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Resumen

El constante aumento de las concentraciones atmosférica de gases de efecto invernadero como el
metano, es la principal causa impulsora del calentamiento global. En los ambientes frios,
principalmente regiones polares, es donde més se evidencia los efectos del calentamiento. En
particular, en la Antértida se ha observado un aumento de la temperatura de aproximadamente 3,4 °C
en los Gltimos 50 afios. Ademas, se ha demostrado que los lagos en esta regidn responden mas rapido
que otras regiones antarticas a los cambios climéticos registrando aumentos significativos en la
temperatura del agua. Por lo tanto, es de crucial interés obtener informacion del comportamiento de
las bacterias involucradas en el ciclo del metano con la temperatura en estos ecosistemas. El objetivo
de esta tesis fue evaluar los principales factores asociados a los procesos de produccién biolédgica de
metano en sedimentos de agua dulce de la Antéartida maritima (Isla Rey Jorge). Para esto se evaluo
el efecto de la temperatura (5, 10, 15 y 20 °C) y sustratos metanogénicos sobre la velocidad de
produccién de metano. Se cuantific6 metandgenos viables mediante el método de NMP y
metanogenos totales a través de la determinacion de la abundancia de genes. Se utilizé secuenciacion
masiva de genes ARNr 16S y mcrA para el andlisis de la estructura de la comunidad de arqueas in
situ y bajo los efectos de la temperatura y adicién de sustratos metanogénicos. Por dltimo, se
realizaron test estadisticos para encontrar correlaciones entre las diferentes variables ambientales
medidas in situ y la actividad metanogénica, asi como también la composicién de la comunidad de

arqueas.

Entre los resultados obtenidos en esta tesis, se observé que el incremento de la temperatura aumento
significativamente la actividad metanogénica mostrando un maximo de produccién de metano a
20 °C. Ademas, las velocidades de produccion de metano enddgeno obtenidas se correlacionaron
positivamente con la cantidad de carbono organico total y el nitrégeno total presente en el sedimento.
Por otra parte, la estimulacidn de la metanogénesis por los sustratos metanogénicos como acetato e
H2/CO,, dio como resultado un aumento de las velocidades de produccion de metano de hasta 30 y
19 veces mas, respectivamente. Sin embargo, la cuantificacion de poblaciones viables de
metandgenos acetoclasticos e hidrogenotréficos no fue exitosa a temperaturas cercanas a la in situ.
Mientras que la determinacion de genes mcrA en estos sedimentos mostré una abundancia de hasta
9,08x107 copias de mcrA por gramo de sedimento seco. El estudio de secuencias génicas mostré que
metandgenos pertenecientes a los géneros Methanosarcina, Methanoregula, Methanobacterium,
Methanosphaerula y Methanosaeta fueron las més abundantes en la mayoria de los sitios de estudio.
Ademas, se determind que la comunidad de arqueas sufre una reestructuracion frente al aumento de

la temperatura e ingreso precursores metanogénicos.
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En conclusion, esta tesis brinda informacion de gran relevancia sobre el comportamiento de la
arqueas metanogénicas frente a un cambio de temperatura y precursor metanogénico. Asimismo,
profundiza en el conocimiento de la estructura y composicién de la comunidad de arqueas presentes
en sedimentos de lagos de agua dulce en la Antartida maritima. En esta tesis se demostro que el
aumento de la temperatura tiene gran influencia en la metabolizacion de la materia organica por parte
de la comunidad microbiana y sobre todo en la actividad metanogénica. Las vias de produccién de
metano acetoclastica e hidrogenotrdfica estan presentes en los sitios de estudio y que, a altas
temperaturas, la via hidrogenotrofica seria la que contribuya més a las emisiones de metano. Nuestros
resultados también sugieren que, frente a un escenario de aumento de temperatura y posible ingreso
de materia organica, los géneros metanogénicos Methanosaeta y Methanosarcina sean los
principales metanogenos involucrados en la produccion de metano en estos lagos.

Palabras claves

Calentamiento global, Antértida, lagos, metano, arqueas metanogénicas, secuenciacion masiva
ARNr 16S, mcrA
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Capitulo 1. Introduccién

1.1 Cambio climatico

Los gases de efecto invernadero (GEI) son gases atmosféricos que absorben y emiten radiacion
infrarroja (Easterbrook, 2016). El efecto natural de estos gases es necesario para la vida tal como la
conocemos ya que mantienen la temperatura de la superficie de la Tierra en un promedio de 15-33 °C
mas calido de lo que seria en su ausencia. Debido a que los GEI pueden absorber la radiacion
infrarroja, los cambios en sus concentraciones atmosféricas pueden alterar el balance energético del
sistema climético (Environmental Protection Agency, 2010).

El vapor de agua, diéxido de carbono (CO2), metano (CH4), 6xido nitroso (N2O) y ozono (Os) son
los principales GEI presentes en la atmdsfera (Easterbrook, 2016). EI aumento en las concentraciones
de estos gases en la atmdsfera produce un aumento neto en la absorcion de energia por parte de la
Tierra, lo que lleva a un cambio climatico como el calentamiento en la superficie de esta, como se

ha observado en las Ultimas décadas (Environmental Protection Agency, 2010).

En los ambientes frios, sobre todo en regiones polares, es donde méas se observa este efecto de
calentamiento. A medida que las crecientes concentraciones de dichos gases aumentan la temperatura
de la Tierra, la nieve y las capas hielo comienzan a derretirse. Este derretimiento revela grandes
superficies de tierra y agua (que se encontraban debajo del hielo) que absorben maés calor del Sol
causando més calentamiento, lo que causa mas deshielo y asi sucesivamente provocando un
“feedback positivo”. Este circuito de retroalimentacion, conocido como "retroalimentacion del hielo-
albedo", amplifica el calentamiento inicial causado por el aumento de los niveles de Gel (Solomon et
al., 2007).

1.2 Gas metano

El CH. es uno de los principales gases que contribuye al cambio climatico. Luego del CO,, es el
segundo compuesto de carbono mas abundante en la atmdsfera (Conrad, 2007). A pesar de que las
emisiones de CH4 son 200 veces mas bajas que las emisiones de CO; y su vida media en la atmdsfera
es mas corta (Easterbrook, 2016), el potencial de calentamiento global del CH. supera las emisiones
de CO; en un factor de 28 en un rango de tiempo de 100 afios y en un factor de 84 en un rango de
tiempo de 20 afios (Myhre et al., 2013). EI CH,4 también puede afectar la abundancia de otros gases
de efecto invernadero en la atmdésfera debido a su importante rol en la quimica atmosférica. Primero,
la oxidacién del CH4 conduce a la formacion fotoquimica del gas Os. En segundo lugar, en la

estratosfera, la oxidacién del CH4 produce vapor de agua y el correspondiente aumento de vapor de
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agua estratosférico contribuye al forzamiento radiactivo. Finalmente, después de la oxidacion, el
atomo de carbono de la molécula de CH. original termina en CO2, el principal gas de efecto

invernadero antropogénico (Dean et al., 2018).

Existen tres principales fuentes de emisién de gas CH4 a la atmosfera: (1) CH4 bidtico o biogénico
de origenes naturales. Estas emisiones son provocadas por microorganismos productores de CH, y
comprenden ambientes anaerobios como humedales naturales y arrozales, reservorios de agua dulce
pobres en oxigeno, sistemas digestivos de rumiantes y termitas y depositos de desechos organicos
(Kirschke et al., 2013). (2) EI CH, termogénico, formado durante millones de afios a través de
procesos geoldgicos que se emiten desde el subsuelo a la atmdsfera a través de caracteristicas
naturales (como filtraciones terrestres, marinas y volcanes de lodo) y mediante la explotacion de
combustibles fésiles (explotacion de carbon, petroleo y gas natural). (3) EI CH4 pirogénico se
produce por la combustién incompleta de biomasa y carbono del suelo durante incendios forestales,

de biocombustibles y combustibles fésiles (Kirschke et al., 2013).

La mayor parte del CH4 biogénico se origina por las emisiones de fuentes naturales y antropogénicas,
donde las fuentes naturales estan dominadas por humedales, pero hay también una contribucion
significativa por parte de sistemas de agua dulce, donde el CH,4 es un componente clave del ciclo del
carbono. Se estima que la contribucidn de las fuentes naturales a las emisiones de CH, a la atmésfera
estd entre el 33y el 54 %, mientras que las fuentes antropogénicas representan entre el 46 y el 67 %
(Kirschke et al., 2013). En estos entornos, el CH4 es producido exclusivamente por microorganismos
productores de CH.. Por lo tanto, estos microorganismos contribuyen de forma significativa a la
cantidad de CH, emitido a la atmésfera (Conrad, 2007).

1.3 Metanogénesis: aspectos generales

La produccion bioldgica de metano se denomina metanogénesis y es realizada por un grupo
especifico de arqueas, denominadas las arqueas metanogénicas. La metanogeénesis es la etapa final
de un proceso microbiano de degradacion de materia orgéanica bajo condiciones anaerobias estrictas
y en ausencia de aceptores externos de electrones como sulfato, metales oxidados y nitrato
(Hedderich y Whitman, 2013). La degradacion anaerobia de la materia organica involucra un
complejo consorcio microbiano que consiste en bacterias hidroliticas, fermentadoras, sintroficas y
homoacetogeénicas, las cuales son capaces de metabolizar los sustratos organicos disponibles en el
ambiente produciendo acetato, hidrogeno (H>), formiato y CO,. Luego, estos productos son utilizados

por las arqueas metanogénicas como fuente de energia para la produccion de metano.

13



Las arqueas metanogénicas no pueden utilizar sustratos organicos complejos y por lo tanto dependen
de la presencia del consorcio microbiano nombrado anteriormente. La metanogénesis se produce en
diversos hébitats tales como en el sedimento de lagos de agua dulce, plantaciones de arroz, rumen de
rumiantes, digestores de aguas residuales, entre otros. Este proceso de degradacién comienza cuando
microorganismos fermentadores presentes en la comunidad microbiana excretan enzimas que
hidrolizan polisacéaridos orgéanicos complejos a azUcares simples (como glucosa), los cuales son
subsecuentemente fermentados en una fermentacion primaria a varios alcoholes, acidos grasos
voléatiles (AGV) e H, (Conrad, 1999) (Figura 1). El acetato o el Ho/CO- principalemente, son sustratos
adecuados para microorganismos metanogénicos, por lo que se denominan sustratos metanogénicos
y son convertidos a CHs + CO. y CH4 + H20, respectivamente (Ferry, 1993). Otros productos de la
fermentacion primaria, como los &cidos grasos, no pueden ser consumidos directamente por los
microorganismos metanogénicos, pero pueden ser convertidos a acetato, CO, e H; en una

fermentacion secundaria, la cual es llevada a cabo por microorganismos sintréficos (Ferry, 1993).

El H.es el intermediario clave en este proceso. Bajo condiciones estandar (cuando la presién parcial
de H; es 1 atm.) las fermentaciones de AGV Yy alcoholes a acetato e H, son termodindmicamente
desfavorables, por lo tanto, los microorganismos que catalizan estas reacciones no pueden crecer y
los niveles de AGv acumulados en el ambiente resultan téxicos. Sin embargo, si las arqueas
metanogénicas estan presentes, el H, es rapidamente metabolizado y la presion parcial es mantenida
por debajo de 103-10* atmésferas (Hedderich y Whitman, 2013). Bajo estas condiciones, las
fermentaciones de AGV y alcoholes son termodindmicamente favorables, ellos son rapidamente
metabolizados, y sus concentraciones son mantenidas por debajo de los niveles tdxicos. Esta
interaccion entre los organismos productores de H, y los metan6genos consumidores de H es un
claro ejemplo de transferencia de hidrogeno interespecies entre microorganismos sintroficos y
metandgenos. Alternativamente, en la comunidad también pueden existir un tipo de bacterias
fermentadoras llamadas bacterias homoacetogénicas (Conrad, 2007). Estas bacterias estan
involucradas en la reduccion del CO, con H; (por la ruta de la acetil-CoA), que resulta en la
formacion de acetato como Unico producto, que es luego utilizado por microorganismos

metanogénicos para su metabolismo (Ye et al., 2014).

Gran parte del metano producido durante la metanogénesis en ecosistemas naturales como humedales
puede ser oxidado luego a CO: antes de ser liberado a la atmdsfera, por microorganismos
denominados metandtrofos mediante un proceso aerobio o anaerobio (Whiticar, 2020). Sin embargo,
a menudo una proporcion significativa de metano escapa hacia la atmosfera donde ejerce su efecto

como GEI (Ferry, 1992).
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FIGurA 1. Esquema resumido del proceso de degradacion anaerobia de la materia orgénica (polisacaridos) hasta metano.
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\J

Los productos intermediarios se muestran en recuadros mientras que los microorganismos en 6valos. Imagen extraida y
adaptada de Conrad, 2007.
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1.4 Rutas metabolicas y la enzima clave en la metanogénesis

Las arqueas metanogeénicas solo pueden obtener su energia metabdlica de la conversion de un numero
limitado de sustratos en metano. Como se menciond, los sustratos metanogénicos pueden ser el
acetato, H./CO,, formiato, CO, etanol y alcoholes secundarios, los cuales son oxidados para permitir
la reduccion de CO; a metano. Alternativamente, se puede producir metano también a través de
compuestos metilados como metanol, monometilamina, dimetilamina, trimetilamina,

tetrametilamonio entre otros (Conrad, 2007).

Existen tres vias de produccién de CHa, la via hidrogenotréfica, acetoclastica y metilotrofica. En
ambientes donde la descomposicion de la materia organica en anaerobiosis es significativa, la
hidrogenotrofia (reduccion de CO2 con Hz por las metanogénicas hidrogenotréficas) y la acetotrofia
(uso del acetato como sustrato por las metanogénicas aceticlasticas) son las vias principales de
produccion de CHa Por otra parte, en sedimentos marinos e hipersalinos ricos en sulfatos la
metilotrofia es la via principal de produccion de metano. En este tipo de ambientes, se producen
compuestos metilados (como metanol, trimetilamina y dimetilsulfuro que sirven como sustratos
metanogénicos no competitivos para las arqueas metanogénicas, mientras que el acetato y el
hidrégeno son degradados por procesos no metanogénicos (por ejemplo, reducciéon de sulfato)
(Conrad, 2020). A continuacion, se realiza una breve descripcion de las tres vias de produccion de
CH4Z

METANOGENESIS HIDROGENOTROFICA: es la via que mas presente esta entre los metandgenos
conocidos y se ha sugerido que representa la forma ancestral de produccion de metano
(Berghuis et al., 2019). Es también la via mas comUnmente utilizada y contribuye en gran parte a la
produccion de metano en muchos ambientes tales como sedimentos de lagos de agua dulce
(Borrel et al., 2011). Por esta via metabdlica los metandgenos clasificados como hidrogenotréficos
reducen el CO; a CH4, Esta via no solo depende de H, como donador de electrones, ya que muchos
metandgenos hidrogenotréficos pueden usar formiato, monoéxido de carbono (CO), o algunos
alcoholes (como por ejemplo etanol, 2-propanol, etc.) como sustratos para la metanogénesis
(Conrad, 2020).

METANOGENESIS ACETOCLASTICA: en esta via el acetato se activa con ATP para formar
acetil-coenzima A (o acetil-CoA) (Figura 2 b). La acetil-CoA se divide para formar grupos metilo y
carbonilo unidos a enzimas. Luego, el grupo metilo se transfiere a H{MPT o H4sSPT, donde sigue los
dos ultimos pasos de la via de reduccién de CO,. El grupo carbonilo se oxida a CO, con ferredoxina
como aceptor de electrones, proporcionando equivalentes de reduccion para la reduccion del

heterodisulfuro después de la reaccion catalizada por metil-coenzima M reductasa (Lyu et al., 2018).
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METANOGENESIS METILOTROFICA: en esta via el grupo metilo de los compuestos metilados
(CH3-R) se transfiere primero a una proteina corrinoide afin y luego a la CoM-SH, se requieren
metiltransferasas especificas de sustrato (Figura 2 c). Cuando el H; esté presente, el CH3-S-CoM se
reduce directamente a metano. En ausencia de un donante de electrones externo, el CH3-S-CoM
también se puede oxidar por la via inversa de la reduccién de CO,. Este proceso en lagos de agua
dulce se espera que sea bajo, ya que los precursores de compuestos metilados no son abundantes. Sin
embargo, la metanogénesis metilotrofica se observo en varios sedimentos de lagos de agua dulce y
fue hecha principalmente por Methanomethylovans hollanica y especies metanogénicas cercanas
(Borrel et al., 2011). Aunque la metanogénesis metilotréfica puede ser la fuente predominante de
produccion de metano en ciertos ambientes, su contribucién a las emisiones globales de metano

probablemente sea pequefia (Lyu et al., 2018).
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FIGURA 2. Representacion grafica de las tres rutas metabolicas de la metanogénesis a partir de a. H2/COz2, b. acetato y
¢. metanol. Aunque las tres vias partan de sustratos diferentes comparten una enzima clave: la metil-coenzima M
(CH3-S-CoM). Imagen extraida de Hedderich y Whitman, 2013.

A pesar de que todas las vias de produccion de metano parten de sustratos metanogénicos diferentes,
todas ellas comparten el mismo paso enzimatico final, el cual se encuentra catalizado por la metil-
coenzima M reductasa (CH3-S-CoM) (MCR por sus siglas en inglés). En este paso, la metil-coenzima

M es reducida por una segunda coenzima tiol, llamada “coenzima B” (CoB-SH) (Lyu et al., 2018b).
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El producto final de esta reaccién es el metano y una mezcla disulfuro de coenzima My coenzima B
(también llamada “heterodisulfuro”, CoM-S-SCoB) (Figura 3).
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FIGURA 3. Representacion gréafica de la reaccion que cataliza la Metil-Conezima M en las
tres rutas metabdlicas de la metanogénesis a partir de los sustratos hidrégeno, acetato y
metanol. Imagen extraida de Hedderich y Whitman, 2013.

La MCR esta formada por tres componentes: A, C y un pequefio cofactor B. EI componente C es el
sitio donde se da la metil-reduccion y esta conformado por tres sub-unidades: a, By y, los cuales son
codificados por los genes mcrA, mcrB y mcrG, respectivamente (Earl et al., 2003). Estos genes
forman parte del operén mcrBDCGA, el cual es bien sabido que todos los genomas conocidos de las
arqueas metanogénicas codifican al menos una copia del mismo (Alvarado et al., 2014). El gen
funcional mcrA, al ser caracteristico y Gnico de las arqueas metanogénicas, con la excepcién de la
arqueas oxidante de metano, es ideal para utilizarlo como blanco para detectar y cuantificar a estas
poblaciones microbianas especificas dentro de un ecosistema determinado. Ademas, se ha visto que
el gen mcrA muestra una filogenia mayoritariamente congruente con el gen del ARNr 16S, lo que
permite que el andlisis de la secuencia del mcrA se utilice junto con andlisis basados en el gen
ARNTr 16S o de forma independiente (Steinberg y Regan, 2009).

1.5 Metanogénesis en ambientes frios

Varios estudios han demostrado que la produccion biolégica de metano puede ocurrir a bajas
temperaturas (5-10 °C), ya sea en sedimentos de lagos (Ellis-Evans, 1984; Franzmann et al., 1991,
Schulz y Conrad, 1996; Nozhevnikova et al., 1997), permafrost (Kotsyurbenko et al., 2004,
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Anisimov, 2007; Wagner et al., 2007; Metje y Frenzel, 2007) y sedimentos subglaciares
(Boyd et al., 2010; Stibal et al., 2012; Ma et al., 2018). Esto indica que las bajas temperatura no son
un impedimento para que comunidades metanogénicas produzcan metano a partir de la materia
organica circundante. Aunque la metanogénesis puede ser activa a bajas temperaturas, hasta el
momento solo se han caracterizado muy pocos metandgenos psicrofilos, clasificados asi aquellos
microorganismos con temperatura 6ptima de crecimiento < 20 °C (Dong y Chen, 2012). El primer
cultivo puro de una arquea metanogénica de este tipo fue realizado por Zhilina y Zavarzin (1991)
segun se informa en Simankova et al., (2003), aunque para esta arquea metanogénica psicrofila no
se tiene registro de su descripcion (Nozhevnikova et al., 2001). La especie psicrofilas
Methanococcoides burtonii y Methanogenium frigidum aisladas por Franzmann et al., 1992 en el
lago Ace en la Antartida, es capaz de crecer dentro de un rango de temperatura que abarca los
0-18 °C, siendo 15 °C la temperatura Optima de crecimiento. Methanolobus psychrophilus R15
(Dong y Chen, 2012), aislada de un humedal frio en el Tibet, es otra especie que se ha descrito como
metanogénica psicrofila con un rango de crecimiento que va desde los 0 a 25 °C y con un crecimiento

Optimo a 18 °C.

En general la temperatura 6ptima de los microorganismos involucrados en la metanogénesis en
ambientes frios parece ser mas alta que la temperatura de los ambientes donde se encuentran (Schulz
y Conrad, 1996). Aparentemente, en diferentes ecosistemas terrestres, tanto en los que se encuentran
en condiciones de frio permanente como en los que experimentan fluctuaciones de temperatura, las
comunidades de metandgenos psicrotolerantes estarian mas involucradas en la produccion de metano
que las comunidades metanogénicas psicrofilas (Simankova et al., 2003). En ambientes frios, como
sedimentos de permafrost y de lagos de Siberia, donde la temperatura varia entre los -10y 0 °C, se
ha logrado aislar las especies metanogénicas Methanobacterium veterum (Krivushin et al., 2010) y
Methanolobus psychrotolerans (Chen et al., 2018), respectivamente. A pesar de la temperatura in
situ, éstas fueron clasificadas como psicrotolerantes, donde Methanobacterium veterum presento un
rango de temperatura de crecimiento entre 10-46 °C (con una temperatura éptima a 28 °C) y
Methanolobus psychrotolerans entre 0-37 °C (con un crecimiento Optimo entre 30-37 °C). Las
especies metanogénicas Methanococcoides alaskense (Singh et al., 2005), Methanogenium marinum
(Chong etal., 2002) y Methanosarcina baltica (Von Klein et al., 2002), aisladas a partir de
sedimentos marinos permanentemente frios (temperatura in situ entre 1-6 °C) ubicados en Skan Bay
(Alaska) fueron clasificadas también como psicrotolerantes. Simankova et al., (2003) también logré
aislar y caracterizar cinco nuevas cepas de arqueas metanogénicas a partir de cuatro ambientes
naturales y artificiales que presentaban condiciones de bajas temperaturas peridédicos o permanentes
(4-6 °C). A pesar de haber aislado estas nuevas especies metanogénicas a partir de ambientes frios,
las mismas no fueron clasificadas como psicréfilas, sino como psicrotolerantes al presentar un amplio

rango de temperatura de crecimiento (obteniéndose un crecimiento éptimo entre los 25-30 °C). Esto
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le permitié corroborar la observacion de que la mayoria de los microrganismos presentes en
ambientes permanentemente frios suelen ser psicrotolerantes y no psicréfilos. Por lo tanto, el
aumento de la temperatura tendria un papel significativo en la produccion de CHa4por el incremento
en el crecimiento de arqueas productoras de metano. En varios estudios en los que se han incubado
sedimentos a diferentes temperaturas (2-70 °C), las tasas mas altas de produccion de metano siempre
han ocurrido en el rango de temperaturas mesofilicas (Zeikus y Winfrey, 1976; Nozhenikova et al.,
1997; Blake et al., 2015). Lo que conduce a la hipétesis de que la metanogénesis es realizada por
comunidades microbianas psicrotolerantes o mesofilicas ain activas a bajas temperaturas. Otros
factores como la calidad y cantidad de materia orgénica pueden interferir también en la produccion
de dicho gas.

1.6 Diversidad y taxonomia de las arqueas metanogénicas

Todos los microorganismos metanogénicos se ubican dentro del dominio Archaea, dentro de tres
phyla primarios, Euryarchaeota, Halobacterota y Thermoplasmatota (Tabla 1), pero la ubicacién
exacta de los 6rdenes dentro de estas phyla no se ha resuelto por completo (Lyu et al., 2018). En el
phylum Euryarchaeota se wubican los o¢rdenes Methanococcales, Methanopyrales y
Methanobacteriales. Dentro de Halobacterota se incluyen a los drdenes Methanomicrobiales,
Methanocellales, Methanonatronarchaeales y Methanosarcinales. Finalmente, el phylum
Thermoplasmatota se encuentra formado por un nico orden denominado Methanomassiliicoccales.
Ademas, mediante el uso de la tecnologia de la metagendmica, recientemente se han propuesto
algunos potenciales nuevos taxones metanogénicos. Estos nuevos taxones inferidos a partir de
metagenomas pertenecen a Candidatus como “Methanofastidiosales” y “Methanoflorentacea” dentro
de las phyla Euryarchaeota y Halobacterota, respectivamente. Los Candidatus metanogénicos
“Methanomethylicia” (también conocido como “Verstraetearchaeota”) y ‘“Bathyarchaeia” Se
podrian ubicar dentro de un cuarto phylum denominado Crenarchaeota. Estos taxones Candidatus
se han observado en secuencias metagenémicas de muestras ambientales, pero nunca fueron aisladas
en cultivo, por lo que aln se necesitan cultivos puros para confirmar estos hallazgos
(Lyu et al., 2018).

En cada orden se pueden encontrar una variedad de especies con caracteristicas fisiolégicas y
morfologicas muy variables (Bapteste et al., 2005). Como se menciond, existen tres vias de
produccion de metano, hidrogenotréfica, aceticlastica y metilotréfica. La via hidrogenotrofica se
encuentra en casi todos los microorganismos metanogénicos, mientras que las otras dos vias de
produccion se encuentran limitadas al orden Methanosarcinales, Methanomassiliicoccales,

Methanonatronarchaeia (Singh et al., 2005; Chong et al., 2002). Esto puede explicarse por los
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cambios en las energias libres para la metanogénesis, donde la reaccion mas favorable es la reduccion
de CO; por H; y la menos favorable es la reaccion aceticlastica (Tabla 2). Esto hace que la presion
de la seleccion natural haya conducido a la evolucién de muchas més especies hidrogenotroficas que
especies acetoclasticas. El hecho de que la via hidrogenotrofica se encuentre ampliamente distribuida
dentro de la mayoria de los microorganismos metanogénicos sugiere que la metanogénesis a partir

de H./CO; puede ser la forma ancestral de produccién bioldgica de metano (Bapteste et al., 2005).

TABLA 1. Clasificacidn taxonémica (hasta género) de arqueas metanogénicas y su principal sustrato metabolizable

Orden Familia Genero Sustrato
Methanococcus
Methanococcaceae
Methanothermococcus
Methanococcales
Methanocaldococcus
Methanocaldococcaceae
Methanotorris
Methanopyrales Methanopyraceae Methanopyrus H,/CO,
Methanobacterium
Methanothermobacter
Methanobacteriaceae
Methanobacteriales Methanosphaera
Methanobrevibacter
Methanothermaceae Methanothermus
Methanomicrobium
Methanolacinia
Methanogenium
Methanomicrobiaceae
Methanoculleus
Methanoplanus
Methanomicrobiales Methanofollis Hy/CO,
Methanocorpusculaceae Methanocorpusculum
Methanospirillaceae Methanospirillum
Methanolinea
Methanoregulaceae Methanoregula
Methanosphaerula
Methanocellales Methanocellaceae Methanocella
Methanohalarchaeaceae Methanohalarchaeum Compuestos
Methanonatronarchaeales tilad
Methanonatronarchaeaceae Methanonatronarchaeum metilados
Acetato
Methanosarcinales Methanosarcinaceae . H,/CO;
Methanosarcina
Compuestos
metilados
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TABLA 1. Clasificacion taxonémica (hasta género) de arqueas metanogénicas y su principal sustrato metabolizable

Methanolobus
Methanococcoides
Methanohalophilus
Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanosalsus Compuestos
metilados
Methanohalobium
Metanimicrococcus
Methanomethylovorans
Methanosaetaceae Methanosaeta Acetato
A - _— Compuestos
Methanomassiliicoccales Methanomassiliicoccaceae Methanomassiliicoccus p
metilados
Euryarchaeota

Halobacterota

Thermoplasmatota

El orden Methanobacteriales comprende dos familias de metandgenos, Methanobacteriaceae y
Methanothermaceae. Los metandgenos ubicados en este orden crecen principalmente por reduccion
del CO; (Ferry, 1992). La familia Methanobacteriaceae es una familia diversa que consta de cuatro
géneros: Methanobacterium, Methanothermobacter, Methanosphaera y Methanobrevibacter. Al
contrario, la familia Methanothermaceae consta de un solo género, denominado Methanothermus, el
cual consta de dos especies extremadamente termdfilas aisladas de manantiales volcanicos,
M. fervidus y M. sociabilis (Garcia et al., 2000; Ferry, 1992).

En el orden Methanococcales se ubican metandgenos con morfologia de cocos y principalmente
aislados de ambientes marinos (Ferry, 1992) Este orden esta conformado por dos familias y cuatro
géneros, todos ellos utilizan H,/CO, como fuente de energia. La primera familia descrita en este
orden se denomindé Methanococcaceae Yy contiene a los géneros Methanococcus y
Methanothermococcus. Recientemente se ha propuesto la familia Methanocaldococcaceae en donde
se incluye dos géneros termofilicos, Methanocaldococcus y Methanotorris (Bapteste et al., 2005;
Garcia et al., 2000).

El orden Methanomicrobiales comprende cuatro familias y 11 géneros de metan6genos
hidrogenotroficos. En la familia Methanomicrobiaceae se ubican seis géneros con una variedad de
diferentes morfologias. Casi todas las cepas pueden usar formiato y algunos alcoholes secundarios

ademas del H./CO, como fuente de energia (Lyu y Liu, 2019) Dichos géneros son
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Methanomicrobium, Methanolacinia, Methanogenium, Methanoculleus, Methanoplanus,
Methanofollis. La segunda familia ubicada en este orden se denomina Methanocorpusculaceae, esta
familia solo contiene un género, Methanocorpusculum, con cuatro especies de metandgenos
mesofilicos. Todos ellos pueden oxidar H, formiato, algunas especies pueden usar 2-propanol/CO;
y reducir CO; para producir metano. La familia Methanospirillaceae, la cual solo contiene un género
metanogénico llamado Methanospirillum, son metandgenos meséfilos y la especie tipo utiliza
H./CO, y formiato, algunas especies también son capaces de utilizar ciertos alcoholes como
2-propanol y 2-butanol como dadores de hidrdgeno para la producciéon de metano a partir del CO;
(Bapteste et al., 2005). La ultima familia dentro de este orden es Methanoregulaceae, donde se
ubican los géneros Methanolinea, Methanoregula y Methanosphaerula (Lyu y Liu, 2019).

En el orden Methanosarcinales se ubican todos los metangenos acetoclasticos y/o metilotroficos
dispuestos en tres familias. La familia Methanosarcinaceae contiene ocho géneros, dentro de éstos
se encuentra el género Methanosarcina, el cual representa a los metandgenos acetoclasticos los
cuales predominan en muchos ecosistemas anaerdbicos donde la materia organica es completamente
degradada a metano y CO,. Se los puede encontrar en sedimentos de agua dulce y marinos, suelo
anoxico, digestores anaerobios, etc. Dentro de Methanosarcina se pueden hallar los metandgenos
mas versatiles en términos nutricionales ya que ademas de acetato, algunos son capaces de usar
H2/CO, y compuestos metilados (tales como metanol y metilaminas) (Garcia et al., 2000). Los
restantes siete géneros pertenecientes a la familia Methanosarcinaceae son Methanolobus,
Methanococcoides, Methanohalophilus, Methanosalsus, Methanohalobium, Metanimicrococcus y
Methanomethylovorans, siendo todos ellos metandgenos metilotroficos obligados, es decir, que solo
son capaces de utilizar compuestos metilados como metanol y metilaminas como sustratos para la
metanogeénesis (Bapteste et al., 2005; Garcia et al., 2000). La familia Methanosaetaceae agrupa a
todos los metandgenos acetoclasticos obligados dentro de un solo género denominado Methanosaeta,
el cual se encuentra formado por cuatro especies con M. concilii como especie tipo. Aunque el acetato
solo puede ser utilizado por dos géneros metanogénicos, Methanosarcina y Methanosaeta, la forma

en que es metabolizado por estos géneros es diferente.

El orden Methanopyrales se ha propuesto para aquellos metandgenos capaces de crecer a 110 °C y
que no se encuentran relacionados con todos los demas metandgenos conocidos hasta el momento.
Esta formado por una sola familia, Methanopyraceae, la cual contiene un solo género con una Unica
especie, Methanopyrus kandleri (Kurr et al., 1991). Esta especie ademas de caracterizarse por ser

hipertermofila, es capaz de producir metano a través de la via hidrogenotrdfica.

El orden Mehanocellales se encuentra representado por una familia denominada Methanocellaceae

y un solo género, Methanocella. Pueden utilizar H./CO- para la metanogénesis y algunas especies
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pueden utilizar también formiato. Si bien producen metano a partir de la via hidrogenotroéfica, es

necesario la presencia de acetato para su crecimiento (Lyu y Liu, 2019).

Por ultimo, el orden Methanomassiliicoccales estd formado por una Unica familia y género
denominados Methanomassiliicoccaceae y Methanomassiliicoccus, respectivamente. Los
metandgenos ubicados en este grupo solo pueden usar metanol y compuestos metilados para la
metanogeénesis (Bapteste et al., 2005; Garcia et al., 2000).

TABLA 2. Reacciones metabdlicas a partir de diferentes sustratos y cambios en
energias libres estandar (AG°") para la metanogénesis

Reaccion metabdlica AG”
(KJ/mol CHa)

4 Hy+CO; —> CH4+2H0 -135,6
4 Formiato —> CH4 + 3 CO,+ 2 H,0 -130,1
2 Etanol + CO; —> CHg4+ 2 Acetate -116,3
Metanol + H, —> CH4+ H,0 -112,5
4 Metanol —> 3CHj4+ CO,+ 2H,0 -104,9
4 Metilamina + 2 H,0 —> 3 CH4+ CO; + 4 NH,* -75,0
4 Trimetilamina + 6 H,O —> 9 CH4 + 3 CO; + 4 NH,* -74,3
2 Dimetilsulfuro + 2 H,O0 —> 3CH4+ CO, + H,S -73,8
2 Dimeetilamina + 2 H,O —> 3CH4+ CO2 + 2NH4 -73,2
4 2-Propanol + CO; —> CHa+ 4 Acetona +2 H;0 -36,5
Acetato —> CHs+ CO; -31,0

1.7 Sitio de estudio

La Antartida es un continente que se encuentra dividida en tres zonas biogeograficas: la Antartida
maritima, la Subantartica y el continente Antartico (Figura 4), siendo esta Gltima zona dividida en
parte costal y terrestre y es la mas grande en términos de area (Pociecha, 2011). La zona Subantartica
se encuentra formada por islas y archipiélagos aislados ubicados en latitudes altas en el océano
Austral (u océano Antartico) bajo su fuerte influencia. La Antartida maritima es una region que
también se encuentra fuertemente influenciada por el océano Austral pero este impacto es mas
temporal en la naturaleza y limitado a los cortos periodos de verano antartico (Pociecha, 2011). Las
condiciones climaticas de la Antartida maritima son menos extremas que las presentes en el
continente Antartico (Amarelle et al., 2019) y debido a las consecuencias del calentamiento global
en este ultimo siglo, en la Antéartida maritima el clima ha cambiado sustancialmente, donde se
observo un incremento en la temperatura promedio anual de unos 3,4 °C en los pasados 50 afios
(Vega-Garcia et al., 2021).
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FIGURA 4. Mapa de la Antartida mostrando las tres zonas biogeograficas. Imagen
extraida de Pociecha, 2010.

1.7.1 Isla Rey Jorge y Peninsula Fildes

La Isla Rey Jorge es una de las islas méas grande del archipiélago Shetland del Sur, presente en la
region de la Antartida maritima (Figura 5). Se encuentra ubicada entre 61°54'- 62°16'S y
57°35'-59°02'0 frente al sector noroeste de la Peninsula Antértica y cuenta con un &rea superficial
de 1.310 Km? (Kejna y Sobota, 2013). Topograficamente, la isla se puede subdividir en una gran
capa de hielo y varios sistemas glaciares independientes mas pequefios (Braun y Saurer, 2014). Las
Islas Shetland del Sur, y con ella la Isla Rey Jorge, se encuentran en el centro del area de influencia
del frente polar del hemisferio sur. La posicion de las islas en el medio del océano también es una
causa de su clima maritimo. Como resultado, las islas estan marcadas por cambios climaticos
frecuentes y rapidos, con temperaturas suaves y altos niveles de precipitacion segun los estandares

antarticos, junto con fuertes vientos predominantemente del oeste (Peter et al., 2008).

Hacia el suroeste de la Isla Rey Jorge se ubica la Peninsula Fildes (62°08'-62°14'S y 59°02'-58°51'0),
la mayor area libre de hielo de la isla con unos 7 km de longitud aproximadamente. La peninsula se
encuentra bordeada al noreste por el Glaciar Collins, al noroeste por el Pasaje Drake, hacia el sureste

por la bahia de Maxwell, el cual es una extensién del estrecho de Bransfield, y hacia el sur por el
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estrecho de Fildes (Peter et al., 2008). El clima en la peninsula de Fildes es tipicamente frio, himedo,
con una temperatura anual de -2,1 °C. En verano, la temperatura media diaria alcanza entre 2y 3 °C,
mientras que en invierno la temperatura media mensual a largo plazo puede descender por debajo de
los =7 °C (Carrizo et al., 2019).
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FIGURA 5. Isla Rey Jorge y la Peninsula Fildes ubicados en la Antartida maritima. Imagen extraida de Peter
et al., 2008.

1.7.2 Lagos en la Peninsula Fildes

Las zonas libres de hielo de la Peninsula Fildes exhiben una gran cantidad de lagos. De acuerdo con
la base de datos SCAR KGIS presenta 109 lagos aproximadamente (Figura 6) (Peter et al., 2008). Estos
suelen ser una fuente principal de agua dulce para las estaciones polares durante todo el afio o durante
el verano. La mayoria de los lagos en la peninsula son estanques endorreicos pequefios y poco
profundos ubicados en depresiones formadas por desglaciacion. Sin embargo, también existen lagos
grandes y profundos (Shevnina y Kourzeneva, 2017). Los lagos solo se encuentran descubiertos de
hielo durante los cortos meses de verano y se alimentan principalmente de los flujos de agua de
deshielo de las capas de nieve circundante. Algunos lagos en la parte mas al norte de la peninsula
también son alimentados por agua del deshielo proveniente del glaciar Collins. La lluvia y el agua
del deshielo de la capa activa del permafrost también contribuyen al mantenimiento de los niveles de

agua en los lagos. De esta forma, los lagos, que son alimentados en gran medida por el agua de
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deshielo, estan controlados tanto por los ritmos diarios del clima en los meses de verano como por la
cantidad de nieve durante los meses de invierno y otofio o el derretimiento de los glaciares a largo
plazo (Peter et al., 2008).

Glaciar Collins

Lake

N
Watercourse )",
N

0 1 Z Km
S S

FIGURA 6. Lagos y pasajes de agua presentes en la Peninsula Fildes de acuerdo con
la base de datos SCAR KGIS. Imagen extraida de Peter et al., 2008.

1.8 Problema de investigacion

El constante aumento de la concentracion atmosférica de gases de efecto invernadero como el
metano, es la principal causa impulsora del cambio climético. Esto es una problemética que afecta a
todo el planeta debido al aumento de la temperatura y lo que este efecto conlleva. En los ambientes
frios, principalmente regiones polares, es donde més se evidencia el calentamiento. En la Antértida
se ha observado un aumento de la temperatura de aproximadamente 3,4 °C en los Gltimos 50 afios.
En particular, en el afio 2020 en la base Esperanza, la estacion de investigacion cientifica de

Argentina, ubicada en el extremo norte de la Peninsula Antartica, se alcanzé la temperatura mas alta
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hasta el momento. EI Servicio Meteoroldgico Nacional de Argentina registré una temperatura de
18,2 °C, rompiendo el récord anterior de 17,5 °C establecido el 24 de marzo del afio 2015
(Poggi et al., 2020). La principal consecuencia del aumento de la temperatura en este tipo de
ambientes es el derretimiento de los hielos que deja al descubierto vastas superficies que podrian
convertirse rapidamente en una posible fuente importante de emision de metano hacia la atmésfera.
El aumento en el volumen del material organico disponible junto con las temperaturas mas altas del

suelo podria conducir también a una mayor emision de gases de efecto invernadero como el metano.

La mayoria de los trabajos de investigacién sobre emisién y consumo de este gas en ambientes
permanentemente frios han sido dirigidos a lagos y permafrost del hemisferio norte (Schulz y Conrad,
1996; Kotsyurbenko et al., 2004; Anisimov. 2007; Metje y Frenzel, 2007; Wagner et al., 2007). En
la Antartida en particular los datos que se conocen de emision de metano son principalmente de
ecosistemas subglaciales que han mostrado un alto potencial de produccion de dicho gas
(Wadham et al., 2008; Boyd et al., 2010; Stibal et al., 2012, Ma et al., 2018). Mientras que las
investigaciones dirigidas al estudio de la velocidad de produccién de metano en sedimentos lacustres
son menos abundantes (Ellis-Evans, 1984 y Franzmann et al., 1991). Teniendo en cuenta, ademas,
que se ha demostrado que los lagos en esta region responden mas rapido que otras regiones antarticas
a los cambios climéaticos registrando aumentos significativos en la temperatura del agua
(Quayle et al., 1995), es de crucial interés obtener informacion del comportamiento de las bacterias
involucradas en el ciclo del metano con la temperatura en estos ecosistemas. Dado que se pronostica
un aumento de temperatura en las zonas polares para los proximos 100 afios, se podria esperar como
consecuencia una mayor emision de metano causado por el derretimiento de las capas de hielo y el
aumento en la actividad de las arqueas metanogénicas. Por lo tanto, la Antartida maritima (en especial
la Isla Rey Jorge) es una zona ideal para el estudio de emision de metano ya que posee un gran
numero de lagos y durante el verano se generan ademas abundantes lagunas temporales alimentadas

por el agua del deshielo.

Capitulo 2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Estudiar los principales factores asociados a los procesos de produccion biologica de metano en

diferentes sedimentos de agua dulce de la Antértida maritima (Isla Rey Jorge).
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2.2 Objetivos especificos

o Determinar el efecto de la temperatura en la velocidad potencial de produccion de metano
enddgena en sedimentos de agua dulce de la Antértida.

e Evaluar qué via de produccién de metano es estimulada con el cambio de temperatura.

o Determinar la abundancia de poblaciones viables y totales de microorganismos

metanogénicos en cada sedimento.
e Conocer la diversidad de arqueas metanogénicas presentes en ese ecosistema frio.

e Analizar la relacion entre las variables fisicoquimicas y la estructura de la comunidad de las

argqueas metanogénicas para cada sedimento.

Capitulo 3. Materiales y métodos

3.1 Isla Rey Jorge, Archipiélago Shetland del Sur, Antartida

El presente trabajo de investigacion se divide en dos muestreos en diferentes afios, 2019 y 2020,
durante los meses febrero y marzo que corresponden a la temporada de verano. En ambos afios se
muestrearon un total de 11 lagos con distinta ubicacién geografica dentro de la Isla Rey Jorge,
Archipiélago Shetland del Sur, Antéartida.

3.1.1 Lagos muestreados en el afio 2019

El primer muestreo se realizé en el mes de febrero del afio 2019, donde se recolectaron muestras de
sedimentos a partir de 4 lagos: Kitezh (62°11'36" S, 58°57'58" O) (Figura 7 a), Long
(62°12'18.2" S, 58°57'58.9" O) (Figura 7 b), Mondsee (62°10'40" S, 58°55'50" O) (Figura 7 c) y
Slalom (62°11'33.3" S, 58°57'03" O) (Figura 7 d).
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FIGURA 7. Se muestran los lagos muestreados en el mes de febrero del afio 2019. a. Lago Kitezh,
b. Lago Long, c. Lago Mondsee, d. Lago Slalom.

3.1.2 Lagos muestreados en el afio 2020

Al igual que en el afio 2019, este segundo muestreo se volvio a realizar durante la temporada de
verano. En esta oportunidad, se recolectaron muestras de sedimento a partir de siete lagos: China
(62°13'16" S, 58°57'26" O) (Figura 8 a), Drake 1 (62°10'37" S, 58°55'16" O) (Figura 8 b), Drake 2
(62°10'20" S, 58°55'21" O) (Figura 8 c), Drake 3 (62°10'8" S, 58°55'34" O) (Figura 8 d), Green
(62°10'52" S, 58°54'28" O) (Figura 8 e), Oil Tank (62°11'31" S, 58°56'27" O) (Figura 8 f ) y Uruguay
(62°11'6" S, 58°54'40" O) (Figura 8 g). La mayoria de los lagos muestreados no tienen nombre oficial

asignado y se identificaron con los nombres antes descritos a lo largo de este trabajo.

Para ambos afios, 2019 y 2020, el procedimiento de recoleccion de sedimento fue el mismo. Las
muestras de sedimento de cada lago se obtuvieron por la toma de 10 cm de profundidad a partir de
la capa superior de sedimento y se dispensaron en frascos de boca ancha con adecuada capacidad.
Ademas, para cada uno de los lagos muestrados se registraron medidas de profundidad del lago,
oxigeno disuelto (OD), pH y conductividad, medidos en el momento de toma de muestra. Una vez
obtenidos los sedimentos, se guardaron en una zona refrigerada (2-8 °C) hasta su posterior traslado
al laboratorio de Ecologia Microbiana Medioambiental en Facultad de Quimica donde fueron
procesados.
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FIGURA 8. Se muestran los lagos muestreados en el mes de febrero del afio 2020. a. Lago China,

b. Lago Drake 1, c. Lago Drake 2, d. Lago Drake 3, e. Lago Green, f. Lago Oil Tank, g. Uruguay.
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3.2 Actividad metanogénica y cinética de produccion de metano

3.2.1 Ensayo en microcosmos

Para determinar los efectos de la temperatura en la velocidad de produccion bioldgica de metano se
realizaron por triplicado ensayos en microcosmos (Figura 9) a cuatro temperaturas (5, 10, 15y
20 °C). Para realizar los microcosmos, primero se realizé una suspension al 20% (p/v) de cada
sedimento. Estas suspensiones se realizaron con agua anaerobia con tampén pH 7,2
aproximadamente (esto se logré con el agregado 3,15 g/l de HEPES). Una vez realizada la suspension
del sedimento, se dispens6 10 ml de suspension en viales de 60 ml previamente gaseados con N
libre de oxigeno. Finalmente, cada vial fue sellado con tapdn de butilo (impermeable al gas) y
precinto metalico. Se suministraron principalmente dos tipos de fuente de carbono: acetato de potasio
(5 mM) e H,/CO; (a 1 atm.). Por otra parte, se suministr6 también metanol (5 mM) a aquellos
sedimentos en los que por su proximidad al mar se podria esperar arqueas metanogénicas
metilotroficas. Las soluciones de acetato de potasio y metanol fueron realizadas bajo estrictas
condiciones de anaerobiosis y esterilizadas mediante filtros de jeringa de alto flujo Minisart® con
membrana de polietersulfona (PES) y con un tamafio de poro de 0,22 um. Para evaluar la velocidad
de produccién de metano enddgeno, se realiz6 el mismo ensayo pero sin agregado de ningln tipo de
sustrato exdgeno. Una vez realizados los microcosmos se dejaron incubando a sus respectivas

temperaturas de incubacion.

FIGURA 9. A modo de ejemplo se muestra algunos de los microcosmos realizados
en el afio 2020.
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3.2.2 Determinacidn de la velocidad de produccién de metano

La produccidn de gas metano en cada vial se midio por tomas de alicuotas de 0,5 ml de la fase gaseosa
(o headspace) con jeringa y vélvula gas-tight e inyeccion en un cromatografo de gas GC-2014
(Shimadzu Scientific, Kyoto, Japan) equipado con columna Porapak Q y un detector de ionizacion
de llama (GC-FID). Se utilizd N, de alta pureza (99,999 %) como gas carrier con un flujo de
30 ml/min y a 160 kPa aproximadamente, la temperatura del inyector y de la columna fue de 55 °C.
Finalmente el metano fue detectado mediante el detector FID a una temperatura de 140 °C. A partir
de cada medida se grafico los micromoles de metano en funcidn del tiempo de incubacidn. Se realizé
la correccion por la solubilidad del metano a cada temperatura por la ley de Henry y la ecuacion de
van't Hoff. Por ultimo, se determiné la zona de regresion lineal con un coeficiente de regresion
(R?)>0,95 y de alli se extrajo la velocidad de produccién de metano en cada vial expresado en

umoles de CHa.gt.d2.g* de sedimento seco.

3.2.3 Determinacion de la energia de activacion (Ea)

La energia de activacion (Ea) se calcul6 a partir de la pendiente de la ecuacién de Arrhenius donde
k, el In de la velocidad de produccion de metano, se representd frente a 1/temperatura absoluta
(Kelvin) y luego se multiplicé por la constante universal de gas (R = 8,314472 J.K1.mol?)
(Lofton et al., 2013).

3.3 Determinacion de contenido total de nitrégeno y carbono organico total
en los sedimentos

El contenido de nitrégeno total (TN %) y carbono organico total (TOC %) se midi6 con un analizador

elemental (HT Flash, Thermo Fisher Scientific).

3.4 Cuantificacion de arqueas metanogénicas viables mediante cultivo
dependiente

Para cuantificar el nimero de microorganismos metanogénicos viables presentes en los diferentes
sedimentos se realiz6 la estimacion por Nimero Mas Probable (NMP). Se utiliz6 el medio liquido
anaerobio BCYT (Touzel y Albagnac, 1983) con la siguiente composicion: KH,PO. 0,30 g/l, NaCl
0,60 g/l MgCl, x 6.H,0 0,10 g/l, CaCl, x 2.H,0O 0,08 g/l, solucién de trazas minerales 10 ml/I,
solucién de vitaminas 10 ml/l, NH4CI 1,0 g/l, extracto de levadura 0,50 g/l, peptona 0,50 g/l,
resazurina 1,0 mg/l, KHCOs 2,0 g/l, cisteina-HCI x H20 0,30 g/l, NazS x 9.H,0 0,30 g/I. El medio
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se realizé disolviendo todos los componentes (excepto las vitaminas, la cisteina y el sulfuro) en agua
anaerobia y bajo atmosfera anaerobia (mezcla de gas 80 % N2-20 % CO,). Se dispensd en viales bajo
la misma atmosfera (gaseando con mezcla de 80% N2-20 % CO,) y se esterilizaron mediante
autoclave (a 121 °C por 15 minutos). Luego de esterilizados los viales se le agregé las vitaminas,
cisteina y sulfuro a partir de soluciones estériles anaerobias preparadas bajo ambiente anaerobio con
gaseado de 100 % N.. El agregado de cisteina y sulfuro en sus respectivas concentraciones se realiza
para alcanzar las condiciones necesarias para el crecimiento de los microorganismos metanogénicos.
En sus hébitats naturales, generalmente dependen de las bacterias fermentativas para producir las
fuertes condiciones reductoras necesarias para el crecimiento y la produccion de metano. En el
laboratorio, simplemente excluir el oxigeno de los medios de crecimiento no es suficiente para
cultivar estas bacterias, por lo que es de gran importancia agregar agentes reductores como la cisteina
y el sulfuro para reducir el potencial redox a un valor lo suficientemente bajo para permitir el
crecimiento. Para lograr la cuantificacion de metanogénicos acetoclasticos e hidrogenotroéficos
viables por separado, la cuantificacion se realizd agregando al medio liquido BCYT mencionado
anteriormente los sustratos, acetato y Ho/CO, respectivamente. Estos sustratos fueron adicionados a

partir de soluciones estériles y anaerobias.

3.4.1 Procedimiento

Para la estimacioén de arqueas metanogénicas por el NMP se realizaron diluciones 1:10 y se
sembraron series de tres replicados por dilucion. Todas las diluciones necesarias se realizaron en
agua anaerobia estéril. La primera dilucion se realiz6 partiendo de 10 g de sedimento en 90 ml de
agua estéril anaerobia. A partir de esta primera dilucion se realizaron cinco diluciones sucesivas mas,
completando un total de seis diluciones. Luego de inoculadas las diferentes diluciones, se agregaron
los sustratos en sus respectivas concentraciones, acetato de potasio en una concentracion final de 5
mM & H,/CO; a una presion de 1 atm. Al finalizar, todas las diluciones se incubaron a 5 °C. Se
tomaron como resultados positivos aquellos viales donde se detect6 la presencia de gas metano en la

atmosfera en una proporcion mayor al 10 % de la cantidad tedrica de sustrato agregado.

3.5 Extraccion de ADN gendémico

El ADN fue extraido a partir de alicuotas de 0,25 g (peso himedo) de sedimento. La extraccion se
realiz6 por duplicado y con el kit comercial Power Soil DNA (Mobio) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. EI ADN obtenido fue visualizado en un gel de agarosa al 1 % (p/v) con
buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5X. La medida de concentracion se realiz6 con el kit Qubit
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dsDNA HS assay kit (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del proveedor. Luego el ADN se

mantuvo a -70 °C hasta su procesamiento.

3.6 Cuantificacion de arqueas metanogénicas por gPCR

3.6.1 Curva de calibracion

Se realizé la cuantificacion de la comunidad de arqueas y metandgenos en los sedimentos mediante
la amplificacion (por gPCR) de los genes ARNr 16S y mcrA, respectivamente. Para ambas
cuantificaciones se generaron curvas de calibracion usando los estandares especificos para el gen
ARNr 16S y mcrA (Angel et al., 2011) como ADN molde para la cuantificacipon de arqueas totales
y metandgenos, respectivamente. Para la curva de calibracion de arqueas totales, se realizaron
diluciones sucesivas 1:10 en agua bidestilada para generar series de diluciones del estandar
correspondiente en el intervalo de 1,27 x 10%a 1,27 x 10%copias/pl y asi poder estimar el nimero de
copias de genes ARNr 16S de arqueas en cada uno de los sedimentos. En cambio, para la
cuantificacion del gen mcrA para metandgenos, la curva de calibracion se realizé a partir de series

de diluciones 1:10 del estandar en el intervalo de 3,4 x 10° a 3,4 copias/pll.

3.6.2 Procedimiento

La amplificacion de genes ARNr 16S de arqueas y mcrA de metandgenos fue realizada con los sets
de cebadores 364aF y ARC915r, mlas-mod-F y mcrA-rev-R, respectivamente (Tabla 3). Todas las
mezclas de reaccion (tanto para la curva de calibracién como para las muestras de sedimento en la
cuantificacion de los genes ARNr 16S y mcrA) fueron realizadas en un volumen final de 10 l,
incluyendo 5 pl de 2x Master Mix del kit Rotor-Gene® SYBR® Green (Quiagen), 2 ul de cebador
fowards (0,5 uM) y 2 ul de cebador reverse (0,5 uM) y 1 ul de ADN molde. La reaccion fue realizada
en el equipo Rotor-Gene 3000 Corbett Life Science con las siguientes condiciones de amplificacion:
una etapa inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 5
segundos e hibridacion-extensién a 60 °C por 10 segundos. La sefial de fluorescencia se midi6 al
final de cada ciclo a 80 °C durante 1 segundo para evitar la sefial de los dimeros de primers que se
puedan formar a 60 °C. Por cada corrida de gPCR, se us6 un control negativo (sin ADN molde). La
ausencia de productos no-especificos o dimeros de primers fue confirmado por la observacion de un
Unico pico de fusion (o metling en inglés) en el analisis de la curva de melting. Esta curva fue

generada por el incremento de la temperatura de 60 a 94 °C en incrementos de a 1 °C en cada paso.
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TABLA 3. Informacion detallada de los cebadores utilizados en la cuantificacion de los genes mcrA y ARNr 16S de arqueas

Informacion del

Grupo Tamafio del Informacion de los cebadores estandar
microbiano Gen fragmento . . Concentracion .
(pb) Nombre Secuencia Referencia final Copias del gen.pl*
Steinberg y
Arqueas mlas-mod-F ~ 5’-GG YGG TGT MGG DTT CAC MCA RTA-3’ :
metanogénicas O 496 mcrA-rev-R  5°- CGT TCA TBG CGT AGT TVG GRT AGT-3»  Regan, 2008 0.5 UM 3,40x10
Burggraf et al.,
1997
Arqueas ARNTr 364aF 5’-CGG GGY GCA SCA GGC GCG AA-3’ 10
totales 165 551 ARCY15r 5°-GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT-3’ Stahl 13’931“3””’ 0.5uM 1,27x10
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3.7 Caracterizacion molecular de la comunidad por secuenciaciéon masiva
del gen ARNr 16S de arqueas

La estructura y diversidad de todas las arqueas de la comunidad se estudié mediante secuenciacion
masiva del gen ARNr 16S dirigidas al dominio Archaea. La regidn variable V4 del gen de ARNr
16S de arqueas se amplifico usando los cebadores 349F (5-GYGCASCAGKCGMGAAW-3") y
806R (5'-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3") (aproximadamente 380 nt) (Takai y Horikoshi,
2000). La secuenciacion del amplicon ARNr 16S se realizd por tecnologia Illumina de segunda
generacion MisSeq (2 extremos emparejados de 300 pb) en el servicio Molecular Research Mr. DNA
(Texas, EE. UU.). Los cebadores y barcodes fueron removidos desde las secuencias sin procesar con
la aplicacion libre “Fastq Processor” (en www.mrdnafreesoftware.com). El software FastQC se
utilizo para verificar la calidad de los reads obtenidos en la secuenciacién Illumina antes de su
analisis. El procesamiento de los datos de secuencia de MiSeq obtenidos se realizé utilizando
software R (version 4.1) y el paquete de cédigo libre “Divisive Amplicon Denoising Algorithm” o
DADA?2 (Callahan et al., 2016). Las secuencias fueron verificadas, filtradas y recortadas a una
longitud ~ 250 pb (las secuencias fowards) y ~ 200 pb (las secuencias reverse). Brevemente, después
del control de calidad, el pipeline DADAZ2 desreplica las secuencias, aprende las tasas de error, elimina
las secuencias que pueden contener errores, fusiona las lecturas de los extremos emparejados como
contigs, examina los contigs en busca de desajustes para reducir errores, construye una tabla de
abundancia de la variante de secuencia de amplicones (Asv por su sigla en inglés), elimina las
secuencias quiméricas (usando el método “bimera”), ejecuta la clasificacion taxondmica de los ASV
usando la base de datos de referencia SILVA (version SILVA 138). En el paso de recorte y filtrado de
calidad, se selecciond el parametro “puntuacién de calidad de truncamiento igual a dos (truncQ = 2)”
y las lecturas con errores maximos esperados superiores a cinco se descartaron como medida de
filtrado de calidad (utilizando el parametro “maxEE = 5). Las bibliotecas de secuencias iniciales se
filtraron aln mas utilizando Phyloseq (v. 1.32.0) para excluir las variantes de la secuencia de
amplicon que se clasificaron taxondmicamente como secuencias de bacterias y secuencias sin

ninguna clasificacion taxonémica.

3.8 Caracterizacion molecular de la comunidad metanogénica por
secuenciacion masiva del gen funcional mcrA

La estructura y diversidad de todas de la comunidad de arqueas metanogénicas se estudié mediante

secuenciacion masiva de los genes mcrA de la comunidad. El gen mcrA se amplificd usando los
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cebadores mcrAF (5-TAYGAYCARATHTGGYT-3") y mcrAR (5-ACRTTCATNGCRTARTT-3")
(Springer et al., 1995). La secuenciacion del amplicon mcrA se realizé por tecnologia Illumina de
segunda generacidon MisSeq (2 extremos emparejados de 300 pb) en el servicio Molecular Research
Mr. DNA (Texas, EE. UU.) para los sedimentos de los lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3, Qil
Tank, Green y Uruguay. Los cebadores y barcodes fueron removidos desde las secuencias sin
procesar con la aplicacion libre “Fastq Processor” (en www.mrdnafreesoftware.com). El software
FastQC se utiliz6 para verificar la calidad de los reads obtenidos en la secuenciacion Illumina antes
que se analizaran con el pipeline DADA2. El procesamiento de los datos de secuencia de MiSeq
obtenidos se realiz6 de la misma forma que para el gen ARNr 16S (ver punto 3.7) con algunas
excepciones. Para el anélisis del gen mcrA mediante DADAZ2 solo se utilizaron las secuencias fowards,
las cuales fueron verificadas, filtradas y recortadas a una longitud ~ 290 pb (las secuencias fowards)
La clasificacion taxonémica de los AsSv se realiz6 usando la base de datos para mcrA de Yang et al.,
2014 (Gltima actualizacién en marzo del 2019). En el paso de recorte y filtrado de calidad, se
selecciond el parametro truncQ = 2 y maxEE = 2.

3.9 Calculo de diversidad alfa y diversidad beta

3.9.1 Diversidad alfa

Para el analisis de diversidad alfa, se evit6 un submuestreo de los datos (normalizacién por
rarefaccion). En este analisis se buscé determinar la riqueza y diversidad méaxima presente en los
sitios de estudio y si bien, la normalizacion por rarefaccion es bastante popular en los analisis de
microbiomas, este método requiere la omision de datos validos (McMurdie y Holmes, 2014). En el
analisis de la diversidad alfa se calcularon diferentes indices de diversidad, ya que lo mismos brindan
informacion importante sobre la composicion de la comunidad y simultdneamente también tienen en
cuenta las abundancias relativas de diferentes especies. Se calcularon diversos indices de diversidad:
la riqueza observada (Soss), €l indice de equitatividad del inverso de Simpson (D) y el indice de
equitatividad de Shannon-Weaver (H). Ademas, para calcular la equitatividad del nimero de taxones
en estas comunidades, se utiliz6 el indice de Pielou (J°), donde si una taxa es fuertemente dominante,
J es cercano a 0. Se empleo el software R Studio para realizar las curvas de rarefaccion y estimar los

indices mencionados anteriormente para cada uno de los lagos.

La riqueza observada es equivalente al nimero de Asv y los indices Simpson y Shannon se estimaron

como se detalla a continuacion:

Simpson=1—-D
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Donde p;p; es la abundancia proporcional de un Asv;

El indice de Shannon se calculé como:

H = —z pi In(p)

El indice de Pielou se calculé como:

_H
~ In(S)

J

Donde H es el indice de Shannon y S el maximo nimero de Asv observado en la muestra.

3.9.2 Diversidad beta

Para el andlisis de la diversidad beta de la comunidad de arqueas entre los diferentes lagos se realizo
la normalizacion de los datos con el paquete “microbial” utilizando el método “log2” en el software
Rstudio (version 4.1). La composicion de la comunidad de arqueas entre los diferentes lagos se
evalu6 mediante analisis de coordenadas principales (PCoA) utilizando el paquete “phyloseq” en el
software Rstudio (version 4.1). Los diagramas de Venn, grafico de flor y la lista de taxones
compartidos entre los diferentes lagos, se realizaron utilizando el software libre EVenn (Chen et al.,
2021).

3.10 Analisis estadistico de los datos

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software R Studio (version 4.1) utilizando
diferentes paquetes. Para evaluar diferencias significativas entre las velocidades de producion de
metano se realizaron ANOVA de una via con un a = 0,05. La significancia entre los diferentes
tratamientos se evalu6 mediante el test de Tukey y el test de Dunnet se realizd para encontrar
diferencias significativas entre la velocidad de produccion de metano endogeno y a partir de sustratos
metanogeénicos. El PCA fue realizado utilizando el paquete “factoextra”, los datos de las diferentes

variables fisicoquimicas (Tabla 4) y las velocidades de produccion de metano enddgeno obtenidos a
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diferentes temperaturas de incubacion (5, 10, 15, 20 °C). El test no paramétrico de correlacion de
Spearman (p) se utilizé en aquellos andlisis donde las variables a evaluar no presentaban una
distribucion normal (evaluado mendiate el test de Shapiro-Wilk). Por lo que este test no paramétrico
se realizd en la evaluacion de la correlacion entre variables fisicoquimicas y velocidades de
produccién de metano antes mencionadas utilizando el paquete “ggpubr”. Asi como también para
evaluar la existencia de correlaciones entre arqueas y dichas variables. En cambio, cuando se
evaluaban variables con distribucion normal (por ejemplo, nimero de copias del gen mcrA), se
utilizo el test paramétrico de Pearson para evaluar correlaciones. De esta forma se realizo este test
para evaluar la correlacion presente entre el nimero de copias de mcrA y las velocidades de
produccion de metano obtenidas a nivel endégeno a partir de sustratos metanogénicos y 5, 10, 15y
20 °C.

3.11 Analisis de la reestructuracion de la comunidad de arqueas en
microcosmos con agregado de sustratos metanogénicos y/o temperatura

Para evaluar si existia algin tipo de cambio en la estructura de la comunidad a nivel de arquea, se
realizd la secuenciacion masiva del gen ARNr 16S dirigido al dominio Archaea a partir del ADN
gendmico extraido de microcosmos realizados en la seccion 4.2. Para este andlisis se eligieron
aquellos microcosmos de lagos que presentaron una velocidad de produccion de metano mayor a
0,1 pmoles CH4. gt.d™.

Para evaluar el efecto de la temperatura en la comunidad de arqueas en microcosmos sin agregado
de sustratos, se utilizaron los microcosmos realizados a partir de los sedimentos de los lagos China
y Drake 2, ya que fueron los lagos donde se obtuvieron produccién de metano endégeno. Ademas,
se eligié evaluar la comunidad principalmente a dos temperaturas de incubacion, 5y 20 °C, ya que
las mismas fueron donde se presentaron las mayores diferencias significativas entre las velocidades

de produccién de metano.

Para evaluar el efecto del sustrato metanogénico acetato sobre la comunidad de arqueas, se utilizaron
microcosmos a partir de los sedimentos de los lagos China, Drake 2, Drake 3, Green y Qil Tank, ya
que fue a partir de estos sedimentos donde se obtuvo mayor actividad metanogénica. Una vez mas,
el efecto de la temperatura sobre estos microcosmos se determiné a dos temperaturas, 5y 20 °C al
presentar mayor diferencia significativa entre las velocidades de produccion de metano obtenidas
entre ambas temperaturas. Por otra parte, para evaluar el efecto del H./CO; en la comunidad, solo se
evalu6 en microcosmos realizados a partir de los sedimentos de los lagos Chinay Drake 2 a5y
20 °C, ya que se obtuvieron actividades metanogénicas altas a ambas temperaturas de incubacion.

Sin embargo, en los lagos Drake 3, Green y Oil Tank solo se evalud en microcosmos incubados a
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20 °C. No se evaluo el efecto del H./CO; en la comunidad de estos sedimentos a 5 °C ya que la

velocidad de produccién de metano en estos microcosmos fue menor a 0,1 pmoles CHs. gt.d™.

Una vez finalizada las incubaciones, es decir, cuando las curvas cinéticas alcanzan una meseta, se
extrajo el sedimento de cada microcosmos y se centrifugé a 13,000 x g durante 5 minutos para extraer
todo el liquido. Cuando se obtuvo el sedimento de cada réplica de microcosmos para cada condicion,
se realiz6 un pool entre los sedimentos de las réplicas de los microcosmos con valores de velocidad
de produccion de metano semejantes (error estandar menor al 20 %). Se extrajo ADN genémico a
partir del pool de sedimento como se describe en la seccién 3.5 y la secuenciacién masiva del gen
ARNr 16S para la caracterizacion molecular de la comunidad se realizé6 como se describe en la

seccion 4.2,

Capitulo 4. Resultados

4.1 Datos ambientales

Los diferentes datos fisicoquimicos ambientales obtenidos a partir de los sedimentos evaluados se
detallan en la Tabla 4. Los lagos China, Kitezh, Long y Uruguay, fueron donde se hallé mayor
porcentaje de carbono organico total (dentro del rango de 1,19 a 5,01 %), siendo el lago China donde
se observo el mayor porcentaje (5,01 %). En cambio, en el resto de los lagos los porcentajes de
carbono organico total fueron hallados en valores menores al 1,0 %. La misma tendencia se observo
en cuanto al porcentaje de nitrogeno total, donde los valores mas altos entre el total de los lagos se
hallaron en los lagos China, Kitezh, Long y Uruguay. EI oxigeno disuelto se hall6 dentro del rango
de 10,65 mg/l (Uruguay) a 13,16 mg/l (China) y los valores de pH obtenidos estuvieron dentro del
rango de pH 6,72 (Uruguay) y 8,05 (Drake 1), los cuales se hallaron cercanos a la neutralidad,
excepto en los lagos Kitezh (pH 7,96) y Drake 1.
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TABLA 4. Datos ambientales obtenidos a partir de los sedimentos evaluados. Datos como oxigeno disuelto
(OD), pH, conductividad y profundidad, fueron obtenidos al momento del muestreo.

TOC . Relacién oD Conductividad  Profundidad

Lagos g TNOO o (mgmy  PH (uS/cm) (m)
Kitezh 3,62 0,25 14,48 11,99 7,96 185 15
Long 2,10 0,20 10,50 1250 7,38 303 4,0
Mondsee 0,51 0,04 12,75 12,80 6,97 162 4,0
Slalom 0,97 0,05 19,4 11,77 7,09 150 4,0
China 5,01 0,55 9,03 12,98 7,20 215 3,0
Drake 1 0,14 0,01 11,84 11,87 8,05 196 15
Drake 2 0,49 0,05 8,94 13,16 7,50 100 15
Drake 3 0,42 0,04 9,89 11,99 7,11 125 2,0
Green 0,34 0,04 9,45 1192 7,25 113 3,0
Oil Tank 0,78 0,09 8,79 1256 7,77 162 3,5
Uruguay 1,19 0,12 10,20 10,65 6,72 160 17

“El carbono organico total y el nitrégeno total se expresan como % peso seco

En analisis de componentes principales (PCA) (Figura 10), los dos primeros componentes principales

explicaron el 62 % de la variabilidad en el conjunto de datos de las variables fisicoquimicas (Tabla

4). En el primer eje donde se represento el 36,6 % de la variacién en los datos ambientales, el carbono

organico total (TOC), nitrégeno total (TN), fueron las varibales mejores representadas en este primer

eje, mientras que la conductividad fue la variable menor explicada. Este analisis muestra que los

lagos China, Kitezh y Long se relacionan en base a las variables TOC, TN y conductividad. Sin

embargo, estos lagos se diferencian claramente de los lagos Drake 1, Drake 3, Drake 2, Green,

Mondsee y Oil Tank en las variables explicadas en el primer eje.
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FIGURA 10. Gréfico de analisis de componentes principales de las dos primeras dimensiones
basado en todos los datos ambientales combinados recopilados en los sedimentos de los lagos
Kitezh, Long, Mondsee, Slalom, China, Drake 1, Drake 2, Drake 3, Green, Oil tank y Uruguay.
TOC: carbono orgénico total, TN: nitrégeno total, C:N: relacion carbono orgénico total/nitrégeno

total, OD: oxigeno disuelto.

4.2 Actividad metanogénica en sedimentos lacustres antarticos

4.2.1 Medicién de velocidad de produccion de metano en sedimentos
recolectados en el afio 2019

Se estudio el efecto de la temperatura en la velocidad de produccién de metano en sedimentos
lacustres antarticos a 5, 10, 15y 20 °C. La produccion de metano enddgeno no se detectd durante un
periodo de incubacion de 450 dias en ninguno de los sedimentos de los lagos Kitezh, Long, Mondsee

y Slalom, dentro del rango de temperaturas mencionadas.

Para poder comparar las velocidades de produccion de metano a diferentes temperaturas de
incubacion para distintos grupos troficos de arqueas metanogénicas, a cada microcosmos se le
adiciono un sustrato metanogénico especifico como acetato, H./CO, 0 metanol. Para esta actividad

los resultados obtenidos fueron en su mayoria muy bajos y poco reproducibles. Solo en microcosmos
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con el agregado de H2/CO- se logré obtener produccion de metano en todas las temperaturas
ensayadas (Tabla 6). Como se obtuvo muy baja reproducibilidad entre las réplicas no se pudo aplicar
algun tipo de método estadistico que nos permitiera sacar conclusiones validas sobre esta actividad.
Por lo que a continuacion solo se mostraran las velocidades de produccién de metano a partir de

dichos sustratos para cada sedimento evaluado (Tablas 5,6y 7).

TABLA 5. Velocidad de produccién de metano a diferentes temperaturas de incubacion (5-20 °C) y con
agregado de acetato. Los datos se muestran como el promedio * error estandar

Velocidad de produccién de metano (umoles CH4.d.g?)

Lago

5°C 10°C 15°C 20 °C
Kitezh 0,02 x 10" 0,29 x 10" nd (0,04 £0,03) x 10!
Long 0,03 x 10" nd (0,09 £0,02) x 10! 0,33
Mondsee nd 0,02 x 10" (0,08 + 0,04) x 102 1,90 £ 0,87

Slalom (9,52 +0,48) x 10* (8,96 + 0,48) x 10 (1,48 +0,51) x 10 (7,06 + 4,63) x 1073
nd: no detectado
* solo se utiliz6 una réplica

TABLA 6. Velocidad de produccién de metano a diferentes temperaturas de incubacién (5-20 °C) y con
agregado de H,/CO, Los datos se muestran como el promedio + error estandar

Velocidad de produccion de metano (umoles CH4.d™.g?)

Lago

5°C 10 °C 15°C 20 °C
Kitezh 0,011* (1,28+£0,25) x 102 (1,05 +0,04) x 102 (1,56 + 0,15) x 1072
Long (0,23+0,02) x 10 (0,33 +0,05) x 10 (3,87 £0,26) x 102 (3,91 + 0,20) x 102
Mondsee (0,23 +0,01) x 10 (0,25 + 0,01) x 10 6,17 + 5,37 19,36 + 3,08
Slalom 0,45 + 0,14 (11,10 + 0,10) x 10 2,99 + 0,66 4,91 + 2,90

* solo se utiliz6 una réplica

TABLA 7. Velocidad de produccion de metano a diferentes temperaturas de incubacién (5-20 °C) y con
agregado de metanol. Los datos se muestran como el promedio + error estandar

Velocidad de produccion de metano (umoles CH4.dt.g™?)

Lago

5°C 10°C 15°C 20 °C
Kitezh nd nd nd (1,73 +£0,45) x 10°®
Long nd nd 0,48 2,26"
Mondsee nd nd (1,11+£0,12) x 10° 5,00 x 10°%
Slalom nd nd 8,00 x 10%" nd

nd: no detectado
* solo se utiliz6 una réplica
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4.2.2 Medicién de velocidad de produccion de metano en sedimentos
recolectados en el afio 2020

A diferencia de lo observado en los lagos muestreados en febrero del afio 2019, se detectd produccion
de metano enddgeno al cabo de siete dias en los lagos China y Drake 2 en todas las temperaturas
ensayadas. Mientras que para el lago Drake 3 la produccion de metano no se detect6 hasta el dia 171
luego de largada la actividad y solo en las temperaturas mas altas (15 y 20 °C). Para el resto de los
lagos, no se detectd produccion de metano dentro del rango de temperaturas de incubacién evaluadas

en 638 dias de incubacion.

A todas las temperaturas evaluadas (5, 10, 15 y 20 °C), la velocidad de produccién de metano
obtenida en el lago China a nivel endégeno fue la més alta entre todos los sedimentos muestreados.
A partir de este lago se obtuvo una velocidad de produccién de metano en el rango de 1,90 a
7,40 umoles CH..g*.d* (Tabla 8) y se hallaron diferencias significativas entre las diferentes
temperaturas de incubacion (Figura 11). El aumento de la temperatura a 20 °C elevd
significativamente la produccién de metano cuando lo comparamos con lo obtenido a 5 °C (ANOVA
de una via, p < 0,05). También se encontraron diferencias en la produccién de metano entre 15y
20 °C, pero no entre 5y 10 °C (ANOVA de una via, p > 0,05). En cuanto a los lagos Drake 2y 3, la
produccién de metano enddgeno fue menor a la obtenida a partir del lago China. A partir del lago
Drake 2 se obtuvieron valores de produccién de metano que van desde 0,15 hasta 0,74 pumoles
CH4.g.d* (Tabla 8) y al igual que lo sucedido en el lago China, se observé un aumento significativo
en la produccion de metano al aumentar la temperatura de incubacién, donde la mayor velocidad de
produccién se obtuvo a 20 °C (ANOVA de una via, p < 0,05). En este lago tampoco se observo
diferencia significativa en la produccion de metano entre las temperaturas 5y 10 °C. Por ultimo, en
el lago Drake 3 la produccion de metano a 5y 10 °C no pudo ser detectada. En cambio, a 15y 20 °C
los valores obtenidos de metano fueron 1,46 x 10y 0,1 umoles CH4.g*.d* respectivamente, y no

se encontraron diferencias significativas entre los valores obtenidos (ANOVA de una via, p > 0,05).
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TABLA 8. Velocidad de produccién de metano endégeno a diferentes temperaturas de incubacién (5-20 °C). Los
datos se muestran como el promedio * error estandar

Velocidad de produccién de metano (umoles CHa4.gt.d?) Ea

Lago .
5°C 10°C 15°C 20°C (kJmol™?)

China 195+0,70 1,93+1,10 5,85+ 0,47 7,44 + 0,28 68,9
Drake 1 nd nd nd nd -
Drake 2 0,15+0,03 0,15+0,05 0,57+0,24 0,74 £ 0,33 82,8
Drake 3 nd nd (1,46 £0,73) x 10° (1,00 +0,81) x 10! -
Green nd nd nd nd -
Oil Tank nd nd nd nd -
Uruguay nd nd nd nd -

nd: no detectado
Ea: Energia de activacion
-: no se pudo determinar por falta de datos
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FIGURA 11. Efecto de la temperatura en la velocidad de produccion de metano a partir de la
materia organica propia del sedimento (producciéon de metano enddégeno). Los datos se
muestran como el promedio + error estandar. Valores con letras diferentes son

significativamente diferentes con p < 0,05 (ANOVA de una via + test de Tukey).

Para observar si existe algun tipo de relacion entre las velocidades de produccién de metano a nivel
enddgeno obtenidas a las diferentes temperaturas de incubacion, a partir de los lagos China, Drake 2

y Drake 3, y las diferentes variables ambientales detallas en la Tabla 4, se realiz6 un pCA (Figura 12).
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Todas las variables utilizadas en el analisis explicaron el 100 % de la variacion total del conjunto de
datos. Los vectores correspondientes a las variables de velocidad de produccién de metano enddgeno
a 5, 10, 15 y 20 °C se representan en el mismo sentido, direccion y modulo que los vectores
correspondientes a las variables TOC y TN, lo que indican que este conjunto de variables se
encuentra fuertemente relacionadas. El coeficiente rho (p) de Spearman fue utilizado para confirmar
la correlacion entre las velocidades de produccidn de metano obtenidas a diferentes temperaturas y
la TOC o TN. Las velocidades de produccion de metano a 5, 10, 15 y 20 °C se correlacionaron
positivamente tanto con la TOC como con TN (correlacion de Spearman, p=1), lo que sugiere que,
a mayor cantidad de materia organica y nitrdgeno en los sedimentos, mayor velocidad de produccion

de metano.

-1‘.8 -0.5 0.0 0.5 1.0
Dim1 (75%)

FIGURA 12. Grafico de analisis de componentes principales de las dos primeras dimensiones
basado en las variables fisicoquimicas de los sedimentos y las diferentes velocidades de
produccion de metano endégeno (VPM) a 5, 10, 15y 20 °C. TOC: carbono organico total, TN:
nitrégeno total, C:N: relacién carbono orgéanico total/nitrégeno total, OD: oxigeno disuelto.

Se realizd, ademas, una comparacion de la velocidad de produccion de metano a diferentes

temperaturas para diferentes grupos troficos de arqueas metanogénicas con el agregado de sustratos
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metanogénicos especificos como acetato e H2/CO.. Las velocidades de produccion de metano a partir

de dichos sustratos para cada sedimento evaluado, se detalla en las Tablas 9y 10.

TABLA 9. Velocidad de produccién de metano a diferentes temperaturas de incubacion (5-20 °C) y con agregado de
acetato. Los datos se muestran como el promedio + error estandar

Lago Velocidad de produccién de metano (umoles CH4.d.g™?) Ea
5°C 10°C 15°C 20 °C (kimol)

China 30,0+£2,0 28,0+ 3,0 39,0+£5,0 49,8 £0,5 24,6
Drake 1 0,20+ 0,10 0,08 £0,05 0,39+£0,19 1,80 £ 0,20 110,1
Drake 2 4,40 £ 0,10 2,50 £ 0,50 8,60 £ 0,20 10,7+0,2 52,0
Drake 3 3,31+0,14 3,23+ 0,89 519+0,31 6,85 = 0,32 35,6
Green 0,91 +0,38 0,78 £0,30 2,28 +£0,33 2,16 £ 0,26 49,3
Oil Tank 1,08 +0,47 131+0,12 3,17+£0,18 2,99 + 0,82 53,1
Uruguay nd nd (2,08 £0,77) x 10° (5,42 +2,29) x 103 -

nd: no detectado
Ea: Energia de activacion
-2 no se pudo determinar por falta de datos

TABLA 10. Velocidad de produccion de metano a diferentes temperaturas de incubacion (5-20°C) y con
agregado de H»/CO». Los datos se muestran como el promedio + error estandar

Lago Velocidad de produccién de metano (umoles CHs.d.g?) Ea
5°C 10°C 15°C 20°C (kJmol™)

China 33,0+59 30,6 £4,2 52,7+0,6 90,7+2,0 47,7
Drake 1 (2,60+0,02) x 10° (2,10+£0,03)x10°  2,6+05 0,04 +0,03 209,4
Drake 2 2,15+0,06 1,90 + 0,08 48+0,9 141+0,4 88,0
Drake 3 0,08 +0,02 0,030 + 0,002 0,24 £ 0,09 25+24 165,8
Green (0,80 +0,50) x 102 (0,30 +0,10) x 10% 0,69 + 0,40 17,6 £2,7 381,0
Oil Tank  (1,60+0,01) x 102 (0,90 +0,40) x 102 1,22 +0,88 28,2+0,2 365,0
Uruguay nd (3,30+0,14) x 10° 0,32+0,14 13,8+0,3 570,5

nd: no detectado
Ea: Energia de activacion

Se detectdé produccion de metano en todos los microcosmos con el agregado de sustrato
metanogénico acetato 0 H,/CO; a las temperaturas evaluadas (5, 10, 15 y 20 °C), con valores que
van desde 2,1 x 10 a 90,7 umoles CH4.gt.d? (Tabla 9 y 10). Al igual que lo observado en los
sedimentos sin agregado de sustrato, la velocidad de produccién de metano fue dependiente de la

temperatura de incubacion y aumento a temperaturas mas elevadas.
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En la mayoria de los lagos, excepto en Drake 2, con agregado de acetato no se observé una diferencia
significativa en la produccion de metano entre 5y 10 °C pero si cuando la temperatura es aumentada
a 15 °C (ANOVA de una via, p < 0,05). Solo en Drake 2 hubo una disminucion significativa en la
produccién de metano cuando la temperatura pasa de 5 a 10 °C. En todos los sedimentos lacustres
con agregado de acetato la maxima velocidad de produccion de metano se detect6 a 20 °C, excepto
para los lagos Green y Qil Tank donde no se observé diferencias significativas en la produccién de
metano entre 15y 20 °C (ANOVA de una via, p = 0,97). Como se observa en la Figura 14 en los lagos
Oil Tank y Green hay un aumento progresivo en la velocidad de produccion de metano cuando se
pasa de una temperatura de 5 a 15 °C, pero no se observa un aumento significativo al aumentar la

temperatura de 15 a 20 °C.

Con el agregado de H2/CO; la produccion de metano fue muy reducida a bajas temperaturas (5 y
10 °C) en la mayoria de los lagos. En Drake 1, Drake 3, Green y Qil Tank se obtuvieron valores por
debajo de 0,1 pumoles CH4.gt.d? (Tabla 10), mientras que en el lago Uruguay no se logré detectar
metano a 5 °C. Semejante a lo sucedido con la adicion de acetato al microcosmos, en todos los lagos
se observa una mayor produccion de metano a 20 °C cuando son incubados con H,/CO-, excepto en

el lago Drake 1 donde se observa que la produccion de metano es 6ptima a 15 °C.

Si bien las velocidades de produccién de metano aumentaron conforme aumentaba la temperatura de
incubacion, mostrando un maximo de produccion a 20 °C en la mayoria de los lagos con ambos
sustratos metanogénicos, los valores obtenidos fueron dependientes del sustrato metanogénico y la
temperatura de incubacién. Se observaron diferencias significativas entre las velocidades de
produccién de metano obtenidas a bajas temperaturas con agregado de acetato en comparacion con
lo obtenido con agregado de H,/CO2. A5y 10 °C las velocidades de produccion de metano fueron
mayores a partir del sustrato acetato en todos los lagos excepto los lagos China (a 5y 10 °C) y
Drake 2 (a 10 °C), en donde no se encontraron diferencias significativas (ANOVA de una via,
p > 0,05). Los sedimentos procedentes del lago China y Drake 1 incubados a 15 °C con el sustrato
H»/CO, mostraron una velocidad significativamente mayor de produccion de CH. cuando lo
comparamos con las velocidades obtenidas a partir de acetato (ANOVA de una via, p < 0,05) a la
misma temperatura. Mientras que lo contrario fue observado en los lagos Drake 2, Drake 3, Oil Tank
y Green donde se detecté una mayor velocidad de produccién de CH4 cuando estos sedimentos fueron
incubados con acetato. A 20 °C en todos los lagos, excepto Drake 1, los valores de velocidades de
produccion de metano fueron significativamente mas elevados cuando a estos lagos se les agregd

H2/CO, comparados con los sedimentos incubados con acetato.

Por otra parte, el efecto del incremento de la temperatura sobre velocidad de produccién de metano

fue diferente en aquellos microcosmos con agregado de acetato con respecto a los que se le adiciond
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H2/CO.. La dependencia de la velocidad de produccidn de metano con la temperatura fue evaluada a
partir de la determinacion de la energia de activacion (Ea). El rango de E, para los sedimentos fue de
24,6 a 110,1 kdmol* (promedio de 54 + 12 kimol™) para acetato y 47,7 a 570,5 kJmol (promedio
de 209 + 57 kimol™) para H./CO, (Tablas 9 y 10). A partir de estos resultados, se observé que la
dependencia de la velocidad de produccién de metano con la temperatura fue significativamente
mayor cuando a los sedimentos se les suministro el precursor metanogénico H,/CO; en comparacion

con el acetato (ANOVA de una via, p < 0,05).

Como se menciond, en todas las temperaturas evaluadas en esta investigacion, el agregado de los
sustratos acetato o H/CO. en los microcosmos aumentaron significativamente la velocidad de
produccién de metano en los lagos China y Drake 2 con respecto a los microcosmos sin sustrato
(enddgeno) (ANOVA de una via, incubacién a 5, 10, 15y 20 °C, p < 0,05). En el lago China la adicion
de sustrato acetato al sedimento aumento la velocidad de produccion de metano 16 veces mas a bajas
temperaturas (5 y 10 °C) y 7 veces mas a temperaturas mesofilas (15 y 20 °C). Resultados similares
se observaron con la adicion de H2/CO,, cuando se agregd este sustrato a bajas temperaturas la
velocidad aument6 16 veces mas mientras que a 15y 20 °C el efecto fue menor aumentando 9y 12
veces. En Drake 2 a 5 °C el efecto del agregado de acetato fue més notorio, en estos microcosmos se
observo un aumento en la velocidad de produccién de 30 veces en comparacion con los microcosmos
sin sustrato. Ademas, se observé que a medida que aumenta la temperatura el efecto es menor, a
10 °C solo aumentd 16 veces, a 15 °C 15 veces y 20 °C 14 veces mas. Con H,/CO; el aumento fue
menor que con respecto a acetato, a bajas temperaturas se aumento6 entre 14y 12 vecesa 5y 10 °C,
respectivamente y a temperaturas mas altas el efecto fue méas pronunciado a 20 °C aumentando 19
veces mas 'y 8 veces mas a 15 °C. En el lago Drake 3 a 15 °C solo se observa diferencias con respecto
al enddégeno cuando al sedimento se le adiciona acetato, pero no cuando se le adiciona H./CO>
(ANOVA de una via, p = 0,34). En cambio, a 20 °C si se observa un aumento en la produccion de

metano cuando se adiciona H2/CO; 0 acetato con respecto al endégeno.

Para el caso del lago China, ademas de evaluar la velocidad de produccion de metano con el agregado
de los sustratos acetato o H./CO,, también se evalud la adicion del sustrato metanogénico metanol.
Si bien se observo produccién de metano a todas las temperaturas de incubacion (Figura 13 a), se
obtuvo que no existe un aumento significativo en la velocidad de produccion de metano con el
agregado de metanol con respecto a la velocidad de produccion de metano enddgeno (test de Dunnet,
p > 0,05). Por lo que la produccién de metano observada en aquellos microcosmos con el sustrato
metanol, no estaria dada por la metabolizacion del metanol a metano (por parte de arqueas

metilotréficas) si no por la degradacion de la materia orgéanica propia del sedimento.
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FIGURA 13. Efecto de la temperatura en la velocidad de produccién de metano (umoles CHa.g.d) en sedimentos lacustres con agregado de sustrato
acetato, H2/CO2 y sin sustrato (enddgeno); a. Lago China, b. Drake 1, c. Drake 2, d. Drake 3, e. Green, f. Oil Tank y g. Uruguay. En el eje x se grafican
los sustratos evaluados en esta actividad y en el eje y los promedios de las velocidades de produccion de metano (umoles CHa.g™.d™) + error estandar.
Diferencias significativas (p < 0.05) entre las velocidades de produccién de metano a diferentes temperaturas son indicados por letras.

51



95}
—

N

o

1
[+

Green il Tank

pmol/g.d)

¢

20-
Temperatura (°C)

[]s
o
.15
.20

Temperatura (°C)

[]s
[
. 15
10- . 20

b b
I_i:-ccb
o

[
o
1

(6]
Velocidad de produccion de metano (umol/g.d)

Velocidad de produccion de metano

a a
el | | :
C C
0-
Acetato H,/CO, Acetato H,/CO,

0.100 -

Uruguay

0.075 -

Temperatura (°C)

s

0.050 - 10
1!

5
K

0.025 -

Velocidad de produccion de metano (umol/g.d)

a

a € b
nd nd nd ndnda a nd c
0.000 - 0o —

Acetato H2/CO2 Acetato H,/CO,

Figura 13. (Continuacién) Efecto de la temperatura en la velocidad de produccion de metano (umoles CHa.g.d?) en sedimentos lacustres con
agregado de sustrato acetato, H2/COz y sin sustrato (enddgeno); a. Lago China, b. Drake 1, c. Drake 2, d. Drake 3, e. Green, f. Oil Tank y g. Uruguay.
En el eje x se grafican los sustratos evaluados en esta actividad y en el eje y los promedios de las velocidades de produccion de metano
(umoles CHa.g™t.dY) + error estandar. Diferencias significativas (p < 0.05) entre las velocidades de produccién de metano a diferentes temperaturas
son indicados por letras.

4.3 Abundancia de arqueas totales y arqueas metanogénicas en sedimentos
lacustres antarticos

Para poder conocer la abundancia de la comunidad de arqueas totales y arqueas metanogénicas en
cada uno de los sedimentos lacustres se realizo la cuantificacion de los genes ARNr 16S y mcrA. Las

curvas de calibracion obtenidas para los genes ARNr 16S y mcrA presentaron una linealidad
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adecuada (R? > 0,99) y buena eficiencia, 95 % para el gen ARNr 16Sy 83 % para el gen mcrA. Las
curvas demelting para cada gen presentaron un Unico pico, demostrandose asi la especificidad de los
productos cuantificados (apéndice 1, Figuras 1 by 2 b, respectivamente). EI nimero de copias para
cada gen (Tablas 11 y 12) fue normalizado en base a los gramos de sedimento seco utilizado en la
extraccion de ADN. Finalmente, para los analisis estadisticos y representaciones graficas, los datos

se sometieron a transformaciones logaritmicas (en base 10).

4.3.1 Abundancia de arqueas totales: gen ARNr 16S

Mediante la técnica de gPCR para el gen ARNr 16S, se logrd detectar y cuantificar microorganismos
pertenecientes al Dominio Archaea presentes en los sedimentos lacustres muestreados. La
abundancia de este gen hallada en los lagos Kitezh, Long, Mondsee y Slalom fue desde
(1,64 +0,84) x 10* a (2,78 + 0,67) x 10° copias del gen ARNr 16S/g de sedimento seco (Tabla 11).
Los lagos Slalom y Long presentaron una abundancia similar en copias de ARNr 16S (no
encontrandose diferencias significativas entre los mismos, ANOVA de una via, p = 0,96) y una
abundancia de 1y 2 ordenes de magnitud mas alta que los genes de ARNr 16S cuantificados en los
lagos Mondsee y Kitezh, respectivamente (Figura 14). Kitezh fue el lago que mostré menor nimero
de arqueas totales con tan solo (1,64 + 0,84) x 10* copias de ARNr 16S/g sedimento seco. Por otra
parte, el lago China fue el lago que present6 mayor abundancia de arqueas totales (Figura 14), donde
se encontraron diferencias de hasta 4 ordenes de magnitud mas altos que los valores obtenidos para
el resto de los lagos evaluados en este trabajo (2019-2020). En este lago la abundancia de genes
ARNr 16S hallada fue de (3,42 + 0,59) x108 copias/g sedimento seco (Tabla 12). Con respecto a los
lagos muestreados en el afio 2020, el lago Drake 2 fue el segundo lago que mostré mayor abundancia
de dicho gen con (6,96 + 4,43) x 10° copias del gen 16S ARNr/g de sedimento seco. Abundancias
similares se obtuvieron en los lagos Drake 1, Drake 3, Green, Oil Tank y Uruguay, donde no se

encontraron diferencias significativas en la cuantificacion de copias del gen ARNr 16S.

TABLA 11. Abundancia (en copias del gen.g™* sedimento seco) de genes ARNr 16S de arquea y mcrA en
sedimentos lacustres antarticos evaluados en este estudio. Los valores representan los promedios con errores
estandar

NUmero de copias de ARNr 16S. g NuUmero de copias de mcrA. g
Lagos 2019 . .
sedimento seco sedimento seco
Kitehz (1,64 +0,84) x 10* (3,32 +0,73) x 103
Long (2,78 £0,67) x 10° (4,94 £1,71) x 10°
Mondsee (2,32 +0,13) x 10° (4,09 + 4,07) x 103
Slalom (1,74 £ 0,55) x 10° (1,57 £0,95) x 103
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FIGURA 14. Grafico de cajas de abundancia de genes ARNr 16S de arquea en sedimentos lacustres
antarticos evaluados en este estudio. En el eje y se muestran el log10 del nimero de copias del gen ARNr
16S por gramo de sedimento seco. Valores con letras distintas son significativamente diferentes con
p < 0,05 (ANOVA de una via + test de Tukey). Los ANOVA se realizaron para los lagos muestreados en el
afio 2019 y 2020 por separado.

TABLA 12. Abundancia (en copias del gen.g* sedimento seco) de genes ARNr 16S de arquea y mcrA en

sedimentos lacustres antarticos evaluados en este estudio

NUmero de copias de ARNr 16S. g* NUmero de copias de mcrA. gt

Lagos 2020 . .
sedimento seco sedimento seco

China (3,42 £ 0,59) x108 (9,08 + 0,85) x10’
Drake 1 (2,07 £0,12) x10° (5,90 + 1,48) x10°
Drake 2 (6,33 £ 0,05) x10° (6,09 £ 0,54) x10°
Drake 3 (9,43 + 4,46) x10° (3,15 £ 0,09) x10*
Green (1,95 + 0,84) x10° (4,98 £ 0,33) x10°
Oil Tank (8,76 * 3,29) x10° (2,35 +0,17) x10*
Uruguay (9,93 +£1,03) x10° (1,61 £ 0,27) x10°
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4.3.2 Abundancia de arqueas metanogénicas: gen mcrA

La abundancia de arqueas metanogénicas fue determinada mediante la cuantificacion del gen mcrA,
gen funcional clave en su metabolismo. Al igual que la cuantificacion del gen ARNr 16S, fue
realizado mediante la técnica de qPCR. El rango de copias de mcrA cuantificadas en los lagos Kitezh,
Long, Mondsee y Slalom fue entre (3,32 + 0,73) x 10% a (4,94 + 1,71) x 10° copias de mcrA.g*
sedimento seco (Tabla 11), siendo Long el lago que mostrd una mayor abundancia de metanégenos
(hasta 2 ordenes de magnitud mas alto) con respecto a los lagos Kitezh, Mondsee y Slalom (Figura
15). Estos ultimos lagos mencionados mostraron una abundancia de metandgenos similar entre ellos,
no encontrandose diferencias significativas (ANOVA de una via, 0,68 < p < 0,99). Por otra parte, en
los lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3, Green, Oil Tank y Uruguay, los valores de copias de
mcrA obtenidos van desde (1,61 + 0,27) x 10% a (9,08 + 0,85) x 10’ copias de mcrA.g? sedimento
seco (Tabla 12). Se detect6 una abundancia mayor en el sedimento proveniente del lago China,
presentando abundancia del gen mcrA de 2 a 4 ordenes de magnitud mas alta, cuando lo comparamos
con el resto de los lagos muestreados el mismo afio (ANOVA de una via, p < 0,05) (Figura 15). Seguido
al lago China, Drake 2 fue el segundo lago con méas abundancias de metandgenos, con una
abundancia de (6,09 + 0,54) x 10° copias de mcrA.g* sedimento seco y al igual que el lago China, la
abundancia fue significativamente diferente al resto de los lagos (ANOVA de una via, p < 0,05) (Figura
15). Por otra parte, se hallaron abundancias similares de metandgenos entre los lagos
Drake 3-Oil Tank y Drake 1-Green. Por ultimo, el lago que presentdé menor abundancia de
metandgenos fue el lago Uruguay con (1,61 + 0,27) x 10° copias de mcrA.g* sedimento seco.

La comparacion de las abundancias de copias del gen ARNr 16S de arqueas y mcrA en todos los
sitios de estudio (2019-2020) revel6 que en la mayoria de los lagos estudiados la abundancia de genes
mcrA fue de 1 a 2 6rdenes de magnitud mas bajos que los genes de ARNr 16S de arquea, excepto en

el lago Slalom donde se observé una diferencia de 3 6rdenes de magnitud mas bajo.
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FIGURA 15. Grafico de cajas de abundancia de genes mcrA en sedimentos lacustres antarticos evaluados en
este estudio. En el eje y se muestran el logio del nimero de copias del gen mcrA por gramo de sedimento seco.
Valores con letras distintas significativamente diferentes con p < 0,05 (ANOVA de una via + test de Tukey).
Los ANOVA se realizaron para los lagos muestreados en el afio 2019 y 2020 por separado.

4.4 Cuantificacion de argueas metanogenicas viables por NUmero mas
probable

Con el objetivo de obtener el nimero de arqueas metanogénicas viables en cada uno de los
sedimentos estudiados, se realiz6 la cuantificacion por el método de nimero méas probable con la
adicion del sustrato acetato o H./CO, al medio de cultivo para lograr asi cuantificar arqueas
metanogénicas acetoclasticas e hidrogenotréfica, respectivamente e incubados a una temperatura de
5 °C. El resultado de los recuentos de metandgenos acetoclasticos y hidrogenotréficos se muestran
en la Tabla 14. En la mayoria de los sedimentos no se pudieron detectar arqueas metanogénicas
(valores < 3,0 NMP g sedimento himedo) con acetato o H,/CO, como sustratos. Se logré cuantificar
arqueas metanogénicas acetoclasticas e hidrogenotroficas en el lago China y arqueas metanogénicas

acetoclasticas en el lago Drake 3, luego de 274 y 373 dias, respectivamente. El lago China presento6
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una poblacién de metanogénicas hidrogenotréficas cinco veces mayor (210 NMP.g! sedimento

himedo) a las metanogénicas acetoclastica (43 NMP. g sedimento hiimedo).

TABLA 13. NUmero de arqueas metanogénicas viables determinado por el método de NMP con acetato
0 H2/CO, como sustratos metanogénicos en sedimentos lacustres

NMP
Arqueas metanogénicas (cel. g1)  Limite de confianza (95%)

Lagos Sustrato (peso humedo) Bajo Alto

Acetato <3,0 - 9,5
Kitezh

H./CO; <3,0 - 9,5

Acetato <3,0 - 9,5
Long

H./CO, <3,0 - 9,5

Acetato <3,0 - 9,5
Mondsee

H./CO, <3,0 - 9,5

Acetato <3,0 - 9,5
Slalom

H./CO, <3,0 - 9,5

Acetato 43 9 180
China

H./CO; 210 40 430

Acetato <3,0 - 9,5
Drake 1

H./CO; <3,0 - 9,5

Acetato <3,0 - 9,5
Drake 2

H./CO; <3,0 - 9,5

Acetato 9,2 1,4 38
Drake 3

H./CO; <3,0 - 9,5

Acetato <3,0 - 9,5
Green

H,/CO, <3,0 - 9,5

Acetato <3,0 - 9,5
Oil Tank

H./CO; <3,0 - 9,5

Acetato <3,0 - 9,5
Uruguay

H./CO; <3,0 - 9,5
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4.5 Composicion y estructura de la comunidad de arquea por
secuenciacion masiva del gen ARNr 16S

La composicion y estructura de la comunidad de arqueas fue determinada por secuenciacion masiva
dirigida al gen ARNr 16S del dominio Archaea. La profundidad de secuenciacion de los datos brutos
obtenidos por tecnologia Illumina Miseq del gen ARNr 16S y el nimero de lecturas por muestra
restante después de cada paso del andlisis de los datos se detallan en el apéndice 2 (Tabla 1). Las
calidades de las lecturas foward y reverse se muestran en las Figuras 3-5 y 6-8 del apéndice 2, como
también los gréficos de indices de aprendizaje de error producidos por DADA2 (apéndice 2, Figura
10 y 11). Luego del procesamiento de las muestras (corte, filtrado y eliminacion de quimeras) se
generaron 2643 ASV formadas por 674.886 lecturas de alta calidad a partir de las 11 muestras. Una
vez realizada la asignacion taxondémica se encontré que de las 2643 ASV halladas, 271 ASV
pertenecian al dominio Archaea, 2368 ASV al dominio Bacteria, 2 ASV al dominio Eukarya y 2
ASV sin identificar. El hecho de haber obtenido 2368 ASV identificadas como pertenecientes al
dominio Bacteria indican la baja especificidad de los primers utilizados en este andlisis por el gen
ARNr 16S del dominio Archaea. Aquellos ASV obtenidos que se identificaron como no
pertenecientes al dominio Archaea fueron eliminados, al igual que aquellos que no se lograron
identificar. De esta forma, quedaron 271 ASV pertenecientes al dominio Archaea, las cuales se
volvieron a filtrar para extraer aquellas ASV que se encontraran representadas por menos de 5
lecturas en todo el set de datos y asi evitar errores de secuenciacion. Se logré obtener asi 477.162
lecturas en total de alta calidad representadas por 256 ASV.

Las gréficas de rarefaccién para el conjunto de datos de abundancia de ASV asegur6 una profundidad
suficiente para la mayoria de los lagos evaluados (apéndice 2 Figura 11). Por otra parte, considerando
todos los sitios de muestreo, el rango de riqueza observada vari6 de 19 a 68. El indice de Shannon
varié de 0,68 a 2,48 y el indice de Simpson vari6 de 0,22 a 0,89 (Tabla 14 y Figura 16). La diversidad
de la comunidad, como se refleja en el indice de Shannon, fue més alta en Drake 1y mas baja en Oil
Tank.
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FIGURA 16. Diversidad alfa representada en diferentes indices de diversidad: 1. Riqueza, 2. Shannon (H), 3. Simpon (D) y 4.
Pielou (J). Cada punto representa una muestra.

TABLA 14. Diversidad alfa de la comunidad de arqueas en los diferentes sedimentos
lacustres estudiados.

Lagos Riqueza (S)  Shannon (H) Simpson (1-D)  Pielou (J)
Kitezh 24 2,31 0,85 0,73
Long 46 1,66 0,69 0,43
Mondsee 31 1,27 0,62 0,37
Slalom 36 1,52 0,65 0,43
China 61 1,06 0,41 0,26
Drake 1 23 2,60 0,90 0,83
Drake 2 57 1,96 0,77 0,48
Drake 3 42 2,29 0,81 0,61
Green 19 2,42 0,87 0,82
Oil Tank 39 0,66 0,22 0,18
Uruguay 20 1,17 0,60 0,39

A nivel de phylum en estos sedimentos lacustres se encontraron solamente cinco phyla,
Crenarchaeota, Euryarchaeota, Halobacterota, Nanoarchaeota y Thermoplasmatota (Figura 17).
Las phyla Crenarchaeota, Halobacterota y Nanoarchaeota fueron las mas abundantes en la mayoria

de los lagos. Los lagos Kitezh, Long, Mondsee y Salom exhibieron una composicién similar de
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arqueas a nivel de phylum donde Crenarchaeota fue el phylum mas abundantes con abundancias
relativas mayores al 50 % en todos los lagos, excepto en Long donde Nanoarchaeota ocup6 un 65 %
de la comunidad de arqueas. Sin embargo, el phylum Halobacterota solo se observé en el lago Kitezh
con una abundancia de 10 % aproximadamente, mientras que en el resto de los lagos recolectados en
el 2019 fue menor a 0,3 %. A diferencia de estos lagos, en los sedimentos provenientes de los lagos
China, Drake 1, Drake 2, Drake 3 y Green, la composicion de las arqueas fue muy diferente a lo
mencionado anteriormente. Se observo una predominancia del phylum Halobacterota que fue desde
el 44 % (Drake 1) al 98 % (China). En estos lagos también se observa la presencia de las phyla
Euryarchaeota y Thermoplasmatota en abundancias menores, a diferencia de lo observado en los
lagos muestreados en el 2019, donde estas phyla no fueron encontradas. Por otra parte, los lagos Qil
Tank y Uruguay mostraron una composicion taxondmica a nivel de phylum muy similar entre si y a
lo encontrado en los lagos de 2019, donde se observa una composicién de la comunidad de arqueas
formada mayormente por las phyla Crenarchaeota y Nanoarchaeota. El phylum Crenarchaeota se
presenta en un 89 y 62 % en los lagos Oil tank y Uruguay, respectivamente, mientras que
Nanoarchaeota ocupa una proporcion menor, ocupando solo el 9y 38 % en las comunidades de

arqueas en los lagos Qil Tank y Uruguay, respectivamente.

El phylum Crenarchaeota se encontré formado mayormente por géneros pertenecientes a la familia
Nitrosotaleaceae (abundancias relativas entre 31-57 %) y Nitrosarchaeum en abundancias menores
(2-5 %) en los lagos Long, Mondsee y Slalom (Figura 18). Mientras que en el Kitezh este phylum se
encuentra representado por géneros pertenecientes a la familia Nitrososphaeraceae y el género
Candidatus Nitrocosmicus con abundancias de 43 y 31 %, respectivamente. Por otra parte, el phylum
Nanoarchaeota estuvo también representado en estos lagos por géneros pertenecientes al orden
Woesearchaeales, con abundancias relativas que van desde 15 % (Kitezh) hasta 65 % (Long). A
nivel de géneros, el lago Kitezh sigue mostrado una abundancia de la comunidad de arqueas bien
diferente a la observada en los lagos Long, Mondsse y Slalom, donde se encontraron los mismos

géneros en los tres lagos.

La mayoria de los grupos taxondmicos variaron en abundancia u ocurrencia entre los lagos
muestreados en el afio 2020 (Figura 18). La comunidad de arqueas en estos lagos se encuentra
dominada mayormente por géneros metanogénicos, excepto en los lagos Oil Tank donde estos
géneros solo se observaron en un 2 % de la abundancia total y Uruguay donde se encontraré una
abundancia relativa de géneros metanogénicos menor al 0,1 % (Figura 18). En cambio, en estos dos
lagos la composicién de la comunidad de arqueas se mostré fuertemente marcada por la presencia de
arqueas pertenecientes al género Nitrosarchaeum (89 %) y al orden Woesearchaeales (8 %) en el
lago Oil Tank y arqueas del género Candidatus Nitrosotalea (62 %) y orden Woesearchaeales (38 %)

en el lago Uruguay.
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FIGURA 17. Abundancias relativas de arqueas a nivel de phylum en los lagos Kitezh, Long, Mondsee y Slalom en el afio 2019,
y los lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3, Green, Oil Tank y Uruguay en el alo 2020. No se muestran phyla con abundancias

relativas menores al 5%.

Como se menciond, los géneros metanogénicos fueron los mas abundantes en los lagos China,
Drake 1, Drake 2, Drake 3 y Green y se encontraron representados por los géneros Methanosaeta,
Methanoregula, Methanosarcina, Methanosphaerula, Methanobacteirum y metanogénicos incluidos
en la familia Methanomassiliicoccaceae (Figura 18). Entre ellos, el género Methanoseaeta se
encontrd principalmente en el lago China donde ocupé un 77 % de la abundancia total de la
comunidad, seguido por Methanoregula con 16% y el restante 6 % fue ocupado por los géneros
Methanosarcina, =~ Methanosphaerula y  géneros  pertenecientes a la  familia
Methanomassiliicoccaceae. El género hidrogenotréfico Methanoregula, fue el género metanogénico
maés abundante en los lagos Drake 2 y Drake 3 con abundancias proximas al 46 y 36 %, mientras que
en los lagos Green y Oil Tank fue menor al 2%. Por otra parte, Methanosarcina y Methanosphaerula
se encontraron en abundancias similares entre los lagos Drake 1 (17 %), Green (18 %), Drake 2
(24 %), Drake 3 (23 %). El género hidrogenotrofico Methanobacterium, fue el género metanogénico
presente con menor abundancia en los todos los lagos, solo encontrandose en los lagos Drake 1,
Drake 2, Drake 3 y Green en una abundancia menor al 6 %. En los lagos Kitezh, Long, Mondsee,
Slalom, Oil Tank y Uruguay las arqueas metanogénicas ocuparon menos del 10 % de la abundancia
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total de arqueas. El lago Kitezh, en comparacion con el resto de los lagos muestreados en el mismo
afio, present6 mayor abundancia de metandgenos. Estos metangenos se ubicaron dentro del género
Methanosaeta (8 %) y Methanoregula (2 %). Por otra parte, los géneros Methanoregula y la familia

Methanomassiliicoccaceae fueron encontrados en el lago Slalom en una proporcién menor al 0,4 %

de la abundancia total.
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FIGURrA 18. Abundancias relativas de arqueas a nivel de géneros en los lagos Kitezh, Long, Mondsee y Slalom en el afio 2019,
y los lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3, Green, Oil Tank y Uruguay en el alo 2020. No se muestran los géneros con

abundancias relativas menores al 5%.

Como se observa en el grafico de burbujas de abundancia relativa a nivel de género (Figura 18), hubo
una marcada diferencia entre las abundancias relativas de géneros metanogénicos encontrados entre
los lagos muestreados en el afio 2019 y los lagos del afio 2020. Se observ6 una mayor abundancia y
diversidad de taxones metanogénicas en los lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3, Green, Oil Tank
y Uruguay. En el resto de los cuatro lagos las arqueas metanogénicas fueron representadas por al

menos dos ASV diferentes (Figura 19).
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FIGURA 19. Gréfico de burbujas donde se muestran las 30 Asv clasificadas como arqueas metanogeénicas a nivel de orden (o__),

familia (f__) y género, encontradas en todo el set de datos. El tamafio de los circulos corresponde al porcentaje de abundancia

relativa de cada Asv.

45.1 Influencia de las variables ambientales en las comunidades de
Archaea

Se calculd el coeficiente de Spearman (p) para evaluar las correlaciones entre las variabes
ambientales presentes en los sitios de estudio y las arqueas presentes en la comunidad con
abundancias mayores al 5 % aglomeradas a nivel de género (Tabla 15). Solo unas pocas variables
correlacionaron significativamente. Las arqueas pertenecientes al orden Woesearchaeales
correlacionaron positivamente con la relacion C:N (p < 0,05), mientras que el género
Methanosarcina mostré una correlacion negativa con este parametro. Se obtuvieron correlaciones
negativas también entre la cantidad de carbono érganico total y las abundancias reltavias de los
géneros Methanobacterium, Methanosarcina y arqueas metanogénicas ubicados dentro de la familia
Methanomassiliicoccaceae. Ademas, estos metandgenos también presentaron una correlacion
negativa con la profundidad del lago, siendo estas correlaciones altamente significativas (p < 0,01).
Por otra parte, el género Methanosphaerula y el Candidatus Nitrosotalea correlacionaron

negativamente con la profundidad del lago, mientras que el género hidrogenotréfico Methanoregula
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correlacioné positivamente con el OD. Por ultimo, pH y la conductividad mostraron una correlacion

negativa con los Candidatus Nitrosotalea y Candidatus Nitrocosmicus.

TABLA 15. Correlaciones de Spearman (p) entre las variables ambientales de lagos antarticos y la comunidad de

argueas
: Principales géneros de TOC TN CN oD oH Conductividad Profundidad
argueas encontradas (%) (%) (mg/l) (uS/cm) (m)
0__Woesearchaeales -0,145 -0,303 0,655° -0,483 -0,045 0,265 0,346
f__Methanomassiliicoccaceae -0,706* -0,552 -0,486 -0,087 0,239 -0,060 -0,828"
f__Nitrososphaeraceae -0,333 -0,359 0,469 -0,311 0,428 -0,275 -0,099
f__Nitrosotaleaceae 0,337 0,101 0,779 -0,074 -0,253 -0,164 0,555
Methanobacterium -0,679° -0,544 -0,387 0,017 0,198 -0,045 -0,814™
Methanoregula 0,059 0,189 -0,483 0,612 0,164 -0,380 -0,418
Methanosaeta 0,064 0,247 -0,437 0,338 0,396 -0,082 -0,490
Methanosarcina -0,609° -0,402 -0,693° 0,203 0,214 -0,058 -0,844™
Methanosphaerula -0,588 -0,238 -0,238 -0,105 0,191 -0,129 -0,812"
Candidatus Nitrocosmicus 0,162 0,085 0,497 -0,278 0,017 -0,639" 0,217
Candidatus Nitrosotalea 0,139 -0,067 0,451 -0,394 -0,786™ -0,139 0,615
Nitrosarchaeum 0,191 0,068 0,074 0,298 -0,130 0,178 0,243

*La correlacion es significativa al nivel 0,05;"La correlacién es significativa a nivel 0,01.

4.5.2 Diversidad beta

Se realiz6 un analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en las distancias Bray-Curtis para
visualizar tendencias generales de cuan similares o diferentes eran las comunidades de arqueas
presentes en los sedimentos lacustres. En la Figura 20 se observa un claro agrupamiento de los 11
lagos en tres grupos diferentes y podemos observar como los lagos Long, Mondsee y Slalom forman
un cluster sobre la esquina superior izquierda del grafico y Kitezh, Oil Tank y Uruguay forman otro
grupo sobre el lado derecho inferior. Por ultimo, los lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3 y Green

forman un tercer grupo sobre la esquina superior derecha.
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FIGURA 20. Gréafico de anélisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia de
Bray-Curtis. Se indica entre paréntesis, el porcentaje de la varianza total explicada por cada
componente principal.

Para elucidar los taxones que son compartidas entre los grupos observados en la Figura 20, se
realizaron diagramas de Venn por cada agrupamiento. Como se observa en la Figura 21 a (apéndice
3, Tabla 2), de los 19 Asv presentes entre los lagos Long, Mondsee y Slalom, solo cinco ASv fueron
compartidos entre los tres lagos mencionados. Las arqueas representadas en estos cinco Asv fueron
clasificados como pertenecientes a las familias Nitrosotaleaceae y Nitrososphaeraceae, del orden
Woesearchaeales y a los géneros Nitrosarchaeum y Methanoregula. Por otra parte, los lagos Long
y Slalom fueron los lagos que presentaron mas Asv exclusivas, es decir, presentaron mayor nimero
de taxones diferentes que no fueron observadas en el resto de los lagos evaluados en este estudio
(apéndice 3, Tabla 5). En el lago Long se hallaron arqueas pertenecientes a tres taxones diferentes,
tales como, el orden Aenigmarchaeales, el Candidatus Nitrososphaera y arqueas aun sin clasificar
de la familia GW2011_GWCL1 _47_16 (orden Woesearchaeales). Mientras que en el lago Slalom, las
arqueas que se encuentran exclusivamente alli, fueron ubicadas dentro de una familia y género de
arqueas no cultivadas denominadas, GW2011 GWC1 47 19 y AR15, respectivamente (ambos
perteneciente al orden Woesearchaeales). Por otra parte, se observo que tan solo dos Asv fueron
compartidos por los lagos Kitezh, Oil Tank y Uruguay, los cuales fueron clasificados como
pertenecientes al orden Woesearchaeales y al gérnero metanogénico Methanosaeta. Por Gltimo, los
lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3 y Green compartieron seis Asv, los cuales en su mayoria
fueron clasificados como arqueas metanogénicas, dentro de los géneros Methanosaeta,

Methanosarcina, Methanosphaerula y Methanobacterium y la familia Methanomassiliicoccaceae.
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También se encontr6 el orden Woesearchaeales en comun entre los cinco lagos mencionados. Como
se menciond, las arqueas pertenecientes al orden Woesearchaeales fueron el taxén en comin entre
los lagos estudiados y se puede observar en la Figura 22. El grafico de flores muestra que entre los
11 lagos se encuentra un core conformado por tan solo un Asv en donde se ubican todas las arqueas

clasificadas dentro del orden Woesearchaeales.

Slalom

(0]

FIGURA 21. Diagramas de Venn de los tres agrupamientos observados en el grafico de PCoA (Figura 20). a. Lagos Long, Mondsee y
Slalom, b. lagos Kitezh, Oil Tank y Uruguay, y c. lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3 y Green. Las Asv compartidas entre los lagos
se observan en las intersecciones de cada circulo.
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4.6 Analisis de la comunidad de arqueas metanogénicas mediante
secuenciaciacion masiva del gen mcrA

La diversidad y taxonomia de las arqueas metanogénicas puede ser determinada mediante tanto la
evaluacion de los genes ARNr 16S como genes mcrA, ya que ambos analisis son coherentes. Sin
embargo, algunos estudios (Sirohi et al., 2013, Wilkins et al., 2015), han observado que la evaluacion
de la diversidad de metandgenos utilizando el gen mcrA recupera una mayor riqueza de estos. Por lo
que, se sugiere que el analisis del gen funcional mcrA para evaluar la taxonomia de metan6genos es
una buena herramienta como complemento al estudio del gen ARNr 16S, ya que esto permite

determinar mejor la diversidad de metandgenos en una comunidad determinada.
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Con el objetivo de poder recuperar metandgenos gue no se hayan podido obtener mediante el analisis
del gen ARNr 16S de arqueas, se estudi6 la diversidad y estructura de la comunidad de metandgenos
en los sedimentos de los lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3, Green, Oil Tank y Uruguay. Al
igual que en el estudio de la comunidad de arqueas totales, se realiz6 secuenciacion masiva dirigida
al gen mcrA por tecnologia Illumina Miseq. Las calidades de las lecturas foward se muestrasn en los
Figuras 12 y 13 del apéndice 4 y el grafico de indices de aprendizaje de error producidos por el
pipeline DADA2 se muestra en la Figura 14 del apéndice 4. La gréfica de rarefaccion para el conjunto
de datos obtenidos a través del estudio del gen mcrA nos muestra que la profundidad de secuenciacion
fue suficiente para poder recuperar toda la diversidad presente en todos los lagos evaluados
(apéndice 4, Figura 15).

La composicién de la comunidad de metandgenos en los lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3,
Green, Oil Tank y Uruguay a nivel de familia se muestra en la Figura 24. Las secuencias del gen
mcrA fueron mayormente asignados dentro de un phylum, una clase, tres érdenes y siete familias
metanogénicas. Methanosarcinaceae fue la familia mas abundante, contribuyendo con un 38% de la
abundancia relativa promedio de la comunidad metanogénica. Las familias Methanobacteriaceae,
Methanosaetaceae, Methanoregulaceae y Methanocellaceae fueron detectada en, abundancias
relativas promedio 14 %, 10 %, 13 % y 4 %, respectivamente. Methanosaetaceae fue la familia mas
dominante en el lago China (abundancia relativa de 54 %), mientras que Methanosarcinaceae fue la
més dominante en los lagos Drake 1, Drake 2 y Drake 3 (abundancias relativas de 65, 70 y 45 %).
Por otra parte, en el lago Green las abundancias de las familias Methanobacteriaceae,
Methanosarcinaceae y Methanocellaceae contribuyeron a un 44, 24 y 22 % de la comunidad
metanogénica, respectivamente. Los metandgenos ubicados dentro de la familia Methanoregulaceae
y el orden Methanomicrobiales dominaron en el lago Oil Tank, ocuapando un 68 % de la comunidad.
El restante porcentaje de la comunidad lo ocuparon las familias Methanobacteriaceae,
Methanosarcinaceae y la clase Methanomicrobia con abundancias relativas proximas al 18, 11y
4 %.

En el lago Uruguay se observé que la familia Methanosarcinaceae ocupa un 33 % de la comunidad,
seguidos por la clase Methanomicrobiales, las familias Methanosaetaceae y Methanobacteriaceae
en abundancias menores (9, 6 y 5 %). Particularmente, en este lago se observo que el mayor
porcentaje de la comunidad metanogénica (47 %) es ocupada por metandgenos que no fueron capaces
de clasificarse mas alla del phylum Euryarchaeota. Esto mismo también fue observado en los lagos
Drake 1y Drake 3 en abundancias menores al 9 %. Una comparacion entre las abundancias relativas
de arqueas metanogénicas recuperadas mediante el analisis de genes ARNr 16S y mcrA, se muestra
en la Figura 25. En este grafico se observan los diferentes ASv (y sus abundancias relativas)

clasificados a nivel de género obtenidos con el gen ARNr 16S (Figura 25 a) y mcrA (Figura 25 b).
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La diversidad de arqueas metanogénicas fue mejor explicada con el analisis del gen mcrA, donde se
logro recuprar hasta 18 taxones clasificadas como metanogénos con respecto a los nueve taxones
metanogénicas obtenidas con el gen ARNr 16S. El analisis del gen mcrA permitio recuperar, por
ejemplo, metandgenos pertenecientes a la familia Methanobacteriaceae en abundancias que van
desde 0,01 % (China) a 20 % (Green), no observada con el andlisis del gen ARNr 16S. Ademas,
permitio recuperar metandgenos en los lagos Oil Tank y Uruguay. En estos lagos se logr6 observar
metendgenos pertenecientes al género Methanobacterium, orden Methanomicrobiales, familia
Methanobacteriaceae, entre otros.
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Figura 24. Abundancias relativas de arqueas metanogénicas a nivel de familia en los lagos China, Drake 1,
Drake 2, Drake 3, Green, Oil Tank y Uruguay. Familias con abundancias relativas menores al 5% no se

muestran.

Por altimo, se realiz6 un analisis comparativo entre la diversidad obtenida a partir de secuencias de
ARNr 16S y mcrA (Tabla 16). En este analisis se observa un mayor nimero de taxones y diversidad
obtenido a partir de secuencias mcrA, donde la riqueza de metandgenos fue hasta ocho veces mayor
(lagos Green y Uruguay) que lo obtenido con secuencias de ARNr 16S. Sin embargo, la asignacion
taxondmica a secuencias mcrA fue méas pobre que con secuencias ARNr 16S, donde la mayoria de

los taxones solo lograron identificarse a nivel de phylum, orden o familia.
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TABLA 16. Comparacién de diferentes indices de diversidad alfa obtenidos mediante analisis de
secuencias de ARNr 16S y mcrA. Para el analisis del ARNr 16S se realizé un subset de arqueas
metanogénicas a partir de la caracterizacion molecular realizada en la seccion 4.5

L Riqueza (S) Shannon (H) Simpson (1-D)
agos ARNr16S  mcrA  ARNr16S  mcrA  ARNr16S  mcrA
China 26 39 0,99 212 0,39 0,78
Drake 1 9 38 1,75 2,93 0,78 0,02
Drake 2 23 96 1,72 2,22 0,75 0,71
Drake 3 15 60 1,54 2,18 0,69 0,77
Green 9 74 1,60 3,46 0,73 0,95
Oil Tank 4 29 0,86 2,03 0,44 0,78
Uruguay 4 32 1,29 1,78 0,70 0,73
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FIGURA 25. Abundancias relativas a nivel de phylum (p__), orden (o__), familia (f__) y género de arqueas metanogénicas

obtenidas mediante secuenciacion de: a. genes ARNr 16S de arquea y b. gen mcrA.

4.7 Efecto de la temperatura y cambio de sustrato metanogénico en la
estructura y composicion de la comunidad de arqueas

En la mayoria de los lagos existieron claras diferencias entre las abundancias relativas de arqueas

obtenidas a partir del sedimento original in situ (tiempo cero) y el sedimento con sustratos y a
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temperatura 5y 20 °C. Sin embargo, en el lago China las abundancias relativas entre los microcosmos
a5y 20 °C, enddgeno y con sustratos, fue muy similar al perfil obtenido en el sedimento original
insitu (tiempo cero). En este lago el género que predomind en todas las condiciones fue
Methanosaeta ocupando mas del 50 % de la abundancia total de arqueas presentes (Figura 26 a).
Ademas, en los microcosmos con acetato y los microcosmos con Ho/CO,, a 5y a 20 °C, se observa
gue la abundancia de secuencias pertenecientes al género Methanosarcina, y Methanoregula
disminuyen por debajo del 1 % cuando lo comparamos con el sedimento in situ. En cambio, el género
Methanosphaerula aumenta su abundancia de 2 % (tiempo cero) hasta 12 % cuando se incubaa 5y
20 °C y, ademas cuando se le adiciona acetato. Por otra parte, el lago Drake 2 present6 similares
abundancias relativas en los microcosmos sin sustrato incubados a 5y a 20 °C, siendo Methanosaeta
el género metanogénico mas abundante dentro de la comunidad (Figura 27). Ademas, este perfil es
muy similar a lo encontrado en microcosmos con acetato, yaseaa 5y 20 °C, en contraste a lo que se
observo en el sedimento original in situ (tiempo cero), en donde Methanoregula fue el género
predominante (Figura 27 a).

En los lagos Drake 3, Green y Oil Tank cuando fueron incubado con acetato y a 5 °C se observa que
estan dominados por secuencias de ARNr 16S pertenecientes al género Methanosarcina con
porcentajes de abundancias que van desde 88 % (Drake 3) hasta 99 % (Green).En el lago Drake 3,
ademas de la clara dominancia de Methanosarcina, se observo la presencia de los géneros
hidrogenotroficos Methanosphaerula y Methanoregula, con abundancias relativas del 3 'y 2 %,
mientras que la familia Methanomassiliicoccaceae ocupé el 2 % de la comunidad de arqueas en este
lago (Figura 28 a). El género Methanosaeta por su parte, estuvo menos representado en estos lagos
con abundancias relativas que no superaron el 1 % (en Drake 3 y Oil Tank). Cuando a los sedimentos
de los lagos Drake 3, Green y Qil Tank se les adiciond acetato y fueron incubados a 20 °C, la
estructura de la comunidad se mantiene semejante a lo obsevado a 5 °C (con adicion de acetato) con
la excepcidn que en Oil Tank el género Methanosaeta aumenta su abundancia a un 14 % (a 20 °C)
(Figura 30 a) y en Drake 3 Methanosarcina aumenta su abundancia elevando mas ain su dominancia
en este lago (88 % a 5°C y 97 % a 20°C) (Figura 28 a).

El analisis de las secuencias ARNr 16S en microcosmos incubados con H2/CO, a 5 (Drake 2) y 20 °C
mostré un patron de distribucion y abundancia diferente a lo obtenido en los sedimentos in situ
(tiempo cero) y a lo obtenido en los microcosmos con acetato en la mayoria de los lagos con la
excepcion del lago China. En Drake 2 con H./CO. a 5 °C aumentan las abundancias de
Methanosarcina (50 %) y el género hidrogenotrofico Methanobacterium (15 %) frente al tiempo cero
donde se obtuvo abundancias del6 y 2 %, respectivamente, mientras que el género acetoclastico
Methanosaeta solo tuvo un leve aumento bajo estas condiciones cuando lo comparamos con lo

obtenido al tiempo cero (aumenta de 16 a 21 % su abundancia relativa) (Figura 27 a). Sin embargo,
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cuando se eleva la temperatura a 20 °C en estos microcosmos los metan6genos pertencenciente al

género Methanosaeta aumentan su abundancia a un 67 % de la abundancia total (frente al 16 %

obtenido a tiempo cero). Ademas, en estas condiciones se ve favorecido el género Methanospirillum

con una abundancia relativa de 16 %, género mesofilo e hidrogenotréfico que en el sedimento

original fue observado en abundancias menores al 1 % (Figura 27 a). En el lago Green bajo estas

condiciones (H2/CO: y a 20 °C) a diferencia de lo observado en el resto de los lagos, hay una clara

dominancia de metandgenos hidrogenotroficos pertenecientes al género Methanobacterium que

ocupan el 90 % de la comunidad de arqueas (Figura 29 a), mientras que en Drake 3 y Oil Tank, el

género Methanosarcina sigue siendo el género dominante pese al cambio de sustrato (Figuras 28 a'y

30 a, respectivamente).
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FIGURA 26. a. Cambio en la estructura de la comunidad de arqueas en microcosmos sin y con agregado de sustrato
(acetato 0 H2/CO2) a 5y 20 °C en el lago China. in situ hace referencia a la comunidad de arqueas hallada en el
sedimento original (tiempo cero). E: enddgeno (sin sustrato), A: con acetato, H: con H2/COz, 5: incubacién a 5 °C
y 20: incubacion a 20 °C; b. Comparacion en las velocidades de produccion de metano (UM CH4.g™. d'!) obtenidas

a5y20-°C.

1.00-

0.75-

o
o
o

'

0.25-

0.00 -

in situ

China -

Endégeno Acetato

ChinaE5-

ChinaE 20~
ChinaA5~

Microcosmos

1,9 (Enddgeno)

ChinaA20-

91 (H,/CO,)

30 (Acetato)

Hidrégeno

ChinaH5-

'
o
«
T

©
i
=
O

Géneros

I:I f__Methanomassiliicoccaceae
. f__Methanosarcinaceae
Methanobacterium
Methanoregula
Methanosaeta

. Methanosarcina

. Methanosphaerula
Methanospirillum
0__Methanomicrobiales

. o__Woesearchaeales

7,4 (Enddgeno)

50 (Acetato)

72



in situ Endégeno Hidrégeno

Géneros
0.75- . f__Methanomassiliicoccaceae
@ f__Methanosarcinaceae
=
ko) Methanobacterium
[
_cI: Methanoregula
© 050~
5 Methanosaeta
=l
§ Methanosarcina
< Methanosphaerula
025- Methanospirillum
o__Methanomicrobiales
o__Woesearchaeales
000~
| | \ | | ! \
] w < ey
x o~ w o~ < o~ I
= [} o @ ™ o o
[=] o @ = Q = O
[ = [ = o =
b (=] S [a] A o 5

Microcosmos

0,10 (Enddgeno)

0,70 (Enddgeno)

2,15 (H,/CO,) 14,1 (H,/CO,)

4,40 (Acetato) 10,7 (Acetato)

FIGURA 27. a. Cambio en la estructura de la comunidad de arqueas en microcosmos sin y con agregado de sustrato
(acetato 0 H2/CO2) a5y 20 °C en el lago Drake 2. in situ hace referencia a la comunidad de arqueas hallada en el
sedimento original (tiempo cero). E: enddgeno (sin sustrato), A: con acetato, H: con H2/CO, 5: incubacién a5 °C
y 20: incubacion a 20 °C; b. Comparacion en las velocidades de produccion de metano (umoles CHa.g. d?)
obtenidasa 5y 20 °C.
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FIGURA 28. a. Cambio en la estructura de la comunidad de arqueas en microcosmos sin y con agregado de sustrato
(acetato 0 H2/CO2) a5y 20 °C en el lago Drake 3. in situ hace referencia a la comunidad de arqueas hallada en el
sedimento original (tiempo cero). E: endégeno (sin sustrato), A: con acetato, H: con H2/COz, 5: incubacién a 5 °C
y 20: incubacioén a 20 °C; b. Comparacion en las velocidades de produccion de metano (umoles CHa.g. d?)
obtenidas a5y 20 °C.
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FIGURA 29. a. Cambio en la estructura de la comunidad de arqueas en microcosmos sin y con agregado de sustrato
(acetato 0 H2/CO2) a 5y 20 °C en el lago Green. in situ hace referencia a la comunidad de arqueas hallada en el
sedimento original (tiempo cero). E: endégeno (sin sustrato), A: con acetato, H: con H2/COz, 5: incubacién a5 °C
y 20: incubacion a 20 °C; h. Comparacion en las velocidades de produccion de metano (umoles CHa.gt. d?)
obtenidas a5y 20 °C.
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FIGURA 30. a. Cambio en la estructura de la comunidad de arqueas en microcosmos sin y con agregado de sustrato
(acetato 0 H2/CO2) a5y 20 °C en el lago Oil Tank. in situ hace referencia a la comunidad de arqueas hallada en el
sedimento original (tiempo cero). E: enddgeno (sin sustrato), A: con acetato, H: con H2/CO, 5: incubacién a 5 °C
y 20: incubacion a 20 °C; b. Comparacion en las velocidades de produccion de metano (umoles CHa.g. d?)
obtenidasa 5y 20 °C.
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Capitulo 5. Discusién

Los resultados obtenidos en este trabajo han demostrado la existencia de una comunidad
metanogénica activa a bajas temperaturas en sedimentos de lagos antarticos. Las diferentes
observaciones mostraron que esta comunidad es fuertemente influenciada por la temperatura y la

disponibilidad de diferentes sustratos.

5.1 Efecto de la temperatura sobre la actividad metanogénica potencial

En este estudio, a partir del anlisis de 11 sedimentos lacustres antarticos, solo se detect6 produccion
de metano enddgeno en tres de ellos, China, Drake 2 y Drake 3 en todas las temperaturas evaluadas.
Estos valores obtenidos fueron comparables con los reportados en la literatura en ecosistemas frios
como en sedimentos de lagos de agua dulce subantarticos (Lavergne et al., 2021), sedimentos
subglaciales (Stibal et al., 2012, Ma et al., 2018) y turba en permafrost subartico (Metje et al., 2007).
Las velocidades de produccion de metano reportados en este trabajo fueron hasta dos 6rdenes de
magnitud mayores a lo obtenido por Boyd et al., (2010) en sedimentos subglaciales y hasta dos
ordenes de magnitud menores a lo reportado por Lofton (2013) en lagos de Alaska. El lago China
fue, entre los lagos evaluados, donde se observé la mayor velocidad de produccion de metano dentro
del rango de temperaturas ensayadas (Tabla 7). Esta variabilidad observada en las velocidades de
produccién de metano entre los lagos China, Drake 2 y Drake 3 a nivel end6geno estaria siendo
impulsada por las diferencias en la concentracion de materia organica presente en los sedimentos. El
hecho de que el lago China sea el lago con mayor concentracion de materia organica indicaria una

mayor disponibilidad de sustratos in situ.

Es conocido que la metanogénesis en sedimentos de lagos de agua dulce puede ocurrir dentro de un
amplio rango de temperaturas como se demostré por Zeikus y Winfrey (1976) (5 a 60 °C), y
Nozhenikova et al., (1997) (2 a 70°C), y que la temperatura tiene un papel crucial sobre la regulacion
en la actividad metanogénica. Los resultados aqui reportados, muestran un efecto positivo de la
temperatura sobre las velocidades de produccién de metano. Este comportamiento fue el mismo tanto
para el metano enddgeno (lagos China, Drake 2 y Drake 3) y el metano a partir de los precursores
metanogénicos acetato 6 H./CO. (en todos los lagos), en concordancia con varios trabajos en
ambientes frios (Glissman, 2004; Blake et al., 2015). Sin embargo, las diferencias no significativas
en las velocidades de produccién de metano detectadas a5y 10 °C en la mayoria de los lagos, muestra
que los metandgenos presentes en estos sedimentos pueden ser poco sensibles a aumentos en la
temperatura dentro de un rango psicrofilo. Se han reportado resultados similares a partir de los

trabajos de Ellis-Evans (1983) en lagos antarticos y Zeikus y Winfrey (1976) a partir del lago
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Mendota (lago de origen glacial en el sur de Wisconsin), donde estos Gltimos sugieren que los
metandgenos muestran una sensibilidad a la temperatura a partir de los 10 °C y que un cambio de
temperatura por debajo de los 10 °C no afectaria la velocidad de produccion de metano. EI aumento
de las velocidades de produccién de metano hasta los 20 °C sugiere que la temperatura éptima de
crecimiento de los metandgenos en los lagos estudiados puede exceder esa temperatura. Estos
resultados podrian indicar que la metanogénesis en la mayoria de los sedimentos aqui estudiados
exhibe una temperatura éptima mucho més alta que la temperatura in situ, en concordancia con lo
que se ha demostrado en otros ambientes frios donde la produccion de metano 6ptima se observa
proximo a los 30 °C (Rivkina et al., 2007, en permafrost; Blake et al., 2015, sedimentos subglaciales).
Esta observacion puede explicarse por el hecho de que los metandgenos y/o la comunidad microbiana
circundante, la cual proporciona los sustratos metanogénicos, puedan tener una temperatura 6ptima
de crecimiento mayor a la observada in situ. El analisis de la estructura de la comunidad en el lago
China sin agregado de sustrato (Figura 26 a), muestra que la comunidad de metandgenos presentes
en este lago no es afectada al aumentar la temperatura de 5 a 20 °C y que la actividad metanogénica
a 20 °C es cuatro veces mayor que a 5 °C (Figura 26 b), lo que implica que la comunidad presente

se trataria de una comunidad psicrotolerante y no piscrofila.

5.2 Efecto del sustrato metanogénico

Se conoce que la adicion de los sustratos metanogénicos potencia la produccion de metano en
sedimentos de agua dulce (Schulz et al., 1997; Nusslein y Conrad, 2000; Blake et al., 2015; Lavergne
et al., 2021). Nuestros resultados concuerdan con lo reportado previamente, ya que la adicion de
sustrato metanogénico exdgeno potencié la producciéon de metano en todos los sedimentos dentro
del rango de temperaturas evaluadas, cuando la comparamos con la produccion de metano enddgena.
En el lago Drake 2, la adicion de acetato estimul6 la velocidad de produccion de metano hasta 30
veces mas a 5 °C, mientas que la adicién de H2/CO- presenté un mayor estimulo en la velocidad de

produccién de metano a 20 °C aumentando 19 veces mas frente al endogeno.

En el lago China, donde el sedimento desde un inicio ya contiene una mayor concentracion de materia
organica, el estimulo por la adicion de sustrato metanogénico fue menor que lo observado en el lago
Drake 2. Si bien, en el resto de los lagos evaluados la produccion de metano a nivel endgeno no fue
detectada (luego de 638 dias de incubacion), la adicion de sustratos metanogénicos también
incrementd notablemente la velocidad de produccién de metano a todas las temperaturas de
incubacion. Estos resultados indicarian que, en estos lagos estudiados, la actividad metanogénica
estaria fuertemente limitada por la disponibilidad de sustratos metanogénicos en el sedimento. Los

cambios en la estructura de la comunidad en los lagos Drake 3, Green y Qil Tank, con sustratos

78



metanogénicos, junto con los valores de velocidad de produccidn de metano obtenida a partir de éstos
(Figuras 28 b, 29 b y 30 b), confirman aun méas que la metanogénesis en estos sitios de estudio esta

limitada por la falta de sustratos in situ.

Aunque la adicién de sustratos metanogénicos tuvo un efecto potenciador en la metanogénesis, la
estimulacion por el sustrato Ho/CO; fue mas pronunciado que con acetato, cuando los sedimentos
eran incubados a 20 °C. Este comportamiento también fue observado en lagos de agua dulce en los
trabajos de Nozhevnikova et al., (2007); Glissman (2004) y Schulz y Conrad (1996). En cambio,
cuando los sedimentos eran suplementados con H2/CO- a bajas temperaturas (5 y 10 °C), la velocidad
de produccion de metano detectada siempre fue significativamente menor a la obtenida con acetato
en las mismas condiciones de incubacion, con la excepcion de los lagos China y Drake 2, en donde
no se encontraron diferencias significativas. La mayor sensibilidad de la metanogénesis
hidrogenotrofica a la temperatura en relacion con la metanogénesis acetoclastica se evidenci por el
aumento en la E, de hasta ocho veces mas para la metanogénesis a partir de Ho/CO, con respecto a
la acetoclastica. El rango de valores de E. para la metanogénesis acetoclastica obtenidos en este
estudio estuvieron apenas por debajo a lo reportado con sedimentos subantarticos (39-131 kJ.mol;
Lavergne et al., 2021). Sin embargo, la metanogénesis hidrogenotréfica presente en la mayoria de
los lagos antarticos aqui evaluados (excepto los lagos China y Drake 2) exhibieron una mayor
sensibilidad a la temperatura que lo reportado en trabajo de Lavergne et al., 2021, donde se reporta
un rango de E, para la metanogénesis hidrogenotroéfica de 113-258 kJ.mol™* frente a lo obtenido en
los lagos Drake 1, Drake 3, Green, OQil Tank y Uruguay 165-570 kJ.mol™. La alta sensibilidad de la
metanogénesis hidrogenotroéfica por la temperatura podria sugerir que, en un escenario de aumento
de temperatura en los sitios de estudio y en presencia de H2/CO: in situ, el metano producido podria

ser generado a partir de la via hidrogenotroéfica.

Por otra parte, en los lagos China y Drake 2 (donde no se obtuvieron cambios significativos en la
produccion de metano ya sea a partir de acetato o H./CO; a 5 y 10 °C) se demostrd que los
metandgenos pertenecientes al género Methanosaeta siempre dominaron la comunidad de arqueas,
aun cuando los mismos fueron incubados con el sustrato H,/CO- (excepto en Drake 2 a 5 °C) (Figuras
26 y 27). Lo que sugiere que la via predominante de produccion de metano en estos lagos es la
metanogénesis acetoclastica. Ademas, el hecho de que este género solo pueda consumir acetato como
precursor metanogénico indicaria que estos metandgenos se encuentran presentes en la comunidad
microbiana junto con alguna bacteria capaz de consumir el H,/CO; para dar acetato como producto
y éste sea consumido por los acetoclasticos para dar como producto final el metano. Aunque la
metanogénesis hidrogenotrdfica es mas favorable que la acetogénesis quimiolitréfica (Conrad,
2020), se ha observado que, en condiciones de baja temperatura, las bacterias homoacetogénicas son

las principales consumidoras de hidrégeno y por lo tanto son altamente capaces de competir con las
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arqueas metanogénicas por dicho sustrato (Kotsyurbenko, 1993; Conrad, 1989). Una de las razones
por la cual se da esta accion es por la estructura de la membrana (fosfolipidos con enlace éster)
presente en las bacterias con respecto a las arqueas, lo que produce una mejor adaptacion a
condiciones de baja temperatura y que superen en nimero a la poblacion metanogénica (Sattley 2007;
Conrad, 2020). Ademas, la adaptacion de la estructura de la comunidad de arqueas en Drake 2
obtenida a partir de microcosmos sin sustrato (a 5y 20 °C), la cual fue muy diferente al sedimento
original pero similar a la comunidad del lago China, sugiere que la materia organica presente en estos
lagos estaria siendo metabolicamente convertida al mismo sustrato, acetato. Posiblemente, esta
conversion de la materia organica esté dada por las bacterias hidroliticas, fermentadoras, sintréficas
y homoacetogeénicas.

5.3 Cuantificacion de arqueas metanogénicas viables y totales en lagos
antarticos

Aunque la adicidén de sustrato potenci6 la actividad metanogénica en todos los lagos evaluados en
este trabajo, el crecimiento de arqueas metanogénicas a baja temperatura (5 °C) con el medio de
cultivo empleado fue excesivamente lento. La cuantificacion por el método de NMP en la mayoria
de los sitios de estudio estuvo por debajo del limite de deteccion de la técnica (<3,0 g sedimento
himedo) y solo se logré cuantificar el nimero de arqueas metanogénicas viables en el lago China
(acetoclasticas e hidrogenotrdéficas) y en Drake 3 (acetoclasticas). En estos lagos, la cuantificacion
de arqueas metanogénicas involucrd una fase de crecimiento de aproximadamente seis (China) y 12
meses (Drake 3). Resultados similares han sido reportados en el trabajo de Shulz y Conrad (1996),
donde no lograron cuantificar por NMP arqueas metanogénicas (ni acetoclasticas e
hidrogenotroficas) a 6 °C. En este trabajo se reporta que al cabo de cuatro meses solo se pudo detectar
una pequerfia fraccion de metano y que este tiempo podria ser demasiado corto para la cuantificacion
por NMP de metandgenos. El sitio de estudio en el trabajo de Shulz y Conrad (1996) trata de
sedimentos del lago Constanza (Alemania), el cual, por su ubicacion geogréfica, involucra una
cantidad de materia organica mayor con respecto a nuestros sitios de estudio, lo que sugiere que la

fase lag de nuestras incubaciones seria mayor a la observada en este trabajo

La cuantificacion de arqueas metanogénicas mediante métodos cultivo-dependiente (como el NMP)
es una actividad que puede involucrar mucho més sesgos por las condiciones de cultivo y, por ende,
en su lugar se busca estudiar la comunidad a través de métodos cultivo-independiente. La qPCR,
técnica cultivo-independiente, es una manera eficaz de determinar el nimero de copias de un gen
particular presente en el ADN extraido de una muestra ambiental (Steinberg y Regan, 2009). La

abundancia de arqueas metanogénicas en los lagos estudiados estuvo entre 1,57 x 10 (Slalom) a 9,08
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X 107 (China) copias de mcrA por cada gramo de sedimento seco. La abundancia promedio de
metanogenos hallada en estos lagos fue similar a lo obtenido en otros sitios de estudio dentro de la
Antartida como lo visto en el trabajo de Ma et al., (2018) (sedimentos subglaciales), en sedimentos
lacustres y permafrost en Alaska (Matheus Carnevali et al., 2015; Frank-Fahle et al., 2014). En
cambio, la abundancia hallada de metandgenos en estos lagos fue hasta dos 6rdenes de magnitud
menor a lo obtenido en sedimentos lacustres y suelos de humedales presentes en Alaska (Dellagnezze

et al., 2021) y sedimentos lacustres sub-antarticos (Lavergne et al., 2021).

5.4 Composicién de la comunidad de arqueas en sedimentos lacustres
antarticos

Para conocer la diversidad, estructura y composicion de la comunidad de arqueas en sedimentos de
lagos de agua dulce ubicados en la Antéartida maritima se utilizé secuenciacion masiva basada en los
genes ARNr 16S y mcrA. Sobre la base de los estimadores de diversidad y riqueza calculados
(Tabla 14), los lagos Long, Mondsee y Slalom presentan una comunidad similar en cuanto a riqueza,
diversidad de taxones y dominancia, encontrandose dominada por algunos pocos taxones (indices de
Pielou < 0,5). En cambio, el lago Kitezh present6 una diversidad mas alta y con una distribucion de
taxones mas homogénea. Particularmente, el lago China presentd un alto nimero de riqueza de
especies con un valor igual a 68 pero la diversidad en este lago fue baja y como lo indica el indice
de Pielou en este lago hay una clara dominancia de algunos taxones, lo cual puede deberse a la alta
abundancia del género acetoclastico Methanosaeta presente en este lago. En Drake 1, los indices
estimados para este lago indican que la comunidad de arqueas es diversa (bajo indice de Simpon, D
= 0,10) y est4 bien distribuida, es decir, no presenta dominancia de taxones. Una limitante del
presente trabajo fue la comparacion verdadera de la diversidad a nivel de arqueas encontradas en los
sitios de estudios frente a otros de similares caracteristicas y/o ubicacidn geogréafica. Existen pocas
investigaciones que estudien la comunidad de arqueas con las mismas herramientas moleculares aqui
utilizadas. Métodos moleculares como, clonado, t-RFLP, ARDRA y DGGE fueron los més utilizados
en afos anteriores a la era 6mica y no son tan completos en comparacion con el analisis que utiliza
un método de secuenciacion masiva o de alto rendimiento. Este Ultimo es capaz de relevar
diversidades que se encuentren en bajas proporciones en comparacion con otros métodos, donde los
clones detectados, por ejemplo, pueden revelar solo los organismos mas dominantes. Esto enfatiza
aun mas la importancia de la realizacién de este trabajo en esta region extrema. Teniendo esto en
cuenta, observamos que la diversidad de arqueas obtenida en este estudio supera la diversidad
encontrada en otros lagos antarticos como es el lago Yukidori-lke en el este de la Antartida, donde
realizaron clonado para analizar la diversidad de arqueas. En este lago, se obtuvieron indices de

Shannon y riqueza con valores que no superaron el 0,011 y 2, respectivamente (Chaya et al., 2020).
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En cambio, los indices de diversidad obtenidos en nuestro estudio fueron muy bajos en comparacién
con lo hallado en otros trabajos de ecosistemas frios como, por ejemplo, el estudio de la diversidad
de arqueas en los lagos de termokarst formados en el artico donde se encontr6 una riqueza promedio
de 833 OTU y un indice de Shannon y Simpson promedio de 3,64 y 0,92, respectivamente (De Jong
etal., 2018).

El andlisis de ASv obtenidas a partir de la secuenciacion masiva del gen ARNr 16S de arqueas en los
sitios de estudio mostré grandes diferencias en la composicion y estructura en la comunidad de
arqueas entre los lagos evaluados. Los lagos Kitezh, Long, Mondsse, Slalom, Qil Tank y Uruguay
mostraron una composicién similar de la comunidad a nivel de arqueas, donde las phyla
Crenarchaeota y Nanoarchaeota fueron las secuencias de ARNr 16S méas dominantes dentro de la
comunidad. Principalmente el phylum Crenarchaeota estuvo representado por secuencias afiliadas
a dos familias, Nitrososphaeraceae y Nitrosotaleaceae, las cuales fueron recientemente reubicadas
en dicho phylum. Las arqueas ubicadas dentro de estas familias estan involucrados en la oxidacion
del amoniaco, paso inicial y limitante en la nitrificacion (Zhao et al., 2021), lo que sugiere que en
estos lagos aparentemente el ciclo de nitrégeno por arqueas tendria mayor importancia. Se ha
observado gue arqueas oxidantes de amonio (AOA) pertenecientes a la familia Nitrososphaeraceae
prefieren ambientes bajos en contenido de nitrégeno y con bajos niveles de pH (menores a 5,5) (Hetz
y Horn, 2021). En lagos de agua dulce se ha observado que las AOA en general se encuentran en
ambientes con bajo contenido de nutrientes y que que la concentracion de amonio es uno de los
principales factores que regulan la abundancia y distribucion de AOA (Bollman et al., 2014). En
estos ecosistemas las AOA son favorecidas en condiciones de baja concentracion de amonio,
explicado por los bajos valores de Km para el amonio/amoniaco (Bollman et al., 2014). Ademas, en
estudios de enriquecimiento con cultivos de AOA en sistemas de agua dulce se obtuvo que otros
factores ambientales como el pH y la exposicion a la luz pueden también afectar su abundancia
(French et al., 2012), encontrandose mayor abundancia de AOA en ambientes bajos en amonio, poca
luz y pH bajo (French et al., 2012; Bollaman et al., 2014; Juottonen et al., 2020). En consecuencia,
las AOA halladas en nuestros sitios de estudio se encontraron en mayor abundancia en aquellos sitios
con baja cantidad de nitrégeno y el Candidatus Nitrosotalea mostré abundancias relativas mas altas

en lagos con bajo pH y profundidades mayores (mas oscuros) (Tabla 15).

Por otra parte, dentro del pylum Nanoarchaeota, que ubica a arqueas de genomas de pequefio tamafio,
capacidad metabdlica limitada y vida simbidtica (Jarett et al., 2018), se hall6 Gnicamente arqueas
pertenecientes al orden Woesearchaeales. Se ha observado que estas arqueas son capaces de
metabolizar el carbono e hidrégeno bajo condiciones anoxicas, lo cual puede asociarse con estilos de
vida simbidéticos y/o basados en fermentacion. Estudios de coocurrencia demuestran una existencia

de consorcios potenciales entre arqueas pertenecientes al orden Woesearchaeales y metandgenos
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(Liuetal., 2018). En Liu et al., 2018 se plantea la hipdtensis de la existencia de un proceso sintréfico
entre el consorcio Woesearchaeales y metandgenos, donde las primeras apoyan el crecimiento de
metanogenos gue usan acetato e H,/CO.. Por lo tanto, se especula con Woesearchaeota como socios
de metandgenos y que podria afectar directamente el tipo de metandgenos presentes en el medio
ambiente y la tasa de formacién de metano (Liu et al., 2018). Interesantemente, el Asv3 afiliado al
orden Woesearchaeales fue el Asv con més prevalencia al estar presente en todos los lagos
muestreados. De las pruebas de correlacion solo se obtuvo que las arqueas del orden
Woesearchaeales se correlacionaron positivamente con la relacion C:N. Se ha reportado que las
arqueas pertenecientes al orden Woesearchaeales eran dominantes en lagos boreales de Suecia, con
una abundancia relativa mayor al 80 % de toda la comunidad de arqueas. Woesearchaeales también
han sido hallados en otros ecosistemas articos como en suelo de humedales (Dellagnezze et al.,
2021), sedimentos de lagos termokarst en el artico (Matheus Carnevali et al., 2018) y, ademas, en
ecosistemas sub-antarticos como sedimentos de lagos (Lavergne et al., 2021).

Como se menciona en la seccién 1.5, las arqueas metanogénicas se agrupan en tres phyla,
Euryarcheaota, Halobacterota y Thermoplasmatota, las cuales fueron halladas en los sitios de
estudio. Hubo un claro predominio de secuencias de ARNr 16S de arqueas metanogénicas en las
comunidades de arqueas de sedimentos de los lagos China, Drake 1, Drake 2, Drake 3 y Green. En
constraste, las arqueas metanogénicas en el resto de los lagos solo representaron menos del 10 % de
la comunidad. A partir de las secuencias de ARNr 16S obtenidas de los sedimentos de los lagos
China, Drake 1, Drake 2, Drake 3, Green, se encontraron hasta 24 ASv correspondientes a
metandgenos. Entre ellos, los géneros Methanosaeta (orden Methanosarcinales), Methanoregula
(orden Methanomicrobiales), Methanosarcina (orden Methanosarcinales) y Methanosphaerula
(orden Methanomicrobiales), fueron los que se encontraron en mayor abundancia relativa en toda la
comunidad de arqueas. A diferencia de lo observado en estos lagos, en Kitezh, Long, Mondsee y
Slalom solo se hallaron seis Asv de las cuales las pertenecientes al género Methanosaeta fueron las
mas abundantes en Kitezh. En el resto de los lagos las abundancias relativas de secuencias ARNr
16S de metandgenos fueron menores al 1 % (Figura 18). De acuerdo con nuestros resultados, la
existencia de arqueas metandgenicas también ha sido confirmado en varios estudios realizados en la
Antartida. El estudio de la estructura de la comunidad de microorganismos en el lago Yukidori-lke
en el este de la Antartida, mostré que la comunidad de arqueas se encontraba dominada por
secuencias ARNr 16S pertenecientes al género Methanosarcina, el cual ocupd un 97,2 % de la
comunidad, y el género Methanosaeta, ambos clones compartieron un 99,0 y 98,1 % de similitud
con las especies Methanosarcina subterrdnea y Methanosaeta concilii, respectivamente (Chaya et
al., 2020). Los géneros Methanosarcina, Methanosaeta, Methanoregula fueron los principales
metandgenos encontrados en otros ecosistemas en ambientes frios como estanques de deshielo en el

Avrtico alto canadiense (Negandhi et al., 2013) y en de sedimentos subglaciales (Stibal et al., 2012 y
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Ma et al., 2018). Arqueas metanogénicas ubicadas dentro del género Methanosaeta fueron halladas
como las mas abundantes ocupando méas del 60 % de la comunidad de arqueas presentes en
sedimentos de humedales articos ubicados en Noruega (Blake et al., 2015). Del mismo modo, altas
abundancias relativas de Methanosaeta fueron observadas en sedimentos de lagos de agua dulce en
Alaska (entre un 46,8 a 60,9 % de la comunidad de arqueas). Ademas, en estos sedimentos
Methanoregula fue el segundo género metanogénico de mayor abundancia ocupando de un 14 a 25
% de la comunidad recolectada (Dellagnezze et al., 2021). Sin embargo, a diferencia de estos estudios
realizados en ecosistemas articos, en nuestros analisis no se hall6 el grupo Rice cluster I1. Este grupo
no cultivado de arqueas metanogénicas nombradas asi por la base de datos SILVA (version SILVA
138) y asignadas al orden Methanomicrobiales, ha sido propuesto como parte de una nueva familia
denominada Candidatus Methanoflorentaceae y reasignada al orden Methanocellales (Mondav et
al., 2014). En base al estudio de su genoma, se ha descubierto que pueden producir metano por la via
hidrogenotrofica a partir de H,/CO,, formiato y folmaldehido (Mondav etal., 2014). Se ha
demostrado que la distribucion de este grupo de metandgenos es amplia, encontrdndose en
ecosistemas templados, subtropicales y marinos con un amplio rango de condiciones fisicoquimicos
(Mondav et al., 2014). Aln asi, tiene una fuerte presencia en ambientes articos (Kotsyurbenko et al.,
2004; Yavitt et al., 2011; Mondav et al., 2014; Juottonen et al., 2015), no encontrandose, hasta el

momento, en muestras provenientes desde el hemisferio sur como regiones subantarticas y antarticas.

En el presente estudio, ademas, relevamos la composicion y estructura de arqueas metanogénicas
mediante el analisis de genes mcrA en lagos que fueron muestreados en el afio 2020. Los resultados
obtenidos aqui revelan nuevamente la dominancia de Methanosarcina (familia Methanosarcinaceae)
(Figura 24 y 25). Sin embargo, a diferencia de lo obtenidos con el analisis de genes ARNr 16S, la
diversidad de metandgenos fue mayor con el analisis de genes mcrA. Este permiti6 revelar arqueas
metanogénicas en los lagos Oil Tank y Uruguay, no obtenidas con secuencias ARNr 16S. Secuencias
de metandgenos pertenecientes a la familia Methanobacteriaceae (orden Methanobacteriales) fueron
halladas en Oil Tank a través del andlisis de genes mcrA. Ademas, arqueas metanogénicas
pertenecientes al orden Methanomicrobiales fueron las mas abundantes con abundacias relativas
proximas al 68 %, siendo el género Methanoregula el mas dominante, ocupando un 35 % de la
comunidad de metandgenos en este lago. Si bien la presencia de los géneros hidrogentréficos
pertenecientes a los ordenes Methanomicrobiales y Methanobacteriales fueron los mas abundates en
este lago, la produccion de metano fue mayormente realizada por Methanosarcina tanto a partir de
acetato como de Ho/CO,, a 5y 20 °C (Figura 29). Lo que sugiere que la metanogéneisis en el lago
Oil Tank seria realizada por arqueas metanogénicas pertenecientes al género Methanosarcina. Este
género también fue hallado en altas abundancias en el lago Uruguay y al igual que lo sucedido en
Oil Tank, podria explicar la produccion de metano a partir de los sustratos acetato 0 H./COa.

Asimismo, la presencia de metandgenos aceoclasticos como Methanosaeta puede explicar la
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produccién de metano a partir de acetato. La obtencion de metano a partir de acetato solo a 15y 20
°C en este lago podria deberse a una poblacion de Methanosarcina y/o Methanosaeta activa a
temperaturas mesofilas. Ademas, el analisis de genes mcrA permitié recuperar en este lago arqueas
metanogénicas con metabolismo hidrogenotréfico pertenecientes a los ordenes Methanomicrobiales
y Methanobacteriales. Estos metandgenos hidrogenotréficos junto a la presencia del género
Methanosarcina también podrian explicar la produccion de metano a partir del sustrato Hy/CO2. A
diferencia del gen ARNr 16S que cuenta con una vasta base de datos de secuencias disponibles, la
del gen mcrA es incompleta ain, no logrando muchas veces clasificar secuencias méas alla del
phylum. Para el lago Uruguay, ademéas de las arqueas metanogénicas antes mencionadas, la
comunidad de metanogénos fue dominada por secuencias que solo pudieron ser afiliadas al phylum
Euryarchaeota.

Por ultimo, el andlisis de secuencias de genes mcrA nos permitié observar una mayor riqueza de
taxones frente a lo obtenido con el estudio del gen ARNr 16S (Tabla 16). Esto se debe a la naturaleza
altamente conservada de los genes ARNr 16S y al hecho de estar secuenciando solo una pequefia
region del gen, lo que en consecuencia genera que aquellos taxones estrechamente relacionados no
se logren diferenciar correctamente (Johnson et al., 2019). Por otra parte, la diferenciacion entre
taxones con secuencias mcrA ofrece una mayor resolucion frente a la asignacion con secuencias
ARNr 16S debido que el namero de diferencias por sitio en fragmentos de secuencias mcrA es de
2-3 veces més alto que lo observado en secuencias completas de ARNr 16S (Montoya et al., 2011).

5.5 Reestructuracion de la comunidad de arqueas en respuesta al sustrato
metanogénico y/o temperatura

Con el fin de obtener una comprension mas profunda de los efectos de la adicién de sustratos
metanogénicos y/o temperatura en la comunidad de arqueas, se estudio la estructura de ésta mediante
analisis de secuencias ARNr 16S en los microcosmos incubados con o sin sustrato metanogénico, a
5y 20 °C. Como se esperaba, en la mayoria de los lagos (excepto China), la adicién de sustrato
metanogénicos en los microcosmos provocO una reestructuracion en la comunidad de arqueas
potenciando el aumento de la abundancia relativa de metandgenos. Sin embargo, en el lago China el
perfil de la comunidad se mantuvo similar al sedimento original en todas las condiciones de estudio.
Por otra parte, se observo que los lagos respondieron de manera diferente a la adicion de sustrato
metanogénico, obteniéndose asi dos patrones: en la mayoria de los microcosmos de los lagos Drake
3, Green (excepto a 20 °C con Hy/CO>) y Oil Tank las secuencias més predominantes fueron de
género Methanosarcina, en cambio en los lagos Drake 2 (excepto a 5 °C con H2/COy) y China fue

del género Methanosaeta.

85



Es bien sabido que los géneros Methanosaeta y Methanosarcina son los Ginicos metandgenos capaces
de utilizar el acetato como sustrato para la produccion de metano. Metandgenos pertenecientes al
género Methanosarcina son organismos con una alta velocidad de crecimiento capaces de realizar
las tres vias metabolicas de produccion de metano conocidas como la hidrogenotréfica, acetoclastica
y metilotréfica (ver seccidn 1.4). Ademas, estas arqueas metanogénicas son capaces de crecer en
altas concentraciones de acetato (0,2-1,2 mM) al presentar un alta constante de saturacion media (Ks)
(Lu et al., 2015; Chen et al., 2016). Estas caracteristicas de Methanosarcina podrian explicar su
dominancia en los microcosmos de los lagos Drake 3, Green y Oil Tank con el agregado de altas
concentraciones de acetato. Ademas, la dominancia de este tipo de metangenos no fue afectada por
la temperatura de incubacion, demostrando una vez més de que se tratarian de especies de
Methanosarcinas psicrotolerantes y/o mesdéfilas. Sin embargo, cuando se cambia el sustrato
metanogénico a Ho/CO; el comportamiento no es el mismo que el observado con acetato. Como se
menciéno en la seccion 5.2, la produccion de metano a partir del H2/CO; a bajas temperaturas fue
muy baja con respecto a lo obtenido a altas temperaturas y, ademas, el sustrato se utiliz6 en
porcentajes menores al 5 % (datos no mostrados). Lo que sugiere que en estas condiciones las arqueas
metandgenicas hidrogenotroficas presentes en los lagos Drake 3, Green y Oil Tank no se vieron
favorecidas. Sin embargo, no se pudo explicar lo que sucede con Methanosarcinaa 5 °C en Drake 2

con el agregado de H,/COx.

En cambio, cuando se aumentd la temperatura de incubacion, la utilizacién de H,/CO, y la
produccion de metano fue potenciada a causa del enriquecimiento de los géneros Methanosarcina
(en los lagos Drake 3y Oil Tank) y Methanobacterium (en el lago Green) (Figuras 28, 29y 30). En
el lago Green, el incremento de la temperatura y el cambio del sustrato provocaron un cambio en la
estructura de la comunidad de arqueas metanogénicas en donde se vieron favorecidos metanogénos
pertencencientes al género Methanobacterium. Este género metanogénico, el cual se caracteriza por
utilizar pricipalmente H,/CO, como precursor metanogénico, comprende hasta el momento de 41

especies con nombre validamente publicado (segun lo indica la base de datos http://Ipsn.dsmz.de)

gue, excluyendo las especies termofilas, la mayoria de las especies se describen como meséfilas con
temperaturas Gptimas que se aproximan entre 28-40 °C. Incluyendose aquellas especies que han sido
aisladas de ambientes frios como el artico (Krivushin et al., 2009 y Shcherbakova et al., 2010). En
base a lo antes mencionado, los resultados obtenidos para este microcosmos, suplementado con

H2/CO,y 20 °C, estarian dentro de lo esperado.

La produccion de metano a través de la via acetoclastica ha sido reportada como la predominante en
sedimentos lacustres a bajas temperaturas (Schulz y Conrad, 1996; Zepp et al., 1999 y Nozhevnikova
et al., 2002), lo que coincide con los hallazgos de este estudio para el lago China 'y Drake 2. Ademas,

el andlisis de la comunidad de sedimentos a bajas temperaturas, han demostrado una alta dominancia
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del género acetoclastico Methanosaeta (Zapp et al., 1999; Lavergne et al., 2021; Dellagnezze et al.,
2021). En concordancia con estos estudios, el analisis de la comunidad en el lago China y Drake 2
demostrd siempre una alta prevalencia de secuencias pertenecientes al género Methanosaeta tanto
en la muestra in situ (a tiempo cero) como en microcosmos sin y con agregado de sustrato. En
contraste al género Methanosarcina, Methanosaeta spp. es estrictamente acetocléstico, solo
pudiendo utilizar acetato como sustrato para la produccion de metano. Ademas, son organismos de
lento crecimiento que presentan una alta afinidad por el acetato, lo que produce una baja constante
de saturacion media (Ks) para el crecimiento sobre este sustrato (Chen y He, 2015). Por ende,
metanogenos pertenecientes al género Methanosaeta se ven favorecidos en condiciones de bajos
niveles de acetato (< 100 pM) (Conrad, 2007). Sin embargo, en microcosmos proveniente de
sedimentos de los lagos China y Drake 2 en condiciones de altos niveles de acetato (5 mM), se
encontr6 a Methanosaeta spp. como el metandgenos mas dominante de la comunidad (con
abundancias relativas mayores al 60 %), a bajas y altas temperaturas. Para el lago China, esta
respuesta podria estar explicada por la alta abundancia de Methanosaeta spp. y la baja abundancia
relativa de Methanosarcina spp. in situ (abundancias relativas menores al 4 % de la comunidad de
arqueas totales) sumado a una alta actividad por parte de los metan6genos acetoclasticos, como se
reporté también en Dellagnezze et al., 2021. En cambio, para el lago Drake 2 los altos niveles de
acetato no fue un impedimento para el enriquecimiento de Methanosaeta a 5y 20 °C, desplazando a
Methanosarcina a porcentajes menores al 5 %. Varios estudios previos, con foco en los procesos de
digestion anaerobia, han reportado el dominio de Methanosaeta a altas concentraciones de acetato
(Chen y He, 2015; Franke-Whittle et al., 2014; van Haandel et al., 2013), lo que indicaria que este
comportamiento podria estar muy extendido en la digestién anaerobia a diferencia de lo observado
en ecosistemas naturales con altos niveles de acetato. En Chen et al., (2016) se sugiere la existencia
de una divergencia en la relacion competitiva entre las poblaciones de Methanosaeta y
Methanosarcina ain no caracterizadas frente a las reportadas en la literatura. Ademas, enfatiza la
importancia de identificar las diferencias genéticas y fisioldgicas entre las especies de Methanosaeta
capaces de tener una alta actividad a niveles elevados de acetato de aquellas que no lo son, como

también, determinar su distribucion.

A diferencia de lo observado en los lagos Drake 3, Green y Oil Tank a5 °C y con H2/CO,, en el lago
Drake 2 las metanogénicas pertenecientes al género Methanosarcina fueron los mas dominantes de
la comunidad. Lo que sugiere que no solo las condiciones impuestas en este trabajo estarian
influyendo en el crecimiento de Methanosarcina si no que otros factores ambientales, presentes en
Drake 2, lo estarian haciendo. Se observé también que en este lago a 20 °C y con H2/CO,, aumenta
Methanosaeta respecto a lo que ocurre con el mismo sustrato pero a 5 °C. Hasta el momento, en la
litetaratura no se ha reportado la existencia de especies de Methanosaeta capaces de metabolizar el

H,/CO; para producir metano, por lo tanto, se podria pensar la presencia de homoacetogénicas
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mesofilas consumidoras de hidrégeno que producen acetato y éste seria utilizado en una ultima
instancia por Methanosaeta. Resultados similares se obtuvieron para el lago China, con respecto a

este lago ya se discutio en la seccion 5.2.
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6. Conclusiones

En este estudio se demostré que el aumento de la temperatura tiene gran influencia en la
metabolizacion de la materia organica por parte de la comunidad microbiana y sobre todo en la
actividad metanogénica. Ademas, mediante la obtencién de las velocidades de produccion de metano
se obtuvo que las temperaturas éptimas de produccion de metano serian iguales o mas altas que la
méaxima temperatura aqui ensayada (20 °C). Se demostrd que la actividad metanogénica no solo
estaria limitada por la temperatura, sino que la escasez de materia orgénica y/o sustrato metanogénico
también estaria influyendo en el potencial de produccion de metano en este ecosistema. La adicion
de sustratos metanogénicos a ensayos en microcosmos, como el acetato e H,/CO,, permitieron
observar que las vias acetoclastica e hidrogenotrofica estaban presentes en la comunidad y
presentaban diferencias en la produccion de metano dependiendo de la temperatura de incubacion.
La produccion de metano a partir del sustrato acetato siempre fue mayor a bajas temperaturas,
mientras gque a altas temperaturas predomind la produccion de metano hidrogenotréfica en la mayoria
de los sitios de estudio. Estos resultados indicarian que, en un escenario de calentamiento global, la

via hidrogenotréfica seria la via que contribuya mas a las emisiones de este gas de efecto invernadero.

El anélisis de la diversidad mediante el uso de herramientas 6micas como la secuenciacion masiva
del gen universal ARNr 16Sy el gen funcional mcrA, permitié revelar una baja diversidad de arqueas
que en la mayoria de los sitios de estudio estuvo en gran parte dominada por arqueas metanogénicas.
Secuencias génicas de metandgenos pertenecientes a los géneros Methanosarcina, Methanoregula,
Methanobacterium, Methanosphaerula y Methanosaeta fueron las mas abundantes en la mayoria de
los sitios de estudio. Sin embargo, en tres de los 11 lagos estudiados el analisis de la comunidad de
arqueas demostro la alta abundancia de arqueas con metabolismo oxidante de amonio, indicando que
en estos lagos el ciclo de nitrégeno por arqueas tendria mayor importancia. Por otra parte, se hallé
gue secuencias ARNr 16S pertenecientes al orden Woesearchaeales fueron las Unicas compartidas

entre la comunidad de arqueas de todos los lagos.

Se logr6 también demostrar la reestructuracion que sufre la comunidad de arqueas frente a diferentes
sustratos metanogénicos y cambio de temperatura. Sobre la base de nuestros resultados, se puede
sugerir que los principales metandgenos involucrados en la produccion de metano serian los
pertenecientes a los géneros Methanosaeta y Methanosarcina. Ademas, los resultados obtenidos
dejan al descubierto una posible competencia entre Methanosaeta y Methanosarcina por el acetato,
muy diferente a lo expuesto en la literatura, lo que indicaria la presencia de especies nuevas de

Methanosaeta con una maquinaria enzimatica divergente a lo conocido hasta el momento.
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7. Perspectivas

Sobre la base de los resultados obtenidos en esta tesis, es de gran interés obtener mas informacion
del potencial metabdlico de las arqueas metanogénicas presentes en este escosistema. Para esto, se
propone la realizacion de analisis metagenémicos en la comunidad microbiana. Este abordaje nos
permitiria conocer si en este tipo de ecosistema existen nuevas rutas metabolicas existentes en las
argqueas metandgenicas presentes aun no descritas en la literatura. Ademas, un analisis metagenémico
donde se secuencia el ADN total de una muestra dada y junto al ensamblado de secuencias se podria
llegar a obtener secuencias completas del gen ARNr 16S, lo que nos podria permitir también la

identificacion de nuevas especies y/o géneros metagenémicos.

Por otra parte, para complementar nuestros resultados, se propone el desarrollo de ensayos con
sustratos marcados. La evaluacion de actividades metanogénicas potenciales a temperaturas
psicrofilas cercanas a las in situ y mesofilas, a partir de microcosmos con adicién de sustratos
marcados, nos podria aportar conocimiento sobre cual via metanogénica es la que aporta mas a la
produccion de metano en este tipo de ecosistema. Para esto se realizarian incubaciones con sustratos
metanogénicos marcados como **C-2-acetato y **C-bicarbonato, los cuales nos permitirian evaluar
la via acetoclastica e hidrogenotrofica, respectivamente. Ademas, se puede complementar con otros
andlisis moleculares como la secuenciacién de amplicones (por ejemplo, ARNr 16S y/o mcrA) para
conocer la taxomia de aquellos microorganismos que se encuentran activos y que utilizan dichos

sustratos.
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Apéndices

Apéndice 1. Abundancia de arqueas totales y arqueas metanogénicas en
sedimentos lacustres antarticos

Cycling A Green (Page 1)
R=0,99406
R"2=0 98816
o M=2.450
_ | B=34 747
Efficiency=0,95

1f 0% +f 0" T

Concentration

=N
=

FIGURA 1. a. Curva de calibracion a partir de la dilucidn del estdndar generada para la cuantificacion de arqueas totales en
los sedimentos. Puntos de color azul corresponden a las réplicas de las diluciones del estandar y puntos color rojo
corresponden a la amplificacion de genes ARNr 16S de arqueas en los sedimentos. b. Curva de metlting realizada para

avaluar la formacién de productos no-especificos o dimeros de cebadores.
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Cycling A Green (Page 1)]
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FIGURA 2. a. Curva de calibracidn a partir de la dilucion del estdndar generada para la cuantificacién de arqueas
metanogénicas en los sedimentos. Puntos de color azul corresponden a las réplicas de las diluciones del estandar y puntos
color rojo corresponden a la amplificacion de genes mcrA de arqueas en los sedimentos. b. Curva de metlting realizada para

avaluar la formacidn de productos no-especificos o dimeros de cebadores.
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Apéndice 2. Composicion y estructura de la comunidad de arquea por

secuenciacion masiva del gen ARNr 16S

TABLA 1. Resultados de las etapas de procesamiento de datos y estadisticas de
secuenciacion de recuentos de lecturas

Secuencia Después de Eliminacién
Muestra sin procesar  Luego del eliminar ruido  de quimeras y
(Lago) (2x, pair filtrado y fusionar la
end) lecturas clasificacion

Kitezh 101727 78506 78102 71984
Long 115408 89429 88976 82717
Mondsee 104349 82047 81562 76841
Slalom 89718 70876 70468 65809
China 173953 167833 166928 135735
Drake 1 118938 112088 110566 9316
Drake 2 112595 105327 104203 55913
Drake 3 109175 99477 97840 33382
Green 123549 117401 116134 12887
Oil Tank 82116 72810 71994 40023
Uruguay 115574 109339 108440 90279
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FIGURA 3. Perfiles de calidad basados en puntuaciones de calidad Phred para lecturas de secuenciacion foward. Esta
visualizacion resume la distribucion del puntaje de calidad en referencia a la posicién de cada base en las secuencias

(denotado como "Cycle").
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FIGURA 4. Perfiles de calidad basados en puntuaciones de calidad Phred para lecturas de secuenciacion foward. Esta
visualizacion resume la distribucion del puntaje de calidad en referencia a la posicidn de cada base en las secuencias

(denotado como "Cycle").
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FIGURA 5. Perfiles de calidad basados en puntuaciones de calidad Phred para lecturas de secuenciacion foward. Esta

visualizacion resume la distribucion del puntaje de calidad en referencia a la posicion de cada base en las secuencias

(denotado como "Cycle").
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FIGURA 6. Perfiles de calidad basados en puntuaciones de calidad Phred para lecturas de secuenciacion reverse. Esta
visualizacion resume la distribucion del puntaje de calidad en referencia a la posicion de cada base en las secuencias

(denotado como "Cycle").

107



G-Green-Archea_S12_L001_R2_001 fastg K.Kithez_S3_L001_R2_001.fastg
40 1
301
201
-'1:] ;l\
el |
i 'l
'10 T A 1DD%
o
S 01 Reads: 123549 Reads: 101727 0%
w
iy L.Long_S3_LO001_RZ2_001.fastq MMondsee_S3_L001_R2_001fastg
™ 40
=] e
© T
e A
301
201
o [
4 L i
1 f\'lll
10 ,,L '\; 100%
01 Reads: 115408 Reads: 104349 0%
0 100 200 300 0 100 200 300
Cycle

FiGurA 7. Perfiles de calidad basados en puntuaciones de calidad Phred para lecturas de secuenciacion reverse. Esta
visualizacion resume la distribucion del puntaje de calidad en referencia a la posicion de cada base en las secuencias

(denotado como "Cycle").
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FiGURA 8. Perfiles de calidad basados en puntuaciones de calidad Phred para lecturas de secuenciacion

reverse. Esta visualizacion resume la distribucion del puntaje de calidad en referencia a la posicion de

cada base en las secuencias (denotado como "Cycle™).
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FIGURA 9. Gréficos de indices de aprendizaje de error del conjunto de datos utilizando el pipeline DADA2 para lecturas
forward. Las tasas de error se representan como la frecuencia de error asociada con cada posible transicion (por ejemplo,
T a A) con respecto a la puntuacion de calidad de consenso relacionada. Las tasas de error observadas se representan como
puntos negros. Las tasas de error estimadas fueron aprendidas por el programa DADA?2 y se trazan como la linea negra. Las

tasas de error esperadas se basan en la definicion nominal de los puntajes de calidad Phred y se trazan como la linea roja.
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FiGura 10. Gréficos de indices de aprendizaje de error del conjunto de datos utilizando el pipeline DADA2 para lecturas
reverse. Las tasas de error se representan como la frecuencia de error asociada con cada posible transicion (por ejemplo, T
a A) con respecto a la puntuacion de calidad de consenso relacionada. Las tasas de error observadas se representan como
puntos negros. Las tasas de error estimadas fueron aprendidas por el programa DADAZ2 y se trazan como la linea negra. Las

tasas de error esperadas se basan en la definicién nominal de los puntajes de calidad Phred y se trazan como la linea roja.
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FIGURA 11. a. Gréfico de rarefaccion que ilustra la profundidad de secuenciacidn con respecto al nimero de ASV a
nivel de arqueas observados. b. Grafico de rarefaccion (a una escala maxima en el eje x de 1600 secuencias por
muestra) que ilustra la profundidad de secuenciacién con respecto al nimero de ASV observados. Se muestra como la
profundidad de secuenciacidn en los lagos Kitezh, Drake 1 y Green permitio revelar el maximo de riqueza observada

para esos lagos.
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Apéndice 3. Diversidad beta

TABLA 2. NUmero y taxonomia de las Asv de arqueas compartidas entre los lagos Long, Mondsee y Kitezh.

N° de AsV .
Lagos . Taxonomia
compartidos

ASV2:f__Nitrosotaleaceae;
ASV3:0__ Woesearchaeales;
Long | Mondsee | Slalom 5 ASVG6:Nitrosarchaeum;
ASV7:Methanoregula;
ASV55:f  Nitrososphaeraceae

[E=Y

Long | Slalom ASV184:f Nitrosopumilaceae

[E=Y

Long | Mondsee ASV645:f Candidatus lainarchaeum

Mondsee | Slalom 1 ASV4:Candidatus Nitrosotalea

ASV1:Methanosaeta;

ASV135:f _GW2011 GWC1_47_16;

Long 5 ASV323.0__Aenigmarchaeales;
ASV632:0__Micrarchaeales;

ASV2186:Candidatus Nitrososphaera

Mondsee 1 ASV135:f GW2011 GWC1 47 17

ASV17:Methanosphaerula;

ASV33:f__Methanomassiliicoccaceae;

Slalom 5 ASV45:Candidatus Nitrocosmicus;
ASV135:f GW2011 GWC1 47 19;

ASV2017:AR15
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TABLA 3. NUmero y taxonomia de las Asv de arqueas compartidas entre los lagos Kitezh, Oil Tank y
Uruguay.

N° de Asv .
Lagos Taxonomia

compartidas
. . ASV1:Methanosaeta;
Kitezh | Oil Tank [Uruguay 2 ASV3:0 Woesearchaeales

ASV6:Nitrosarchaeum;
Kitezh | Oil Tank 3 ASV7:Methanoregula;
ASV55:f  Nitrososphaeraceae

ASV9:Methanosarcina;
ASV33:f__Methanomassiliicoccaceae;
Oil Tank | Uruguay 5 ASV292:c__ Bathyarchaeia;
ASV632:0__Micrarchaeales;
ASV645:f Candidatus lainarchaeum

ASV2:f _Nitrosotaleaceae;

Kitezh 3 ASV45:Candidatus Nitrocosmicus;
ASV135:f GW2011 GWC
Oil Tank 1 ASV135:f GW2011 GWC1 47 18

SV4:Candidatus Nitrosotalea;
ASV501:Candidatus
Methanoperedens;
ASV1584:f CG1-02-32-21

Uruguay 3
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TABLA 4. NUmero y taxonomia de las Asv de arqueas compartidas entre los lagos China, Drake 1, Drake 2,
Drake 3y Green.

N° de AsV .
Lagos Taxonomia

compartidas
ASV1:Methanosaeta
ASV3:0__Woesearchaeales
ASV9:Methanosarcina
ASV17:Methanosphaerula
ASV33:f __Methanomassiliicoccaceae
ASV44:Methanobacterium

China | Drake 1 | Drake 2 | Drake 3 | Green 6

ASV7:Methanoregula

China | Drake 2| Drake 3 | Green 2 ASV392:0 Methanomicrobiales
China | Drake 2 | Drake 3 1 ASV135:f GW?2011 GWC1 47 15
China | Drake 3 1 ASV6:Nitrosarchaeum
ASV292:c_ Bathyarchaeia
China | Drake 2 3 ASV632:0__Micrarchaeales
ASV1784:.c_ Odinarchaeia
China | Drake 1 | Drake 2 1 ASV506:Methanospirillum
Drake 1 | Drake 2 | Drake 3 | Green 1 ASV55:f Nitrososphaeraceae
Drake 1 | Drake 3 | Green 1 ASV1227:f Methanocellaceae
Drake 2 | Drake 3 1 ASV501:Candidatus
Methanoperedens
China 1 ASV2220:Candidatus Altiarchaeum
Drake 2 1 ASV1504:c  Thermoplasmata
Drake 3 2 ASV45:Candidatu§ Nitrocosmicus
ASV2302:f Rice Cluster Il
Green 1 ASV1743:0__Marine Group Il
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TABLA 5. NUumero y taxonomia de los asv de arqueas compartidos entre el total de lagos evaluados

en este trabajo.

Lagos

N° de Asv
compartidas

Taxonomia

China | Drake 1| Drake 2 | Drake 3| Green |

Kitezh | Long | Mondsee | Oil Tank | 1 0__Woesearchaeales
Slalom| Uruguay
China | Drake 1| Drake 2 | Drake 3| Green
Ki'ltezh | Lor|19 | Oil Ta|nk | Uruéuay | 1 ASV1:Methanosaeta
China | Drake 2 | Drake 3 | Green | Kitezh
|Lon|g | Mond|see | il Tlank | S||a|om . ASVT7:Methanoregula
China | Drake 3 | Kitezh | Long | Mondsee | 1 ASV/6:Nitrosarchaeum
Oil Tank | Slalom
China | Drakg 1| Drake 2 |Drake 3 |Green 1 ASV/9:Methanosarcina
|Oil Tank | Uruguay
China | Drake 1 | Drake 2 | Drake 3 | Green | 1 ASV17:Methanosphaerula
Slalom
China | D_rake 1 |Drake 2| Drake 3 |Green 1 ASV33:f__Methanomassiliicoccaceae
|Oil Tank | Slalom | Uruguay —
China | Drake 1 | Drake 2 | Drake 3 |Green 1 ASV44:Methanobacterium
China | Drake 2 | Drake 3 | Kitezh 1 ASV135:f GW2011 GWC1 47 15
China | Drake 2 | Oil Tank | Uruguay 1 ASV292:c_ Bathyarchaeia
China | Drake 2 | Drake 3 | Green 1 ASV392:0__Methanomicrobiales
China | Drake 1 | Drake 2 1 ASV506:Methanospirillum
China | Drake 2 | Long | Oil Tank | Uruguay 1 ASV632:0 Micrarchaeales
China | Drake 2 1 ASV1784:c_ Odinarchaeia
Drake 1 | Drake 2 | Drake 3 | Green | Kitezh .
| Lonl; | Mon dslee | il TLnk | Slallom 1 ASV55:f _ Nitrososphaeraceae
Drake 1 | Drake 3 |Green 1 ASV1227:f Methanocellaceae
ASV501:Candidatus
Drake 2 | Drake 3 | Uruguay 1 Methanoperedens
Drake 3 | Kitezh | Slalom 1 ASV45:Candidatus Nitrocosmicus
Kitezh | Long | Mondsee |Slalom 1 ASV2:f Nitrosotaleaceae
Long | Slalom 1 ASV184:f Nitrosopumilaceae
Long | Mondsee | Oil Tank |Uruguay 1 ASV645:f Candidatus lainarchaeum
Mondsee | Slalom | Uruguay 1 ASV4:Candidatus Nitrosotalea
China 1 ASV2220:Candidatus Altiarchaeum
Drake 2 1 ASV1504:c Thermoplasmata
Drake 3 1 ASV2302:f Rice Cluster Il
Green 1 ASV1743:0 Marine Group Il
ASV135:f _GW2011 GWC1_47 16
Long 3 ASV323.0__Aenigmarchaeales
ASV2186:Candidatus Nitrososphaera
Mondsee 1 ASV135:f GW2011 GWCL 47 17
Oil Tank 1 ASV135:f GW2011 GWCL 47 18
Slalom 9 ASV135:f  _GW2011 GWCL1 47 19
ASV2017:AR15
Uruguay 1 ASV1584:f CG1-02-32-21
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Apéndice 4. Analisis de la comunidad de arqueas metanogénicas mediante
secuenciaciacién masiva del gen mcrA
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FIGURA 12. Perfiles de calidad basados en puntuaciones de calidad Phred para lecturas de secuenciacion forward. Esta

visualizacion resume la distribucion del puntaje de calidad en referencia a la posicion de cada base en las secuencias

(denotado como "Cycle").
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FIGURA 13. Perfiles de calidad basados en puntuaciones de calidad Phred para lecturas de secuenciacion forward.

Esta visualizacion resume la distribucién del puntaje de calidad en referencia a la posicion de cada base en las

secuencias (denotado como "Cycle").

118



A2 AC A2G A9T
1e+00 1 = .
1801 1
18-02 28%0
18-03 1 ]
1804
CoA coc C26 CoT
1e+00 1 . =
1801 1 .
S 1e-02
D 1e02- \t{ AX’\‘N&% .
L]
:3 1e-04
§ G2A £oc GG coT
g 1e+001
= 1e-011
2 1e-021 o
W e p3 *
1e-04 1
Tan T2C T2G ToT
1e+00
1e-011 =
1e-02 1 ¥ i
18-03 1
18041

0 10 20 30 400 10 20 30 400 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Consensus quality score

FIGURA 14 Gréficos de indices de aprendizaje de error del conjunto de datos utilizando el pipeline bADA2 para
lecturas forward. Las tasas de error se representan como la frecuencia de error asociada con cada posible transicion
(por ejemplo, T a A) con respecto a la puntuacion de calidad de consenso relacionada. Las tasas de error observadas
se representan como puntos negros. Las tasas de error estimadas fueron aprendidas por el programa DADA2 Y se
trazan como la linea negra. Las tasas de error esperadas se basan en la definicién nominal de los puntajes de calidad

Phred y se trazan como la linea roja.
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FIGURA 15. Gréfico de rarefaccion que ilustra la profundidad de secuenciacion con respecto al nimero de ASV a
nivel de arqueas metanogénicas observadas.
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