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RESUMEN

El calentamiento global es un tema que nos concierne a todos, y
como tal se ha hecho muy importante en los ultimos tiempos conocer mas
sobre sus causas, sus consecuencias y las posibilidades de mitigar sus
efectos a corto y largo plazo. La zona del Circulo Polar Artico resulta de
gran interés para la comunidad cientifica, dado que contiene grandes
cantidades de C en forma de metano, uno de los gases de efecto
invernadero mas importantes. Este metano se encuentra almacenado en
aguas y suelos congelados, y su liberacién a la atmosfera se ve afectada
especialmente por el aumento de las temperaturas. En un escenario de
calentamiento global, se prevé que las temperaturas del Artico aumenten
entre 2°C y 5°C para 2100. Otra fuente de metano muy importante es el
producido por microorganismos como parte de su actividad metabdlica.
Estos microorganismos, del dominio Archaea, presentan gran sensibilidad
a las variaciones de temperatura. En zonas frias como el Artico estos
microorganismos sobreviven en los fondos de los lagos o suelos
congelados y en las etapas de deshielo emiten metano. El aumento de la
temperatura global ocasionara que estos microorganismos estén mas

activos y aumenten las emisiones de metano.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del incremento de la
temperatura en la produccion de metano en muestras extraidas de lagos
del Artico

Se analizaron muestras de sedimentos de lagos, extraidas de 4
lagos en Alaska. Se realizaron ensayos en batch para evaluar la actividad
metanogénica a cuatro temperaturas (5°C, 10°C, 15°C y 20°C).

Los resultados mostraron que con temperaturas superiores la
produccion de metano también es mayor, resultando en una

retroalimentacion positiva para el calentamiento global. La velocidad de



produccion de metano se vio afectada por la temperatura; a 15°Cy 20°C la
produccién de metano alcanzé valores més altos en un periodo de tiempo

mas corto que a 5°C y 10°C.

Palabras clave; arqueas metanogénicas; Artico; calentamiento global;

gases de efecto invernadero; metano.



1. INTRODUCCION

1.1. El ambiente Artico

La gran region del Artico se extiende por el norte de América del
Norte, el norte de Europa y el norte de Asia, abarcando un total de ocho
paises y las extensiones de mar y océano en el medio. Los ambientes
terrestres, de agua dulce y marinos que conforman esta area exhiben una
variacion considerable en cuanto al clima, la meteorologia y la geografia
fisica. Esta region puede delimitarse segun su clima o segun los limites
definidos por temperatura, vegetacion o mar. En general se la define como
la region dentro del Circulo Polar Artico (66°32'N) (Figura 1).

Fig.1 Regién polar del Artico y Océano Artico. La linea blanca
punteada refiere a la delimitacion aproximada de la Regién polar
Artica. Fuente: IPCC Special Report, Meredith et al., 2019.



1.1.1. Permafrost

El permafrost, es una mezcla de suelo, sedimento y rocas que se
mantienen a 0°C o0 menos por al menos dos afios. Su espesor puede variar
de 1 hasta 1.000 metros. Actualmente, hay una atencion significativa
dedicada a los efectos del cambio climéatico en ambientes de permafrost,
dado que esta formacién tiene un rol crucial en el ciclo del carbono (NSIDC,
2017). El permafrost contiene hasta un 50% del reservorio de carbono
organico de los suelos de entre 0 y 3 metros de profundidad a nivel global,
del cual una parte significativa se podria liberar a la atmdsfera dentro de los
préximos 100 afios debido al aumento global de temperatura. Ese
reservorio de carbono es el resultado de la descomposicién vegetal y
animal acumulada en el suelo permanentemente congelado por miles de
afos. Se estima que las regiones de permafrost (norte y sur) contienen dos

veces mas carbono que la atmaosfera actualmente (Schuur et al., 2015).

Uno de los ecosistemas presentes en esta region, la tundra, se
caracteriza por la presencia de permafrost. La taiga, también llamada
bosque boreal, es una zona de arboles perennes dispersos, y es el limite
sur de la tundra artica. Dependiendo de la zona, las temperaturas oscilan
entre los -40°C en invierno y los 10°C en verano (AMAP, 1998).
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Fig. 2 La zona de permafrost esta presente en una larga porcion del Artico.
En el mapa, zonas indicadas en color purpura oscuro indican altos
porcentajes de suelo permanentemente congelado; en purpura mas claro

se indican zonas esporadicamente congeladas. Fuente: NSIDC, 2017

El permafrost consta de varias capas, que se definen en base al
punto de congelacion del agua (0°C) (Figura 3). La capa activa es la capa
superior del suelo en un é&rea de permafrost, sujeta a condiciones
estacionales de congelacién y descongelacién. La capa que le sigue es la
capa perenemente congelada, lo que seria el permafrost propiamente
dicho. La capa mas profunda, en la base del permafrost, se conoce como
cryopeg, Yy tiene una temperatura inferior a 0°C pero el agua permanece sin
congelar (Woo, 2012).
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Fig. 3 Definicion de permafrost y caracteristicas asociadas. Fuente: Woo,
2012.

La mayor parte de los estudios proyectan que la temperatura
promedio en el Artico aumentara entre 2°C y 5°C para el afio 2100 (Collins
et al., 2013; van der Linden & Mitchell, 2009; Karl & Trenberth, 2003).

El Artico contiene numerosos sistemas lénticos (“agua quieta”)
extendiéndose desde los estanques superficiales de la tundra a los grandes
lagos. Los cambios estacionales en el flujo, la cubierta de hielo, la
precipitacion/evapotranspiracion y los aportes de sedimentos y nutrientes
han sido identificados como factores relacionados con el clima, que
controlan, en los lagos, su biodiversidad, su régimen de almacenamiento y
su estado fuente/sumidero de carbono (en forma de CHas). Un nimero
significativo de registros paleolimnolégicos de lagos en el Artico circumpolar

han demostrado cambios sincrénicos en la composicion de la comunidad
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biologica y parametros sedimentologicos asociados con los cambios
climaticos (Anisimov et al., 2007).

1.1.2. Calentamiento en el Artico y consecuencias

En los sedimentos hay grandes cantidades de metano retenido en el
permafrost, especialmente en las plataformas continentales Articas.
Cuando estas éareas se calientan este metano puede ser liberado,
sumandose a la concentracion de gases de efecto invernadero en la
atmédsfera (Denman et al., 2007; Walter Anthony et al., 2016; Knoblauch et
al., 2018).

Se prevé que la descomposicion de carbono en el Artico aumente en
condiciones climaticas mas célidas. El efecto que pueda tener el aumento
en la tasa de descomposicion del carbono sobre el forzamiento radiativo
(alteracion del equilibrio entre la energia que llega a la Tierra a través de la
atmoésferay la cantidad de energia que se irradia desde el planeta) depende
del equilibrio entre las cantidades de carbono emitidas como dioxido de
carbono y metano. Algunos ecosistemas en el Artico, incluidos los
humedales, convierten parte del carbono que ha sido capturado
fotosintéticamente de la atmésfera como didxido de carbono a metano, que
luego se libera como el producto de la descomposicion organica del suelo.
Debido a esto, incluso las areas y los ecosistemas que funcionan como
sumidero de carbono, como la tundra, pueden potenciar el forzamiento
radiativo global si se emite una fraccion suficiente de carbono como metano
(Friborg et al., 2003; Rasilo et al., 2014; Elder et al., 2018).

El metano en los suelos del Artico es producido por microorganismos
(argueas) en la zona anaerdébica de la capa activa (la capa superior del
permafrost afectada por la descongelacion estacional) debajo del nivel

freatico (nivel superior de la capa de agua). Luego se transporta a la
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atmosfera por emision de burbujas y difusion a través del agua, asi como a
través del sistema vascular de las plantas. Hasta el 80% del metano que se
produce en la zona anaerobica se oxida en la capa superior del suelo antes
de que llegue a la atmésfera (Anisimov, 2007). En los humedales el nivel
freatico elevado favorece la produccién de metano. Bajo las condiciones
climaticas actuales, los humedales del norte, en promedio, actian como
sumideros netos de carbono, pero hay grandes fuentes de emisiones de
metano, de materia organica que se deposita por debajo de la capa del
permafrost que sufre descongelamiento estacional en el Artico, que aunque
actualmente no tiene mayor influencia en el ciclo del carbono, podria tenerla

en el caso del climas mas calidos (Anisimov, 2007).

Estimativas recientes sobre cambio climéatico predicen aumentos de
hasta 9°C en la temperatura media del aire en el Artico para el proximo
siglo. Ademas del descongelamiento del permafrost y desprendimiento del
carbono, este factor también influye en el calentamiento de aguas
continentales y periodos mas largos sin hielo (ice-free seasons) (Wik et al.,
2016). Ademas del permafrost, los cuerpos de agua, como lagos y lagunas
son también fuentes extensas de emision de metano y se estima que las
emisiones generadas por ellos se incrementaran entre 20-54% antes del
fin del siglo, si los periodos de descongelamiento se extendieran por mas
tiempo (Wik et al., 2016).

En el Artico, el aumento de las temperaturas tiene el potencial de
aumentar la liberacion de metano de fuentes naturales. Se sabe que hay
depdsitos muy grandes de metano y carbono organico en el fondo marino
del Artico, y en tierra en los suelos y sedimentos lacustres (AMAP, 2015).
La descomposicion del carbono en estos depdsitos puede conducir a la
emision de didéxido de carbono o metano, dependiendo de las condiciones
bajo las cuales se produce la descomposiciéon, siendo la humedad y las
condiciones anaerobias de esta zona las favorecedoras de la formacion de

metano. Estos depdsitos estan contenidos (total o parcialmente) por hielo,
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suelo y sedimento congelados, y el intercambio aire-superficie esta
parcialmente mediado por la capa de hielo. Como el metano es un
poderoso gas de efecto invernadero, y dado el tamafio de los yacimientos
de carbono del Artico, existe un potencial reconocido para las emisiones de
metano climaticamente significativas del Artico, lo que representaria una
retroalimentacion positiva y amplificadora para el sistema climético global
(AMAP, 2015).

La llanura artica de Alaska es un paisaje complejo de lagos, arroyos
y humedales dispersos en la tundra de bajo relieve, con grandes
extensiones de permafrost. Esta region del Artico ha experimentado una
tendencia al calentamiento en las ultimas tres décadas (Pearce et al.,
2012), lo que ha llevado a la descongelacién del permafrost en tierra y la
reduccion del hielo marino a un ritmo sin precedentes. La pérdida de hielo
marino ha aumentado la accién de las olas oceénicas, lo que lleva a
mayores tasas de erosion e inundacion de agua salada hacia los habitats
costeros. Las temperaturas de calentamiento también han influenciado la
fenologia general de la region, incluyendo el deshielo méas temprano de las
capas de nieve, el deshielo de los lagos y el crecimiento de las plantas.
Como resultado, muchas especies migratorias ahora llegan al Artico varios
dias antes en la primavera que en la década de 1970. Las tendencias de
calentamiento previstas para el futuro continuaran alterando el crecimiento
de las plantas, el deshielo y otros procesos basicos del paisaje. Estos
cambios indudablemente daran como resultado diferentes respuestas por
parte de la vida silvestre (peces, aves y mamiferos) y la comida de la que
dependen (plantas, invertebrados y peces). Sin embargo, el tipo de
respuesta de diferentes poblaciones de vida silvestre y sus habitats sigue

siendo en gran medida desconocido (Pearce et al., 2012).
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1.2. Ciclo del Carbono en la naturaleza

La biésfera contiene una mezcla compleja de compuestos de
carbono en un estado continuo de generacién, transformacion vy
descomposicion. Este estado dinamico se mantiene a través de las
diferentes etapas del ciclo del carbono, involucrando organismos y

microorganismos diversos en sistemas terrestres y acuaticos (Bolin, 1970).

El ciclo global del carbono puede verse como una serie de depdésitos
de carbono en el sistema terrestre, conectados por flujos de intercambio de
carbono. Conceptualmente, se pueden distinguir dos dominios en el ciclo
global del carbono. El primero es un dominio rapido con grandes flujos de
intercambio y rotaciones de reservorios relativamente "rapidos”, que
consiste en carbono en la atmosfera, en el océano, en los sedimentos
oceanicos superficiales, y en la tierra en la vegetacion, los suelos y en
cuerpos de agua dulce. Los tiempos de rotacién de los reservorios (masa
del reservorio de carbono dividida por el flujo de intercambio), van desde
unos pocos afos para la atmosfera hasta décadas o milenios para los
principales reservorios de carbono de la vegetacion terrestre y el suelo y
los diversos dominios del océano. Un segundo dominio lento consiste en
las enormes reservas de carbono en rocas y sedimentos que intercambian
carbono con el dominio rapido a través de emisiones volcanicas de COg,
meteorizacion quimica (la eliminacion gradual de CO:2 atmosférico
mediante la disolucion de rocas de silicato y carbonato), erosion y

formacion de sedimentos en el fondo del mar (IPCC, 2013).

En el ciclo de carbono los depdsitos inorganicos consisten en
carbono en su estado oxidado como CO:2 gaseoso, en la atmoésfera y
disuelto en el agua, y HCO3z ~y COs? principalmente disuelto en aguas
superficiales y marinas, y como minerales carbonatados en rocas, suelos y
sedimentos. Las reservas organicas comprenden carbono en estados

reducidos confinado principalmente en la biomasa de organismos vivos, en
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materia organica sedimentaria antigua enterrada profundamente (carbon,
entre otros) y en materia organica recientemente muerta disuelta o
suspendida en aguas superficiales y océanos y en sedimentos
superficiales. Una fuente importante de diéxido de carbono atmosférico es
la respiracion, junto con la combustion y la descomposicion de materia
organica. A su vez, un sumidero importante del mismo es la fotosintesis
(Bashkin, 2003).

En la Figura 4 se representa esquematicamente el ciclo del carbono,
diferenciando procesos que ocurren en anaerobiosis de los que se dan en
presencia de oxigeno. En el mundo previo a la industrializacién, se presume
que la absorcion de dioxido de carbono de la atmosfera a través de la
fotosintesis estuvo mas o menos en equilibrio con la liberacion de dioxido
de carbono a través de la respiracion. En condiciones aerobicas,
considerando la glucosa como ejemplo de materia organica, este estado

“estacionario” seria el siguiente:
6CO2 + 6H20 <—> CsH1206+ 602

De izquierda a derecha (con el aporte de energia solar) ocurre la
fotosintesis, en sentido inverso, la respiracién. En la fotosintesis oxigénica,
los organismos fotosintéticos absorben la energia del sol y la utilizan para
escindir el agua. El hidrogeno del agua es el poder reductor para convertir
el CO2 en glucosa. El oxigeno se escapa a la atmosfera como subproducto
(Grace, 2013).
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MATERIA ORGANICA ‘_\
FOTOSINTESIS

RESPIRACION AEROBICA . .
(cianobacterias, algas y plantas

(metazoos, metafitasy superiores)
AMBIENTES microorganismos) :
AEROBICOS
/. Metanétrefos -\

AMBIENTES
J—

DISAEROBICOS DIGXIDO DE CARBONO CAFBONO |NORGAN\CO
€—————————  (atmésfera, océanos y rocas)

METANO

k Metandgenos jj

RESPIRACION ANAEROBICA Y FOTOSINTESIS ANOXIGENICA
FERMENTACION (sulfur bacterias y
(microorganismos) cianobacterias)

\ MATERIA ORGANICA

Fig. 4 Representacion esquematica del ciclo de carbono, diferenciando
los procesos que ocurren en aerobiosis y anaerobiosis. Fuente: Bashkin,
2003.

AMBIENTES
ANAEROBICOS

1.2.1. Produccion de metano por microorganismos

El metano se produce como ultimo producto de la degradacién de la
materia organica en condiciones anaerobias. La cadena de degradacion
anaerobica consiste en una serie de procesos metabdlicos que ocurren en
ausencia de oxigeno molecular y de aceptores externos de electrones
como NOs', Fe3*y SO4%, y depende de la actividad de al menos tres grupos
distintos de microorganismos para promover la fermentacion de la materia
organica, que resulta finalmente en metano y didéxido de carbono (ver
Figura 5). Estos grupos de microorganismos incluyen bacterias
acidogénicas, bacterias acetogénicas y arqueas metanogénicas (Moraes et
al., 2015).
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Materia organica compleja
(carbohidratos, lipidos y proteinas)

HIDROLISIS
(Bacterias fermentativas hidroliticas)

¥

Componentes organicos simples
(az(cares, acidos grasos y aminoacidos)

ACIDOGENESIS

Bacteria fermentativa acidogénica

2
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ACETOGENESIS
Bacterias acetogénicas productoras de hidrégeno Baclerieiacelogénicas
A 'Y
Hz, CO; M _  Acetato
»
I (Bacterias acetogénicas consumidoras de hidrégeno) I
METANOGENESIS . .
MetanogénI‘cas hidrogenotrdficas Metanogénicas acstocidsicas
» CHg, CO,

Fig. 5 Esquema de la cadena de degradaciéon anaerébica de materia
organica. Fuente: Moraes et al., 2015.

1.2.2. Desbalance del ciclo del carbono y emisiones de gases
de efecto invernadero

El ciclo del carbono se ha visto perturbado por las actividades
humanas. Desde la Revolucion Industrial (1760-1830), el uso generalizado
de combustibles fésiles, como el carbon, el petréleo y el gas, ha provocado
un aumento sustancial de la concentracion de CO:z en la atmosfera.

Ademas, el carbono de la biomasa se devuelve a la atmésfera como CO2
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cuando se talan bosques y se reemplazan por agricultura. En la actualidad,
existe una comprension generalizada entre los gobiernos nacionales y
entre los cientificos de que estas emisiones antropogénicas de CO2 y otros
gases estan aumentando el efecto invernadero y provocando el
calentamiento global. Al mismo tiempo, se ha descubierto que la superficie
terrestre y el océano absorben una fraccion sustancial de las emisiones de
combustibles fésiles. Sin embargo, estos son sumideros inciertos y es
posible que su absorcion de CO2 no persista por mucho mas tiempo (Grace,
2013).

Los gases de efecto invernadero (GHG por su sigla en inglés) son
componentes gaseosos de la atmésfera, de origen tanto natural como
antropogénico, que absorben radiacién en longitudes de onda especificas
dentro del espectro de radiacion terrestre, y que luego es emitida por la
superficie de la Tierra, la atmdsfera misma y las nubes. Esta propiedad es
la responsable del efecto invernadero. El vapor de agua, el diéxido de
carbono, el 6xido nitroso, el metano y el ozono son los principales gases de
efecto invernadero en la atmdosfera terrestre. Las propiedades radiativas de
la atmésfera estan fuertemente influenciadas por la abundancia de gases
de efecto invernadero, principalmente diéxido de carbono, metano y éxido
nitroso. Los GHG y gases no GHG como el N2 bien mezclados representan
la fase gaseosa de los ciclos biogeoquimicos globales, que controlan los
complejos flujos y transformaciones de los elementos entre los diferentes
componentes del sistema terrestre (atmosfera, océano, tierra, litosfera)
mediante procesos bioticos y abioticos. Dado que la mayoria de estos
procesos dependen del ambiente predominante, los cambios en el clima y
los impactos humanos en los ecosistemas (por ejemplo, el uso de la tierra
y el cambio de uso de la tierra) también modifican las concentraciones
atmosféricas de CO2, CH4y N20. Durante los ciclos glacial-interglaciares,
en ausencia de impactos humanos directos significativos, las grandes

variaciones climaticas también afectaron la concentracion de COz, CHay
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N20 y viceversa. En los periodos siguientes hasta la actualidad, la situacion
resultd bastante diferente debido al predominio de las emisiones
antropogénicas que afectan los ciclos biogeoquimicos globales y, a su vez,
el cambio climatico, con lo que los ciclos biogeoquimicos constituyen

retroalimentaciones en el sistema terrestre (IPCC, 2013).

1.3. Intercambio de metano

El intercambio de metano entre el suelo y la atmdsfera es regulado
por la actividad de dos grupos de microorganismos, los metanogénicos y

los metanotroficos (Figura 6).

CO, atmosférico

Fotosintesis
6 CO, + 6 H,0 > C;H,,0, +6 O,

|

CH, atmosférico

Oxidacion de CH,

2CHa+ 02 > COz + Hz + H,0
2C0;+ 0; — 2C0;

Consumo de CH,

l CH,
Metanogénesis
Carbono orgénicoy | | CH,COOH - CH, + €O, Metanétrofos

azucares CO,+4 H, > CH, + 2H,0

Metandgenos

Fig. 6 Emisiones globales de CHg, involucrando arqueas
metanogeénicas y bacterias metanotroéficas. Fuente: adaptado de
Singh et al., 2010.

El flujo de metano de un ecosistema dado, esta determinado por los
requerimientos ambientales dispares de estos organismos (concentracion
de oxigeno, temperatura, contenido de agua, y disponibilidad de

nutrientes). Las arqueas metanogénicas (productoras de metano), estan
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activas en condiciones anaerobicas, producen metano como un producto
de su metabolismo, siendo la principal fuente de metano en sistemas
naturales, vertederos y sistemas agricola-ganaderos. Las bacterias
metanotroficas (consumidoras de metano) estan activas principalmente en
condiciones aerdbicas, mediante la oxidacion de metano producen CO:2
(Aronson et al.,, 2013.). Las bacterias metanotroficas sirven como
amortiguadores cruciales para las enormes cantidades de metano

producidas en algunos de estos ambientes (Singh et al., 2010).

1.3.1. Metanotrofia

Las bacterias metanotréficas, o metanotrofos, son un subconjunto
fisiologicamente distinto de un grupo de bacterias conocidas como
metilotrofos. Los metanotrofos son Unicos en su capacidad para utilizar el
metano como Unica fuente de carbono y energia. Las bacterias
metilotréficas son aquellas bacterias aerdbicas que utilizan compuestos de
un carbono (metano, metanol, aminas metiladas, halometanos vy
compuestos metilados que contienen azufre) mas reducidos que el acido
férmico como fuentes de carbono y energia y asimilan el formaldehido
como una fuente principal de carbono celular. Una caracteristica definitoria
de los metanétrofos es el uso de enzimas especificas, como la metano
monooxigenasa, para catalizar la oxidacion de metano a metanol (Hanson
& Hanson, 1996).

El grupo mas conocido de consumidores de metano son los
metanotrofos aerdbicos (methane oxidizing bacteria - MOB). Estas
bacterias se encuentran generalmente en ambientes 6xicos 0 en micrositios
dentro de ambientes anoxicos. Las MOB son el unico sumidero biolégico
de metano conocido, siendo organismos clave en comunidades

microbianas que procesan metano (Aronson et al., 2013).
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Las bacterias metanotroficas poseen una enzima, la metano
monooxigenasa (MMO), que les permite crecer con el metano como Unica
fuente de carbono. Es la primera de las cuatro enzimas requeridas para la
transformacion de metano a CO: y existe en dos formas; soluble (SMMO) o
particulada asociada a membrana (pMMO). La mayoria de los metanétrofos
poseen ambas formas, aunque ciertas especies carecen de la forma
soluble (Tabla 1). La pMMO convierte el metano en metanol utilizando

oxigeno molecular como co-sustrato (Cohen, 2014).

Los metanotrofos se dividen en al menos dos grupos funcionalmente
distintos (Reay et al., 2005); i) el grupo de alta afinidad que usa metano en
concentraciones muy bajas y ii) el grupo de baja afinidad que solo usa
metano en concentraciones altas. La mayoria de los metanotrofos
cultivables son reportados como de baja afinidad, tendiendo a ubicarse en
torno a fuentes de metano. Ambos grupos son muy importantes para el
balance global de metano en el ciclo de carbono. Los metanétrofos de alta
afinidad son responsables de la captacién directa de metano atmosférico,
y los metanoétrofos de baja afinidad eliminan gran parte del metano
producido en las areas de origen, antes de que pueda alcanzar la atmosfera
(Reay et al., 2005).

Tabla 1 Caracteristicas de grupos taxondmicos de bacterias metanotroficas.
Fuente: Semrau et al., 2010.

Methylococcaceae Methylocystaceae Beijerinckaceae Methylacidiphilaceae

Familia

Methylobacter,
Methylococcus,

Methylosinus, Methylocapsa, S
Methylocaldum, Methylocystis Methylocella Methylacidiphilum

Género Methylohalobius,

Methylomicrobium,
Methylomonas,
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Methylosoma,
Methylosarcina,

Methylosphaera,
Methylothermus,
Crenothrix,
Clonothrix
Rubisco Raramente - - +
sMMO +0- +0- +0- -
pMMO + + +0- +
Fijacion de
p +0- +0- + +0-
Nitrogeno
Methylocapsa:
vesiculas de
membrana
paralelas al eje
largo en un lado
Pilas de de
Formacion de . membrana
) Haces de disco
membana intra . paralelas la membrana
perpendiculares a la -
. celular.
. - superficie e
citoplasmatica a la periferia
celular Methylocella:
invaginaciones
citoplasméticas
de membrana
Varia: quistes, Quistes o
Varia: quistes o i .
Fases latentes . 4 esporas o ninguna esporas Ninguna
ninguna
G+Cmol% 43-65 62-67 60-63 41-46
Facultativo - - +0- -

Aunque lo mas comun son los metanotrofos aerobios, también

existen metanotrofos capaces de oxidar el metano en condiciones andxicas
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(Cohen, 2014). Esto ocurre en consorcios de mircroorganismos formados
por bacterias (en su gran mayoria) y arqueas. Hay dos mecanismos por los
que este proceso se puede dar. Uno es dependiente de nitrato, en la
interfaz Oxica-anodxica, y el otro se acopla a la reduccion de sulfato. La
oxidacion anaerdbica de metano es muy importante para controlar el flujo

de metano en ambientes andxicos (Cohen, 2014).

La temperatura y otras condiciones ambientales, como las
concentraciones de CHsy O2, pH y estrés de nitrogeno afectan la estructura
y la actividad de la comunidad metanotréfica. La temperatura ademas

influye en la actividad enzimética de los metanétrofos (He et al., 2012).

1.3.2. Metanogénesis

El metano es el producto final de la descomposicion microbiolégica
de materia orgénica, en ambientes anaerdbicos como sedimentos de lagos,
la capa andxica de suelos y el tracto intestinal de animales (Thauer, 1998;
Bodelier & Steenbergh, 2014; Malyan et al., 2016).

En sedimentos de lagos, material de origen vegetal, como la glucosa

derivada de la celulosa, se descompone completamente a CO2 y CHa:

Glucosa - 3CO2+ 3CHa AG%=-418.1 kJmol ™!

Esta reaccion es catalizada por asociaciones de microorganismos
incluyendo relaciones sintréficas. Primero ocurre la fermentacién de
glucosa, que proporciona, entre otros, los compuestos necesarios para la
metanogénesis: acetato, CO2 e Hz, o0 acetato, formato e Hz, llevada a cabo
por microorganismos anaerobios fermentativos y sintroficos obligados. En

un segundo paso, los productos de la fermentacion de glucosa son
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convertidos en metano. Los organismos que median la generacion de
metano son las arqueas metanogénicas, microorganismos altamente
especializados que utilizan acetato, CO2 e Hz o compuestos metilados
como sustrato (Thauer, 1998; Bodelier & Steenbergh, 2014; Malyan et al.,
2016).

Las tres vias principales para la produccién de metano, segun se
muestra en la Figura 7, son: (i) reducciéon de CO2 (hidrogenotrofica), (ii)
acetoclastica y (iii) metanogénesis metilotrofica. El ultimo paso en la
metanogénesis, la reduccion de la metilcoenzima M a CHa4 realizada por la
metilcoenzima M reductasa (Mcr) y la formaciéon de la coenzima M-
coenzima B heterodisulfuro (CoM-SS-CoB), esta conservada en las tres
vias (Sollinger & Urich, 2019).

() La reduccion de CO2 a CHs4 también se llama metanogénesis
hidrogenotrofica, ya que el hidrégeno (Hz) es el donante de electrones
predominante. Alternativamente, el formiato y, mas raramente, los
alcoholes secundarios, el etanol y el monéxido de carbono también se usan
como donantes de electrones. La metanogénesis hidrogenotroéfica es la via
de metanogénesis mas comun dentro de las argueas metanogénicas
conocidas hasta el momento. Ocurre en seis de los ocho 6rdenes de
arqueas metanogénicos descritos: Methanobacteriales, Methanococcales,
Methanomicrobiales, Methanosarcinales, Methanopyrales y
Methanocellales (Sollinger & Urich, 2019).

(i) En la metanogénesis acetoclastica, el acetato (CH3-COO-) se
divide y el grupo carboxilo se oxida a CO2 mientras que el grupo metilo se
reduce a CHa. La metanogénesis acetoclastica es la via de metanogénesis
menos comun y solo esta presente dentro del orden Methanosarcinales.
Sin embargo, la metanogénesis acetoclastica representa aproximadamente
dos tercios de la produccion global de CH4 biogénico (Séllinger & Urich,
2019; Le Mer & Roger, 2001).
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(i) En

la metanogénesis metilotrofica,

los grupos metilo de

compuestos metilados como metanol, metilaminas y sulfuros metilados se

transfieren a proteinas corrinoides especificas del sustrato y luego a CoM

para finalmente reducirse a CH4. En los metandgenos metilotroficos

descritos (principalmente del orden Methanosarcinales), los electrones

necesarios para la reduccién de los grupos metilo se obtienen mediante la

oxidacion de grupos metilo adicionales a CO2, con la excepcion de

Methanomicrococcus

Methanosphaera

blatticola

(Methanobacteriales),

(Methanosarcinales)

que

el género

y

son  metanogenos

metilotréficos que emplean H2 externo como donante de electrones. Los

metandgenos metilotréficos son los principales contribuyentes a la

produccion de CHs en sedimentos marinos donde los metandgenos

hidrogenotroficos y acetoclasticos son superados por las bacterias

reductoras de sulfato (Séllinger & Urich, 2019).
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Fig. 7 Esquema de las tres vias metanogénicas partiendo de CO./H;, acetato
y metanol. Fuente: Séllinger & Urich, 2019.
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La mayor parte del metano atmosférico se origina por
metanogénesis microbiana, a cargo de arqueas metanogénicas. Esto
ocurre tipicamente en sitios donde la materia organica se descompone en
condiciones anoxicas, y en ausencia de otros oxidantes como nitrato o
sulfato (Conrad, 2009).

1.3.2.1. Factores que influyen en la metanogénesis

Las tasas de produccion de metano se ven afectadas por varios
factores, algunos impactan directamente a los metandgenos y otros
indirectamente, al afectar la estructura de la comunidad microbiana
circundante. Uno de estos factores es el oxigeno, que en una concentracion
por encima de 10 ppm inhibe completamente a los metandégenos, porque
varias enzimas y cofactores involucrados en su metabolismo son sensibles
al oxigeno. En condiciones andxicas también va a influir en la produccion
de metano la disponibilidad de aceptores de electrones alternativos como
NOs', Fe3* y SO4%, importantes para la respiracion anaerébica de otros
grupos metabdlicos, que van a competir con los metan6genos por el
acetato y el H2 (Borrel et al., 2011).

Un factor que impacta de forma importante en la produccion y
liberacién de metano a la atmdsfera es la temperatura. En climas mas frios
los metandégenos no estdn en sus temperaturas éptimas (Borrel et al.,
2011), siendo el verano la temporada en la que hay mayor ocurrencia de
emisiones de metano. Los cambios de temperatura tienen un gran efecto
en la produccion de metano, afectando no solamente las emisiones de
metano sino también la dindmica del ciclo de carbono. Las consecuencias
de las variaciones en la temperatura también se ven afectadas por otras
variables, como la disponibilidad de materia organica y el tipo de habitat
(Schulz et al., 1997; Borrel et al., 2011; Greene et al., 2014; Rasilo et al.,
2014; Sepulveda-Jauregui et al, 2015).
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Respecto a produccion de metano en suelos, hay otros factores que
afectan el proceso, como son el tipo de suelo y su capacidad de retencion
de agua, asi como la pendiente, caracteristicas que afectan indirectamente
en la metanogénesis por determinar la humedad y la presencia o no de
oxigeno del suelo. El pH es también un factor importante, afectando al
proceso de metanogénesis segun sean las preferencias de los

microorganismos presentes en el medio (Aronson et al., 2013).

Los microorganismos metanogénicos tienen un rango limitado de
sustratos, por lo que dependen de bacterias fermentadoras que convierten
una amplia variedad de compuestos organicos en sustratos para la
metanogénesis. Por esta razon, factores que limitan el metabolismo de
bacterias fermentadoras limitaran indirectamente la metanogénesis
(Whitman et al., 2014). Dos de estos factores, que afectan tanto a bacterias
fermentadoras como a metanogénicas, son la materia organica y el pH.
Habitats ricos en materia organica y con pH mas bien cercano a 7 son los
ideales para la produccion de metano. La disponibilidad de materia
organica es también importante, y es uno de los factores que se ha visto
que aumenta la potencial emision de metano a la atmésfera, dado que en
zonas de muy bajas temperaturas, donde hay mucha materia organica
retenida en suelos o sedimentos congelados, el deshielo deja a disposicion
de los microorganismos metanogénicos grandes cantidades de materia

organica, potenciando la metanogénesis (Zandt et al., 2020).

La metanogénesis puede estar limitada en cualquier eslabén en la
cadena de reacciones que comienza con el suministro del producto de
descomposicion de organismos fermentadores. La falta de produccion de
CHa4 en presencia de Oz puede deberse a una combinacién de factores, de
los cuales la toxicidad del oxigeno es solo uno. Los productos oxidados de
la desnitrificacion, NO y N20, tienen un efecto toxico sobre los

metandgenos similar al del Oz (Megonigal et al., 2005)
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La cantidad y calidad (es decir, la composicion quimica) de los
compuestos de carbono organico es una variable maestra que regula la
metanogénesis. La fermentacion de carbono organico es la fuente Ultima
tanto de los donantes de electrones como de los aceptores de electrones
requeridos por las dos principales vias metanogénicas. Existen fuentes
inorganicas de COz, pero este sustrato es abundante en comparacién con
el H2 y no limita la metanogénesis hidrogenotréfica. El carbono organico
también ejerce una fuerte influencia sobre otro regulador clave de la
metanogénesis, el suministro de compuestos inorganicos que son téxicos
para los metandgenos (Oz, NOs’) o mas favorables energéticamente como
aceptores de electrones para organismos competidores (NOs,, Fe (lll),
acidos humicos, SO42). La metanogénesis es mas vigorosa cuando la tasa
de consumo de aceptores de electrones alternativos excede su tasa de
suministro. Debido a que los organismos que consumen estos sustratos
alternativos son heterétrofos y generalmente limitados por carbono, es mas
probable que tales condiciones se desarrollen en sistemas con un alto
suministro de compuestos organicos labiles de carbono (Megonigal et al.,
2005).

1.3.2.2. Actividad metanogénica en ambientes frios

La mayor parte de la biosfera de la Tierra estd expuesta a
temperaturas inferiores a 5 °C durante todo el afio. Los ecosistemas frios
son muy diversos y van desde montafias hasta océanos profundos, la
region polar y las cuevas subterraneas. Incluyen ecosistemas acuaticos y
terrestres, como el mar (el 90% del volumen del océano se encuentra a una
temperatura inferior a 5 °C), el hielo marino, el hielo de lagos, la nieve y los
entornos glaciares, los lagos de agua fria, el permafrost, los suelos frios y
los desiertos frios, e incluso la atmosfera y las nubes. Incluso los ambientes
mas frios y helados albergan poblaciones microbianas diversas y

metabdlicamente activas (Margesin & Collins, 2019). Los microorganismos
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en habitats frios (psicrofilos, picrétrofos) enfrentan una serie de desafios y,
a menudo, muestran mdultiples adaptaciones a las bajas temperaturas.
Ademas de las bajas temperaturas, en las que los procesos fisicos y
biologicos se ralentizan, también pueden tener que hacer frente a
condiciones de bajos nutrientes, alta salinidad, sequedad y baja actividad
del agua, o incluso alta irradiacion UV y estrés oxidativo en altitudes
elevadas y alta presion en las profundidades del mar (Margesin & Collins,
2019).

La capacidad de ciertos psicroéfilos para crecer a temperaturas mas
altas podria ser ecoldgicamente relevante. Por ejemplo, los
microorganismos presentes en el permafrost estan sujetos a ciclos
estacionales de temperatura de congelacion y descongelacion que varian
de —45 °C a 25 °C. A pesar de las aparentes condiciones extremas e
inadecuadas para el crecimiento, una gran cantidad de metano se acumula
durante el invierno en la tundra helada y se libera a la atmosfera durante el
deshielo de verano, lo que sugiere que los metanégenos pueden
desarrollarse en condiciones de congelacion y también pueden sobrevivir a
temperaturas elevadas en verano. Los metandgenos son ubicuos en
humedales, sedimentos de agua dulce, vertederos, biorreactores
anaerobicos, permafrost y en las capas de hielo basal de los glaciares. El
permafrost cubre mas del 25% de la superficie terrestre, y se ha estimado
qgue los metandégenos en el permafrost contribuyen con ~ 25% de la
liberacion de metano de fuentes naturales. A pesar de la imposicion de la
temperatura sobre un metandgeno individual, la metanogénesis y las
principales vias energéticas y biosintéticas no estan restringidas por la
temperatura de crecimiento; es decir, la adaptacion al frio (o al calor) no
necesariamente requiere el desarrollo de nuevas vias y procesos celulares
(Cavicchioli, 2006).

La produccién de metano en los suelos ricos en carbono de la tundra

artica tiene lugar como resultado de la actividad metabdlica microbiana.
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Como tal, la metanogénesis en estos suelos (“turberas”) es un proceso
anaerobico obligado que tiene lugar dentro de las capas andxicas mas
profundas del suelo, generalmente por debajo del nivel freatico. La
produccion de metano a estas profundidades crea gradientes de
concentracion que conducen a la difusion ascendente del metano a través

del suelo a la superficie (Howard et al., 2020).

En las turberas con caracteristicas de permafrost, las aguas
contienen altas concentraciones de materia organica coloreada disuelta
derivada del suelo descongelado. Por lo tanto, los lagos son muy
coloreados y absorben la radiacion solar durante el periodo de aguas
abiertas en verano, lo que lleva a una estratificacion térmica y aguas
anoxicas al fondo. Estas condiciones anoxicas favorecen el metabolismo y
el desarrollo de microorganismos anaerobicos, tal como la degradacién de
la materia organica por microorganismos metanogénicos. Especificamente,
las condiciones anaerébicas en el agua, la acidificaciébn por los musgos
acuaticos y las bajas temperaturas reducen la velocidad de descomposicion
de la materia orgénica, lo que resulta en una producciéon primaria que
excede la descomposicion de la materia organica y conduce a la
acumulacion y sedimentacion sustancial de turba o materia organica
descompuesta de manera incompleta. Un subproducto de este proceso es
la generacion de sustratos para bacterias anaerdbicas y metandgenos,
cuyo metabolismo conduce a la liberacion de metano a la atmosfera
(Vigneron et al., 2019).

La descongelacion del permafrost da como resultado la entrada de
elementos biogénicos enterrados como compuestos organicos y minerales
en los ecosistemas de agua dulce, donde se concentran y quedan
disponibles para su removilizacion. Los ecosistemas de agua dulce del
Artico ocupan ~ 16% del area de permafrost e incluyen lagos de origen
diverso (tectonico, glacial, llanura aluvial y termokarst). Los lagos

termokarsticos constituyen una parte importante del sistema de agua dulce
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del Artico y son responsables de las caracteristicas especificas de la tundra
y sus paisajes. Estan muy extendidos en Siberia, Alaska, Canaday el norte
de Escandinavia. Estos lagos se forman como resultado del proceso de
termokarst, el deshielo del permafrost que provoca el desarrollo de
depresiones de la tierra que en &reas planas se llenan de agua en el caso
de un balance hidrico positivo. Las comunidades microbianas complejas
que se desarrollan en estos lagos estan adaptadas a la exposicion
prolongada a bajas temperaturas y varian en sus tasas de metabolismo
aerdbico y anaerdbico segun la composicion de los sedimentos del fondo,
el contenido y la composicion cualitativa de materia organica, minerales e
iones disueltos y en suspension, asi como sobre las propiedades
limnolégicas e hidroquimicas del lago. Los lagos termokarsticos se
encuentran entre las fuentes mas importantes de metano, son
responsables por el ~ 25% de las emisiones anuales de metano de los
ecosistemas de agua dulce del norte. La descongelacion del permafrost da
como resultado cambios en el componente metanogénico predominante
dentro de la comunidad, y la metanogénesis cambia de la via
hidrogenotrofica a la acetoclastica. En respuesta al deshielo del permafrost,
la cantidad de metandgenos activos aumenta drasticamente, lo que resulta

en una mayor emision de metano (Kallistova et al., 2019).

Los lagos y estanques termokarsticos han aumentado en tamafio y
namero durante las Ultimas tres décadas en respuesta al rapido
calentamiento (Crevecoeur et al., 2016). Las aguas del fondo de los
estanques de deshielo subarticos son generalmente hipdxicas y algunas
veces anoxicas durante el verano, lo que proporciona las condiciones para
la actividad metanogénica. Ademas, la anoxia prolongada ocurre en toda la
columna de agua durante el invierno, cuando los estanques estan cubiertos
de hielo. Eventos de mezcla episodica ocurren especialmente durante el
otoflo antes de la congelacion, también en primavera y ocasionalmente

durante el verano. Es probable que estos eventos de mezcla aceleren la
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ventilacion de CHas a la atmdsfera y oxigenen la columna de agua, lo que
interrumpiria las condiciones redox que conducen a la metanogénesis
anaerobica. Los sustratos disponibles para los metandgenos en los
estanques de deshielo pueden variar segun las caracteristicas del paisaje
de la cuenca circundante. La extension del deshielo y la erosion asociada
del permafrost influiran en la cantidad de materia organica aloctona,
mientras que las propiedades del suelo influiran en la naturaleza y labilidad
de la materia organica. Es probable que los suelos de palsa erosionados y
ricos en carbono liberen grandes cantidades de materia organica, algunas
de las cuales pueden descomponerse biolégica o fotoquimicamente en
sustratos que podrian estimular la actividad microbiana, incluida la

metanogénesis de las arqueas (Crevecoeur et al., 2016).

1.3.2.3. Métodos para evaluar la actividad metanogénica

La tasa de produccién de metano es un parametro importante que
aporta informacion sobre todo el proceso anaerdbico y se utiliza a menudo
para cuantificar o caracterizar procesos de digestion anaerébica, como el
tratamiento de aguas residuales o la remediacion del suelo, o, para evaluar
procesos anaerdbicos en entornos naturales como suelos, turberas o
ecosistemas acuaticos. Los meétodos de determinar la actividad
metanogénica generalmente se basan en uno de estos tres: (i) la
recuperacion y medicién del volumen de biogas producido, combinado con
la determinacion del contenido de CHa4 del biogas, (ii) la medicion del CHa
producido en viales cerrados por cromatografia de gases (GC) o (iii) la
medicién del aumento de presion en viales cerrados, combinado con la
determinacion del contenido de CHa4 del biogas. Estos métodos se utilizan
en gran medida en innumerables aplicaciones y brindan resultados
confiables. Los métodos basados en la recuperacion y medicion del

volumen de biogas producido requieren un dispositivo de medicién para
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cada prueba de actividad metanogénica y se limitan a la medicion de
actividades metanogénicas relativamente altas, por lo que se utiliza en
casos en que se produzcan grandes volimenes de gas. Los métodos
basados en la cromatografia de gases son muy sensibles pero requieren
mucho tiempo, lo que limita el nUmero de viales de prueba que se pueden
procesar juntos. Los métodos basados en la presion pueden aplicarse a un
gran numero de muestras, pero requieren la cuantificacion del contenido de
CHa4 del biogas producido y estan limitados a actividades metanogénicas
relativamente altas, aunque se han desarrollado sensores de presioén de
alta sensibilidad. Los métodos basados en presion también tienen un
interés limitado para las pruebas de actividades metanogénicas

hidrogenotroficas (Martinez-Cruz et al., 2012).

Para la evaluacion de la actividad metanogénica con fines
ecolégicos, la técnica mayormente utilizada es la de medicion del CHa
producido en viales cerrados por cromatografia de gases. Previamente se
realizan incubaciones en anaerobiosis, con condiciones variables segun el
objetivo de la investigacion y el tipo de muestra utilizada. En caso de que
la evaluacion se centre en los efectos de la temperatura en la produccion
de metano, se realizan incubaciones a diferentes temperaturas. El
agregado o no de sustratos especificos también dependera de los fines de
la investigacién, la utilizacion de diferentes sustratos implica la posterior
evaluacion de los efectos de la temperatura en los diferentes tipos de
metanogénesis (Jong et al., 2018; Liu et al., 2018). El no agregado de
sustratos intenta imitar las condiciones in situ de las muestras extraidas
(Barbier et al., 2012). Las muestras de turberas o suelos de humedales, se
incuban en viales o en camaras de crecimiento con sistema de irrigacion
de agua (para evaluar el efecto de la humedad/disponibilidad de agua del
suelo) (Bohdalkova et al., 2014; Hgj et al., 2008). En muestras de suelo y
de sedimentos de lagos se utilizan incubaciones en viales, con medios

adaptados al tipo de muestra y tipo de metanogénesis que se quiera 0 no
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favorecer (Jong et al., 2018; Liu et al., 2018; Matheus Carnevali et al., 2015;
Marotta et al 2014; Lofton et al., 2014, Barbier et al., 2012; Duc et al., 2010;
Ganzert et al 2007).

Los célculos de acumulacion de metano pueden basarse en la
concentracion de la fase gaseosa, si se considera que la concentracion de
metano disuelto en la fase liquida es casi nula (Hgj et al., 2018; Barbier et
al., 2012); o tomando en cuenta la sumatoria de la concentracion del gas
disuelto en fase liquida, calculadas a partir del coeficiente de solubilidad y
la Ley de Henry, y su concentracion en fase gaseosa (Jong et al., 2018;
Lofton et al., 2014). Las tasas de produccion de metano se pueden
determinar por regresiones lineales de acumulacion de CHa4vs tiempo (Jong
et al., 2018; Matheus Carnevali et al., 2015; Marotta et al., 2014; Lofton et
al., 2014; Barbier et al., 2012).

1.3.3. Microorganismos metanogénicos

Los microorganismos metanogénicos son un grupo diverso con tres
caracteristicas generales: son miembros del dominio Archaea, son
anaerobios estrictos, y generan grandes cantidades de metano como
principal producto de su metabolismo energético, siendo la metanogénesis
Su Unico mecanismo para obtener energia para su crecimiento (productores
de metano obligados). Son parte del phylum Euryarchaeota, y se clasifican
dentro de varias clases: Methanobacteria, Methanococci, Methanomicrobia
y Methanopyri (Whitman et al., 2014).

Estos microorganismos son abundantes en habitats donde los
aceptores de electrones como O,, NOz", Fe3* y SO4%> son limitantes, tales
como los digestores anaerdbicos, los sedimentos anoxicos, los suelos
inundados y los tractos gastrointestinales. Generalmente no estan
presentes en la columna de agua de rios y lagos no estratificados, porque

las corrientes de conveccién oxigenan el agua, impidiendo su desarrollo
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(Whitman et al., 2014). En lagos estratificados la difusion de Oz entre sus
capas es demasiado lenta, sumado a que la estructura fisica de los
sedimentos dificulta los mecanismos de dispersion, las capas inferiores se
mantienen en condiciones anoxicas, ideales para el crecimiento de las
bacterias metanogénicas (Whitman et al., 2014).

La via de la produccion de metano muestra una clara dependencia
de la composicion microbiana, con la metanogénesis acetoclastica
dependiente de Methanosarcina y Methanosaeta, y la reduccion de diéxido
de carbono impulsada por grupos tales como las Methanobacteriales y
Methanosaeta, que son sensibles a la temperatura y dominan la produccion
de metano por la via CO2/Hz2 a temperaturas més altas (Fey & Conrad,
2000; Conrad et al., 2009).

1.3.3.1. Microorganismos metanogénicos descritos a bajas
temperaturas

En climas frios se ha detectado la presencia de Archaeas
metanogénicas de las familias Methanosarcinaceae, Methanosaetaceae,
Methanomicrobiaceae y Methanobacteriaceae, su abundancia varia de
acuerdo al ecosistema. En suelos (permafrost) predominan
microorganismos de las familias Methanosarcinaceae,
Methanobacteriaceae y Methanomicrobiaceae, con preferencias por
metanogeénesis actoclastica e hidrogenotréfica (Whitman et al.,, 2014;
Barbier et al., 2012; Ganzert et al., 2007). En turberas y sedimentos de
lagos predominan miembros de las familias Methanoacetaceae,
Methanobacteriaceae y Methanosarcinaceae, con preferencias por
metanogénesis acetoclastica en gran parte, y en menor medida,
metanogénesis hidrogenotréfica (Kallistova et al., 2019; Jong et al., 2018;
Blake et al., 2015; Whitman et al., 2014).
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Metanomicrobiales y Methanosarcinales se encuentran en
ambientes planctonicos, incluidos los lagos boreales. Los dos ordenes
también se han encontrado en turberas y humedales del norte, lo que
implica plasticidad por la preferencia de habitat. Estos metandégenos se
encuentran normalmente en gran abundancia en ambientes donde el
oxigeno y otros aceptores de electrones estdn ausentes. Se han detectado
también en los estanques de deshielo de permafrost, donde la saturacion
de oxigeno puede llegar hasta un 37%. Esto implica que no solo a bajas
temperaturas y condiciones anoxicas se encuentran  estos
microorganismos, sino que pueden estar presentes en condiciones mas
variables, preparados para una actividad metanogénica completa una vez
las condiciones ideales de anoxia se reestablezcan, lo que ocurre poco
después de la congelacién del invierno. Los Methanomicrobiales en suelos
articos y turberas pueden ser tolerantes a condiciones redox variables, lo
gue puede contribuir a su ocurrencia y éxito en estanques de deshielo
subarticos. Este grupo de metandégenos hidrogenotréficos también puede
verse favorecido por las altas concentraciones de CO2 que se acumulan en
las aguas del fondo de los lagos de deshielo del permafrost. Los ambientes
de temperaturas extremadamente bajas favorecen los metandgenos
acetotroéficos sobre los taxones hidrogenotréficos, en sedimentos y suelos
(Crevecoeur et al., 2016). En la Tabla 2 se resumen las caracteristicas de
localizacion de los metandgenos en los diferentes ecosistemas de climas

frios.
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Tabla 2 Resumen de Archaeas metanogénicas registradas en

ecosistemas de climas frios

Ecosistema Clasificacién Metanogénesis Referencia
Permafrost Familia Acetoclastia e
Methanosarcinaceae  hidrogenotrofica ,
Whitman et al.,
- L. 2014; Barbier
Familia Acetoclastia e etal.. 2012
Methanobacteriaceae  hidrogenotréfica  ganzert et al.
2007
Familia Acetoclastia e
Methanomicrobiaceae  hidrogenotrofica
Turberas Familia Mayormente
Methanosarcinaceae Acetoclastica .
Kallistova et
N al., 2019; Jong
Familia Mayormente et al., 2018;
Methanobacteriaceae Acetoclastica Crevecoeur et
al., 2016;
Familia Mayormente Blake et al.,
Lagos : P 2015;
Methanosarcinaceae Acetoclastica .
Whitman et al.,
2014
Familia Mayormente
Methanobacteriaceae Acetoclastica

1.4. Emisiones de metano en el contexto de cambio climatico

El metano tiene 25 veces el potencial de calentamiento global del
diéxido de carbono, por lo que pequefios cambios en su concentracion
atmosférica tienen grandes implicaciones para el clima futuro. El metano es
responsable de aproximadamente el 34% del forzamiento radiativo global,
lo que lo convierte en el segundo gas de efecto invernadero mas importante
después del CO2 (AMAP, 2015).

El forzamiento radiativo ocurre cuando se altera el equilibrio entre la
energia que llega a la Tierra a través de la atmosfera y la cantidad de
energia que se irradia desde el planeta. La palabra radiativo se refiere al

flujo de energia que tiene lugar a través de la radiacion solar entrante y los
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rayos infrarrojos salientes. El término forzar implica que el desequilibrio es
forzado, o causado por influencias externas, en los sistemas atmosféricos
y climaticos de nuestro planeta. Este desequilibrio se mide en unidades de
energia neta incidente por unidad de area de la superficie del planeta,
generalmente vatios por metro cuadrado (w/m?). Un valor positivo para el
forzamiento radiativo se asocia con un aumento, o calentamiento, de las
temperaturas de la superficie. Las sustancias que absorben la radiacion
solar o atrapan la radiacion infrarroja son responsables del forzamiento
positivo. Estas sustancias incluyen gases con alto potencial de
calentamiento global (GWP). Por el contrario, el forzamiento radiativo
negativo es un efecto de enfriamiento y se asocia con sustancias que
reflejan la radiacion incidente. Si la tasa de energia entrante es igual a la
tasa a la que se pierde energia, entonces el valor del forzamiento radiativo
sera cero y la temperatura del planeta permanecera en equilibrio (Kapur,
2019).

El metano no es solamente radiactivamente activo por si mismo, sino
que también es quimicamente activo y tiene una gran influencia en la
composicién quimica de la atmdsfera; por ejemplo es responsable, junto
con otros compuestos quimicos presentes en la atmésfera, de las
reacciones fotoquimicas que dan lugar al ozono troposférico. Ademas, las
fuentes de metano son sensibles a los cambios de temperatura por lo que
se espera que el cambio climatico y el subsecuente calentamiento de la
superficie terrestre, lleve a un aumento de las emisiones de metano,
acelerando el aumento de la temperatura. Una gran cantidad de metano se
almacena como hidrato de metano, en los suelos de permafrost y en el
lecho marino. El suelo de permafrost almacena alrededor de 100 veces la
carga actual de metano en la atmdsfera, y los hidratos de metano oceanicos

almacenan incluso 1000 veces (Winterstein et al., 2019).

El metano también se emite durante la produccion y distribucién de
gas natural y petrdleo, y se libera como un subproducto de la mineria del
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carbon y la combustion incompleta de combustibles fésiles y biomasa
(Saunois et al., 2016).

Los lagos termokarsticos, resultantes de la fusion del hielo del
permafrost, contribuyen significativamente a la cantidad global de metano.
Una gran proporcion de este metano puede derivarse de depositos
antiguos, atrapados profundamente dentro o debajo del permafrost.
Ademas la gran cantidad de materia organica almacenada en la capa de
descongelacién sirve como una fuente de carbono importante para la

metanogénesis in situ (Matheus Carnevali et al., 2015).

La mayor fuente natural de metano son los humedales, incluido un
conjunto importante presentes en las regiones de latitudes altas que
contienen permafrost. Existen altas tasas de liberacion de metano en el
Artico en el lecho marino costero, en los suelos de permafrost y en los
lagos. En los ultimos la liberacion es principalmente por evaporacion, con
una variabilidad significativa dentro y entre lagos. El metano en estos lagos
se produce por metanogénesis microbiana, en la columna de agua y/o en

sedimentos anaerdbicos del mismo (Paytan et al., 2015).

1.5. Emisiones de metano en lagos

Los lagos del norte (Artico) son termokarsticos y surgieron como
resultado del colapso de la superficie, causado por el deshielo del
permafrost. Son caracteristicas importantes y conspicuas de los paisajes
del Artico y Subartico, en las regiones de tundra y taiga. Debajo de la zona
de permafrost descongelado se encuentran los sedimentos de estos lagos.
La emision de metano desde estos sedimentos es un factor importante que
afecta la cantidad global de este gas (Semiletov et al., 1996). Estas
emisiones aumentan en épocas mas calidas, lo que demuestra su
importancia para el calentamiento global (Semiletov et al., 1996; Schulz et
al., 1997; Rasilo et al., 2014).
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Los lagos pequefios y poco profundos son una caracteristica
prominente en el paisaje de Alaska, y estas caracteristicas los hacen mas
importantes para contribucion al calentamiento global, dado que emiten
mas metano que los lagos con mayor superficie y volumen (Bastviken et
al., 2004).

En los sistemas lacustres estos microorganismos utilizan las vias
acetoclasticas e hidrogenotréficas para producir metano. El metano que
difunde desde los sedimentos hacia la columna de agua es tipicamente
oxidado por bacterias metanotroficas, en condiciones aerdbicas. La
oxidacion aerdbica de metano es un proceso biogeoquimico que en lagos
de latitudes altas, puede consumir entre un 1% (invierno) y un 28% (verano)
del metano producido (Martinez-Cruz et al., 2015).

En estos lagos de climas frios, la presencia de permafrost ha
mantenido relativamente al margen las emisiones de metano, dado que la
emision por evaporacion disminuye en presencia de la capa de hielo. Al
guedar el metano atrapado bajo la capa de hielo, puede ser oxidado por los
metanotrofos, lo que disminuye su concentracion. El descongelamiento del
permafrost no sélo permite que las burbujas de metano escapen, sino que
ademas contribuye con materia organica, quedando esta disponible para
ser utilizada por los organismos metanogénicos, aumentando la produccién

de metano (Sepulveda-Jauregui et al, 2015; Greene et al., 2014).

Proyecto marco de este trabajo

En el marco del proyecto METHABASE (METHANogenic Biodiversity
and activity in Arctic and Subantarctic Ecosystems affected by climate
change) dirigido, en Uruguay, por la Dra. Claudia Etchebehere, se realizd
una campafa de muestreo (Julio, 2016) en varios ecosistemas de Alaska
(muestreo de suelos, lagos, sedimento de lagos y turberas). El presente

trabajo se centr6 en el analisis correspondiente a las muestras de
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sedimentos de lagos. El proyecto METHABASE se realizd con el objetivo
de aproximarse al conocimiento sobre la biodiversidad asociada al ciclo del

metano y la comprension de su funcién en el contexto del cambio climéatico.
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2. OBJETIVO GENERAL

Dilucidar el efecto del cambio climatico en las emisiones de metano

en ecosistemas lacustres de latitudes altas.

2.1. Objetivos especificos

v Estudiar el efecto del incremento de temperatura sobre la produccién

de metano (velocidad de produccion y rendimiento).
v' Determinar las variaciones en el potencial de produccién de metano

de diferentes lagos de Alaska y evaluar cuales son las variables

ambientales que determinan estas variaciones.

3. HIPOTESIS

El aumento de temperatura se traducird en un incremento en la
velocidad de produccion de metano por parte de los microorganismos

metanogénicos. A mayor temperatura mas rapida sera la metanogénesis.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Extraccion de muestras

Las muestras fueron extraidas por las Dras. Claudia Etchebehere y
Bruna Matrtins, en diferentes puntos de cuatro lagos de Alaska. En la tabla
3 se detallan las coordenadas y ubicaciébn de las muestras, estan
identificadas como Lago Killarney (lago 1 - L1), Lago Otto (lago 2 - L2),
Lago Nutella (lago 3 - L3) y Lago Goldstream (lago 4- L4)

Tabla 3 Coordenadas y ubicacion de las muestras

o ] Pofundidad
Muestras Coordenadas Ubicacion Bioma o
maxima (m)**
L1 64.869879 N, 147.901824 W  Lago Killarney*  Bosque boreal 21
L2 63.846202 N 149.036019 W Lago Otto 3.1
L3 63.214548 N, 147.677642W  Lago Nutella * Tundra 9.4
L4 64.915801 N, 147.847705W Lago Goldstream * Bosque boreal 3.3

*Nombres populares
**Fuente: Sepulveda-Jauregui et al, 2015

El muestreo de sedimentos fue realizado al centro de cada lago, en la
profundidad maxima en triplicado, cada zona de muestreo separada por
unos pocos metros, para las incubaciones posteriores se consideraron dos
puntos (A 'y B), por cuestiones de organizacion y tiempo. Las muestras de
sedimento se colocaron en botellas de plastico estériles (1L, Nalgene®) y
se subdividieron para analisis fisicoquimicos y moleculares, asi como para
los ensayos de actividad metanogénica. Para determinar los parametros
fisicoquimicos se midieron los solidos totales y volatiles (ST, SV) y el
contenido de materia organica (MO) a través del secado de las muestras.
El secado se llevd a cabo durante la noche a 105°C (para establecer la

masa seca) y luego se calentaron a 550°C durante aproximadamente tres
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horas en mufla. La pérdida de peso se utiliz para determinar el porcentaje
de solidos totales (ST, peso seco: obtenido por secado a 105°C), sélidos
volatiles (SV: obtenido luego de calentar a 550°C) y contenido de materia
organica por peso seco (MO: g SV g ST) para cada muestra. El agua del
sedimento se extrajo mediante filtracion, para evaluar los principales
aniones y cationes y el carbono organico disuelto (COD) segun Jones y
Willett (2006). La fase liquida se filtr6 a través de un muestreador
microRhizon (Rhizosphere, Holanda) después de equilibrar 40 g de
muestra con 200 mL de agua desionizada agitada con un agitador
magnético a temperatura ambiente durante 1 h. Luego se midio el pH
usando el pHmetro de una sonda multiparamétrica (HI9829, Hanna). Las
caracteristicas como carbono orgéanico disuelto (COD), temperatura, pH,
porcentaje de solidos volatiles en el peso total de la muestra (%SV/TOT) y
contenido de materia organica (MO), datos recabados in situ para cada

muestra, estan detallados en la tabla 4.

Tabla 4 Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras in situ

, MO coD

MUESTRAS |EMPERATURAIn pH (in situ) SVITOT

situ (°C) (%) (g SV g-1
(mg L-1)
ST)

Killarney 10,1 7,1 45 0,1 21,8
Otto 13,9 6,9 3,8 0,1 3,0
Nutella 12,4 6,1 2,6 0,2 4,8
Goldstream 20,0 6,8 2,0 0,2 12,3

4.2. Estrategia de trabajo

En este trabajo se determiné el efecto del aumento de la temperatura
en la velocidad de produccion de metano mediante la implementacion de
ensayos en batch de las muestras de sedimentos de lagos recolectadas,

en condiciones de anaerobiosis. Las incubaciones se realizaron a cuatro
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temperaturas diferentes (5, 10, 15 y 20°C), utilizando siempre el mismo

medio de cultivo, con acetato como sustrato en condiciones anaerobias.
La produccion de metano se determind mediante la medida de la

presion generada y la determinacion de la concentracion de metano en el

gas producido mediante cromatografia gaseosa.

4.2.1. Ensayos en batch para determinar la produccion de
metano

Las muestras fueron manipuladas para el montaje de los ensayos en
una cdmara anaerobia (Pyramid GloveBox, Captair) (Figura 8), de acuerdo
al protocolo descrito en el proyecto METHABASE (modificado de Shelton &
Tiedje, 1984) (Anexo 1).

Fig. 8 Camara anaerobia utilizada para las incubaciones (Pyramid GloveBox,
Captair). Previo al uso la camara se llena con gas Nitrégeno.

Las muestras se incubaron en frascos con capacidad para 10 mL, con
un “headspace” de 1 mL. El medio de cultivo utilizado fue un medio mineral
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con acetato como sustrato (30 mM), para posibilitar la metanogénesis
acetoclastica. La cantidad de muestra agregada se basé en la
concentracion de sélidos volatiles presentes, totalizando 8 g SV L. La
composicion del medio de cultivo, asi como la solucidon mineral utilizada se

detalla en la tabla 5.

Tabla 5 Composicion del medio mineral de cultivo: A) composicion
del medio mineral (g/L) y B) detalle de la composicién de la solucién
mineral afladida en el medio mineral.

Composicion de la soluciéon mineral*
Composicion del medio de cultivo (A) (B)

Concentracion Concentraciéon final
final (g/L) (s/L)
KH,PO, 0,27 FeCls, 4H,0 0,02
K,HPO, 0,35 CoCl;, 6H,0 0,02
MgCl,, 6H.0 |0,1 MnCl,, 4H,0 0,005
NH,CI 0,53 CuCl;, H,0 0,0003
CaCl,, 2H,0 |0,075 ZnCl, 0,0005
NacCl 0,6 HsBO3 0,0005
(NH;)gMo0;0.,,
Solucién mineral (20 mL) * 4H,0 0,001
Acido
acético 30 mM Na,SeO;, H,O |0,001
Cisteina 0,5 NiCl,, 6H,0 0,0005
Na;S.9H,0 [0,1 EDTA 0,01
NaHCO; 1,5 HCI (36%) 0,00001
Resazurina 0,005

Se preparo el medio de cultivo a partir de sus primeros componentes
(KH,PO,; K;HPO,; MgCl,, 6H,0; NH,CI; CaCl,, 2H,0; NaCl y la solucion
de minerales). Luego de la adicion de agua ultrapura en cantidad suficiente
se realiz6 la esterilizacién en autoclave (20 minutos a 121°C) del medio
conteniendo solamente las sales. El acido acético, cisteina, Na,S y

NaHCO;, fueron incorporados después de ese proceso. Para asegurar las
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condiciones anoxicas el medio fue gaseado con N, dentro de la camara
anaerodbica en dos etapas; la primera antes de la esterilizacion y la dltima
después del medio completo listo para ser usado para el montaje de los
ensayos. Entre los procesos de gaseado de dos minutos cada uno, se
ajusté el pH de cada muestra de acuerdo al que fue medido in situ.

Previo al agregado de la muestra se esterilizaron y pesaron los viales
vacios. Se registraron ademas los pesos luego de agregar la muestra y
nuevamente una vez afiadido el medio de cultivo, en la Figura 9 se detallan

los pasos llevados a cabo dentro y fuera de la camara anaerobia

Dentro de cdmara anaerobia Fuera de cdmara anaerobia

icion de muestra

— 2-Ad
MEDIO DE s
SullEE cuLTIVO \
-

<
=X
@
Q
0 3
c
@
2
=
k-4

4- Adicion de medio de cultivo

CE6E6666
&ls(alalalalals

Viales estériles para incubacion
(16 réplicas por muestra)

6- Incubacion de réplicas a cuatro temperaturas
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Fig. 9 Representacidén esquematica del proceso de preparacion de los
ensayos, identificando etapas realizadas dentro y fuera de la camara

anaerobia

La limpieza de la cAmara anaerobia se realizo con etanol 70% previo

y posteriormente a su uso; una vez en condiciones se colocaron los

elementos necesarios para realizar los ensayos en batch, se quité el aire
del interior, se cerré y llen6 con N..

La manipulacion en la camara se realiz6 en dos etapas, dado que el

pesado de los viales se llevo a cabo fuera de ella. En la primera etapa se

anadio la muestra, cantidad basada en la concentracion de sélidos volatiles
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presentes, totalizando 8 g SV L. Posterior al pesado de los viales+muestra
se agreg6 el medio de cultivo concluyendo la segunda etapa en la cAmara.
Para ello se prepar6 previamente un vial con 10 mL de medio de cultivo
utilizado como modelo para el llenado de los viales con la muestra,
comparando con el modelo se evit6 superar los 10 mL de volumen en cada
vial y tener suficiente “headspace”. Finalmente a las 16 réplicas de cada
muestra (4 réplicas para 4 temperaturas) se les registré el Gltimo peso y se
cerraron los viales (tapén de goma + sello de aluminio). Cabe destacar que
los viales fueron cerrados, sin precintarse, cada vez que se los retiraba de

la camara para evitar el contacto con el aire.

Las incubaciones se realizaron para cuatro temperaturas: 5°C, 10°C,
15°C y 20°C, en incubadoras (Punktal-PK EV8L) para 10°C, 15°C, y 20°C,
y en cuarto frio para 5°C. Se chequeo6 previamente la temperatura de cada
incubadora. De cada muestra y a cada temperatura se hicieron ensayos
por cuadruplicado, en estos ensayos se determiné la presion y la

concentracion de metano mediante cromatografia de gases.

A partir del montaje de los ensayos, pasadas entre 5y 24 h se
procedié a una purga para eliminar la presion generada por gases no
relacionados a los procesos de metanogénesis (“punto cero”). A partir de
este punto (TO) se realizaron mediciones de presion (mBar) en el
headspace de los viales a lo largo del tiempo, disminuyendo el tiempo entre
mediciones conforme aumentaban los valores de presién. Para ello se
utilizé un manoémetro (Sper Scientific) a fin de medir la presién generada
(Figura 10).
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Fig. 10 Man6metro utilizado para monitorear la produccién de metano en los
ensayos de actividad metanogénica realizados a diferente temperatura.

4.2.2. Mediciones de concentracién de metano por
cromatografia de gases (GC)

La medida de la concentracion de metano por cromatografia
gaseosa se comenzO cuando los valores de presién alcanzaban los 40
mBar, semanalmente o cada 3 dias si la produccién era alta (arriba de 40
mBar). Se utiliz6 un cromatografo de gases (SRI Instruments, modelo
310C), equipado con detector tipo TCD y columna (Hayesep-D Packed
Column 6’ X1/8” SRI Instruments, US) utilizando argén como gas carrier
(99,9% Linde, Uruguay). Se tomaron muestras del biogas generado
utilizando una jeringa Hamilton especial para el muestreo de gases,

extrayendo 250 L de gas por medicion.

Para la extraccion de la muestra se procedi6é a pinchar en el septo
con la jeringa Hamilton de 500 pul cerrada, abrir y extraer 300 pl sin tocar el
liquido y cerrar. Se tomé un volumen mayor para equilibrar presiones. Para
evitar la acumulacion de presion dentro de la jeringa, se abridé y se bajé
hasta el volumen de 250 ul, y se inyectdé en el cromatografo de gases de
forma inmediata. En caso de muestras muy concentradas se realizdé una
dilucién, tomado 100 ul de muestra y completando el volumen con aire
hasta 250 pl.
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Las condiciones para la determinacion de metano mediante
cromatografia gaseosa fueron: temperatura del inyector: 40°C, de la
columna: 150°C y detector: 40°C. Las areas de los picos y los tiempos de

retencion se evaluaron utilizando el software Peak Simple (versiéon 3,93).

La construccion de la curva de calibracion fue realizada basandose
en siete puntos de concentracion de gas metano (5, 10, 20, 40, 60, 80 y
100%). Se utilizaron bolsas plésticas de propileno sin presion (FlexFoil
PLUS, USA) para hacer las diluciones del metano (CHa: 99.9% Linde) en
nitrégeno (N2: 100%, Linde), y fue inyectada una alicuota de 250 pL (0,25
mL) para cada concentracion en el cromatdgrafo de gases, utilizando
jeringa tipo “sample lock” (Jeringa Hamilton, modelo 1750SL, USA). Las
curvas fueron calculadas a través de una regresion lineal, basadas en las

areas de pico generadas, correspondientes a las distintas concentraciones.

4.3. Célculo de actividad metanogénica

El calculo para evaluar la actividad metanogénica se baso6 en el
calculo para gases ideales y en los valores de presion acumulada. Para
estimar la produccion total en moles de metano, se considerd el metano
producido en la fase gaseosa y la parte diluida en la fase liquida (calculada

por el coeficiente de Henry- “Henry’s Law”).

Luego, el célculo de la tasa de produccién de metano (metano por
gramo de sélidos totales por dia) se baso en la regresion lineal de la cinética

acumulada de metano, considerando la pendiente maxima de la curva.

Para la fase gaseosa se aplico la formula:
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CH4 headspace
nCH4gas = % vol * Pacumulada *

100 i 1000000 8,3145
* 1000000

« (273 + T°)>

En donde:

% CH4= valor calculado a partir de GC.

P acumulada= presién medida con el manémetro (mbar) acumulada.
Vol headspace= volumen de espacio de cabeza (mL).

T°= temperatura de incubacion (°C).
Para la fase liquida:

nCH4 liq = vol de liquido * %CH4/100 * Pacumulada * 100 * 1,77e — 05
*exp (1743,75 = (1/T° + 273,15) — 1/298,15)) * 1000000

En donde:
Vol. de liquido= volumen total de liquido agregado (mL)
% CH,= valor previo calculado de GC
T°= temperatura de incubacion (°C)

Hcp=1,77e — 05: constante de solubilidad de Henry (para CH,) definida
por concentracién (mol/(m3Pa)) con la concentracién en fase acuosa (mol.m3) y
presion parcial de CHs4 en fase gas (Pa).

A partir de la suma de las concentraciones de CH, en fases liquida y
gaseosa se graficd la concentracion total vs tiempo (dias) y se calcularon

las pendientes, obteniendo asi la concentracion de CH, producida por dia.

Aplicando la formula:
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pend./(peso muestra * (% 7 ))

peso

se obtuvo la concentracion de CH, producida por gramo de sélidos totales
por dia (umoles CH4 gt ST d?)

Doénde:
Pend= concentracion de CH, producido por dia (umol/d)
Peso muestra= peso de la muestra agregada (g)

%ST/peso= porcentaje de solidos en el peso total (g/g)

Se calculé ademas el rendimiento maximo generado, resultado de la

razon entre la cantidad maxima de metano producida (real) sobre la

cantidad maxima tedrica que se puede producir si se consume todo el

sustrato (acetato); esto es:

Max.teorico CH4(pmol) = nAcetato * vol. lig.» 1000000

Produccion maxima real (umol CH4)

Rendimiento max.= - —
Max. teérico (wmol CH4)

Doénde:

nAcetato= concentracion de acetato agregado (mmol/L)

Vol.lig.= Volumen de liquido total agregado (L)

También se calcul6 el periodo de latencia para cada muestra,

considerado como el periodo de tiempo que llevo a cada muestra alcanzar

el 10% de la produccién maxima de metano.
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4.4. Andlisis estadisticos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software
PAleontological STatistics (PAST, version 4.02). Se aplicé el analisis de
varianza (ANOVA de una via, varianzas homogéneas y con distribucién
normal) para evaluar el efecto de las diferentes temperaturas en la

produccion de metano.

Se realizaron ademas pruebas de correlacion de Pearson para
verificar la relacion entre los parametros fisicoquimicos y la produccion de

metano.
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5. RESULTADOS

Los resultados de las medidas de metano mostraron que en casi todas
las muestras se produjo metano (Figuras 11-14), con la excepcion de las
muestras del punto B del Lago Otto cuando fueron incubadas a 5°C (Figura
12). Se observé también una gran variacion en las curvas sobre todo en las
muestras del lago Nutella (Figura 13).

Lago Killarney "A"

i5c
20°C '8 10°C

umoles de CH.

150 200 250 300 350
Tiempo (d)

Lago Killarney "B"
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20°C 15°C 10°C
100
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5°C
40
20
O P
50 100 150 200 250 3

umoles de CH.

0 00 350

Tiempo (d)

Fig. 11 Produccion de CHa4 (umol) en funcién del tiempo (dias) para
las muestras extraidas de los puntos A y B del lago Killarney. En tonos de
azul, verde, amarillo y rojo se representan los pymolesCHa/dia para las
réplicas incubadas a 5, 10, 15 y 20°C, respectivamente.
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Fig. 12 Produccion de CHa4 (umol) en funcién del tiempo (dias) para

las muestras extraidas de los puntos A y B del lago Otto. En tonos de azul,
verde, amarillo y rojo se representan los umolesCHa/dia para las réplicas
incubadas a 5, 10, 15y 20°C, respectivamente.

Cabe destacar que, si bien las incubaciones se realizaron por

puede observar en las Figuras 11-14.

cuadruplicado, en el protocolo original se realizaban mediciones de presion
de tres de las réplicas, y una estaba destinada solamente a la medicion de
la concentracién de metano en GC. Posteriormente se ajusté el protocolo,

dado que no todas las réplicas se comportaban de igual manera, como se
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En el protocolo nuevo se realizaron mediciones de presion de todas
las réplicas y GC de las dos con presiones mas altas. Es por esta razon
que en los graficos de produccion de CH4vs tiempo no todas las muestras
tienen representados las cuatro réplicas para cada temperatura,
principalmente las réplicas incubadas a 15°C y 20°C, cuya produccion de

metano comenzo y finaliz6 antes, y no se llego a aplicar el protocolo nuevo.

Lago Nutella "A"
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Lago Nutella "B"
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umeles de CH,
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Fig. 13 Produccién de CHa (umol) en funcién del tiempo (dias) para
las muestras extraidas de los puntos A y B del lago Nutella. En tonos de
azul, verde, amarillo y rojo se representa produccion de CHa en funcion del

tiempo para las réplicas incubadas a 5, 10, 15 y 20°C, respectivamente.
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Lago Goldstream "A"
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Fig. 14 Produccion de metano (umol) en funcion del tiempo (dias)
para las muestras extraidas de los puntos A y B del lago Goldstream. En
tonos de azul, verde, amarillo y rojo se representa la produccion de CHsen
funcién del tiempo para las réplicas incubadas a 5, 10, 15 y 20°C,

respectivamente.

A partir de los datos de produccién de metano a lo largo del tiempo se
calculé la actividad metanogénica (umoles CHa g* ST d?) de las muestras

incubadas a diferentes temperaturas (Figura 15).
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Fig. 15 Actividad metanogénica acetoclastica especifica de las
muestras de los lagos incubadas a cuatro temperaturas diferentes (5,
10, 15 y 20°C). Los valores son promedios de las cuatro réplicas de
ambos puntos de extraccion de muestra (A y B) y la barra de
dispersién muestra la desviacion estandar.

Los resultados de la actividad metanogénica acetoclastica muestran una
gran dependencia de la temperatura, con los valores mayores asociados a
las temperaturas mas altas. La mayor produccion corresponde a las
muestras incubadas a 20 °C, variando de 3,8 (Lago Killarney) a 5,7 umoles
CHas gt ST d, (Lago Otto). Los valores de actividad metanogénica a 20°C
de las deméas muestras fueron similares al valor mas alto (5,266 pmoles
CHag! ST d*(Lago Nutella), 5,3 umoles CHa4 g* ST d* (Lago Goldstream)).

Los valores menores de actividad metanogénica acetoclastica
corresponden a los ensayos incubados a 5°C, siendo el menor valor el de
las muestras del lago Killarney, (0,5 umoles CHs g* ST d1) y el mayor (1,15
umoles CH4 gt ST d?) del Lago Nutella. Las muestras de los lagos Otto y
Goldstream presentaron resultados de actividad de 0,5y 0,99 umoles CHa4
gl ST d?, respectivamente. Una vez finalizada la producciéon de metano, se

calculo el periodo de latencia para cada muestra (Figura 16).
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Fig. 16. Periodo de latencia en los ensayos de actividad
metanogénica para las muestras incubadas a cuatro
temperaturas diferentes. Los valores son promedios de las cuatro
réplicas de ambos puntos de extraccion de muestra (Ay B) y la barra
representa la desviacion estandar.

El periodo de latencia indica el tiempo (dias) que tard6 la muestra en
alcanzar el 10% de la produccion total de metano, calculada al final de cada
ensayo, los resultados muestran que la temperatura tiene una influencia en
la duracidn de este periodo, y se establecen dos patrones de
comportamiento diferentes. En general, las muestras presentaron un
periodo de latencia mas corto a temperaturas mas altas (15 y 20°C) y mas
largo a temperaturas mas bajas (5 y 10°C). Las muestras del lago Otto
reportaron como periodo mas largo el correspondiente a las incubaciones
realizadas a 10°C (264 dias) y a 15°C (144 dias). Las muestras del lago
Nutella presentaron los tiempos de latencia mas largos a 5°C (149 dias) y
mas cortos a 20°C (22 dias). Las muestras de los lagos Otto y Nutella
presentaron un periodo de latencia mayor para las muestras de 5°C (143

dias y 149 dias, respectivamente). Las muestras de los lagos Goldstream,
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y Killarney presentaran el periodo de latencia mas corto a 20°C, con 11y
12 dias, respectivamente.

En cuanto a los analisis estadisticos, el test de ANOVA con post hoc
de Tukey resulté en una relacion estadisticamente significativa entre la
actividad metanogénica y la temperatura, temperaturas mas altas (10, 15y
20°C en comparacion a 5°C) tuvieron un impacto significativo en la

actividad metanogénica (p< 0,005).

Tabla 6 Correlacion de Pearson entre actividad metanogénica,

parametros fisicoquimicos y periodo de latencia.

Act.5°C  Act.10°C  Act. 15°C Act. 20°C pH oM DOC PL5°C  PL10°C  PL15°C  PL20°C
Act. 5°C 0,703 0,26818 0,61719 0,13275 0,16316 0,64017 0,94726 0,72658 0,56118  0,5626
Act. 10°C 0,297 0,14035  0,11912 0,90144 0,23062 0,34791 0,807 0,70644 0,69899 0,59431
Act. 15°C| 0,73182 0,85965 0,1295 0,42598 0,015568 0,27181 0,9439 0,83995 0,93225 0,86585
Act.20°C| 0,38281 0,88088  0,8705 0,58784 0,22007 0,067012 0,72197 0,38888 0,45083 0,39626
pH -0,86725 -0,098564 -0,57402 -0,41216 0,34312 00,4368 0,55444 0,89044 0,90867 0,85705
oM 0,83684 0,76938 0,98443 0,77993 -0,65688 0,35289 0,9005 0,97362 0,91554 0,97282
DOC -0,35983  -0,65209 -0,72819] -0,93299, 0,5632 -0,64711 0,401 0,22628 0,32679 0,31845
PL5°C -0,05274 -0,193 -0,0561  0,27803 -0,44556 -0,0995 -0,599 0,19681 0,29859 0,39144
PL10°C | -0,27342 0,29356 0,16005 0,61112  -0,10956 0,02638 -0,77372  0,80319 0,020575 0,042994
PL15°C | -0,43882 0,30101 0,067754  0,54917 0,091333 -0,08446 -0,67321 0,70141 0,97942 0,008692
PL20°C -0,4374 0,40569 0,13415/ 0,60374/ 0,14295 -0,02718 -0,68155 0,60856 0,95701 0,99131

*Act. (5°C, 10°C, 15°C, 20°C)’- Actividad metanogénica (umoles CH, g’ ST d'); OM- Contenido de materia
organica (g SV g ST); DOC-Carbono organico disuelto (mg L-1);” PL (5°C, 10°C, 15°C, 20 °C)’- Periodo de
latencia (dias). En azul, valores del estadistico “r’, en negro el p-valor. Las celdas en celeste indican las
correlaciones positivas (r > 0,8), y la celda en verde indica la Unica correlacion estadisticamente significativa (p
< 0,05).

La correlacion de Pearson (Tabla 6) entre actividad metanogénica,
los parametros fisicoquimicos y los periodos de latencia para cada
temperatura reporté resultados estadisticamente significativos para pocas
muestras. Se observd fuerte correlacion positiva (r > 0,8) significativa
entre el contenido de materia organica y la actividad metanogénica a 15° (p
<0,05).

A partir de la razén entre la produccibn maxima de metano

observada (valor maximo real) y la produccion maxima tedrica de metano,
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se calcularon los rendimientos maximos para todas las muestras a cada

temperatura de incubacion (Figura 17).

La temperatura también resultdé una variable importante para el
rendimiento, siendo los rendimientos mas bajos los correspondientes a 5°C,
para todas las muestras (entre 13% y 19%). EI mayor rendimiento lo
alcanzaron las muestras del lago Goldstream incubadas a 10°C (51,08%).
Para ninguna muestra se report6 como mayor rendimiento el de las
muestras incubadas a la temperatura de 20°C, todas mostraron un mayor
rendimiento a 10°C (lagos Otto y Goldstream) o a 15°C (lagos Killarney y
Nutella).
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Fig. 17 Rendimiento maximo en metano obtenido en los ensayos de
actividad metanogénica a las cuatro temperaturas diferentes. Los
valores indican el promedio entre las cuatro réplicas de ambos puntos
de extraccion de muestra (A y B) y las barras la desviacion estandar.
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6- DISCUSION

El cambio climatico es un problema actual que nos afecta a todos,
desde el microorganismo mas pequefno hasta el mamifero mas grande. En
menor o mayor medida los cambios que suceden y continuaran sucediendo
afectan el equilibrio natural de cada ecosistema, por lo que resulta de gran
importancia investigar las causas de este fendmeno, para trabajar en
revertirlo o, al menos, reducir sus consecuencias.

Al hablar de calentamiento global siempre se menciona al didxido de
carbono como el mayor responsable, y causante del aumento de la
temperatura global. EI CO, es un gas de efecto invernadero muy
importante, pero no es el unico. A partir de mediados del siglo XX, la
comunidad cientifica comenzo6 a centrar sus esfuerzos en conocer y difundir
un poco mas sobre el segundo gas de efecto invernadero mas importante,
el metano. Este trabajo de grado fue una pequefa parte de una
investigacidon mas amplia y completa que involucré a muchos cientificos en
varios puntos del planeta, con el objetivo de recabar mas informacion sobre
este gas, sus origenes naturales y sus efectos en un escenario de
calentamiento global.

El presente trabajo se realizd6 en el ambito de los efectos del
calentamiento global en ecosistemas lacustres de Alaska, enfocandose
principalmente en el efecto directo de la temperatura sobre la produccion
acetoclastica de metano, asi como en las variables ambientales que

puedan influir en dicho proceso.

Produccién de metano en lagos y factores influyentes

Dentro de los resultados de este trabajo se constatd que la
temperatura afecta la velocidad de produccién acetoclastica de metano, se
observé un aumento de 6 veces en la velocidad de produccion acetoclastica

de metano a temperaturas mayores (10°C, 15°C y 20°C) respecto a la
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temperatura mas baja (5°C). La temperatura es un factor limitante y dirige
las funciones metabdlicas de los organismos vivos, esto fue comprobado
en este trabajo, obteniéndose resultados que van en linea con varios
trabajos previos (Schulz et al., 1997; Duc et al., 2010; Carnevali et al., 2015;
Jong et al., 2018).

En las emisiones de metano especificamente, el aumento de la
temperatura resulta en una retroalimentacion positiva, dado que a mayor
temperatura la producciéon de metano se favorece, y siendo el metano un
gas de efecto invernadero, a mayor emision de metano, mas se
incrementara la temperatura, constituyéndose un ciclo altamente perjudicial
para la vida actual en el planeta. Si a esto se suma el deshielo y su
consecuente aumento de la disponibilidad de sustratos para Ia
metanogénesis (ademas de la liberacion del metano contenido por el hielo),
las consecuencias no resultan alentadoras (Greene, et al., 2014; AMAP,
2015; Carnevali et al., 2015; Rasilo et al., 2014; Sepulveda-Jauregui A. et
al, 2015; Knoblauch et al., 2018).

En investigaciones realizadas en lagos de Alaska, en las que se
llevaron a cabo mediciones in situ de emisiones de metano, a mayor
temperatura se reporté mayor flujo de metano. Esos trabajos no tuvieron
en cuenta la temperatura en la que se produjo la metanogénesis
(temperatura de los sedimentos), sino la temperatura superficial del agua.
Los resultados obtenidos por Greene el al. (2014), se basaron en las
consecuencias del deshielo de los lagos por el aumento de las
temperaturas; la capa de hielo mantiene las burbujas ricas en metano
atrapadas, dando mas tiempo a la comunidad metanotréfica de oxidar parte
del metano. Al aumentar las temperaturas la capa de hielo esta presente
por menos tiempo y el metano escapa por avaporacion antes de dar tiempo
a los metanétrofos de oxidarlo. La investigacion llevada a cabo por
Sepulveda-Jauregui et al. (2015), también en lagos de Alaska, incluy6 una
cantidad y variedad mayor de lagos (40), incluidos los cuatro muestreados

para el presente trabajo. Las mediciones de emisiones de metano in situ se
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realizaron durante invierno y verano, teniendo en cuenta todos los
mecanismos de liberacion de este gas. Las emisiones fueron mayores
durante las épocas de temperaturas mas altas, registrandose un efecto dos
veces mayor del aumento de la temperatura en las emisiones de CH4 en

comparacion con las de COa.

Los resultados obtenidos respecto a la influencia de la temperatura
en la actividad metanogénica también fueron similares a los obtenidos en
investigaciones llevadas a cabo previamente (ver resumen en Tabla 7).
Schulz y colaboradores (1997) realizaron incubaciones de sedimentos de
un lago (Alemania), cuya temperatura promedio in situ era de 4°C. Las
incubaciones fueron llevadas a cabo en un gradiente de temperaturas, de
2°C a 49°C, con intervalos de temperatura de 2-3°C. La produccion de CH4
report6 una dependencia de la temperatura, demostrando que la
temperatura 6ptima para la metanogénesis (cercana a los 40°C para
metanogénesis acetoclastica) era superior a la temperatura registrada in
situ. Carnevali et al. (2015) y Jong et al. (2018) reportaron que la produccion
de metano ocurre de forma dependiente de la temperatura. En ambos
casos se realizaron incubaciones de muestras de sedimentos de lagos de
Alaska, en el caso de Carnevali, sin adicion de sustrato, a 2°C y a 10°C; y
en el trabajo de Jong y colaboradores, si se le adicioné sustrato, realizando
incubaciones a 4°C y 10°C. A 10°C, con y sin adicion de sustrato (acetato,
TMA o MeOH/H2) para potenciar metanogénesis acetoclastica,
hidrogenotrofica, o metilotréfica, respectivamente) la  actividad

metanogénica fue superior a la registrada para las temperaturas inferiores.

La actividad metanogénica también mostro una relacion directa, con
resultados estadisticamente significativos (r >0,9; p<0,05) con el contenido
de materia organica (OM) para el caso de las muestras incubadas a 15°C;
a 5°C se observo relacion sin relevancia estadistica (r >0,9; p>0,05). Con
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el resto de los parametros recabados in situ (pH, Carbono organico
Disuelto) no se observé relacion a una mayor o menor actividad

metanogeénica.

En trabajos previos Juutinen et al. (2009) y Northington & Saros (2016)
realizaron investigaciones de concentracion de metano en lagos, ambos en
climas frios (Finlandia y Groenlandia, respectivamente), y se registré la
concentracion de metano in situ. Ambos trabajos realizaron comparaciones
entre diferentes lagos y constataron una relacion positiva entre la
produccion de metano y el contenido de materia organica (COD y contenido
de nutrientes).

Duc y su equipo (2010) llevaron a cabo un experimento similar al
realizado en este trabajo, incubaciones de muestras de lagos de clima frio
(Suecia), en anaerobiosis, a diferentes temperaturas (4°C, 10°C, 20°C y
30°C). La diferencia residié en que no se adiciond ningun sustrato al medio
de cultivo. En este trabajo, al igual que en de Carnevali et al. (2015) se
observo una relacion positiva entre la produccidén de metano y el contenido
de carbono organico (COD, carbono organico disuelto, o TOC, carbono
organico total).

Teniendo en cuenta los resultados de las investigaciones
mencionadas previamente, y los resultados expuestos en este trabajo,
podria decirse que a pesar de no observarse correlaciones
estadisticamente significativas entre el contenido de carbono disuelto
(COD) y la actividad metanogénica, se constataron fuertes correlaciones
con el contenido de materia organica (MO). Por lo tanto, ademas de la
temperatura, factores como el pH y la materia organica podrian tener una
influencia en la produccién de metano. Agregando el sustrato al medio nos
aseguramos de que el sustrato no fuera limitante para la produccion de
metano. Pero, se debe tener en cuenta que en la naturaleza los sustratos
para la metanogénesis son obtenidos directamente de los sedimentos, en

este trabajo se agrego sustrato, por lo que la cantidad de carbono organico
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presente en cada muestra puede haber tenido influencia en la proporcion

de microorganismos metanogénicos en los sedimentos, aumentando asi la

actividad metanogénica especifica.

Tabla 7. Resumen de datos recabados en bibliografia consultada y este

trabajo.
Lugar Temperatura Determinacion Efecto Referencia
Incremento de
actividad
Entre 2°Cy o metanogénica al
Actividad
) 49°C, en o aumentar la Schulz et al.,
Alemania ) metanogénica con
intervalos de . temperatura. 1997
adicion de sustrato _
2°C-3°C Pico de
produccion a 36-
40°C
Aumento de 11
o y 5 veces en la
Actividad o
. _ actividad
) 4°C, 10°C, 20°C | metanogeénica sin . Duc et al.,
Suecia metanogénica,
y 30°C agregado de 2010
20° respecto a
sustrato
5°y 10°C
respectivamente
o Actividad
Actividad o )
o ) metanogénica 3 | Carnevali et
Alaska 2°Cy10°C metanogeénica sin
o veces mayor a al., 2015
adicién de sustrato
10°C que a 2°C
o Actividad
Actividad .
. metanogénica
metanogénica con y ) Jong et al.,
Alaska 4°Cy10°C ] o 1,5 veces mas
sin adicion de 2018
alta a 10°C que
sustrato
a4°C
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Incremento de 6

o veces la
Actividad o
5°C, 10°C, 15°C o actividad )
Alaska metanogénica . Este trabajo
y 20°C. metanogenica a

agregando acetato
20°C respecto a

5°C

En climas frios, grandes cantidades de materia organica se
encuentran almacenadas debajo del permafrost. A pesar de no poder
confirmar con seguridad, cuando y en qué cantidades estara disponible
esta materia organica para los metandgenos, si se sabe que si continlan
aumentando las temperaturas globales, especialmente en el Artico, la
mayor disponibilidad de materia organica pueda ser un efecto indirecto que
potencie la metanogénesis. Se han reportado varias hipotesis y resultados
respecto a qué puede determinar este efecto. El aumento de la velocidad
de la reaccion es una de las posibilidades, en este trabajo se comprob6 que
a temperaturas mas altas la produccion comenzé y terminé antes que a
temperaturas mas bajas. Esto también se reporté en los trabajos de Jong
et al. (2018) y Carnevali Carnevali et al. (2015). Otra posibilidad es el
cambio en la preferencia por los diferentes sutratos de los metandgenos,
que el aumento de la temperatura propicie diferentes mecanismos de
metanogénesis que puedan resultar en mayor produccion de metano. Jong
reporta resultados concordantes con otros trabajos (Allan et al., 2014;
McCalley et al., 2014; Coolen & Orsi, 2015) de un cambio en la preferencia
de sustrato con el aumento de la temperatura, favoreciéndose la
metanogénesis acetoclastica por sobre la hidrogenotréfica a temperaturas
mas altas. Carnevali (Carnevali et al., 2015) comprob6 ademas que el
aumento de la actividad metanogénica es proporcional al aumento de la
disponibilidad de carbono organico, la temperatura y el nimero de copias
del gen mcrA, marcador que se utliza para cuantificar las archaeas

productoras de metano. Este trabajé no incluy6 analisis moleculares, pero
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resulta valioso e interesante lograr comprobar esta hipétesis de la
correlacion entre la cantidad del marcador mcrA, la actividad metanogénica
y la temperatura. Este mismo experimento realizando analisis por gPCR
previos y posteriores a la etapa de incubacion, utilizando primers
especificos para mcrA, puede aportar mucho a una conclusion mas

detallada y a investigaciones futuras.

A pesar de no observarse relaciones estadisticamente significativas
entre el pH y la produccién, ha sido previamente reportado que el pH y la
temperatura son factores limitantes para el proceso de metanogénesis
(Dunfield et al., 1993; Whitman et al., 2014). En el presente trabajo los
ensayos de actividad metanogénica que presentaron produccion de
metano fueron realizados al mismo pH medido in situ, que en su mayoria
correspondia a valores cercanos al pH neutro, entre 6,5y 7.

Recientemente en una investigacién llevada a cabo por Zhang et al.
(2020) se evaluo el efecto del pH en la produccién de metano. Los
experimentos se llevaron a cabo de forma similar a la expuesta en este
trabajo, en camara anaerobia, pero se evaluaron diferentes variables, entre
ellos el pH. Las muestras extraidas fueron de turberas. Como resultado
obtuvieron que a pH bajo (3,8) la metanogénesis fue inhibida, o se vio
favorecida la metanogénesis hidrogenotrofica por sobre la acetoclastica. A
pH cercano al neutro la metanogénesis se vio favorecida, y un aumento del
pH y de la temperatura a la vez, potencia aun mas la actividad
metanogénica.

Vale destacar que en el presente proyecto se evaluaron varias
muestras ademas de las utilizadas para este trabajo de grado. Se realizaron
los mismos ensayos para muestras de turberas y de suelos, con los que se
procesaron un total de 49 muestras (entre turberass, suelos y lagos). Si
bien las muestras de lagos presentaban un pH muy similar cercano al
neutro, otras muestras presentaron un pH acido de entre 4 y 5; en esos
casos se observo claramente la influencia del pH en la produccion de
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metano, comprobando que un pH mas bajo resultaba en una inhibicién de
la metanogénesis. En el caso de las muestras de lagos utilizadas, el pH
neutro o casi neutro tuvo una influencia positiva en la produccién, por lo que
tiene sentido que la produccion de metano a pH poco variable sea similar.

Se comprobd que la produccién de metano aumenta acorde al
aumento de la temperatura, pero esto no implica que las emisiones a la
atmdsfera también aumenten (en condiciones in situ). Segun lo reportado
por He (He et al.,, 2012) en ambientes naturales los microorganismos
metanotroficos también presentan mayor actividad a temperaturas mas
altas, con una temperatura 6ptima de 25°C. Por lo tanto, resultaria de gran
interés comprobar qué porcentaje del metano producido en las condiciones
de incubacién puede ser efectivamente oxidado por los microorganismos
metanotrofos, para asi evaluar el efecto real de la temperatura en el
balance produccién-consumo-emision de metano. Respecto a lo anterior se
ha reportado también (Sepulveda et al., 2015; Wik et al., 2016) que la
evaporacion es el mecanismo de liberacidn de metano predominante en los
lagos, mecanismo que no puede ser mitigado por los organismos
metanotrofos. Wik y colaboradores (2016) destacan la importancia de las
temporadas libres de hielo, en las que la liberacidon de metano se ve
potenciada, ademas de que el aumento de la temperatura aumenta la
productividad microbiana. Estos son factores a tener en cuenta para el
balance antes mencionado resultando de gran interés para una evaluacién
mas completa del efecto del calentamiento global en las emisiones de
metano.

En este trabajo se adiciono acetato a la composicion del medio de
cultivo para favorecer la metanogénesis acetoclastica, considerando que
este tipo de metanogénesis es la mas comun en los ambientes estudiados
(Casper et al.,, 2000; Hedderich & Whitman, 2006; Jong et al., 2018),
aunqgue no es el unico, por lo que representa una limitante para concluir
acerca del efecto del sustrato en la metanogénesis. En este sentido, Schulz

y colaboradores (Schulz et al., 1997) demostraron que a temperaturas mas
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bajas predomind la metanogénesis acetoclastica; lo que no indica que
también predomine a temperaturas superiores. De hecho en la misma
investigacion se comprobd que el pico de produccion de metano ocurrié en
las incubaciones realizadas a 40°C. En el trabajo de Schulz y
colaboradores, se realizé la evaluacion de la produccion de metano en
muestras de sedimentos de lagos a un rango de temperatura entre 2°C a
49°C, intentando comprobar la dependencia de la disponibilidad de sustrato
y del aumento de la temperatura en la metanogénesis. No solamente se
comprobd que a mayor temperatura la metanogénesis se veia favorecida
(con adicibn de sustrato o no) sino también que la metanogénesis
acetoclastica era la favorecida para todo el rango de temperaturas
evaludadas. En el trabajo de Jong (Jong et al., 2018) se reporté que la
metanogénesis hidrogenotrofica se vio influenciada positivamente por el
aumento de la temperatura, no solamente la metanogénesis acetoclastica;
también se comprueba que con el aumento de la temperatura hay un
cambio de metanogénesis hidrogenotréfica a acetoclastica, lo que reafirma
la importancia de la utilizacion de acetato como sustrato en investigaciones
de este tipo. Se evalué ademas la influencia de otros sustratos
monocarbonados, como TMA (trimetilamina) y metanol; la mayor
produccion se reporté en muestras de sedimentos con TMA y acetato como
sustratos, comprobando que en estos ecosistemas es efectivamente el
acetato el sustrato mas utilizado por los metandégenos para la produccion
de metano (50% de TMA convertido a CH4 vs 73% de acetato convertido a
CHa4). A pesar de todo lo expuesto, para poder corroborar cuél de las vias
metanogéncias es mas importante en estos ecosistemas sera necesario
realizar otros estudios. Una investigacion mas completa puede incluir las
incubaciones realizadas en este trabajo pero con mas opciones de
sustratos, favorecer los tres tipos de metanogénesis y evaluar qué sucede
a diferentes temperaturas. También se hace necesario controlar
posteriormente el consumo de los sustratos realizando HPLC, para

comprobar cuanto se consume del sustrato agregado y cuanto se utiliza del
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que estaba ya presente en la muestra. Y para todos los casos realizar
controles (sin adicién de sustrato) que permitan tener una base con la cual
comparar, respetando lo que serian condiciones mas similares a las

naturales.

Las temperaturas evaluadas permitieron considerar lo que puede
pasar en escenarios donde la temperatura global aumente varios grados.
Resulta valioso poder incluir mas datos con temperaturas no tan alejadas
unas de otras, preguntarse qué sucederia si la temperatura aumenta 2 o
3°C, evaluar las variaciones en intervalos mas chicos puede dar una idea
de lo que puede pasar en un tiempo mas acotado, a medida que sigue
aumentando la temperatura global y no tanto hacia el largo plazo. Realizar
una investigacion con multiples temperaturas en las condiciones en las que
se llevd a cabo este trabajo tendria varias dificultades técnicas, se
necesitan mas equipos, muchas incubadoras para cada temperatura
especifica y mas personas que realicen el trabajo, ademas de multiplicar
todos los materiales utilizados por la cantidad de temperaturas a evaluar.
Mas alla de las dificultades, aportaria mucho a la informacién sobre los

efectos del calentamiento global en un tiempo acotado.

Dada la importancia que tiene el cambio climatico en la actualidad,
cabe preguntarse qué sucederia en un escenario de calentamiento global
si se modificaran otras condiciones. En este trabajo no se logré comprobar
el efecto de otras variables en la metanogénesis, pero en varios articulos
consultados se destaca la importancia del contenido de carbono organico
disuelto, la disponibilidad de nutrientes y el tipo de suelo circundante a los
lagos, el cual aporta materia organica, asi como la profundidad y extensién
de estos (Rasilo et al., 2014; Carnevali et al., 2015, Sepulveda et al., 2015;
Jong et al., 2018).
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En el presente trabajo no fueron incluidos andlisis moleculares y
resultaria de utilidad conocer qué microorganismos estaban presentes
antes y después de las incubaciones, lo que permitiria detectar especies
centinela, asi como enfocar esfuerzos en conocer las especies mas
sensibles a los cambios de temperatura. Son reportados los grupos como
Methanosarcinaceae, Methanoacetaceae y Methanoregulaceae en lagos
de ambientes articos (Kallistova et al., 2019). Igualmente, en lagos de
Alaska los mismos grupos de metanogenos son reportados;
Methanomicrobiaceae, Methanosarcinaceae, Methanoacetaceae vy

Methanoregulaceae (Jong et al., 2018; Matheus Carnevali et al., 2018).
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7- CONCLUSION

En el presente trabajo se pudo comprobar que la velocidad de
produccion acetoclastica de metano fue mayor a mayores temperaturas en
muestras tomadas de sedimentos de lagos de Alaska, comprobandose la
hipotesis planteada.

Entre las variables evaluadas Ila temperatura afecté
significativamente la actividad metanogénica acetoclastica. Con los aportes
de investigaciones previas y las realizadas como parte de este mismo
proyecto (METHABASE) se puede concluir que ademas de la temperatura,
son varios los factores que pueden potenciar o inhibir la produccion de

metano por parte de los microorganismos metanogénicos.

Con lo expuesto partiendo de la bibliografia y los resultados de este
trabajo, se puede reafirmar la importancia de los lagos, y mas
especificamente los lagos de climas frios en un escenario de calentamiento
global, que dista de estar tan lejos en el tiempo. En el Artico la abundancia
de lagos es importante, y las consecuencias del aumento de la temperatura
son graves para los ecosistemas circundantes y también para todo el
planeta. EI metano producido alli afecta a la atmésfera en general, y
potencia el aumento de las temperaturas, generando una retroalimentacion

gue so6lo puede empeorar las condiciones climaticas actuales.

Alaska es actualmente un enorme reservorio de metano, y sus lagos
en el futuro podrian emitir mayores cantidades de metano (Wik et al., 2016),
si las temperaturas continian aumentando el metano producido por los
microorganismos metanogénicos se sumara al conservado en las grandes

plataformas de hielo, y los resultados distan de ser favorables.

Partiendo de las respuestas obtenidas en este trabajo resulta
evidente que quedan aun muchas cosas por hacer. Resultaria de gran

interés evaluar el efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
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variando el sustrato a agregar, la metanogénesis hidrogenotréfica es
también importante en los sedimentos, por lo que el agregado de H2/CO: a

las incubaciones puede arrojar informacién relevante.

Sumado a la evaluacion de diferentes sustratos, los analisis
moleculares para evaluar la presencia y/o abundancia de archaeas
metanogénicas, enfocados en el gen mcrA, pueden aportar datos sobre los
cambios en las comunidades metanogénicas asociados al aumento de la
temperatura y/o la disponibilidad de sustratos. Saber qué archaeas se ven
favorecidas por el aumento de la temperatura abriria mas posibilidades de
investigar especificamente esas poblaciones, para buscar especies
centinela, o bien saber qué se puede esperar de la produccion de metano
por parte de estos microorganismos tomando en cuenta las variables

especificas que puedan afectarlos.

Considerando también otras disciplinas ademas de la biologia,
resultaria muy interesante evaluar como afectaria el aumento de la
temperatura la disponibilidad de los diferentes sustratos para la
metanogénesis. Tener mas claro las cantidades, los tipos y los momentos
en los que los diferentes sustratos estarian disponibles seria crucial para
determinar puntos criticos de produccion de metano, siempre pensando en

cOmo contrarrestarlos.

Mas alla del conocimiento generado para colaborar con la mitigacion
del efecto del calentamiento global, los resultados obtenidos en este trabajo
pueden también aportar nuevas perspectivas para el tratamiento de
desechos en paises de climas frios. Una de las tantas aplicaciones de la
microbiologia y la biotecnologia es el tratamiento de desechos y aguas
residuales, utilizando microorganismos que pueden degradar determinados
compuestos en condiciones controladas, dentro de bioreactores. La
produccion de metano a bajas temperaturas podria resultar una buena

herramienta para la utilizacion de bioreactores en paises de climas frios, y
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de esta manera también colaborar a la disminucion de las emisiones de
metano a la atmosfera, generando biogas que pueda utilizarse

posteriormente.

Este trabajo respondioé algunas preguntas, corroborando el efecto
del aumento de la temperatura en las emisiones de metano. Aun asi el
trabajo permite abrir otro abanico de preguntas y posibilidades que hacen
visible la necesidad de continuar investigando en este tema, y destaca la
importancia de sumar mas esfuerzos en conocer causas y consecuencias
de este fendmeno global, para intentar mitigar o revertir -en un escenario

ideal- sus efectos.
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ANEXO 1

PROTOCOLOS ERANET
Actividad metanogénica acetoclastica potencial
C. Lavergne, P. Aguilar y L. Cabrol (2016)

Material:

- Viales de vidrio de 10 mL (16 por muestra) + 1 gradilla
- Tapones de tabique (ref: 2048-11800)

- Sellos de crimpado de aluminio + crimpadora

- Agujas verdes (21G 1 ")

- Espatula + tijeras inox

-Placa de Petri

Equipo:

- Camara anaerobica: "Glove box"
- Balanzas

- Incubadora 5 ° C

- Incubadora 10 ° C

- Incubadora 15 ° C

- Incubadora 20 ° C

- Manometro (rango: 0-300 mbar)

- Manometro (rango> 300 mbar)
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- GC con TCD (ver detalles del método)

- Tanque de N2

Nota 1. es necesario conocer la cantidad de sélidos volatiles (SV)

contenidos en cada muestra antes de iniciar cualquier experimento

Nota 2: La incubacién se realiza a pH variable en funcién del pH de
la muestra. Por lo tanto, se debera conocer el pH in situ de la muestra y
determinar algun grupo de pH similar para preparar la solucion de sustrato.
Por ejemplo, si tiene 5 muestras con pH: 4.5, 4.7, 5.5, 6, 5.8. Puede optar

por hacer grupos y preparar una solucién a pH 4,5 y otra a pH 5,8.

Coémo proceder:
1. Para hacer con anticipacion:

Calcule la cantidad de muestra para agregar en cada vial. Por

defecto, agregue 8 g SV L-1, es decir 0.08 g SV por 10 mL.

Limpiar todo el material. Los viales (16 por muestra) se pueden
limpiar una noche en bafio acido y enjuagar al menos 3 veces con agua
destilada y dejar secar (idealmente en una camara caliente a 45 ° C). Cerrar
los viales con papel de aluminio y cinta adhesiva. Los tapones de tabique
se pueden limpiar con jab6on y enjuagar con agua destilada. Luego,

autoclave todo el material, 20 min a 120 ° C.
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2. Preparacion del sustrato

KH:PO,
K;HPO,
MgCl,, 6 H,0
NH,CI

CaCl, 2 H,0
NacCl

Solucion mineral

Modificado de
Shelton & Tiedje
(gL?)

0,27
0,35
0,1
0,53
0,075
0,6

20 mL

Agregar 930 mL de agua destilada

Autoclave
Acetato
Cisteina, HCI
NaS, 9H,0
NaHCO:

Ajustar pH

30 mM (1,7 mL)
0,5
0,1

1,5

CAS

7778-77-0

7758-11-4

7791-18-6

12125-02-9

10035-04-8

7647-14-5

64-19-7

7048-04-6

27610-45-3

144-55-8

Solucion mineral Concentracién en o
. Concentracién final
solucién concentrada @) CAS
g

(mg/L)
FeCl3*4H,0 1000 0,02 10025-77-1
CoCl,*6H,0 1000 0,02 7791-13-1
MnCl,*4H,0 250 0,005 13446-34-9
CuCly*H0 15 0,0003 10125-13-0
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ZnCl;, 25 0,0005 7646-85-7
H3BOs 25 0,0005 10043-35-3
(NH4)6Mo0702:*4H,0 |50 0,001 12054-85-2
Na,SeOs*H,0 50 0,001 10102-18-8
NiCl,*6H,0 25 0,0005 7791-20-0
EDTA 500 0,01 60-00-4

HCl (36%) 0,5 0,00001 7647-01-0
Resazurina 250 0,005 62758-13-8

- En un matraz aforado, poner 930 mL de agua destilada

- Pese cada producto en un vaso de plastico y transfiéralo en una

botella estéril de 1L.

- Luego enjuague con el agua destilada preparada.

- Renueve este procedimiento para cada producto que tenga que

agregar.

- Autoclave

Tenga en cuenta que esta primera parte podria prepararse con

anticipacion. Después del paso de autoclave, se puede almacenar a

temperatura ambiente. La solucién debe ser violeta / azul. Una vez que

agregas el acetato, la cisteina, el NazS y el NaHCOg3, la solucion se vuelve

naranja/rosa (segun el pHy el estado de oxidacion), y puede usarse dentro

de los 2 dias.

- Agregue los componentes restantes, gasear 2 minutos con N2

- Ajustar el pH segun el pH de la muestra (o del grupo, ver Nota 2).

Deber& preparar una solucion de NaOH y HCI para ajustar el pH.
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- Gasear 2 minutos con N2

3. Preparacion de los viales

Debera llenar los frascos con muestras solidas y agregar sustrato
hasta 10 mL. Tendras que preparar con antelacion un modelo de vial con
10 mL de agua para poder saber como llenar tus viales.

- Poner numero a los viales y los tapones.

- En la camara anaerdbica: Limpiar la camara con etanol; coloque
papel, espatulas limpias, tijeras limpias, una placa de Petri limpia (podria
reutilizarse algunas veces si se limpia cada vez con etanol) y una muestra
dentro de la camara. Retire el aire, cierre la camara y llénela con N2 (la
presion no debe exceder 1 bar para la presion aplicada). Luego,
homogeneice la muestra mezclandola a mano y cortandola si es necesario.
Llenar la placa de Petri con la muestra homogeneizada. Cerrar bien la bolsa

de la muestra y abrir la camara.
- Pesar vial vacia con tapon. Registre el peso (W1)
- Tarar la balanza con el vial vacio sin tapén.

- Agregue la cantidad de muestra necesaria. Ej: si necesitas 1.4256,

pesa entre 1.42 y 1.43. Registra el peso (W2).

- Coloca los tapones en los viales (sin cerrarlo de verdad porque

tendras que abrirlo para agregar el sustrato)

- Una vez listos los 16 viales, volver a la camara anaerdbica, poner
los viales (en una rejilla, + el vial modelo), el frasco de sustrato, una
Erlenmeyer limpia, una pipeta plastica estéril (para agregar el sustrato) y

papel. Abre los viales.

- Sacar el aire de la camara, cerrar la camara, llenar con No.
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- Mezclar bien el sustrato, transferirlo al Erlenmeyer
- Gasear de nuevo el sustrato brevemente

- Con la pipeta de pléastico, llene los frascos utilizando el “vial modelo”

como guia.
- Cerrar los viales con los tapones correspondientes.
- Pesar los viales, anotar el peso (W3)

- Sellar el tapon con precintos engarzados de aluminio. Etiquete los
viales (nombre de la muestra, temperatura, fecha y réplica: P1, P2, P3 o
GC)

- Incubar cada botella a la temperatura correspondiente.

- Entre las 5h y las 24h, proceder al TO evacuando el gas contenido
en el vial. Para hacerlo, simplemente pinche con una aguja durante 5

segundos. Anote la fecha y la hora.
4. Medidas de presion
Procedimiento

- Tome los viales P1, P2 y P3 (la réplica de GC es solo para
mediciones de GC). Para las incubaciones a 5°C y 10 ° C, piense en
mantener refrigerados los viales. Coloquelos en una caja de plastico

ubicada en una bolsa de hielo, por ejemplo.
- Fijar una aguja al manémetro.

- Compruebe si el manometro muestra un valor cercano a 0 (entre -
0,5y 0,5 mbar)

- Pinche en el tapon de goma sin tocar el agua.

- Espere un valor estable, anote el valor
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- Si el valor de la presion es positivo, es necesario evacuar el aire.

Para hacer eso, pinche el vial con una aguja 5 segundos.
5. Mediciones de GC
Caracteristicas de GC

Columna de 1/8 "de diametro * 1 mm de largo. Tamiz mol 5A (60/80),
temperatura de la columna = 80 ° C, inyector y deteccién = 120 ° C.

Procedimiento:

- Haga una medida de su estandar por duplicado (250 uL). Registre

el area del pico.
- Agitar fuertemente el frasco con la mano durante 5 segundos.

- Pinche con cuidado con la jeringa especifica. Inyectar 250 uL. Si el
pico es demasiado alto, hago una dilucion de la siguiente manera: tomar
100 L de la muestra y tomar aire hasta 250 yL. Generalmente es suficiente

para las medidas que tenemos que hacer. Registre el area del pico
- Luego, puede calcular el % de metano en su vial
6. El final de la incubacién

La incubacién ha terminado, cuando la curva acumulativa alcanza

una meseta.

- Al final de las incubaciones, agite vigorosamente el frasco y

transfiéralo a un tubo de centrifuga de 15 mL.
- Centrifugar 20 min a 4500 rpm.

- Si el vial aun contiene muestra, use el sobrenadante (o hasta 10

mL de agua esterilizada) para enjuagar la botella y centrifugar nuevamente.
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- Deseche el sobrenadante y almacene en un Falcon a -20 ° C para
la extraccion de ADN.
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