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Resumen

En esta investigacion se cuantificé la concentracion de gases invernadero (metano y 6xido nitroso) y de otros
parametros fisicoquimicos en la columna de agua del reservorio eutréfico de Prado para determinar con experimentos
in situ el origen del 6xido nitroso y la distribucion vertical de ambos gases. Los resultados indicaron que la
nitrificacion contribuy6 mas activamente que la desnitrificacion a la produccion de 6xido nitroso en la columna de
agua, con tasas estimadas en 122,5 + 79,9 nM/d, y que comparado con otras hidroeléctricas y lagos en el mundo, las
concentraciones de 6xido nitroso (de hasta 38,6 + 0,9 nM) y de metano (de hasta 242 + 85,5 uM) cuantificadas en
el embalse fueron altas. Este es el primer estudio desarrollado en la represa de Prado que muestra la sobresaturacion
de ambos gases en la columna de agua, lo que sugiere que esta hidroeléctrica podria estar emitiendo cantidades
significativas de gases invernadero a la atmosfera.
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Greenhouse gases in low-oxygen waters in the eutrophic reservoir of Prado (Colombia)
Abstract

In this study we quantified greenhouse gases concentration (nitrous oxide and methane) and other physicochemical
parameters in the water column of Prado eutrophic reservoir to determine with in situ experiments the nitrous oxide
source and the vertical distribution of both gases. The results indicated that nitrification contributed more actively
than denitrification to nitrous oxide production in the water column to estimated rates of 122.5 + 79.9 nM/d, and
that, in comparison with other dams and lakes in the world, the nitrous oxide (up to 38.6 + 0.9 nM) and methane
concentrations (up to 242 + 85.5 uM) measured in the reservoir were high. This is the first study in the Prado dam
showing the oversaturation of both gases in the water column, which suggests that this reservoir could be emitting

significant quantities of greenhouse gases to the atmosphere.

Key words: Dam, tropical reservoir, nitrous oxide, methane, nitrification, denitrification.

Introduccién

En los ultimos afios los estudios sobre las emisiones
de gases invernadero desde las hidroeléctricas han
demostrado que esta fuente de energia no es limpia ni
verde como se esperaba y que estos reservorios pueden
emitir hasta 3,6 veces mas gases invernadero que los
generados por los combustibles fosiles (Fearnside, 2005).
Entre estos gases se encuentra el 0xido nitroso (N,O), con
un potencial de calentamiento 310 veces mayor que el del
CO,, una concentracion en la tropdsfera de 325 ppm y una
contribucion al calentamiento global del planeta de 5a 7 %
(Intergovernmental Panel on Climate Change - IPCC,
2011). El segundo gas invernadero en orden de importancia
es el metano, con un potencial de calentamiento 25
veces mayor que el del CO, y cuya concentracion en la
atmosfera (1.819 ppbv) ha triplicado los niveles de la era
preindustrial (IPCC, 2011). Ambos gases se generan en
ecosistemas acuaticos, y en el caso del metano se estima

que un 25 % de sus emisiones son antropogénicas y un 69 %
son de origen microbiano (Borrel, et al., 2011, Demarty
& Bastien, 2011); de ellas 6 a 16 % son emisiones
provenientes de lagos, rios y reservorios, estos ultimos
con emisiones estimadas de aproximadamente 3 Tg C-CH,
(Barros, et al., 2011), producto de la metanogénesis en
sedimentos y en la columna de agua andxica (Borrel, et
al., 2011, Sturm, et al., 2013). Por su parte, el N,O se
deriva de procesos antropogénicos (procesos industriales y
agricolas) y biogénicos en ambientes terrestres, marinos y de
aguas dulces (United States Environmental Protection
Agency-EPA, 2010). Mediante estudios isotopicos se ha
estimado que la contribucion a las emisiones globales de
los ambientes de agua dulce es de 24 % (Snider, et al.,
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2015), y que los embalses tropicales aportan entre 130 y 6.9
pg de N,O/m/d (Guerin, et al., 2008, Yang, et al., 2014)
debido a los procesos de nitrificacion y desnitrificacion,
los cuales contribuyen con un 89 % (~16 Tg/N/afio) a
las emisiones anuales de N,O (Loescher, et al., 2012,
Stocker, et al., 2013). En la nitrificacion el N,O es un
producto secundario de la oxidaciéon de amonio a nitrito
por la accion de bacterias y arqueobacterias (Casciotti
& Buchwald, 2012, Hatdzenpichler, 2012, Santoro, et
al., 2011). En dicha oxidacion se distinguen dos fuentes
de este gas: la primera producida por la descomposicion
quimica de la hidroxilamina, y la segunda, por la reduccion
de nitrito en condiciones de bajos niveles de oxigeno (O,),
proceso también denominado desnitrificacion nitrificante
(Casciotti & Buchwald, 2012). En la desnitrificacion,
el N,O es un producto intermedio de la reduccion del
Oxido nitrico en niveles bajos de O,, por lo que puede
darse acumulacion de N,O si su reduccion a nitrogeno
atmosférico (N,) se inhibe por la presencia de O,, lo que se
conoce como desnitrificacion parcial.

Aunque desde 1990 se ha venido observando que las
hidroeléctricas contribuyen de manera significativa a la
remocion del nitrégeno y a la emision de gases invernadero
(Rudd, et al., 1993, Harrison, et al., 2009), lo cual afecta el
equilibrio global del N,O (St. Louis, et al., 2000), pues este
se produce tanto en el epilimnio en condiciones dxicas como
en el hipolimnio bajo condiciones subdxicas o andxicas, son
pocos los estudios que se han hecho en hidroeléctricas (24
de 741) en areas tropicales (Goldenfum, 2012), a pesar de
que su nimero ha aumentado en la tltima década alrededor
del mundo y que las alteraciones hidroldgicas asociadas con
su construccion han alterado el ciclo de agua terrestre (Liu,
etal., 2011).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y dado que, a pesar
de ser una de las mas grandes e importantes de Colombia,
en la represa de Prado en el sur del Tolima no se habian
hecho estudios en este sentido, esta investigacion se propuso
analizar en muestras tomadas en campo la distribucion de
N,O, CH,, nutrientes y otros pardmetros fisicoquimicos en
la columna de agua, asi como determinar en el laboratorio
qué procesos microbianos estaban involucrados en la
produccion de N,O en el embalse.

Materiales y métodos
Descripcion del area de estudio

La represa de Prado, una de las mas grandes (39 km?) y
antiguas de Colombia (42 afios), esta ubicada al suroeste
del departamento de Tolima. Tiene un espejo de agua
de 3.900 hectareas, una profundidad promedio de 45 m,
estratificacion térmica y quimica y fuerte eutrofizacion
(Roldan, 2003). Las muestras de agua para el estudio se
recolectaron en septiembre de 2012 (estacion seca) en
tres areas del embalse cercanas a las veredas de Tomogé
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(03°43’37,2” N, 74°53’51,0” O), Isla del Sol (03°45°58,1”
N, 74°51°27,7” O) y Lozania (03°52"19,18” N, 74°48°16,5”
0) (Figura 1).

Métodos de muestreo en campo

En cada estacion se hizo un perfil de oxigeno disuelto,
pH y temperatura en la columna de agua (0-10 m de
profundidad) con un equipo multiparametro marca
Oakton®. Las muestras de agua se tomaron con botellas
Van Dorn cada dos metros de profundidad para obtener los
perfiles verticales de gases (N,O y CH,) y de nutrientes
(NH,*, NO, y NO,).

Las muestras de agua para determinar las cantidades de
N,O y CH, se pasaron directamente de las botellas de
muestreo a tubos Labco Exetainer de tapa rosca de 11 ml,
especiales para la toma de gases cuidando de eliminar todas
las burbujas de aire durante el llenado por reflujo. Luego se
agregaron 50 pl de solucién saturada de HgCl, en cada tubo
y se refrigeraron las muestras boca abajo a 4 °C hasta el
momento de cuantificarlas en el laboratorio.

Para la determinacion de nutrientes, se filtraron 500 ml
de las muestras de agua sobre membranas de 0.22 uM
(Millipore, Durapore), y se congelaron a -20 °C hasta su
cuantificacion.

Para realizar los experimentos de produccion de N,O, se
llenaron tres de las botellas con agua tomada a 4 m de
profundidad en la estacion Tomogo6 y se refrigeraron bajo
oscuridad hasta el desarrollo de los experimentos en el
laboratorio.

A Rio Cunday
N
Rio Prado
ff Rio Aco
Rio Negro
Tomogo e Rio Tomogo
Rio Malta 2 Km

Figura 1. Ubicacion de las estaciones de muestreo en el embalse
de Prado, Tolima. (Modificada de Guevara, et al., 2009)
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Experimentos de laboratorio y cuantificacion de gases y
nutrientes

Estimacion de la produccion de N,O en muestras de agua.
Los experimentos se hicieron bajo atmosfera de nitrogeno,
con el fin de evitar la oxigenacion de las muestras de agua
tomadas en campo. A cada una de las tres botellas (1 litro)
se le agreg6 cloranfenicol (1g/l) para evitar la sintesis
enzimatica durante el desarrollo de los ensayos. Una botella
se uso para estimar la produccion neta de N,O (botella de
control), y las otras dos botellas se utilizaron para estimar la
produccion de N,O por nitrificacion agregando el inhibidor
aliltiourea (ATU) en una y acetileno en la otra.

Estimacion de la produccion neta de N,O. La produccion
neta de N,O se estim6é como la produccion de este gas por
desnitrificacion y por nitrificacion en los ensayos control.
Para ello, las muestras de agua (1 litro) con cloranfenicol
se distribuyeron en frascos de 60 ml que se sellaron con
gomas de butilo y tapas metalicas. Posteriormente, los
frascos se incubaron durante 24 horas en la oscuridad y a
temperatura ambiente (23 °C) y cada seis horas (0, 6, 12, 24 h)
se tomaban tres de ellos y se les afiadian 100 pul de HgCl,,
y se refrigeraban a 4 °C hasta el momento de cuantificar el
N,O en la fase gaseosa de cada uno.

Estimacion de la produccion de N,O por nitrificacion.
Para este ensayo, a una de las botellas se le agregd 1g/l
de ATU, la cual se conoce como inhibidor de la oxidacion
de amonio a nitrito (Ginestet, et al., 1998), evitando asi
la produccion de N,O por nitrificacion. Posteriormente,
esta muestra de agua con ATU se distribuy6 en frascos de
suero de 60 ml que se sellaron con gomas de butilo y tapas
metalicas. Simultdneamente se desarrolld otro ensayo en el
cual se inyectd suavemente a través de la goma de butilo
15 % v/v de acetileno en los frascos de 60 ml sellados
herméticamente en los cuales se habian mantenido las
muestras de agua, para lo cual se tuvo en cuenta que también
se ha reportado su accion inhibitoria sobre la amonio
monooxigenasa (Wrage, et al., 2004). A continuacion, los
frascos de ambos tratamientos se incubaron y se manipularon
bajo las condiciones ya indicadas para cuantificar el N,O en
la fase gaseosa. La produccion de N,O por nitrificacion se
estimod con base en la diferencia entre las tasas cuantificadas
en los experimentos de produccion neta de N,O y las tasas
cuantificadas en los experimentos con ATU o con acetileno.

Cuantificacion de nitrogeno amoniacal, nitritos y nitratos.
La determinacion de nitrégeno amoniacal se hizo mediante
el método de Kjeldahl y la de los nitratos y nitritos mediante
lecturas espectrofotométricas a 220-275 nm y 510 nm,
respectivamente, seglin los métodos descritos para el analisis
de nutrientes en aguas en el manual Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (1999).

Cuantificacion de N,0O y CH, en las muestras de agua y en
los experimentos. Para esto se utilizo la técnica de equilibrio
de la fase gaseosa y liquida descrita por McAuliffe (1971):

Gases invernadero en el embalse de Prado, Tolima

se inyect0 suavemente 1 ml de helio ultrapuro en los tubos
de 11 ml correspondientes a los perfiles verticales, y 10 ml
en los frascos de los experimentos (60 ml). Posteriormente,
se incubaron durante una hora a 40 °C con agitacion
para generar el equilibrio de gases entre ambas fases. A
continuacidn, se tomo una muestra de la fase gaseosa (1 ml
de los tubos y 10 ml de los frascos) y se inyectd en viales
evacuados para su cuantificacion con un cromatdgrafo de
gases (Shimadzu GC), equipado con un detector de captura
de electrones Ni a 350 °C, con fase movil de nitr6geno
de alta pureza. Se usaron los estandares Scotty de metano y
oOxido nitroso balanceados en nitrégeno con una precision de
+5 %. La concentracion de N,O disuelto se calcul6 usando
la férmula de solubilidad de Weiss & Price (1980), y la
concentracion de CH, disuelto, con los datos de solubilidad
de Wiesenburg & Guinasso (1979).

Analisis estadistico

Para estimar las tasas de produccion y consumo de 6xido
nitroso (nM/d) se hizo un andlisis de regresion lineal con
los datos obtenidos durante las 24 horas del experimento,
y la tasa se estimd a partir de la pendiente obtenida en
dicho analisis. Los valores positivos indicaron produccion
o0 acumulacion de N,O y los valores negativos representaron
SuU consumao.

Resultados
Caracterizacion fisicoquimica de la columna de agua

Distribucion de oxigeno, pH y temperatura. En general, se
registro una fuerte oxiclina en las tres areas de estudio. En
Tomogo los niveles de oxigeno descendieron desde 151 uM
en la superficie hasta 34 uM a los 7 metros de profundidad.
Entre los 7 y 10 metros de profundidad la concentracion
de O, se mantuvo mas o menos igual, excepto por un leve
descenso (31,2 uM O,) detectado a 9 metros. En el area
de Isla del Sol, la disminucion de O, fue levemente mayor
que en Tomogo, pues partid de 122 uM en la superficie
hasta llegar a los 24 uM a los 10 metros de profundidad.
Sin embargo, fue en el area de Lozania donde se registro
la mayor variacion de oxigeno en la columna de agua, con
niveles superficiales de 93 uM O, (54 % de saturacion),
niveles de hipoxia (<62 uM O,) entre los 2 y los 4 metros,
de suboxia (<4 uM O,) entre los 5 y los 6 metros y de anoxia
entre los 7 y los 10 metros de profundidad.

En las estaciones de muestreo el pH fluctud de 9 a 6 entre
la superficie y el fondo. La estacion que presentd el mayor
rango de pH entre superficie y fondo fue Tomogo (8,9y 6,3),
y la que presentd el rango mas estrecho en el perfil vertical
fue Lozania (entre 7 y 6,2). La temperatura en la columna
de agua de las tres estaciones fluctuo entre los 29 °C en la
superficie y los 25 °C en el fondo. En la estacion Lozania se
observo un rango de temperatura mas estable (1 °C) en el
perfil vertical con respecto a lo observado en las otras dos
estaciones, donde el rango de variacion entre la superficie y
el fondo fue mas amplio (3 — 4 °C) (Figura 2).
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Figura 2. Perfiles verticales de oxigeno, pH y temperatura en las estaciones muestreadas en el embalse de Prado

Distribucion de los nutrientes disueltos en la columna
de agua. El amonio fue el nutriente que presentd mayor
variabilidad y concentracion en la columna de agua del
embalse de Prado, con valores minimos de 2,8 pM, y un
valor maximo de 50 uM cuantificados en Lozania a los 8 m
de profundidad; alli mismo se detectd anoxia y bajos niveles
de pH (6,2). En la Isla del Sol se observé un incremento
de amonio de 10 a 35 uM desde los 2 hasta los 8 metros
de profundidad (con 37,5 uM de O,), y un consumo
subsiguiente hasta los 10 m. En Tomogo, por el contrario,
se observ6 una disminucion en los niveles de amonio de
18 a 3 uM entre los 2 y los 6 metros de profundidad, con
dos picos de produccion: el primero a los 2 metros (18 pM)
y el otro a los 8 metros (21 puM), con un nivel de O, de
34,4 uM. Los mismos picos de produccion se detectaron un
aflo después en la misma época de muestreo a los 3 y los 7
metros de profundidad en concentraciones de 30 y 50 uM,
respectivamente (datos no mostrados). En Lozania también
se presentaron dos picos de produccién de amonio, uno a
los 4 metros (12 uM) y otro a los 8 metros (50,4 M), siendo
este ultimo el valor maximo de amonio reportado para el
area de estudio.

En general, en la columna de agua de las estaciones
muestreadas las concentraciones de nitratos fueron bajas
(2,6-5uM). Sin embargo, fueron evidentes dos picos de
produccion: uno a los 8 metros en Isla del Sol (12,6 uM)
y otro en Tomogo a los 4 metros (36,1 uM), lo que indica
procesos de nitrificacion en ambas profundidades con
niveles de oxigeno de 37,5 uM y 97 uM, respectivamente.
Los niveles de nitrito fueron muy bajos en las tres estaciones
de muestreo (1-1,7 uM) entre los 0 y los 10 metros de
profundidad (Figura 3).

Distribucion de gases invernadero. En la columna de
agua del embalse de Prado el N,O disuelto fluctu6 entre
26 £7,3 y 38,6 £ 0,9 nM. Las concentraciones mas bajas
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se cuantificaron en Isla del Sol (entre 26 + 7,34 y 33,2 +
3,4 nM), seguidas por las de Tomogo (entre 26,9 + 59 y
34,9 + 6,4 nM) y las de Lozania, en donde se reportaron
los valores mas altos (entre 30,9 + 0,1 y 38,6 + 0,9 nM)
en las muestras recolectadas en época seca. En general, los
datos del perfil vertical mostraron una produccion de N,O
hacia los 3 metros de profundidad, principalmente en la
estacion de Lozania, seguida por Isla del Sol y Tomogé (en
menor grado). Se evidencid, asimismo, consumo de N,O
en la profundidad, siendo muy fuerte entre los 6 y los 7
metros en las estaciones de Isla del Sol y Tomogo6 y un
poco menos evidente en la estacion de Lozania entre los 5
y los 8 metros.

El porcentaje de saturacion de N,O en la columna de agua
del embalse de Prado oscilo entre 222 y 330 %, lo cual
significa que se presentaba una alta sobresaturacion de
este gas invernadero en la represa. La sobresaturacion fue
similar en todas las estaciones de muestreo, sin embargo, la
estacion de Lozania presentd valores por encima del 300 %
a lo largo de la columna de agua, con un maximo de 330 %
a 3 metros de profundidad, mientras que la estacion de Isla
del Sol mostr6 los menores rangos de saturacion en el perfil
vertical (222-283 %).

En la columna de agua del embalse el CH, disuelto oscil6
entre 0,2 + 0,05 y 242 + 85,5 uM. Las concentraciones mas
bajas se cuantificaron en Isla del Sol (entre 0,25 + 0,05 y
72,7 + 24,4 uM), seguidas por las de Tomog6 (0,37 + 0,08
y 80 + 4,0 uM) y las de Lozania, en donde se reportaron los
valores mas altos (entre 0,3 +0,12y 242 +85,5 uM). EnIsla
del Sol el metano disuelto se mantuvo uniforme a lo largo de
la columna de agua (0,2 - 0,6 uM) hasta los 8 metros y entre
los 9 y los 10 metros su concentracion incrementd de 15 a
72 uM. En Tomogé se detectaron dos picos de produccion:
el primero entre los 3 y los 4 metros (1-1,7uM) y el segundo
a los 10 metros (80 uM), en tanto que en Lozania se detectd
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una alta concentraciéon de metano a partir de los 4 metros
(11,4 uM), que se incrementd con la profundidad y alcanz6
el maximo a los 10 metros (242 uM).

Los resultados mostraron que el porcentaje de saturacion
de metano en la columna de agua del embalse de Prado en
relacion con las concentraciones medidas en la atmdsfera
durante el muestreo (0,10 pM), oscild entre 225 % hasta
235 % (cuantificado a 10 metros de profundidad en la
estacion Lozania), lo cual evidencia una alta sobresaturacion
de este gas invernadero en esta localidad. La estacion de
Isla del Sol mostr6 los menores rangos de saturacion en
el perfil vertical entre los 0 y los 8 metros (225 - 582 %),
y la estacion de Lozania present6 los mas altos valores de
saturacion (>11.000 %) desde los 4 metros de profundidad
hasta el fondo, lo que se asoci6 a la observacion en campo
de burbujas de metano que ascendian del fondo a la
superficie (Figura 4).

Gases invernadero en el embalse de Prado, Tolima

Experimentos de produccion de 6xido nitroso en la
columna de agua

Los resultados de los experimentos (Tabla 1) mostraron que
en el area de Tomogod se produjo N,O a una tasa de 141,6
+ 91,46 nM/d por procesos tanto de nitrificacion como
de desnitrificacion a los 4 metros de profundidad y bajo
condiciones suboxicas (3,5 mg/l O,).

Los experimentos con acetileno, por su parte, mostraron
una fuerte inhibicion de la produccion de N,O por parte de
la comunidad nitrificante (se inhibid la oxidasa de amonio
de bacterias y arqueobacterias), lo que supuso observar en
los ensayos consumo de 6xido nitroso a tasas de 49,6 + 31
nM/d sugiriendo una reduccion de N,O a N, por accion de la
comunidad desnitrificante presente a esta profundidad.

En los experimentos con ATU se observo una inhibicion de
la produccion de N,O por nitrificacién, lo que llevé a que
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Figura 3. Perfil vertical de nutrientes (amonio, nitrato y nitrito) en las estaciones muestreadas en el embalse de Prado
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Figura 4. Perfil vertical de N,O y CH, disuelto en la columna de agua de las estaciones muestreadas en el embalse de Prado
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Tabla 1. Tasas de produccién de 6xido nitroso en la estacion de Tomogo, embalse de Prado

Experimento Proceso que se midi6 en cada experimento nM/d
Control Produccion neta de N,O tanto por nitrificacion como por desnitrificacion 141,6 + 91,46
Con adicién de acetileno Inhibicion del N,O producido por nitrificacién y su probable consumo por desnitrificacion -49,6 £31,0
Con adicion de aliltiourea  Inhibicion de N,O producido por nitrificacién y su probable produccion por desnitrificacion 19,08 £ 11,5
N,O producido por nitrificacion estimado a partir de la diferencia entre las tasas obtenidas en 12254799

el experimento control y las del experimento con aliltiourea

la tasa de produccion del gas bajara a niveles de 19,08 +
11,5 nM/d. Muy probablemente esta tasa correspondia
Gnicamente a la produccion de N,O generada por las
bacterias desnitrificantes presentes en la columna de agua
que no fueron inhibidas por la ATU.

La diferencia entre la tasa estimada en los experimentos de
control y la estimada en los experimentos con ATU permitié
determinar que en Tomogo se estaba produciendo N,O por
nitrificacion a tasas de 122,5 + 79,9 nM/d.

Discusion

Los perfiles verticales de temperatura, oxigeno y nutrientes
hallados en este estudio coinciden con estudios previos que
mostraban la estratificacion térmica y quimica del embalse
(Marquez & Guillot, 1988). El pH basico de entre 8,5 y
8,9 en la superficie de las estaciones de Tomogo e Isla del
Sol registrado en este estudio difiere de los valores de 6,1 a
7,4 reportados previamente (Roldan, 2003). Por otro lado,
en este estudio se observo que los niveles de pH, nitrato y
oxigeno en la columna de agua en la estacion de Lozania
fueron mas bajos que los reportados (Marquez & Guillot,
1988, Roldan, 2003), lo que indica que en la actualidad
la anoxia tiende a ser mas somera a partir de los 7 metros
de profundidad.

Tanto los perfiles verticales de oxigeno como los de
nutrientes permiten sugerir que varios procesos microbianos
estan teniendo lugar en el area de estudio, lo que respalda
las hipotesis planteadas anteriormente con respecto a
la distribucion de formas nitrogenadas en los embalses
eutroficos (Roldan, 2003). Uno de ellos es la amonificacion
que se observo al cuantificar altas concentraciones de
amonio tanto en aguas superficiales, entre los 2 y los 4
metros de profundidad (35 pM), como en aguas un poco
maés profundas, a los 8 metros (50 uM). En el primer caso,
probablemente la excrecién de amonio por parte de los
organismos y los procesos de remineralizacion de la materia
organica contribuyen a los altos niveles de este compuesto
encontrados en el epilimnio. Teniendo en cuenta los bajos
niveles de oxigeno (<40 uM) en la profundidad (8 m), es
probable que la elevada produccién de amonio sea producto
del proceso de reduccidn desasimilatoria del nitrato, sobre
todo en la estacion de Lozania, donde los niveles de nitrato
y de oxigeno estuvieron en el limite de deteccion en toda
la columna de agua. Este proceso se ha observado con
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frecuencia en otros ecosistemas acudticos con niveles
limitados de nitrato y ricos en carbono organico (Bruner &
Garcia-Gil, 1996, Kelso, et al., 1997, Burgin & Hamilton,
2007, Figueiredo, et al., 2012), sin embargo, para corroborar
esta hipotesis es necesario adelantar estudios en el area que
permitan confirmar si se esta dando dicha reaccion.

Los resultados también sugieren que la nitrificacion y
desnitrificacion tienen lugar en la columna de agua. En el
primer caso, la oxidacion de amonio a nitrato podria explicar
los dos picos de produccidn de nitrato observados a 4 metros
en Tomogo (36,1 uM) bajo condiciones oxicas y a 8 metros
en Isla del Sol (12,6 uM) bajo condiciones hipoxicas. Esta
observacion se corrobord indirectamente en Tomogé al
observar los altos niveles de N,O (34,5 + 1,2 nM) en los
perfiles verticales y los resultados de los experimentos que
indicaron que la nitrificacion contribuyd en mayor medida
a la produccion de N,O, dado que este gas es un producto
obligado de la oxidacién de amonio a nitrito causada por
bacterias y arqueobacterias (Hiorns, et al., 1995, Hastings,
etal., 1998, Speksnijder, et al., 1998, Santoro, et al., 2011).

En el caso de la desnitrificacion, esta también parece darse
en la columna de agua, ya que se observaron bajos niveles
de nitrato en todas las estaciones (entre los 2 y los 6 metros
en Isla del Sol, entre los 6 y los 10 metros en Tomogod y en
toda la columna de agua en Lozania), a lo que se suma la
deteccion de una leve reduccion del N,O entre los 4 y los 8
metros de profundidad en las estaciones de Tomogo e Isla
del Sol a medida que el oxigeno disminuia. Esto sugiere que
se produjo la reduccion del N,O a N, por desnitrificacion,
evidenciada, ademas, en los experimentos llevados a cabo
con las muestras de agua de Tomogd, en los cuales hubo
consumo de N,O (-49,6 + 31,0 nM/d) durante la incubacion,
probablemente por la accion de bacterias desnitrificantes.

Ademas, los resultados de los perfiles verticales de N,O
y CH, indican que varios procesos microbianos podrian
explicar los altos niveles de saturacion de ambos gases de
efecto invernadero cuantificados en el area. Para el caso del
N,O se observo una alta concentracion y saturacion en los
perfiles verticales, lo que concuerda con los datos reportados
en lagos eutréficos (hasta 557 %) (Wang, et al., 2006, 2009,
2010), en estuarios subtropicales (hasta 435 %) (Musenze,
et al., 2014), en embalses subtropicales en Australia (hasta
220 %) (Sturm, et al., 2013), en reservorios chinos (entre
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201 y 689 % (Liu, et al., 2011) y en el lago eutrofico
Lacamas (hasta 750 %) (Deemer, et al., 2011). Dado que las
aguas superficiales registran niveles elevados de saturacion
con respecto a las concentraciones de N,O atmosféricas en
equilibrio (325 ppbv; IPCC, 2011), se puede decir que la
represa de Prado es una fuente de emisiones de N,O a la
atmosfera, con lo que se ratifica lo reportado por Guérin,
et al. (2008), quienes indicaron que la contribucion a las
emisiones globales de gases invernadero de las emisiones
netas de N,O de los reservorios tropicales puede ser del
orden de 10 %.

Los altos niveles de saturacion de N,O cuantificados en la
columna de agua pueden explicarse por varios factores:
primero, su produccion in situ por bacterias de vida libre
o aquellas asociadas al material en particulas, como se ha
cuantificado en lagos mesotréficos (Abe, et al., 2000), y por
nitrificantes en el epilimnioy desnitrificantes en el hipolimnio;
en este Gltimo caso, se ha reportado una correlacion negativa
entre el N,O producido por desnitrificacion y los niveles de
oxigeno disuelto en aguas profundas o cercanas al sedimento
(Liu, et al., 2011, Deemer, et al., 2011). Segundo, por la
estratificacion, que implica tiempos de residencia del agua
estimados entre 50,3 y 136 dias (Marquez & Guillot,
2001, Roldan, 2003), evitando que los gases se mezclen y
se difundan hacia la superficie. Tercero, por la liberacion y
transporte del N,O del sedimento hacia la superficie como
lo han reportado Liu, et al. (2011). Cuarto, por oxidacion
aerobica y anaerobica del metano causada por bacterias
y arqueobacterias, pues el CH, se encontré en todas las
estaciones y, especificamente en la estacion de Lozania, se
observo que los niveles de N,O fueron los mas altos y se
mantuvieron mas o menos estables a lo largo de la columna
de agua y a pesar de la anoxia a partir de los 7 metros, lo
que indica que, probablemente, la desnitrificacion fue
reemplazada por la oxidacion del CH,. Sin embargo, aunque
se ha reportado la produccion de N,O mediante este proceso
en lagos (Borrel, et al., 2011), es necesario verificar si dicha
reaccion se esta dando en el embalse.

Enel casodel CH,, los perfiles verticales indicaron claramente
que habia una gran produccion de este gas por debajo de
los 8 metros de profundidad en el embalse, probablemente
por metanogénesis en los sedimentos y en la columna de
agua andxica, principalmente en el area de Lozania, donde
se alcanzaron concentraciones de hasta 242 uM, por lo que
la columna de agua se mantiene sobresaturada, convirtiendo
la represa en una importante fuente de emision del gas hacia
la atmosfera, como fue evidente por el burbujeo o ebullicién
del CH, propia de este gas en la superficie. Actualmente
se estima que entre 6 y 16 % de las emisiones naturales
de CH, provienen de los lagos y rios; en ese sentido, los
datos aqui registrados concuerdan con lo reportado por
Palma-Silva, et al., (2013) en otros lagos en los cuales
se registro claramente el proceso de metanogénesis en los
sedimentos (con producciones de hasta 1.727 pmol/g) y
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en la columna de agua (hasta 19,9 pumol/l), asi como en la
columna de agua andxica (Borrel, et al., 2011, Furlanetto,
et al., 2012), e incluso en la columna de agua oxigenada
de algunos lagos (Grossart, et al., 2011). En general, los
valores de saturacion superficial encontrados en Prado
(420-1.200 %) estaban en el mismo rango reportado para
otras hidroeléctricas, con valores de hasta 600 uM (Sturm,
et al., 2013, Soumis, et al., 2004), aunque por debajo de lo
reportado en la superficie de lagos someros (entre 2.000 y
8.000 %) por Wang, et al., (2010).

Si bien los resultados de sobresaturacion en los primeros
10 metros de la columna de agua indican que después de
40 afios de construida, la represa de Prado es una fuente
de gases invernadero (metano y oxido nitroso), hay que
tener muy en cuenta que para estimar acertadamente las
emisiones y los flujos totales de ambos gases desde cual-
quier ecosistema acuatico debe recopilarse informaciéon de
otros factores ambientales ademas de los analizados en esta
investigacién (nivel de oxigeno, temperatura), como son
la competencia por sustratos o aceptores de electrones, la
calidad y cantidad de la materia organica (Borrel, et al.,
2011), el tiempo de residencia del agua, la edad y la forma del
reservorio, la velocidad y la direccion del viento, la biomasa
de organismos planctonicos y bentdnicos, la concentracion
de carbono y nitrégeno inorganico disuelto, la variacién
diaria en las concentraciones de gases y la produccion neta
de ambos gases comparando la produccion antes y después
de la construccion de la hidroeléctrica (Goldenfum, 2012,
Wang, et al., 2010).

Los resultados de este estudio indican, por otra parte, que en
el &rea de Tomogo se esta dando un acople en la produccion
de N,O, tanto por procesos de nitrificacion como de
desnitrificacion, a bajos niveles de oxigeno (109 uM de O,)
y a 4 metros de profundidad. La nitrificacion fue el proceso
que mas contribuy6 a la produccion de este gas invernadero,
con tasas de 122,5 nM/d, mientras que la desnitrificacion
lo hizo a tasas de 19 nM/d. Dichos resultados concuerdan
con reportes previos sobre la mayor contribucion de la
nitrificacién a la produccién de N,O en el hipolimnion del
lago Lacamas (Deemer, et al., 2011), en el lago Nakaumi
(Senga, et al., 2002) y en dos hidroeléctricas en China (Liu,
etal., 2011), en tanto que la desnitrificacion se ha reportado
como fuente de N,O en la columna de agua del lago Taihu
(China) en relacion con bajos niveles de oxigeno y nitrato
(Wang, et al., 2010). La tasa estimada de produccion de
N,O por desnitrificacién en este estudio concuerda con
lo reportado en el hipolimnio del lago Kizaki (hipéxico y
mesotroéfico), en donde se han cuantificado entre 11 y 240
nM de N,O al dia (Abe, et al., 2000), tasas estas mas bajas
que las tasas potenciales (38,2 nM de N,O al dia) reporta-
das en el hipolimnio del reservorio meromictico Lacamas
(Deemer, et al., 2011). Estos datos corroboran lo hallado en
estudios previos en el area, que evidenciaron la presencia de
bacterias desnitrificantes de tipo nosZ en la columna de agua
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oOxica e hipoxica de Isla del Sol (Castro-Gonzalez, 2014), y
la riqueza y diversidad de las bacterias que pueden reducir el
N,O a N, en el agua de bajo oxigeno de Tomogo y Lozania
(Castro-Gonzalez & Pacheco, 2014).

Aunque a partir de los experimentos se estimd la tasa de
produccion de N,O por nitrificacion y desnitrificacion,
es importante resaltar algunas observaciones que se
hicieron durante los ensayos con respecto al efecto de los
inhibidores. En primer lugar, en relacion con el efecto
de la ATU, Jensen, et al., (2007) han reportado que en
una concentracion final de 886 uM en sedimentos, puede
inhibir en un 20% la desnitrificacion y la oxidacion
anaerobia del ion amonio (anamox) e, incluso, producir
la inhibicion de las bacterias metandtrofas (Deutzman
& Schink, 2011), por lo cual la disminucién en la
produccion de N,O detectada durante los experimentos
con inhibidores puede afectar el acople entre los diferentes
microrganismos presentes en la columna de agua. En este
caso fue evidente que la inhibicidon producida por la ATU
en el consumo de N,O alcanz6 75 %, lo que sugiere un
efecto significativo sobre la comunidad responsable de
este Gltimo paso de la reduccion a N,, o, quiza, mediante la
estimulacion de la desaparicion de nitrato y la disminucion
de la desnitrificacion, como se ha reportado previamente
en experimentos in situ (Hall, 1984). Por otra parte, el
acetileno que se agrego6 durante los experimentos (15 %
v/v), no inhibi0 la comunidad desnitrificante, a pesar de
que dicha concentracion se ha usado con efectividad en
muestras acuaticas (Abe, et al., 2000, Beaulieu, et al.,
2010, Wang, et al., 2012, Baxter, et al., 2012). Esto
probablemente se debe a los bajos niveles de nitrato en el
agua, lo cual se ha reportado como un factor negativo para
la accion del acetileno, sin embargo, otros estudios reportan
que algunas muestras han requerido mas de 290 uM (>0,7
KPa) y hasta 0,3 mM de acetileno (30 ml) para que se
produzca la inhibicion total de la comunidad desnitrificante
(Mosier & Francis, 2010), mientras que con solo 29 uM ya
se inhibe la comunidad anammox y la nitrificante.

En el futuro deben desarrollarse estudios sobre las variacio-
nes espacio-temporales (diarias, mensuales e interanuales)
de las emisiones netas y los flujos de N,O, asi como de los
procesos microbianos involucrados en el reciclaje de ambos
gases invernadero, que permitan determinar la importancia
del aporte natural y antropogénico de la hidroeléctrica de
Prado a las emisiones globales de gases invernadero.

Conclusiones

En general, con esta investigacion se determind que la
nitrificacion contribuye activamente a la produccion de N,O
en el epilimnio del embalse de Prado y que en comparacion
con otras hidroeléctricas y lagos en el mundo, las con-
centraciones de N,O y CH, cuantificadas en la columna
de agua fueron moderadamente altas. Sin embargo, la
sobresaturacién estimada para ambos gases en las aguas
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superficiales y profundas sugiere que el embalse podria
estar liberando cantidades significativas de estos gases
invernadero a la atmosfera.
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