R? = (0.9142

10 12 14

CH, inicial (nM)
Figura suplementaria 4.1. Relacion entre concentracién inicial de CHy4 disuelto en el cultivo autoclavado

medido y su pérdida fisica de CH4 (pendiente).

Suplementario 4.3
Resultados de la medicion de los cultivos autoclavados en el MIMS. A partir de estos resultados se construyé

la regresion presentada en el punto anterior. De los siete cultivos medidos en el MIMS, se midieron los cultivos

145



autoclavados de cinco de ellos, por limitaciones de tiempo. De todos modos, dado que en todos los casos se

trata de cultivo muerto, no fue necesario tampoco medir el cultivo autoclavado de cada uno de los cultivos.
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Figura suplementaria 4.2. Mediciones de cultivos autoclavados en el MIMS de Chlorophyta (A, By C) y de

Cyanobacteria (Dy E).
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