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Resumo
CARLOS, A. R. Efeitos da eutrofizacdao e da composicao de espécies de
macrofitas sob a emissao de gases de efeita estufa em lagos rasos. 2016.
p.53. Monografia — Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, Botucatu, 2016.

Recentes pesquisas indicaram que a eutrofizacdo pode concomitantemente
levar a altas emissdes de gases de efeito estufa (GEE), por sua vez, promovendo
mudancga climatica. Eutrofizagdo tende a aumentar fixagdo de gas carbdénico (CO;)
em sistemas de agua doce, 0 que pode parecer positivo para uma perspectiva em
relacdo ao aquecimento global. Contudo, eutrofizagdo também promove um
aumento absoluto da produgdo e respiragdo, maior langamento de Oxido nitroso
(N2O) e metano (CH4). Além disso, o entendimento sobre o caminho do fluxo de
gases de efeito estufa e a influéncia de macréfitas no processo permanece ainda
incerto. Portanto, esse estudo pretende esclarecer os efeitos da eutrofizagao e das
espécies de macrofitas nas emissdes de GEE especialmente em lagos rasos —
historicamente ignorados das estimativas de orcamento de GEE. Esta pesquisa
também almeja expandir o entendimento das emissées de CO,, CH4 e N,O (difusédo
e ebuligdo), avaliando a produgdo de GEE em sedimentos e o consumo de metano
por oxidacdo, e a relacdo deles com o perfil de oxigénio na agua. Com intuito de
avaliar esses fatores, 9 lagos artificiais foram estudados ao longo de oito meses de
medi¢cdes onde trés niveis de eutrofizagdo (alta, intermediaria e baixa carga de
nutrientes) foram criados através da adigdo de P e N e cada lago foi dividido em
quatro partes, cada qual contendo uma das diferentes espécies: ou uma planta
flutuante (Azolla filiculoides) ou uma das trés espécies de plantas submersas
(Ceratophyllum demersum, Elodea canadensis ou Myriophyllum spicatum).

Essa pesquisa concluiu que o efeito do nivel de nutrientes tém relativamente
mais importancia nas emissdes de gases de efeito estufa que a composicao de
espécies de macrofitas em lagos rasos, se comportando como um bom sequestrador
de GEE (sequestro de CO,, especialmente por Azolla, mas também sequestro de
N2>O no tratamento com carga baixa de nutrientes) ou se comportar como uma alta
fonte de emissdes (emissdes de metano e éxido nitroso no nivel de nutriente alto foi,
respectivamente, com uma média de 32,51 mg/m?/dia e 307,81 mg/m?/dia e para o
nivel de nutriente intermediario foi 24,68 mg/m%dia e 101,95 mg/m?/dia).
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Significantes resultados foram obtidos para o0 metano: sua oxidagao apresentou altas
taxas (média = 29,36 ymol/h/g peso seco de planta) e a ebulicdo de metano foi
claramente menos relevante que a difusdo para as emissdes totais, sendo que os
valores para ebuligdo foram proporcionais com a carga de nutriente.

Além disso, as emissdes de Oxido nitroso foram fortemente dependentes do
gradiente de N e o gas apresentou emissdes e sequestros que dominaram em
importancia em relagdo aos outros gases no ponto de vista do aquecimento global,
fato que clama por mais atengao para o estudo do N»O, principalmente considerando

seu Potencial de Aquecimento Global (GWP).

Palavras-chave: eutrofizagdo, gases de efeito estufa, lagos rasos, macrdfitas
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Abstract
CARLOS, A. R. Effects of eutrophication and macrophytes species
composition on greenhouse gas emission from shallow lakes. 2016. p.53.
Monografia — Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, Botucatu, 2016.

Recent research indicates that eutrophication can concomitantly lead to
higher greenhouse gas (GHG) emissions, in turn promoting climate change.
Eutrophication tends to increase carbon dioxide (CO,) fixation in fresh water
systems which might seem positive for global warming perspective.
Nevertheless, eutrophication also promotes to increased absolute production
and respiration, greater release of more nitrous oxide (N,O) and methane
(CH4). Furthermore, the understanding about GHG flux pathways and the
influence of macrophytes in the process still remain unclear. Therefore, this
study intends to clarify the effects of eutrophication and macrophyte species on
GHG specially from shallow lakes - historically ignored from GHG budgets
estimates. This research also craves to expand the understanding of the CO»,
CH; and N;O emissions (diffusion and ebullition), evaluating the GHG
production in sediments and the consume of methane by oxidation, and their
relation to the oxygen profile in the water. In order to evaluade these factors, 9
artifical ponds were studied over eight months of measurements where 3 levels
of eutrophication were created through P and N addition (high, intermediate and
low nutrient loadings) and each pond was divided in quarters, which contained
one of the different species in each one: floating plant (Azolla filiculoides) or
three submerged plants (Ceratophyllum demersum, Elodea canadensis and
Myriophyllum spicatum).

This research concluded the nutrient level effects have relatively more
importance in the GHG emissions than the macrophytes species composition in
shallow lakes, behaving as a GHG sink (a CO; sink, specially in Azolla, but also
N2O sink in the low nutrient loading) or a significantly high source of emissions
(CH4 and N2O emission in the high nutrient level were, respectively, an average
of 32,51 mg/m?/day and 307,81 mg/m?day and for intermediate nutrient level
were 24,68 mg/m?day and 101,95 mg/m?day). Meaningful results were
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obtained for the methane: its oxidation presented high rates (average = 29,36
pmol/h/g dry weight) and the ebullition was clearly less relevant than the
diffusion for total emissions, whose values were proportional with nutrient
loadings. Furthermore, N,O emissions and sinks were strongly dependent on
the N gradient and it presented emissions or sinks that overruled the
importance of the other gases for a global warming perspective, regarding its

Global Warming Potencial (GWP), and claims for more future research.

Keywords: eutrophication, GHG emissions, shallow lake, macrophytes
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INTRODUGAO

1. INTRODUGAO

Ecossistemas aquaticos em todo o globo estdo sofrendo de potencializagéo
da carga de nitrogénio (N) e fosforo (P) causando a eutrofizagdo. Este processo leva
a perigosas proliferagdes de fitoplancton, dominio de plantas flutuantes, hipdxia e
perda de biodiversidade em fungao, por exemplo, da completa perda de vegetagao
submersa (SCHEFFER et al. 2003; SMITH et al. 1999; STERNER et al. 2002).
Acima de tudo, mudanga climatica tende a intensificar os sintomas da eutrofizagéo
em sistemas de agua doce (JEPPESEN et al. 2010) e talvez a eutrofizagdo pode
concomitantemente levar a altas emissbes de gases de efeito estufa (GEE), por sua
vez promovendo mudancga climatica (MOSS et al. 2011). Efeitos interativos entre
eutrofizagdo e mudanca climatica tém principalmente sido achados em lagos rasos,
que majoritariamente estdo na forma de lagos bem pequenos, cuja dificuldade de
mapea-los — eles ndo podem ser detectados em mapas ou imagens de satélite
tradicional — causaram sua exclusdo das estimativas do orgamento dos gases de
efeito estufa (GEE), o principal alvo da mudanga climatica. No entanto, altas
emissdes de GEE para a atmosfera de lagos bem pequenos (considerados tendo
menos que 0,001 km? na area de superficie) tem sido recentemente achados,
principalmente por gas carbdnico (CO,), criado no sedimento por decomposig¢ao de
matéria organica, e por metano (CH4), produzido por metanogénese e favorecido por
condi¢cbes andxicas, correspondendo a 30-80 % da mineralizacdo anaerdbica de C
em aguas e sedimentos [BE'DARD and KNOWLES, 1991; FALLON et al., 1980;
KUIVILA et al., 1988; RUDD et al. 1978]. As altas emissdes de GHG nesse caso
pode ser provavelmente explicados, por exemplo, pela ocorréncia de aguas rasas,
alto sedimento e frequente mistura. Esses atributos aumentam a supersaturacao
desses gases na agua e destacam lagos bem pequenos como um importante fluxo
de carbono de aguas continentais (HOLGERSON et al. 2016).

Diferente dessa provavel caracteristica de lagos bem pequenos de emitir mais
CO,, aguas eutrdficas podem levar a uma dependéncia proporcionalmente menor da
matéria organica importada e maior fixagao autotréfica - e portanto sequestro — de
gas carbonico pela proliferagao de algas. Inicialmente, essa possivel consequéncia
sobre maior fixagcdo de CO, em aguas eutréficas pode parecer positiva para a

perspectiva do aquecimento global. Entretanto, eutrofizagdo também promove um
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aumento obsoluto da produgao e respiracdo, maior langcamento de 6xido nitroso
(N2O) da desnitrificacdo (HUTTUNEN et al. 2003) e metano de aguas e sedimentos
anoéxicos (BASTIVKEN et al. 2008, 2011). Além disso, ambos gases citados sao,
respectivamente, 289 vezes e 72 vezes mais potentes que o diéxido de carbono,
considerando seu GWP (Potencial de Aquecimento Global — do inglés Global
Warming Potential) para 20 anos (IPCC, 2007). Portanto, o provavel aumento da
producdo de N,O e CH4 no caso s&o argumentos que suportam que eutrofizagédo
poderia promover mudanga climatica, aumentando a temperatura global (MOSS et
al. 2011).

Ademais, algumas pesquisas ja tem mostrado variaveis efeitos da adi¢éo de
N e P na poderosa dindmica os gases - N,O and CH4 — em ecosistemas aquaticos.
Embora o 6xido nitroso tenda a aumentar com carga de N (STOW et al. 2005;
CLOUGH et al. 2011; BEAULIEU et al. 2010; BAULCH et al. 2012; BAULCH et al.
2011), essa tendéncia é frequentemente fraca ou inexistente, particularmente em
sistemas com restrita gradientes de N. Dessa forma, em geral, n6s podemos
declarar que nosso entendimento dos fluxos de 6xido nitroso em sistemas de agua
doce permanece fragmentado (SOUED et al. 2016).

Por outro lado, para o lancamento de metano atmosférico de sedimentos
organicos ricos de agua doce, os caminhos identificados incluem direta difusédo e
langcamento ebulitivo (CHANTON et al. 1989; SEBACHER et al. 1983; SMITH et al.
1992) e transporte através da lacuna de gas de macrofitas vasculares emergentes
(DACEY et al. 1979; CHANTON et al. 1993; SORRELL et al. 1994). Ademais, o
unico sequestro biolégico conhecido para o metano é sua oxidagdo para gas
carbOnico por organismos oxidantes aerobicos e anaerdbicos (metanotrofos),
alterando a proporgdo de gas langada para a atmosfera (STEIN et al. 2012). O
metano é um componente organico mais altamente reduzido que significa que a
energia pode ser ganhada por oxidacdo de metano facilitado pela presenga de
oxigénio (BASTIVKEN, 2009). Sobre a relacdo com esses inputs de nutriente,
pequenas adicdes de N tendem a estimular a oxidagdo de metano, enquanto altas
adicdes sao inibitorias. Para a adicdo de P, a oxidagdo de metano tem uma
correlacdo positiva, embora ela também correlacione com muitos outras variaveis,
como a vegetagdo, embora pouco se sabe sobre seus efeitos (VERAART et al.
2015).
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Portanto, uma das variaveis, que influencia o orcamento dos GEE e, por sua
vez, sua relagdo com a eutrofizagdo, seria a composigdo da vegetagcdo aquatica.
Macrofitas interpretam um papel chave para a biodiversidade e transparéncia da
agua em lagos rasos temperados, especialmente plantas submersas (SCHEFFER et
al. 1993; JEPPESEN et al. 1998) e podem estar associadas a bactérias oxidantes
entre o sedimento e suas raizes (GERARD et al. 1993; Lombardi et al. 1997).
Contudo, uma proliferagao de fitoplancton tende a suprimir plantas submersas, mas
em aguas eutrdficas essas macrofitas sdo frequentemente substituidas por plantas
flutuantes (FEUCHTMAYR et al. 2009). Um dos exemplos dessas plantas, que sera
discutido nesse estudo € Azolla filiculoides, uma planta flutuante associada a
cianobactéria simbidtica N-fixadora (Anabaena azollae) dentro da cavidade de suas
folhas. Ela tém sido cultivada por muitos séculos em plantacdes de arroz na Asia
como -fertilizante verde” para melhorar a disponibilidade de N no arroz (WATANABE
et al. 1992; WAGNER, 1997). O acumulo potencial de N nessa espécie de planta
flutuante depende de alguns fatores como a disponibilidade de P e a assimilagao de
C e deveria ser aumentada pela elevada [CO;] (CHENG et al. 2010). Considerando
agora as plantas submersas na Europa, que foram escolhidas para essa pesquisa,
nds mencionamos Elodea canadensis, a espécie aquatica invasora mais comum da
Europa (HUSSBER, 2012), uma forte competidora e comum em aguas eutrdficas
(NICHOLS et al. 1986). Elodea sao espécies que tem uma abrangente variagado do
conteudo de fosforo em sua biomassa (GARBEY et al. 2004) e elas sdo capazes de
estocar esse nutriente em suas raizes (EUGELINK, 1998) para ser usado para o
crescimento quando os niveis de fésforo na agua estdo baixos. Essa planta
submersa é também capaz de capturar fosforo do sedimento por suas raizes,
reduzindo a concentragdo de foésforo na coluna de agua, o que, na maioria dos
casos, ndo é capaz de reduzir seu crescimento (GLOBAL INVASIVE SPECIES
DATABASE, 2016). Myriophyllum spicatum, também €& uma espécie invasora e
natural da Eurasia e sua abundancia foi positivamente associada com status de
nutrientes (MADSON, 1998). Isso pode gerar alguns impactos, como a redugao nos
niveis de oxigénio com a agua devido ao decaimento de grandes quantidades de
biomassa da planta. E finalmente, Ceratophyllum demersum, a espécie mais
abundante da Europa de dez espécies do género Ceratophyllum e encontradas
especialmente em rios e lagos, promovendo produgdo de uma grande quantidade de
biomassa (GLOBAL INVASIVE SPECIES DATABASE, 2016).
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Portanto, esse estudo pretende desvendar os efeitos da eutrofizagdo e da
composi¢cdo de espécies de macrdéfitas nas emissdes de gases de efeito estufa
especialmente em lagos rasos. Ele também almeja expandir o entendimento das
emissdes de CO,, CH,4 e N,O (difusdo e ebulicdo) avaliando seus caminhos, levando
em conta sua produgédo nos sedimentos e o consumo de metano por oxidagao, € a
relacdo deles com o perfil de oxigénio na agua. Portanto, a eutrofizagdo aumenta o
sequestro de gas carbdnico — especialmente em altos niveis de eutrofizagdo devido
a maior produgao primaria — e também as emissdes de metano e de oxido nitroso
em lagos rasos? Ha significante diferengca nas emissdes de GEE e seu caminho de
fluxo para uma planta flutuante — considerando Azolla uma grande sequestradora de
carbono — comparada com as plantas submersas — que criam mais condi¢gdes Oxicas
na agua e, portanto, diminuiriam as emissdées de metano? Ha alguma espécie com
significativa diferengca na emissdo de GEE para certo nivel de eutrofizagdo? As
emissdes de gases de efeito estufa em lagos rasos, inicialmente ignoradas nas

estimativas, s&o relevantes para a perspectiva do aquecimento global?
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Descricao dos mesocosmos

Um conjunto de nove mesocosmos (185 cm &, 90 cm de profundidade, mostrado
na figura 1) foram colocados no chao na parte externa da estufa no complexo da
Universidade de Radboud (Nimega, Holanda). Todos mesocosmos foram
preenchidos com 20 cm (135 L) de turfa (originado do llperveld, 52°27' N, 4°56' E;
n=9), depois do qual eles receberam uma camada de 50 cm de agua da torneira. Em
todos mesocosmos, placas de fibra de carbono transparente foram usadas para criar
quatro quartos completamente isolados. Portanto, em cada quarto foi inserido um
tipo de planta, somando um total de 36 unidades experimentais (4 plantas em 3 tipos

de tratamento com 3 réplicas de cada um, que sera demonstrado abaixo).

» ,“y
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Figura 1: Visédo geral dos mesocosmos
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2.2. Simulagao da eutrofizagao

Os trés tratamentos foram criados, simulando trés niveis de eutrofizagao: nivel de
nutriente alto (H-tratamento), nivel de nutriente intermediario (I-tratamento) e nivel de
nutriente baixo (L-tratamento), tendo cada tratamento trés réplicas (total de 9 lagos).
A solugcdo estoque foi preparada contendo NH4NO; e NaHPO, e seguido a
proporgcao proxima a N:P=16 (KLAUSMEIER, 2004). Dessa maneira, foi adicionado
1mg/m?/dia de P e 20 mg/m?/dia de N no nivel baixo de nutrientes; 50 mg/m?dia de
P e 1 g/m%dia de N no tratamento intermediario; e 200 mg/m?/dia de P e 4 g/m?/dia
no nivel de tratamento alto. Essa simulagao de eutrofizagdo durou de setembro de
2015 até maio de 2016.

2.3. Descricao das plantas

Como foi mencionado na introducdo, trés espécies de macrdfitas submersas
foram usadas: Ceratophyllum demersum, Elodea canadensis e Myriophyllum

spicatum; uma espécie de macrdfita flutuante foi usada: Azolla filiculoides (Figura 2).

Azolla filiculoides: variagdo de 1 a 2.5 cm de comprimento (WAGNER, 1997). Ela
tem muitas folhas pequenas e sobrepostas. Essa planta cresce muito rapido e pode
ser muito abundante, formando grandes biomassas cobrindo a superficie
completamente. As raizes sio finas e seu comprimento é por volta de 5 cm. A
extensao nativa desse planta inclui zonas com temperaturas quentes, subtropicais
no noroeste da América. Contudo, Azolla foi dispersa por todo o mundo e
atualmente é encontrado na Africa do Sul, Asia, Austrdlia, toda a extensdo da
Europa e das Américas (HUSSNER, 2010).

Ceratophyllum demersum: € uma macrofita submersa perene que normalmente
cresce com a base em sua haste enterrada no substrato lodoso e arenoso. Ela nao
forma raizes. Pode formar uma densa subsuperficial dossel e atinge a altura de 5 a
6m e frequentemente cresce como uma comunidade mono-especifica (alturas de

10m tém sido noticiados em Maraetai, Nova Zelandia). C. demersum pode formar
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folhas modificadas que crescem proximas do fundo de lagos, que usa para ancorar
aos sedimentos (GLOBAL INVASIVE SPECIES DATABASE, 2016).

Elodea canadensis: € uma planta submersa, densamente espessa e perene
aquatica. Essa erva aquatica tem haste que se estende entre 20 e 30 cm em
comprimento, que se tende a formar suporte monoespecifico que pode cobrir
centenas de acres. As juntas de caules sao frageis. As frageis sao lineares e sao em
grupos de trés. As folhas sdo numerosas, sobrepostas, verde escuras, translucidas e
minuciosamente dentadas, com 1 cm de comprimento e 2-3 mm de largura. Além
disso, as folhas tém uma textura ndo cerosa e sdo rigidas. Essa espécie contém
flores, ou brancas ou purpuras palidas, que aparece na superficie de agua. Ha
frutas, que sdo capsulas tendo um comprimento de menos que 1 cm e 3 mm em
largura. As raizes sao brancas, ndo ramificadas e filiformes. A planta tem multiplos
pontos de crescimentos apicais. Esta planta tem sido noticiada em lugares com
lagos de uma grande extensao de profundidade, e é geralmente considerada com
relativa alta tolerancia a baixa condi¢ao de luz. Além disso, é capaz de formar novos
brotos, mesmo quando folhas n&o estao presentes ou a haste se torna marrom como
resultado de herbivoria (GLOBAL INVASIVE SPECIES DATABASE, 2016).

Myriophyllum spicatum: Uma erva perene com hastes longas e folhas de formato
de penas que é submersa e enraizada no substrato. Ela tem flores pequenas e
avermelhadas em cima da agua na escapula. Hastes sdao delgadas, macias, de
comprimento de 2-6 m e ramos sao muitas vezes acima da superficie da agua.
Folhas sao longas, divididas profundamente, com formato de pena. Cada folha tem
um eixo central com 14-24 segmentos filiformes em cada lado. Folha em espiral com
aproximadamente 20 cm de espessura. Tem quatro petaladas, aproximadamente 3
mm de largura, 4 sépalas e 8 estdmes. Tem quatro frutas lobadas que se divide em
quatro partes e raizes fibrosas que podem desenvolver em fragmentos de plantas
(GLOBAL INVASIVE SPECIES DATABASE, 2016).
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Elodea canadensis Myriophyllu spicatum

Figura 2: Painel com as quatro plantas usadas nos experimentos

2.4. Ebulicao de metano

2.4.1. Armadilha para bolhas

Barras foram montadas acima dos lagos artificiais e foram usadas para anexar
(usando fita adesiva) garrafas, viradas de ponta cabega e com capacidade de
aproximadamente 120 mL, que por sua vez, foram anexadas a funis, com diametro
de 12,2 cm, para cada unidade experimental. Visando o encaixe perfeito, pedacos
de mangueira foram colocados entre a garrafa e o funil, como ilustrado na figura 3.
Dessa maneira, a armadilha para bolhas poderia capturar as bolhas de gas que
vinham do fundo devido a presséao hidrostatica, possibilitando a medi¢cao posterior da
ebulicdo. As garrafas foram deixadas nos mesocosmos durante um més inteiro,
levando majoritariamente a formagao de um acumulo de ar na parte superior da
garrafa. Apos cerca de 30 dias expostas no mesocosmos, elas foram retiradas e

imediatamente substituidas por novas, sempre na primeira semana do més, durante



MATERIAIS E METODOS

o periodo entre outubro de 2015 e junho de 2016, exceto no pico do inverno, quando

os lagos congelaram (fevereiro).

Figura 3: Armadilha para bolhas nos mesocosmos

2.4.2. Medicao e calculos

As garrafas de amostragem foram levadas para o laboratério com intuito de
realizar a medicdo na cromatografia de gas. Concentragbes de metano do
headspace foram medidas na HP 5890 gas chromatograph equipada com Porapak
Q column (80/100 mesh) e um detector de ionizagdo de chamas (Hewlett Packard,
USA). Portanto, duas amostras de 0,1 mL foram retiradas do headspace de cada
garrafa e injetadas na maquina para determinar ppm de metano (através da
comparagao entre areas de mV por tempo de inje¢cdo de calibragem com valores
pré-determinados e as areas das amostradas oferecidas pela maquina). Em seguida,
usando a concentracdo em ppm, os fluxos de metano foram determinados
(mg/m?/dia) em cada unidade experimental, usando as areas dos funis e a exata

quantidade de dias expostas nos mesocosmos.
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2.5. Difusao

2.5.1. Montagem do experimento

A difusdo de gases da agua para a atmosfera foi determinada usando um
analisador portatil de GEE que usa a espectroscopia de absorgéo a laser (PICARRO
G2508 GHG analyzer) anexado a uma bomba e conectado a uma camara flutuante
de acrilico (drea da base = 660 cm?; volume = 14,700 cm®) através de cabos. Essa
camara tinha trés buracos na parte superior (duas permitindo a ligagdo a
maquina/bomba e outra feita para ajustar a pressao inteira quando a camara
precisava ser removida). A camara foi mantida parcialmente submersa em cada uma
das 36 unidades experimentais, ficando 12 cm acima da superficie da agua. Usando
dois cabos (um conectando a bomba e outro ao Picarro), um circuito foi montado
onde os gases poderiam passar através de um espaco fechado e vazio dentro da
camara, a bomba e o Picarro - de acordo com a figura 4 — e, portanto, determinando
a concentracdo de gas carbdnico, metano e 6xido nitroso em ppm por tempo. As
medi¢des foram feitas sempre na segunda semana de cada més de setembro de
2015 a maio de 2016, exceto no pico do inverno quando os lagos congelaram

(fevereiro).

Figura 4: A difusdo nos mesocosmos sendo medida, com a camara

flutuante anexada ao Picarro (GHG analyzer) ao fundo



MATERIAIS E METODOS

Também durante essas medicos, para cada unidade experimental, anotacdes
foram feitas sobre a altura das plantas submersas em relagao a superficie do lago e

a porcentagem de cobertura das quatro plantas nas unidades experimentais.

2.5.2. Calculos

Usando os dados oferecidos pelo Picarro, os fluxos (mg/m?/dia) para os gases
CHy4, CO2 e N2O foram determinados usando a seguinte formula:

S * P*FI*F2
F N slope T

Onde, F é o fluxo do gas (mg m2d™"), V é o volume da camara (m°), A é area da
superficie da camara (m?), slope é a curva de relacdo entre CH4, CO,or N,O e
tempo (ppm/segundo); P é a pressao atmosférica (kPa); F1 é o pesor molecular para
0 gas carbonico (44), 6xido nitroso (44) e metano (16; g mole™); e T é a temperatura
em Kelvin (K). Um Macro criado através do Programa Microsoft Excel ajudou na

realizagao dos calculos.

2.6. Emissao dos sedimentos

2.6.1. Coleta e incubacao

Sedimentos foram coletados uma vez por més durante o periodo entre setembro
de 2015 e maio de 2016 de cada unidade experimental, uma vez por més, e foram
incubados para determinar as emissdes in situ. Cilindros de plastico de diferentes
comprimentos (variando de 20 a 45 cm) foram usados com duas tampas de
borracha, levando em conta que a quantidade de sedimento coletada era variavel
entre as unidades experimentais. A coleta foi feita manualmente, primeiramente
empurrando o cilindro sob o sedimento, colocando em seguida a tampa na parte

superior enquanto o cilindro ainda estava no sedimento. O encaixe de uma outra
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tampa de borracha era colocada na parte inferior assim que o cilindro emergia
novamente para a superficie. Os cilindros com sedimentos foram deixados dentro de
uma banheira simulando a temperatura aproximadamente que 0os mesocosmos se
encontravam na época da coleta, a qual deveria ser feita no maximo trés dias antes

das medigdes.

2.6.2. Medicoes

Primeiramente, antes das medi¢des, a agua do cilindro foi removida por sucgao
até a altura dos sedimentos usando um cabo, sem perturbar o sedimento. Para
determinar as emissdes, o analisador de GEE (Picarro) foi usado, anexado a tampa
de borracha (perfurada com dois buracos) do cilindro através de dois cabos, um
conectando em direcdo a bomba e outro no Picarro, compondo um circuito onde
gases poderiam passar através de um espacgo vazio e fechado dentro do cilindro,
além da bomba e do Picarro e, portanto, determinando a concentracdo de CO,, CH,
e N2O em ppm por tempo. Esse espaco de ar no cilindro foi medido em cada um
deles com intuito de determinar o volume total do circuito cujos gases estavam
circulando, uma vez que o volume era variavel em cada medigéo, levando em conta
que a altura dos sedimentos era também variavel para cada cilindro. Cada cilindro foi
coletado (figura 5) de cada unidade experimental foi medido em duas condigdes
diferentes: 6xica e andxica. Para a primeira, os cilindros foram mantidos abertos
alguns minutos antes das medigbes. Para a condicdo anodxica, um sistemas de
cabos e valvulas foi montado com intuito de, primeiramente, lavar os cilindros com
gas nitrogénio até o nivel de CO, < 20 ppm e os cilindros foram entdo imediatamente
medidos. As medicdes foram feitas sempre na terceira semana de cada més de
setembro de 2015 a maio de 2016, com excegéo do pico do inverno, onde os lagos

congelaram (fevereiro), impedindo a coleta dos sedimentos para incubacgao.
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Figura 5: Medindo os fluxos dos ciIindroé com sedimentosAapés a incubacao
2.6.3. Calculos

Usando os dados oferecidos pelo Picarro, os fluxos (mg/m?/dia) para os gases
CHy4, CO2 e N,O foram determinados usando a seguinte formula:
* P*FI*F2

*slope * 12112

F= R*T

y
A

Onde, F é o fluxo do gas (mg m2d™"), V é o volume da camara (m®), A é area da
superficie da camara (m?), slope é a curva de relagdo entre CH,4, CO,or N,O e
tempo (ppm/segundo); P é a pressao atmosférica (kPa); F1 & o pesor molecular para
0 gas carbdnico (44), éxido nitroso (44) e metano (16; g mole™); e T é a temperatura
em Kelvin (K). Um Macro criado através do Programa Microsoft Excel ajudou na

realizagao dos calculos.

2.7. Perfil de oxigénio
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A concentragao do oxigénio dissolvido (dada em mg/L) na agua de cada unidade
experimental foi determinada com intuito de ter uma indicagao da produg¢ao primaria,
da adequacao para a metanogénese e oxidagao de metano. O dispositivo usado foi
IntelliCAL™ LDO101 Rugged Luminescent/Optical Dissolved Oxygen (LDO) Probe,
5-Meter Cable anexado a um HQD Portable Meters, utilizado uma vez por més, trés
vezes em cada unidade experimental, considerando trés diferentes temperaturas: 5,
15 e 45 cm da superficie. As medigdes foram feitas sempre na segunda semana no

més de outubro de 2015 a maio de 2016.

2.8. Oxidagao de metano

2.8.1. Coleta e incubacao

Amostras de agua e plantas foram coletadas com intuito de medir a atividade da
oxidacdo de metano por bactérias metanotréficas de cada unidade experimental,
uma vez durante a ultima semana de cada més, considerando o periodo de
setembro de 2015 a abril de 2016. A oxidacdo de metano foi medida por incubagao
de 36 garrafas contendo 60 mL de agua (além de plantas de cada unidade
experimental) and £ 50 mL de espaco de air ambiente. Mais 36 das mesmas
garrafas foram preparadas com as mesmas caracteristicas mencionadas, divergindo
apenas na auséncia de plantas. A quantidade de plantas usadas variou ao longo das
espécies: 1g de M.spicatum, 2g de A. filiculoides and 3g de C. demersum e E.
canadensis. As garrafas foram fechadas com uma borracha e lacradas com uma
tampa de aluminio (figura 6). As garrafas foram mantidas numa cémara climatica (de
setembro a janeiro) ou em um refrigerador (de fevereiro a abril), dependendo da
disponibilidade de locagao no laboratério. A temperatura foi simulada em ambos os

casos e as condi¢des de luz apenas na camara climatica.
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Figura 6: Preparagao de amostras para a entdo incubagado na camara
climatica ou refrigerador

2.8.2. Medicgoes

Antes da primeira medicdo no mesmo equipamento usado para a ebulicido, a
maquina de cromatografia de gas, metano era injectado de 1 a 2 mL em cada
garrafa para monitorar o decréscimo na sua concentracdo. Em cada medigao na
cromatografia de gas, 2 amostras de 0,1 mL eram retiradas do espaco de ar de cada
uma das 72 garrafas e injetadas na maquina para determinar ppm de metano
(através da comparagéao entre areas de mV/tempo de inje¢cado das garrafas para a
calibragem com valores pré-determinados em relagdo as areas das amostras
oferecidas pela maquina). A primeira medigdo seria apenas para verificar a exata
quantidade de metano injetada em cada garrafa e depois as proximas trés medigdes
na cromatografia de gas seriam feitas com um periodo variavel de tempo ( de 2 dias
a uma semana) com intuito de ver se o decréscimo nas garrafas ao longo do tempo

devido a oxidacido de metano.

2.8.3. Calculo das taxas de oxidagao de metano
A concentracdo de metano nos espacgos de ar nas amostras foi em seguida

usada para calcular a concentragdo de metano na agua incubada pela lei constante
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de Henry. Posteriormente, a quantidade absoluta de mols de metano foi calculada
multiplicando as concentragdes achadas na agua e nos espagos de ar com o0s
volumes correspondentes. A mudanga na concentracdo de metano ao longo do

tempo pode ser calculada, portanto, como:

dCH, B
dt

—Keps “CH,

Onde metano é a (restante) concentracéo, Kcns € a reagao constante (h-1) e

se integra com a equagao seguinte:

- _ & —Km4*r
(’H:’r.r - CH-'I.Q €

Onde CHyp é a concentragdo de metano no tempo 0, CH4: é a concentragéo de
metano no tempo t. Essa integragao foi usada para calcular a reagdo de constantes

em nosso experimento de incubacéo.

2.8.4. Oxidagao de metano por planta

Apos todas as medigdes na cromatografia de gas serem feitas, as plantas foram
totalmente removidas da garrafa e cada planta vinda de cada unidade experimental
foi colocada em uma travessa de aluminio ou de porcelana, permanecendo 4 dias
em uma estufa a 60°C. Em seguida, o peso seco foi medido para determinar a

influéncia de cada grama de planta para a oxidagao de metano (figura 7).
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Figur : As amostras de planta sendo levadas para a estufa

2.9. Estatistica

Um teste nao paramétrico (Kolmogorov-Smirnov) foi feito com intuito de verificar
a normalidade da distribuicdo dos dados. No caso de uma distribuicdo normal, um
teste ANOVA — um método estatistico usado para testar diferencas entre duas ou
mais medias — foi conduzido. Para todas as medicdes, o teste ANOVA foi feito para
analisar a influéncia das duas variaveis (espécie e nivel de nutrientes) e o seu termo
de interacdo. O teste de HSD (diferengca honesta significante — honest significant
difference) foi também realizado para criar grupos homogéneos para comparar as
variaveis. Todos os testes estatisticos foram conduzidos usando o SPSS (V21, 2012,

IBM Statistics) e p<0,05 foi considerado significante para os resultados.
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3. RESULTADOS

3.1. Cobertura de macroéfitas e temperatura para as medigoes

A tabela 1 abaixo mostra, durante todo o periodo, a temperatura em que as
medigdes cujos processos eram dependentes da temperatura para o calculo. Em
fevereiro, as medigcbes pararam devido ao pico do inverno, uma vez que a
temperatura se tornou negativa e os lagos congelaram (figura 8). A cama de gelo
atingiu cerca de 5 cm de espessura, que por sua vez tornou as medigdes da difusado
e a producao de sedimentos impossivel de terem feitas durante esse periodo. Além
disso, as garrafas da armadilha para difusdo, montadas no inicio de fevereiro antes
da nevasca, também quebraram devido ao gelo interno (figura 9), o que levou ao
descarte das medicdes da ebulicdo durante fevereiro.

Por outro lado, para a oxidacdo de metano, as medi¢cdes pararam apos abril, uma
vez que algumas unidades experimentais nao continham mais plantas devido a nivel
severo de eutrofizagdo. Esse fato é descrito na tabela 2 (pagina 30), que inclui as
caracteristicas dos lagos ao longo de todo o periodo, onde cada unidade
experimental (ou quarto dos lagos) recebeu um codigo* formado por trés caracteres,
o primeiro referindo a uma espécie (A=Azolla, C=Ceratophyllum, E=Elodea,
M=Mpyriophyllum), o segundo ao nivel de nutriente (em inglés: H= high nutrient level,
| = intermediate nutrient level; L = low nutrient level) e o terceiro o numero da réplica
(1, 2 ou 3).

Tabela 1: Medicao cujos procesos eram dependentes da temperatura para o

calculo
SEP OCT NOV DEC JAN FEB MAR  APR MAY
20, 8 12 8 7 - 9 14 12

14 8 8 10 12 - 10 15 14

23 23 10 10 7 5 10 15 -
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Tabela 2: Avaliagao da cobertura e da distancia entre o apice das plantas e a

superficie

Code of Estimative distance of each submerged plant from the surface of the pond (cm) and
experimental porcentage of estimative coverage for each plant - between parenthesis in the cell -
(quarter) in each month for each quarter

‘Sep  Oct  Nov  Dec  Jan  Mar  Apr  May
-(100%) - (100%) - (100%) -(100%) D*(80%) D*(70%) D*(10%) E*

-(100%)  -(100%) - (100%) -(80%)  D*(B0%) D*(60%) D*(10%) E*

-(100%) -(100%) -(100%) -(100%) - (80%) D*(85%) D*(80%)  D*(40%)

-(100%) - (90%) -(100%)  -(100%) -(100%) P (100%) P*(90%) P*(40%)

-(95%)  -(100%) -(100%) -(100%) - (100%) - (100%) -(100%) - (90%)

CH1 - ! ! { [ | |
0(95%) 1(70%) 2(80%)  T* T D* D* E*
___—

CH3
0(80%)  12(80%) 18(70%) 30 (80%) T* T*

________—
_ 5(100%) 1(70%) 2(50%)  T*
—————————
(62 |

3(75%) 20 (85%) 28(80%) 40 (60%) 25 (40%) 40 (80%) 20 (80%) 20 (60%)

0(95%) 0(95%) T*

T D* D* D*

1 (95%) 1(90%) 2 (70%) T

1(80%)  2(90%)  1(95%)  0(95%)  2(95%) T*

2(95%)  2(90%)  6(80%) 4 (70%)  5(85%)  3(90%)  0(95%) O (100%)

CL3

1(95%)  1(90%) 5(80%)  10(90%) 10 (90%) 10 (85%) 2(95%) 0 (100%)
I N R A R
m 0(90%) 0(70%)  1(75%) T* ™ D* D* E*
—————————
_ 1(100%)  0(100%) 0(90%)  0(100%) 0(95%)  1(95%) T*
IW.I_____—__—

1(100%) 0(95%)  1(85%) 0(95%) 5(85%) 0 (70%) T*
MLA1
1(100%) 0(95%) 2(85%) 0(95%) 0(95%) 0(85%) 0(90%) 0 (100%)

1@5%)  A(T0%) 2(60%)  0(95%)  2(85%)  2(28%) 0(e%) T

Legenda:
- Entre parénteses se encontra a cobertura das macrofitas e fora dele a distancia entre os apices das plantas e a
superficie
- Para explicagao do codigo das unidades experimentais veja (*) no corpo do texto
P* = Azolla estava avermelhada

= agua no quarto se tornou turbida, impedindo a avaliagdo da cobertura e da altura das macréfitas submersas
D* = além da turbidez, a deterioragdao das macrofitas foi observada, uma vez que pedagos mortos das plantas foram
vistos flutuando nos quartos. Uma vez que Azolla é a Unica planta flutuante, sua cobertura péde ser determinada
nessa condigao
E* = quarto vazio; macrdéfita ja se encontrava morta
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Figura 8: Mesocosmos durante o pico do inverno (fevereiro). As medigdes e a
adicao de solugdo parou durante esse periodo

% p . 7
Figura 9: As armadilhas para bolhas durante o inverno. A coleta foi descartada
em fevereiro.

3.2, Teste de Kolmogorov-Smirnov

O mencionado teste ndo paramétrico foi usado para todo o conjunto de dados e
foi demonstrada normalidade de distribuicdo para o conjunto, o que possibilitou o
uso do teste ANOVA.
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3.3. Perfil de oxigénio

Para todo o periodo, n=288 foi obtido para cada profundidade. Para a porcao
superficial (depth = 5 cm), teste ANOVA mostrou diferencgas significantes entre as
espécies (p<0,0001) e nutrient level treatment (p<0,0001). Contudo, o oposto foi
demonstrado para sua interacéo (p=0,176). Para a profunidade intermediaria (15
cm), todas as analises demonstraram significantes diferengas: entre as espécies,
entre os niveis de tratamento e entre as interagbes (p<0,0001 para cada). Para
profundidades proximas aos sedimentos (45 cm), mais uma vez diferencas
significantes foram obtidas para todas as analises (p<0,0001 entre as espécies e
entre os niveis de tratamento e p=0,003 entre sua interag&o).

Na figura 10, um esquema para o Teste HSD de Tukey onde o gradient com a
concentracdo de oxigénio € demonstrado de acordo com a distribuicdo dos grupos
homogéneos. A primeira letra do nivel de nutriente (em inglés) é indicada na parte
superior do esquema (H= high nutrient level; | = intermediate nutrient level; L = low
nutrient level) e a primeira letra do nome de cada espécie (A=Azolla,
C=Ceratophyllum, E=Elodea, M=Myriophyllum) esta na parte inferior. A média da
concentracdo de oxigénio durante todo o periodo em cada profundidade
(sobrepostas no grafico) por espécie em cada tratamento € também mostrada nessa

secao (grafico da figura 11).

Figura 10: Esquema para o teste HSD de Tukey — o agrupamento dos tratamentos com

nutrientes e as espécies de acordo com o gradiente [O,]

Depth: 5cm (surface) Depth: 15cm Depth: 45cm (bottom)

e (D)@
O
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Figura 11: Perfil de oxigénio para cada espécie em cada

tratamento

3.4. Fluxo de CO,: difusdao agua-atmosfera e produgdo em sedimentos

oxicos

O teste ANOVA foi feito para a difusdo de gas carbdnico considerando o

periodo inteiro de coleta (n=288). Uma diferenga significante na difusao foi
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encontrada entre as espécies. Azolla mostrou-se diferente das outras espécies
(p<0,001), tendo um maior sequestro de gas carbénico. Contudo, o nivel de nutriente
(p=0,771) e interagdo espécie*nutriente level (p=0,597) ndo obtiveram diferengas
significativas. Na figura 12, num esquema para o teste HSD de Tukey, as letras
representam as espécies dentro de seus respectivos grupos homogéneos de acordo
com o gradiente de sequestro de gas carbbnico na difusdo. Note que mesmo
considerando as trés plantas submersas como homogéneas em relacdo a tal
caracteristica, a ordem disposta no grupo indica qual delas obteve mais ou menos

sequestro de gas carbdnico considerando o gradiente.

Figura 12: Esquema para o teste HSD de Tukey

com o agrupamento de espécies de acordo com

a difusdo de CO,

s
‘COE UPTAKE “COE UPTAKE

Para a producédo de CO; nos sedimentos, as concentragdes de oxigénio na

coluna de agua proxima ao sedimento foram majoritariamente acima de 2 mg/L,
portanto a produgdo de gas carbbnico no sedimento sob condigbes Oxicas in situ
provavelmente se assemelha melhor e foi usada para comparar com as emissdes
por difusdo (grafico da figura 13 abaixo). Para o periodo todo (n=277), nenhuma
diferenga foi achada entre as espécies (p=0,487), o nivel de tratamento (p=0,173) ou

no fator de interagao (p=0,219).
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RESULTADOS

3.5. Fluxo de CHj: difusao agua-atmosfera, produgcao em sedimentos

oxicos, ebulicao e oxidagao

O teste da ANOVA foi feito para a difusdo de metano considerando o periodo
inteiro de coleta (n=288) e significantes diferengas ndo foram achadas na difusao
considerando as analises entre espécies (p=0,730) e tratamentos (p=0,359).
Contudo, para a interacdo entre essas variaveis, uma diferenga significativa foi
achada (p=0,049).

Para a producdo de sedimentos, concentragdes de oxigénio na coluna de
agua proxima ao sedimento foram majoritariamente acima de 2mg/L, portanto a
producdo de metano no sedimento sob condi¢des oxigenadas in situ melhor
descrevem as condi¢cdes reais dos mesocosmos. Para o periodo inteiro (n=274),
nenhuma diferencga foi achada entre nenhuma das trés analises para essa medigao:
espécies (p=0,33), os tratamentos (p=0,32) ou sua interagao (p=0,484).

Por outro lado, a ebulicdo de metano mostrou diferengas significativas para as
espécies (p<0,0001) e para o nivel de nutrientes (p<0,0001), contudo o mesmo
resultado nao foi mostrado para a interacao entre eles (p=0,164). Para as emissdes
por ebulicao - muito mais baixas que para a difusao (grafico da figura 14, pagina 37),
as espécies, representadas por sua primeira letra, foram divididas em trés grupos
homogéneos, de acordo com o Teste HSD de Tukey (figura 16, parte superior,
pagina 38). Azolla e Myriophyllum demonstraram uma clara diferengca entre eles,
pertencendo a diferentes grupos que nao se relacionam entre entre si em relagdo ao
gradiente para a ebulicao de metano. Grupos homogéneos foram também definidos
para os tratamentos (figura 16 — parte inferior, pagina 38). Portanto, altos niveis de P
and N (H) permaneceram isolados com mais emissdes que 0s outros tratamentos
com menores niveis de nutrientes (I, L). A média de emissbées ao longo dos meses
para os fluxos ebulitivos por espécie em cada tratamento é representado no grafico

da figura 15 (pagina 38).
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RESULTADOS

Teste ANOVA foi também realizado para a medi¢cao da oxidacdo de metano,
considerando o codigo para as unidades experimentais (descrito na tabela 2, pagina
30) como fatores aleatorios, e nenhuma diferenca significativa foi encontrada (entre
especies: p=0,479; entre nivel de nutrientes: p=0,465; a interacdo entre eles:
p=0,559). Também nenhum dos cddigos das unidades experimentais mostraram
diferencas significativas. O grafico da figura 17 mostra a média do consumo de
metano por oxidagdo (umol/h) considerada por grama do peso seco da planta,

durante o periodo todo (n=288), comparando o nivel de nutriente e as espécies.
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Figura 17: Consumo de metano por

espécie em cada tratamento

3.6. Fluxos de N;O: difusao agua-atmosfera e produgao em sedimentos

O teste foi feito para a difusdo de 6xido nitroso durante o periodo inteiro de
coleta (n=288). Diferencas significantes na difusdo ndo foram mostradas entre as

espécies (p=0,127) e na interagcdo espécie*nutrient level (p=0,192). Entretanto,
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houve uma diferenga clara, gradual e significante entre os trés nivels de carga de
nutrientes (p<0,0001).

Para a producdo de oxido nitroso nos sedimentos, as concentracdes de
oxigénio na coluna de agua proximas ao sedimento foram majoritariamente acima de
2 mg/mL, portanto a produgdo de oxido nitroso sob condi¢gdes Oxicas in situ s&o
melhor utilizadas para descrever esse processo N0 mesocosmos e comparar com a
difusdo (grafico da figura 19). Para o periodo inteiro (n=277), as mesmas relagdes
foram avaliadas (entre espécies: p=0,107; interacdo: p=0,395). Portanto, houve
apenas diferenca significativa novamente para o nivel de nutrientes (p<0,0001). O
esquema da figura 18 demonstra a distribuicdo dos grupos homogéneos para o teste

de HSD de Tukey, considerando o gradiente de N>O em ambos os tipos de fluxos.

Figura 18: Esquema para o teste HSD de Tukey com o agrupamento das
espécies e o nivel de nutriente de acordo com a difusdo/producdo em

sedimentos

coe @

N0 NzO N2O NO
t diffusion tt djzf-fusign t p;oduction production

3.7. Condicoes Oxicas e anéxicas para a produgdao dos GEE nos

sedimentos

O teste da ANOVA foi realizado para comparar as diferencas entre as
condigdes oOxicas e anoxicas na producdo de GEE nos sedimentos. O resultado
mostrou que nao houve diferenga significativa entre ambas as condi¢des (p=0,159).
Dessa maneira, os resultados para cada gas nas condi¢des andxicas nao serao
mostradas aqui, contudo, as razdes para isso e a metodologia serao discutidas na

proxima segao.
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4. DISCUSSAO

Para a simulacdo das condi¢cdes oOxicas e anodxicas na producdo de GEE nos
sedimentos, nenhuma diferenca foi verificada provavelmente devido ao curto periodo
em que os cilindros com sedimentos permaneceram sem oxigénio, o que nao
repercutiu em eficiente metanogénese. Além disso, o fato da n&o inclusdo da
medi¢cdo das concentragdes de oxigénio dentro dos cilindros depois de lava-los com
gas nitrogénio também nao garantiu que eles estivessem de fato andxicos. Outra
questdo que pode ter prejudicado as medi¢cdes, em ambas as condigdes, pode ter
sido a perturbac&o dos sedimentos. O transporte dos cilindros dos mesocosmos (no
Jardim Experimental do campus da Universidade de Radboud) até o laboratério no
complexo de prédios da Faculdade de Ciéncias (Huygensgebouw) foi feito
colocando-os dentro de baldes levados sobre uma mesa de rodas e, uma vez que o
caminho ndo era plano, o movimento pode ter perturbado relativamente os
sedimentos. Portanto, esse fato pode ser um dos argumentos para explicar os
resultados altamente variaveis e nao completamente satisfatérios para a produgao
de sedimentos.

Da metade do periodo das medicbes em diante, um intenso processo de
eutrofizacido pode ser verificado nos niveis alto e médio de nutriente. De acordo com
a tabela 2 (pagina 30), algumas unidades experimentais comegaram a ficar turbidas
aproximadamente por volta de novembro. Praticamente, as plantas no tratamento H
(alto) ja estavam quase completamente mortas e a maioria delas no tratamento |
(intermediario). Ademais, verificando essa intensa eutrofizagdo (figura 20) e essas
altas emissdes de 6xido nitroso (média no tratamento H foi de 307,81 mg/m?/dia e
para o tratamento | foi de 307,81 mg/m?/dia), analise de amostra de agua foram
feitas em fevereiro. Altos niveis de nitrato e fosfato, mas especialmente amoénio,
foram registrados nos tratamentos H e |, cujos valores sao apresentados na tabela 3.
O nivel de nutrientes achado pode ser considerado muito alto, tendo em vista que
carga critica para fésforo calculada variam de 1.8 to 10.2 g P m? ano™', enquanto
para nitrogénio variam de 12.1 to 43.8 g N m™ ano™', de acordo com o modelo de
eutrofizagdo PCDitch (JANSE et al. 2007). Ha entdo uma suposigao que houve um
processo de eutrofizagdo interna para todos os lagos, além da eutrofizagdo externa
causada pela adicdo de nutrientes. Portanto, os sedimentos poderiam estar
inicialmente sobrecarregados de fésforo e nitrogénio.
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Tabela 3: Analise de agua depois dos resultados obtidos

Phosphate (POa) Nitrate (NO3) Ammonium (NHg4)
266,10 215,55 4.298,02

70,83 175,06 1.894,85

0,96 33,91 45,75

Figura 20 Tratamento Hem abrll. Note a clara ewdenma do intenso
processo de eutrofizagao

Fora isso, de acordo com a tabela 2 (pagina 30), algumas plantas mostraram
variavel tolerancia ao processo de eutrofizacdo. Nés poderiamos mencionar Elodea
como a mais resistente, uma vez que no tratamento | nenhuma planta morreu e
mesmo algumas nem estavam se deteriorando em maio (quartos El1 e EI2), embora
a agua se encontrava completamente turbida. No ultimo més, o unico quarto do
tratamento H que tinha uma planta viva continha Elodea (EH3), embora totalmente
deteriorada. Portanto, esses resultados sobre a resisténcia corrobora a literatura
sobre Elodea, servindo para justificar uma das caracteristicas que a levaram para
sSeu sucesso como espécie invasora, adaptando-se a aguas eutroficas (HUSSNER,
2012; NICHOLS et al. 1986). Por outro lado, Azolla foi a macréfita mais vulneravel a
esse inputs de nutrientes, sendo a unica planta que deterioragcao foi observada
mesmo no tratamento L (AL1 e AL2). Em alguns quartos com Azolla, houve um

processo que fez como que a planta se tornasse avermelhada, provavelmente
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indicando deficiéncia de fésforo, que é o mais importante e frequente nutriente para
o crescimento de Azolla (Lumpkin, 1980). Portanto, esse fato explica a ocorréncia

dessa condi¢ao apenas nos lagos com tratamento L.

CO,sink = 1,287
CO,sink=1,06 g/m?/day

CO, sink = g/m?/day
0,959
g/m?*/day

CH, diffusion
=32,51
mg/m3/ CH, diffusion =

day 24,68 mg/m?/
day

0 0- |I A

 H-tregtment & Cichilien tregtment © @ Cichuliion 057 1~ L-treament
= e /e day -
CH, oxidation CH, CH, oxidation= 32,30 pmol/h/g

=36,85 i CH, oxidation= | ebullition =
umol/h/g 19,01 umol/h/g 0,89

CH,
diffusion =
10,46
mg,/m?/day

2
CH.production me/m’/day
=71,83 CH. production = 141,37 mg/m?/day
mg/m?/day

CH, production =
244,45 mg/m?/day

CO, production=
CO, production= 1,517 g/m?/day
2,623 g/m?/day CO, production=
3,287 g/m?/day

Figura 21: Esquema sumarizando os fluxos dos GEE para todo o periodo comparando

os trés tratamentos

Os fluxos de gas carbOnico nessa pesquisa apoiaram a literatura no ponto
que todos os lagos, mas especialmente as unidades experimentais com Azolla,
mostraram claramente um sequestro de gas carbdnico. Nos também tinhamos uma
hipétese que maiores sequestros desse gas ocorreriam no tratamento H, devido a
maior produgdo primaria. De fato, analizando as concentragdes de oxigénio para a
profunidade de 5 cm (préximo da superficie), nés podemos achar maiores
concentragdes de oxigénio no tratamento H e, desconsiderando a influéncia das
macroéfitas no tratamento H uma vez que estas comegaram a se deteriorar
severamente apos fevereiro, nds poderiamos dizer que as altas [O;] foram
provavelmente devido a proliferagdo de fitoplancton, aumentando a producao

primaria. No entanto, os maiores sequestros de gas carbdnico ocorreram no
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tratamento L (grafico da figura 13, pagina 35), seguido pelo tratamento | (figura 21),
embora esse diferenga nao foi significativa. Esse fato poderia ser explicado por um
mecanismo: a biomassa das macrofitas. Uma vez que as plantas comecaram a
deteriorar especialmente apds margo, a taxa de fotossintese e, portanto, a média da
produgdo primaria pode ter sido mais representativa pelas plantas vivas no
tratamento L que o fitoplancton nos lagos eutréficos.

Em geral, o perfil de oxigénio corrobora a variagdo da concentragdo de
oxigénio para os niveis de eutrofizacdo. No tratamento H, menos oxigénio foi
encontrado proximo dos sedimentos (0 que pode explicar os mais altos nivel de
ebuligdo de metano nesse tratamento, embora a camada de agua diretamente acima
dos sedimentos ndo & necessariamente anoxica) e os mais altos niveis de oxigénio
foram apresentados na superficie. O tratamento L também apoiou o que seria
esperado para um baixo nivel de eutrofizagdo, obtendo as mais altas concentragdes
na profunidade de 45 cm. Por outro lado, o nivel intermediario de eutrofizagdo néo
mostrou um claro padrao intermediario entre os outros tratamente, sendo o mesmo
muito variavel. Para as plantas, as unidades experimentais com Ceratophyllum
continha uma média de mais oxigénio em todas as profundidades, provavelmente
devido a uma maior biomassa, como sugerido pela literatura (GLOBAL INVASIVE
SPECIES DATABASE, 2016). Por outro lado, quartos com Azolla demonstraram em
todas as profunidades conterem maior nivel de oxigénio. Esse fato é facilmente
verificado, uma vez que menos oxigénio & dissolvido na agua devido ao fato de
Azolla ser uma planta flutuante. Myriophyllum apresentou baixa [O;], destacando-se
como a planta submerse com os menores niveis de oxigénio, também apoiando a
bibiografia (GLOBAL INVASIVE SPECIES DATABASE, 2016).

Analisando separadamente a profunidade de 45 cm (a terceira camada do
grafico da figura 11, pagina 33), proximo ao sedimento, a concentragdo de oxigénio
€ a mais baixa para Azolla no tratamento L. Esse fato poderia levar a errada
interpretacdo que Azolla no tratamento L poderia ter os mais altas taxas de ebuli¢gao
(levando em conta que baixos [O2] facilitariam a metanogénese), o que apresentaria
uma diferenga significante na interagcdo espécie X nivel de nutriente para ebuligao.
Contudo, na ebulicdo de metano, nenhuma diferenga significante foi mostrada para a
interagdo mencionada e, em geral, mesmo para Azolla, os altos niveis de nutriente
tiveram mais ebulicdo (grafico da figura 15, pagina 38). Portanto, isso pode ser
explicado pelo fato da interagcdo espécie X nivel de nutriente estar presente na
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concentracdo de oxigénio a 45 cm, o que poderia fazer Azolla se comportar
diferentemente de outras espécies submersas no tratamento L. Dessa maneira, as
maiores taxas de ebulicdo no tratamento H s&do explicadas devido aos mais baixos
niveis de oxigénio nas outras espécies e ndo em Azolla (para esclarecer, no grafico
da figura 11 da pagina 33, note na profunidade de 45 cm do grafico que todas as
plantas submersas no tratamento H obtiveram menores concentracées de oxigénio
comparado aos outros tratamentos).

Acima de tudo, nés deveriamos enfatizar que a ebulicdo nao foi relevante
como emissado de metano comparado com a difusao (figura 21, pagina 44). Os fluxos
da ultima foram mais relevantes, contudo, ndo mostaram qualquer padrdo para as
variaveis separadamente assim como para a produgao de metano em sedimentos,
que foi quase inversamente proporcional com a difusdo quando se compara os
tratamentos (figura 21). Para a difusdo, houve apenas uma fraca significancia para a
interagéo entre as variaveis (p=0,049). Analisando o grafico da figura 14 (pagina 37),
nos poderiamos indicar uma fraca tendéncia de Azolla em obter as maiores
emissdes de metano da agua pra atmosfera no tratamento H. Contudo, tal planta
flutuante se deteriorou muito nesse tratamento ao longo do periodo, o que dificulta
qualquer concluséo.

Para completer a analise do fluxo de metano, sua oxidagdo também n&o
demonstrou qualquer diferenga para as variaveis, o que € demonstrado por sua alta
variagao em relacdo aos tratamentos e espécies e, especialmente, ao longo dos
meses. Durante as medi¢cdes, muitas vezes houve mais taxa de oxidacao para as
amostras contendo apenas agua que para as contendo agua e planta. Isso
demonstra a auséncia de metano oxidagao para a influéncia das plantas. Ademais,
inicialmente uma camara climatica foi utilizada para incubar as amostras. De
fevereiro em diante, houve uma impossibilidade de manter as amostras no mesmo
lugar, que fez como que as amostras fossem mantidas em refrigerador escuro. Essa
variagao na condi¢cdo de luz durante as incubacgdes pode ter causado a variagao
temporal. Contudo, os resultados estao de acordo com a literatura, mostrando um
geral alta oxidagao de metano (cuja média para o periodo inteiro em cada quarto foi
29,36 29,36 umol/h/g de peso seco por planta) para as macréfitas nessa pesquisa.
In situ, Yoshida (2014) descreveu uma atividade de consumo de metano por
metanotrofos associada com diferentes espécies de plantas aquaticas que eram no
intervalo entre 3.7-37 ymol/h/g de peso seco de planta, sendo 5,7 a 370 vezes mais
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alto que o consumo de metano em partes submersas de plantas emergentes, como
folhas de plantas lenhosas, por exemplo. As altas taxas de oxidagdo de metano
também encontradas em nossa pesquisa esclareceu parcialmente o orcamento do
metano (figura 15, pagina 44), uma vez que comparando os fluxos para produgao
em sedimentos e difusdo, muito mais metano é produzido que langado para a
atmosfera, consolidando o papel da oxidagdo de metano como sequestro de
metano. Contudo, esse orgcamento ainda ndo esta claro, uma vez que houve mais
produgdo em sedimento no tratamento L e menos no tratamento H, entdo noés
esperariamos uma maior oxidagcdo de metano no primeiro (também por apresentar
maior biomassa de plantas) e, portanto, possibilitando explicar as baixas emissdes
de metano no tratamento L por difusdo. No entanto, significantes resultados entre as
cargas de nutrientes ndo foram mostradas para a oxidagao de metano. Além disso,
uma vez que nos nao achamos qualquer diferenga entre as variaveis, os resultados
nao suportam as hipoteses de Veraart (2015), que declara que a oxidagdo de
metano tem positiva relacdo com a adigao de fésforo e correlaciona com muitas
outras variaveis, como a vegetacado; também declarando que baixas adigdes de
nitrogénio tendem a estimular a oxidacdo de metano e, por outro lado, grandes
adicdes poderiam ser estimulatorias.

Para os fluxos de Oxido nitroso, os resultados mais intrigantes foram
apresentados. O nivel de nutriente superou qualquer diferengca entre espécies e
mostrou diferencas significantes, principalmente para a difusdo, onde uma diferenca
clara e gradual foi observada entre os tratamentos. As emissdes foram
extremamente altas, atingindo uma média de 307,81 mg/m?/dia no tratamento H ao
longo dos oito meses (figura 21, pagina 44). Dessa forma, esses resultados
corroboram a bibliografia, considerando que houve um maior langcamento de N,O
provavelmente de uma maior desnitrificacdo nas aguas eutroficas (HUTTUNEN et al.
2003), uma vez que tal gas é um produto intermediario do processo de
desnitrificagdo, antes do langamento de gas nitrogénio para a atmosfera. Altas
emissdes de Oxido nitroso podem ser explicadas pela alta disponibilidade de N, que
foi comprovado pela analise de agua. Além disso, principalmente para o tratamento
H, houve uma clara diferenca entre os niveis de o6xido nitroso produzido no
sedimento e as relativamente mais baixas emissdes por difusdo (grafico da figura 19,
pagina 41). Esse contraste indica que o sequestro de 6xido nitroso aconteceu devido
a algum processo incerto, possivelmente devido as macrofitas. Ademais, apesar da




piscussio I

diferencgas nao ser significativa para as espécies, Elodea tinha as maiores produgdes
em todos os tratamentos e, ao mesmo tempo, relativamente as mais baixas
emissdes por difusdo, que pode indicar algum processo de sequestro de oOxido
nitroso relacionado a essa planta. Por outro lado, nos quartos com Azolla mostraram
as menores emissdes € mesmo um sequestro de 6xido nitroso para a difusao, como
ja sugerido pela literatura. Mengis et al. 1997 relatou um sequestro de 0,01
mg/m?/dia no caso de lagos profundos; Hendzel et al. 2005 descreveu um sequestro
de 0,05 mg/m?/dia no caso de reservatérios de floresta boreal; finalmente, Soued et
al. 2016 relatou um sequestro de 1,01 mg/m?dia (23,1 pmol/m?/dia) e também
emissdes de 5,09 mg/m?%dia (115,7 pmol m?dia). Entretanto, os valores
apresentados mesmo para um sequestro na nossa pesquisa sdo expressivamente
altos (14 mg/m?/dia) e contradizeram a suposicdo de Soued: fluxos de dxido nitroso
nesse trabalho foi fortemente dependente do gradiente de N. No entanto, uma
investigacdo mais a fundo na possivel ebulicdto de N,O e no processo de
desnitrificagdo poderia ajudar a esclarecer os fluxos desse gas.

Ao longo dessa pesquisa, nds poderiamos afirmar que a carga de nutrientes
tem maior importancia nos fluxos de GEE que as espécies de macrofitas. Contudo,
de acordo com a avaliagdo da biomassa na tabela 2 (pagina 30), a condicdo das
plantas variou muito entre os tratamentos, o que dificulta analise de diferenca
significante clara, especialmente apds uma intensa deteriorizacdo das macrofitas no
tratamento H e | apés margco. Embora a provavel obliteracdo dos efeitos das
macréfitas pode ter dificultado uma clara afirmacéo, nds ainda podemos indicar que
os tratamentos com carga de nutrientes tendem a ter relativamente maior
importancia nos fluxos dos GEE que a composicao de espécies de macrdfitas.
Afinal, mesmo para os tratamentos L, cujas macroéfitas ndo foram deterioradas
majoritariamente, diferencas relevantes ndo foram mostradas nos testes estatisticos

para as espécies e para uma provavel interacdo de certa espécie no tratamento L.
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5. CONCLUSAO

Para as medi¢gdes da oxidacdo de metano e da producdo de GEE nos
sedimentos, houve uma alta variagdo de valores nos resultados que dificultou a
elucidacao dos processos, uma vez que os efeitos dos tratamentos ndo puderam ser
completamente desvendados. Isso significa que provavelmente a metodologia
deveria ser melhorada com intuito de obteng&o de resultados mais precisos.

Embora houve provavel obliteragao dos efeitos das espécies de macrdfitas no
tratamento H e |, uma vez que elas comegaram a se deteriorar ao longo do processo
de eutrofizagdo, ndés ainda podemos indicar que os tratamentos de carga de
nutriente tendem a ter relativamente maior importancia nos fluxos de GEE que a
composi¢cao de espécies de macrofitas. Portanto, os lagos podem se comportar
como grandes fonteS de sequestro de GEE (de gas carbdnico, especialmente no
caso de Azolla, mas também expressivo sequestro de 6xido nitroso no tratamento L)
ou alta fonte de emissdo de GEE (no caso de emissbes de metano e, sobretudo,
emissdes de 6xido nitroso, para os tratamentos H e I).

Resultados consideraveis foram obtidos para o metano: sua oxidagao
apresentou altas taxas e sua ebuligédo, cujos valores foram proporcionais a carga de
nutrientes, foi claramente menos relevante que a difusdo para as emissoes totais.
Contudo, os resultados obtidos ndo foram suficientes para construir um orgamento
de metano claro para esses lagos rasos e, assim, mais pesquisa € necessaria para
esclarecer o balango entre a taxa de produgédo e a emissao desse gas.

Por outro lado, o éxido nitroso foi claramente dependente do gradiente de N e
apresentou emissbes que superaram a importancia dos outros gases para a
perspectiva do aquecimento global, especialmente considerando que o potencial de
aquecimento global (GWP) para esse gas € 289 vezes mais alto que o CO». Dessa
maneira, o fluxo do N,O merece receber mais atencao nas pesquisas futuras.

Além disso, lagos rasos foram historicamente ignorados do or¢gamento de
GEE e deveriam receber maior atengdao, como ja foi indicado em outras recentes
pesquisas como a de Holgerson et al. 2016. Portanto, nossos resultados podem
encorajar mais pesquias sobre esse tipo de sistema de agua doce no orgamento dos

gases do efeito estufa.
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