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Resumen 
 

La fermentación obscura es un proceso donde una comunidad microbiana convierte materia 

orgánica en biogás rico en hidrógeno. Esta tecnología tiene un gran potencial para la biorremediación 

de aguas residuales y la disminución del uso de combustibles fósiles y ha recibido mucha atención 

debido a las cualidades del hidrógeno como combustible limpio y eficiente. Sin embargo, el proceso 

enfrenta algunos retos como la inestabilidad de los biorreactores y el bajo rendimiento. La 

fermentación obscura deriva de la digestión anaerobia, proceso por el que se produce metano a partir 

de hidrógeno y ácidos grasos volátiles resultado de la fermentación de materia orgánica. Para evitar 

el consumo de hidrógeno, se inhiben a las arqueas metanógenas (las principales consumidoras del 

hidrógeno) por medio de pretratamientos al inóculo. Debido a los pretratamientos, la estructura de 

las comunidades cambia drásticamente perdiéndose una gran parte de la diversidad y de las 

interacciones bióticas que ocurren en las comunidades de origen. Las consecuencias de esta pérdida 

de diversidad e interacciones no están bien estudiadas y sus consecuencias ecológicas se desconocen. 

 

Un paso importante para mejorar el entendimiento de comunidades naturales y el diseño de 

comunidades en biotecnología es entender los mecanismos ecológicos que dirigen sus dinámicas 

poblacionales y su comportamiento funcional. Con este objetivo en mente, en esta tesis evaluamos el 

papel de la diversidad y de las interacciones entre bacterias en la producción de hidrógeno en 

biorreactores. De esta forma, primero se realizó una revisión y metaanálisis acerca de la composición 

microbiana, parámetros de cultivo y rendimiento de los biorreactores en experimentos publicados de 

fermentación oscura y de digestión anaerobia (Capítulo I). Encontramos que no sólo la diversidad de 

las especies, sino también las interacciones bióticas entre ellas dan lugar a las propiedades observadas 

a nivel de comunidad (como la estabilidad). En el Capítulo II proponemos un marco de trabajo para el 

estudio ecológico de comunidades microbianas con énfasis en comunidades usadas para propósitos 

biotecnológicos. En este marco de trabajo resaltamos la importancia del diseño experimental y de la 

sistematización de la investigación de la ecología de comunidades microbianas. Finalmente, en el 

Capítulo III, ponemos en práctica, de forma experimental, el marco de trabajo propuesto en el Capítulo 

II para analizar el efecto que tiene la pérdida de diversidad en la estabilidad y el funcionamiento de 

los reactores productores de hidrógeno. Encontramos que la relación entre la diversidad microbiana 

y la función de los reactores es multinivel y tiene efectos distintos para las distintas propiedades 

medibles a nivel comunidad. Los resultados que aquí se presentan proveen nuevos panoramas para 

la integración de la teoría ecológica en el estudio de las comunidades microbianas y pretenden 

acercarnos al objetivo de entender, predecir y mejorar el uso las comunidades microbianas bajo 

diversos escenarios que van desde el conocimiento básico hasta aplicaciones en sostenibilidad. 



4 
 

Abstract 
 

Dark fermentation is a process where a microbial community converts organic matter into hydrogen-

rich biogas. This technology has great potential for the bioremediation of wastewater and the 

reduction of fossil fuels use. It has received much attention due to the qualities of hydrogen as a clean 

and efficient fuel. However, the process faces some challenges such as bioreactor instability and poor 

performance. Dark fermentation derives from anaerobic digestion, a process by which methane is 

produced from hydrogen and volatile fatty acids resulting from the fermentation of organic matter. 

To avoid the consumption of hydrogen, the methanogenic archaea (the main hydrogen consumers) 

are inhibited by inoculum pretreatment. Due to the pretreatments, the structure of the communities 

changes drastically, losing a large part of the diversity and the biotic interactions that occur in the 

original communities. The consequences of this loss of diversity and interactions are not well studied, 

and their ecological consequences are unknown. 

 

An important step in improving the understanding of natural communities and community 

design in biotechnology is to understand the ecological mechanisms that drive their population 

dynamics and functional behavior. With this goal in mind, in this thesis we evaluated the role of 

diversity and interactions between bacteria in hydrogen production in bioreactors. In this way, a 

review and meta-analysis about the microbial composition, culture parameters and performance of 

the bioreactors in published dark fermentation experiments was first carried out (Chapter I). We found 

that not only the diversity of the species, but also the biotic interactions between them give rise to 

the properties observed at the community level (such as stability). In Chapter II we propose a 

framework for the ecological study of microbial communities with an emphasis on communities used 

for biotechnological purposes. In this framework we highlight the importance of experimental design 

and systematization of research on the ecology of microbial communities. Finally, in Chapter III, we 

experimentally implemented the framework proposed in Chapter II to analyze the effect of diversity 

loss on the stability and performance of hydrogen-producing reactors. We found that the relationship 

between microbial diversity and bioreactor function has different effects for different properties 

measurable at the community level. The results presented here provide new scenarios for the 

integration of ecological theory in the study of microbial communities and aim to get us closer to the 

goal of understanding, predicting and improving the use of microbial communities under various 

scenarios ranging from basic knowledge to sustainability applications. 
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Prólogo 

 

Los microorganismos presentan una enorme diversidad taxonómica y funcional que solamente se ha 

descrito parcialmente. La ecología microbiana estudia esta diversidad en el contexto de interacciones, 

tanto bióticas como abióticas, buscando entender la relación entre la diversidad y funciones 

microbianas. El metabolismo de los microorganismos es indispensable para todos los ecosistemas del 

planeta ya sea como parte de los ciclos biogeoquímicos, en el tracto digestivo de un mamífero o en el 

funcionamiento de un biorreactor. Sin embargo, los microorganismos normalmente existen en 

comunidades o grupos de distintas especies que son muy complejas y en donde cada especie 

interactúa de formas diferentes con el resto. Incluso las comunidades más pequeñas son difíciles de 

predecir debido a la complejidad de sus interacciones. Queda mucho por entender acerca de las 

interacciones microbianas, y sus consecuencias, en contextos comunitarios y ambientales. 

 

 Esta investigación doctoral se enfocó en integrar y generar información acerca de cómo 

ocurren las interacciones microbianas y cuál es su efecto en funciones de interés, a nivel comunidad. 

Para esto se utilizaron como modelo de estudio consorcios productores de hidrógeno al ser un tipo 

de comunidad de relativamente baja diversidad y cuyo funcionamiento puede medirse fácilmente. 

Para cumplir los objetivos de investigación se utilizaron aproximaciones tanto bioinformáticas como 

experimentales. Esta tesis está conformada por una introducción general que describe el marco 

conceptual bajo el que se desarrolló el trabajo de investigación. Se presentan tres artículos científicos 

a manera de capítulos. El Capítulo I es un metaanálisis en el que se reunió información de cientos de 

experimentos publicados acerca de consorcios microbianos productores de hidrógeno y de 

fermentación obscura. Este metaanálisis se realizó con el objetivo de generar hipótesis acerca de los 

microorganismos involucrados en el funcionamiento de los reactores, de sus interacciones bióticas y 

de los factores ambientales que podrían influir tanto en la composición como en el establecimiento 

de estas interacciones. El Capítulo II es una propuesta de marco de trabajo para la generación de 

hipótesis sobre la relación entre la composición microbiana e interacciones con el funcionamiento de 

biorreactores productores de hidrógeno. En este capítulo postulamos el valor de la generación de 

hipótesis con soporte estadístico para su posterior verificación experimental y aporte al 

entendimiento de los mecanismos involucrados en la relación diversidad-función. El Capítulo III 

presenta los resultados de un experimento en el que se usaron 12 réplicas de biorreactores a escala 

laboratorio en dos condiciones de cultivo para analizar el efecto de los niveles de diversidad en las 

interacciones microbianas y en el funcionamiento de los biorreactores. Finalmente, se presentan las 

conclusiones generales y perspectivas de este trabajo. 
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Introducción general 

1. Ecología microbiana 

El desarrollo de los primeros microscopios y las observaciones de Antoine van Leeuwenhoek, Robert 

Hooke y Athanasius Kircher en el siglo XVII confirmaron la existencia de seres vivos microscópicos 

(Wainwright, 2003). Estos descubrimientos dieron origen a la microbiología, que durante los primeros 

dos siglos de su existencia se enfocó, principalmente, en la importancia médica de los 

microorganismos. Hacia finales del siglo XIX, Sergei Winogradsky realizó estudios sobre las bacterias 

que participan en el ciclo del nitrógeno y Martinus Beijerinck investigó las bacterias anaerobias 

participantes del ciclo del azufre (Burton, 2011; Dworkin, 2012). El nuevo enfoque de Winogradsky y 

Beijerinck de estudiar los microbios en su contexto ambiental y comunitario dio inicio a la ecología 

microbiana (Bertrand et al., 2015). Más adelante, a mediados del siglo XX, Robert Hungate y Tomotari 

Mitsuoka realizaron estudios pioneros acerca de la ecología del microbioma intestinal de rumiantes y 

humanos (Hungate, 1960; Mitsuoka, 2014). Estos estudios establecieron las bases técnicas de cultivo 

para describir morfológica, taxonómica y funcionalmente a distintos grupos bacterianos.  

 

Hoy en día sabemos que las bacterias han colonizado todos los ecosistemas de la Tierra. Estos 

microorganismos son muy diversos taxonómica y funcionalmente y son indispensables en el 

mantenimiento de la vida en el planeta. Las bacterias son responsables de llevar a cabo gran parte de 

los ciclos biogeoquímicos del planeta que permiten el flujo de nutrientes por los ecosistemas, de 

mantener la salud del agua y la productividad del suelo (Falkowski et al., 2008; Singh, 2015). A su vez, 

la diversidad funcional microbiana tiene el potencial de ser utilizada por los humanos para la solución 

de problemas ambientales y de salud. Las bacterias forman comunidades complejas donde millones 

de células interactúan y funcionan de formas diferentes, lo que las vuelve difíciles de predecir y 

controlar. 

 

 La ecología microbiana estudia la diversidad de microorganismos y aspira a entender el 

complejo funcionamiento de sus comunidades. Esta disciplina estudia cómo las poblaciones de 

especies microbianas se ensamblan para formar comunidades y cómo interactúan entre ellas y con el 

medio ambiente (Madigan et al., 2015) . Específicamente, la ecología microbiana estudia las siguientes 

características de las comunidades microbianas (Barton, Larry and Northup, Diana, 2011; Bertrand et 

al., 2015): 

 

1 El origen de las especies de microorganismos. 
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2 La diversidad taxonómica y funcional de los microorganismos. 

3 El rol de cada especie microbiana en una comunidad. 

4 Las interacciones que ocurren entre microorganismos y entre microorganismos y 

macroorganismos. 

5 Las interacciones entre microorganismos y su ambiente. 

6 La evolución de las poblaciones microbianas. 

7 La capacidad comunitaria de transformar compuestos a manera de servicios ecosistémicos y 

biotecnológicos. 

 

 El desarrollo de técnicas moleculares independientes del cultivo (aunado al renovado interés 

en técnicas dependientes de cultivo) ha permitido obtener información a gran escala acerca de la 

diversidad y función microbianas (Gray and Head, 2008; Lagier et al., 2015). Actualmente, la ecología 

microbiana enfrenta el desafío de descifrar patrones y generar teorías generalizables a partir de esta 

gran cantidad de información con el fin de entender cómo la diversidad y función microbianas surgen 

y responden a perturbaciones (Costello et al., 2012). 

 

2. Complejidad en comunidades microbianas 

2.1. Relación entre diversidad y función 

 

Todas las comunidades microbianas tienen una estructura característica de número y 

abundancia de especies que se conoce como diversidad taxonómica (Barton, Larry and Northup, 

Diana, 2011). La diversidad taxonómica de una comunidad microbiana es resultado de las capacidades 

metabólicas de las especies, de las condiciones ambientales (como pH, nutrientes y humedad) y de 

procesos ecológicos y evolutivos (p. ej. migraciones, adaptaciones e interacciones bióticas; Bertrand 

et al., 2015; Ladau & Eloe-Fadrosh, 2019). Por otra parte, cada especie contribuye, con sus capacidades 

metabólicas, a la diversidad funcional de la comunidad. La diversidad funcional se refiere a la variedad 

de capacidades metabólicas (o funciones) que tiene un grupo de organismos que coexisten en un lugar 

y momento determinados (Klassen, 2018). Esta diversidad funcional es considerada como el enlace 

fundamental entre la diversidad taxonómica y los servicios ecosistémicos (es decir, los beneficios que 

reciben los seres humanos de las comunidades microbianas; Escalas et al., 2019). Por ejemplo, las 

bacterias pueden ayudar al aprovechamiento de nutrientes y prevención de enfermedades cuando 

forman parte de los microbiomas de macroorganismos, en la agricultura mantienen la productividad 

del suelo y permiten la biorremediación de suelo y agua contaminados (Elena et al., 2016; McKenney 

et al., 2018; Ladau and Eloe-Fadrosh, 2019; de Corato, 2020). Sin embargo, la relación entre la 
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diversidad taxonómica de una comunidad y su función es compleja y depende de las características 

de las especies involucradas, de las condiciones ambientales y de sus interacciones.  

 

Tanto la estructura taxonómica como el perfil funcional de una comunidad microbiana son 

difíciles de predecir debido a que son propiedades que no pueden ser inferidas, solamente, como 

resultado de sus partes individuales (Escalante et al., 2015; Madsen et al., 2018). Estas propiedades 

(conocidas como propiedades emergentes) determinan propiedades ecológicas de las comunidades 

como la resiliencia, coexistencia de especies, capacidades metabólicas y la autoorganización espacial 

(Berg et al., 2022). Además, las comunidades microbianas son susceptibles a cambios en las 

condiciones ambientales (i.e. cambio climático, contaminación y disponibilidad de recursos) que 

pueden cambiar su composición y función (Allison and Martiny, 2009). En principio, existe evidencia 

de que algunas funciones son altamente dependientes de la diversidad microbiana (Morris et al., 

2020). Por ejemplo, durante la descomposición de materia orgánica en el suelo, la degradación de 

sustratos complejos (como la lignina) está asociada a unos cuantos grupos bacterianos (p. ej. Bacterias 

de las familias Comamonadaceae y Caulobacteraceae; Wilhelm et al., 2019). También, durante el ciclo 

del nitrógeno, la  oxidación anaerobia del amonio está asociada a grupos bacterianos reducidos como 

el género Brocadia (Wang et al., 2019). Sin embargo, es importante reconocer que se ha observado 

que, en algunos casos, la variedad taxonómica puede cambiar constantemente mientras que las 

funciones del ecosistema se mantienen estables. Este fenómeno puede deberse a que diversos 

procesos (como transferencia horizontal o evolución convergente) resultan en redundancia funcional 

(dónde diferentes grupos taxonómicos, filogenéticamente distantes, poseen las mismas capacidades 

metabólicas; Louca et al., 2018). Más aún, los microorganismos que se encuentran en proporciones 

bajas pueden tener impactos muy importantes en la función de toda la comunidad como los 

productores de metano en el tracto digestivo de los rumiantes y los fijadores de nitrógeno en el 

océano (Shade et al., 2014). Finalmente, un nivel más de complejidad en la relación entre la diversidad 

taxonómica y la función es la constante retroalimentación que existe entre ellas. Aunque en primera 

instancia la presencia de ciertas especies en una comunidad da lugar a un grupo determinado de 

funciones, estas funciones cambian las condiciones ambientales afectando el metabolismo y 

crecimiento del resto de los microorganismos de la comunidad (Fiegna et al., 2015; Wang et al., 2017; 

Netzker et al., 2018). Estos efectos que tienen los microorganismos entre ellos es posible estudiarlos 

desde un contexto de interacciones ecológicas que son parte de los mecanismos más importantes que 

subyacen la relación diversidad-función. Así, entender las funciones microbianas desde un contexto 

ecológico nos puede dar acceso a un manejo preciso de las comunidades microbianos en escenarios 

de cambio climático y biotecnológicos (Jobard et al., 2014). 
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2.2. Interacciones ecológicas en comunidades microbianas 

 

 Las bacterias no viven de forma aislada, en cambio, forman parte de comunidades donde se 

llevan a cabo complejas interacciones ecológicas. Georgy Gause y otros ecólogos realizaron estudios 

de laboratorio clásicos con levaduras y ciliados que demostraron por primera vez la existencia de 

interacciones ecológicas entre especies microbianas (Gause, 1932; Vandermeer, 1969). En estos 

experimentos se preguntaban si dos organismos con un nicho similar que colonizan un mismo 

ambiente coexistirían o alguno se extinguiría. Los experimentos de Gause llevaron a la adopción del 

principio de exclusión competitiva que explica que dos organismos con un nicho similar no podrían 

coexistir debido a la fuerte competencia entre especies por espacio y nutrientes (Hardin, 1960). El 

principio de exclusión competitiva se volvió un paradigma, bajo el cual, se estudió el ensamblaje de 

comunidades tanto de macroorganismos como de microorganismos (Cavender-Bares et al., 2009). 

Estos estudios sentaron las bases para la actual investigación de las interacciones ecológicas entre 

microorganismos. Sin embargo, en la naturaleza es común la coexistencia de especies, ¿cómo se 

pueden generar diferentes especies y, por lo tanto, interacciones entre especies, si una especie lleva 

a todas las demás especies emergentes a la extinción? 

 

Las interacciones que ocurren entre pares de especies bacterianas se pueden clasificar en un 

eje continuo que va desde las interacciones negativas hasta las positivas. Las interacciones negativas 

incluyen la competencia, el amensalismo y el parasitismo (Ghoul and Mitri, 2016). La competencia, 

además, se dividide en explotación e interferencia (Birch, 1957). Mientras que la explotación ocurre 

por similitud de los recursos utilizados, la interferencia se refiere a formas directas de inhibición. Por 

otra parte, las interacciones positivas incluyen el comensalismo y el mutualismo (Goldford et al., 

2018). De forma similar, formas de cooperación (procesos eco-evolutivos donde le selecciona la 

inversión en una interacción positiva; West et al., 2007b) que originalmente se habían observado en 

macroorganismos se han comprobado experimentalmente en microorganismos; por ejemplo, la 

discriminación por parentesco (interacciones mediadas por la similitud del genotipo; Liu et al., 2021) 

o la división del trabajo (cuando organismos cooperadores se especializan en realizar tareas 

complementarias; West and Cooper, 2016). El signo y la fuerza de las interacciones entre los 

microorganismos tienen consecuencias importantes para el surgimiento de las propiedades 

emergentes de las comunidades, ayudando a determinar lo que define a una comunidad, en contraste 

a sólo ser una colección aleatoria de especies (Gorter et al., 2020; Ratzke et al., 2020). A pesar de su 

importancia, conocemos poco de cómo surgen las interacciones ecológicas entre bacterias y aún no 

podemos predecir su impacto en la composición y función de las comunidades. 
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 Una consideración importante es que las interacciones ecológicas pueden ser incidentales o 

haberse desarrollado a través de procesos de evolución y adaptación (Tan et al., 2015). Dependiendo 

de su historia evolutiva, su impacto en otros organismos puede variar, así como el efecto de la pérdida 

de diversidad de las comunidades en los organismos que participan en las interacciones. Las 

interacciones incidentales se refieren a las que suceden como resultado del metabolismo de los 

organismos y que no reciben una inversión metabólica ni han sido resultado de adaptaciones a la 

interacción (Germerodt et al., 2016). Por ejemplo, en un momento particular, una especie puede estar 

realizando la degradación de un carbohidrato complejo por medio de una enzima extracelular o 

produciendo ácidos grasos como desecho. Los subproductos como azucares simples o ácidos grasos 

quedan disponibles en el medio y pueden ser aprovechados por organismos diferentes a los que 

realizan la función. Se ha propuesto que las interacciones incidentales pueden dar lugar a 

interacciones más complejas por medio de adaptaciones específicas (Gorter et al., 2020). Por ejemplo, 

si la liberación de enzimas extracelulares, al ser un proceso costoso, es aprovechado por organismos 

ajenos al productor puede convertirse en un tipo de parasitismo y, en el organismo productor de la 

enzima, pueden seleccionarse adaptaciones que eviten que las enzimas puedan ser aprovechados por 

no productores. De esta manera, pueden surgir funciones como la producción de sustancias 

inhibidoras como bacteriocinas o la formación de biopelículas que doten de estructura espacial a las 

comunidades que eviten la fuga de funciones costosas (Riley and Wertz, 2002; West et al., 2007a). La 

Hipótesis de la Reina Roja se propuso para explicar cómo las especies se enfrascan en carreras 

armamentistas donde las especies deben adaptarse y evolucionar, no sólo para tener una ventaja 

reproductiva, sino también para sobrevivir porque los organismos que compiten también están 

evolucionando (Bonachela et al., 2017). En contraste, la Hipótesis de la Reina Negra se propuso para 

explicar el surgimiento de las relaciones cooperativas en bacterias que interactúan por periodos 

prolongados (Morris et al., 2012). Esta hipótesis propone que, a partir de interacciones incidentales 

por medio de funciones que se hacen disponibles al medio extracelular, dos poblaciones de bacterias 

pueden perder la capacidad de realizar las funciones que reciben de las demás dando lugar a 

interdependencias metabólicas y coexistencia (Morris, 2015). La Hipótesis de la Reina Negra ha sido 

observada experimentalmente, lo que ha demostrado que las interacciones pueden surgir y cambiar 

en tiempos cortos que pueden ser relevantes, por ejemplo, en la operación de biorreactores (Jeffrey 

Morris et al., 2014). Por las razones descritas aquí, el consenso general es que las interacciones bióticas 

tienen un impacto profundo en las dinámicas de ensamblado, diversidad y función de las comunidades 

microbianas (Cordero and Datta, 2016; Ghosh et al., 2016; Madsen et al., 2018). Sin embargo, debido 

a las características intrínsecas de los organismos microbianos (es decir, su pequeño tamaño y sus 

interacciones mediadas químicamente) el estudio de sus interacciones es complicado cuando se 
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estudian comunidades completas (Schmidt et al., 2015; Franzosa et al., 2019). Para entender estos 

mecanismos es posible utilizar técnicas moleculares, microbiológicas, bioinformáticas y estadísticas, 

que, en conjunto con diseños experimentales sólidos, permiten generar hipótesis cada vez más 

precisas acerca del comportamiento de las comunidades microbianas. Recientemente, se han 

desarrollado nuevas aproximaciones, tanto experimentales como bioinformáticas, para generar 

hipótesis para el origen de las interacciones microbianas y su efecto en las dinámicas poblaciones y 

funcionales (Bauer and Thiele, 2018; Nai and Meyer, 2018; Amor and Bello, 2019). 

 

2.3. Aproximaciones al estudio de la relación diversidad-función y de las interacciones ecológicas 

 Gracias al desarrollo de las tecnologías de secuenciación masiva y de análisis de parámetros 

fisicoquímicos se puede generar una gran cantidad de información acerca de la composición y función 

de las comunidades microbianas. Para esto, la secuenciación del gen 16S rRNA (que codifica para el 

RNA ribosomal 16S que forma parte de la subunidad menor de los ribosomas procariotas) es el 

estándar usado en los estudios de ecología microbiana para determinar la abundancia e identidad de 

los microrganismos presentes en una comunidad (Case et al., 2007). Por otra parte, determinar 

parámetros fisicoquímicos del medio, así como la concentración de metabolitos de interés para cada 

comunidad sirven como medidas representativas de la función microbiana. En consecuencia, se 

generan amplios conjuntos de datos multidimensionales compuestos por múltiples variables (p. ej. 

Abundancia de especies, genes, concentración de metabolitos, proteínas o ácidos grasos) que 

conllevan una alta dificultad de análisis e interpretación. Con estos objetivos en mente, se han 

implementado diferentes análisis estadísticos para la inferencia de procesos ecológicos a partir de la 

información de las comunidades microbianas. Entre estas aproximaciones se encuentran los análisis 

de correlación y de ordenación que, en conjunto con sus respectivas representaciones gráficas (p. ej. 

Mapas de calor, redes o gráficas de ordenación), permiten detectar patrones de coocurrencia entre 

diferentes especies o establecer la relación entre especies y parámetros funcionales. Estos análisis son 

implementados en paquetes informáticos muy usados para el estudio de comunidades microbianas 

como QIIME2 (Bolyen et al., 2019) y MicrobiomeAnalyst (Dhariwal et al., 2017). No obstante, no existe 

una receta de análisis estadísticos que sea útil para todos las comunidades y experimentos ya que 

cada análisis tiene requerimientos y ventajas y desventajas que deben tomarse en cuenta. 

 

En el caso de los análisis de correlaciones, en estos se calculan coeficientes de correlación 

como el de Pearson o el de Spearman entre los datos de abundancia de las distintas bacterias 

presentes (p. ej. obtenidas a través del conteo del gen 16sRNA) o entre los datos de abundancia y 

datos funcionales (para tratar de inferir posibles interacciones ecológicas o relaciones entre diversidad 
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y función respectivamente; Vanwonterghem et al., 2014; Hugerth and Andersson, 2017). A partir de 

matrices de correlación de abundancia de bacterias, es posible inferir redes ecológicas dónde los 

nodos representan las bacterias y los vértices las interacciones negativas o positivas inferidas (Weiss 

et al., 2016). Este tipo de análisis y algunas variaciones que involucran el uso conjunto de otras 

medidas de distancia o similitud están disponibles en paquetes informáticos como CoNet (Faust and 

Raes, 2016) o MENAP (Deng et al., 2012). Las ventajas de estos análisis es su fácil implementación (ya 

que múltiples paquetes informáticos son capaces de realizarlos), fácil visualización de los resultados 

por medio de mapas de calor y el uso conjunto de coeficientes y medidas de distancia y similitud para 

mejorar las inferencias producidas (Faust et al., 2012; Weiss et al., 2016; Wang et al., 2017). Sin 

embargo, para los análisis de correlación se han observado desventajas como falta de sensibilidad y 

precisión ya que tienden a generarse falsos positivos (Weiss et al., 2016; Mainali et al., 2017; Carr et 

al., 2019) y que la interpretación de la relación causa-efecto muchas veces se realiza sin bases 

mecanísticas sólidas (Prosser, 2020). 

 

 Por otra parte, los análisis de ordenación son un conjunto de análisis que resumen y presentan 

datos multivariados para mostrar, gráficamente, las diferencias entre muestras en menos 

dimensiones que el conjunto de datos original (Syms, 2008). Esta reducción de dimensionalidad va 

acoplada con una interpretación sencilla a través de una gráfica de ordenación o biplot (como se les 

conoce en inglés a estas gráficas), donde los objetos cercanos tienen valores similares de variables y, 

los lejanos, valores diferentes (Paliy and Shankar, 2016). Existen dos tipos de ordenaciones, sin 

restricción y restringidas. En las ordenaciones sin restricción los análisis se llevan a cabo con una sola 

tabla de datos y tienen el objetivo de identificar patrones entre muestras e identificar variables 

responsables de esos patrones (Syms, 2008). En las ordenaciones con restricción se usan dos o más 

tablas de datos (p. ej. Una tabla de abundancia de especies y una tabla de variables ambientales) y 

sólo la variación en la tabla de especies que puede ser explicada por la tabla de variables es analizada 

y mostrada con el objetivo de identificar las relaciones entre ambas (Ramette, 2007). Aunque estos 

análisis tienen un uso extendido en ecología microbiana debido a su gran utilidad, cuentan con 

desventajas como el requerimiento de un número de muestra alto (Forcino et al., 2015) y que existen 

una gran cantidad de variantes de análisis de ordenación que complica elegir el análisis adecuado para 

el tipo de datos a analizar (Buttigieg and Ramette, 2014). Cada tipo de análisis de ordenación tiene 

distintas bases estadísticas y la selección de cada una depende de la estructura de los datos que se 

van a analizar. 
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Es importante mencionar que el desarrollo de nuevos análisis para estudiar la relación 

diversidad-función en comunidades microbianas es un área de constante desarrollo. En este sentido, 

se han desarrollado otras aproximaciones como análisis de especies indicadoras y diversas 

implementaciones de modelos estadísticos y matemáticos para identificar asociaciones entre 

bacterias (De Cáceres et al., 2010; Griffith et al., 2016; Shaw et al., 2016). Más recientemente, el 

modelado metabólico ha surgido como una opción para integrar la información genómica y 

metabólica de los organismos con sus procesos ecológicos permitiendo la inferencia de sus funciones 

e interacciones bióticas (Bauer et al., 2017; Bauer and Thiele, 2018; Jansma and Aidy, 2020). Las 

distintas aproximaciones descritas aquí han sido utilizadas con éxito en distintos escenarios en los que 

han demostrado su utilidad para ayudar a entender las comunidades microbianas muy diferentes. 

 

 

Por ejemplo, usando análisis estadísticos, se ha determinado que el pH del suelo es uno de los 

principales determinantes en la composición y diversidad microbianas a nivel global (Lauber et al., 

2009), se han identificado los microorganismos que pueden realizar la degradación de moléculas 

complejas como la celulosa (Jiang et al., 2015), los plásticos (Oberbeckmann et al., 2016), las proteínas 

(Kato et al., 2008) o los lípidos (Nobu et al., 2015). En cuanto a las interacciones ecológicas entre 

microorganismos, se ha identificado que las bacterias patógenas en el microbioma de la placa dental  

presentan coocurrencias que pueden indicar complementariedad (Faust et al., 2012) y también se han 

identificado bacterias asociadas a resistencia a patógenos en la piel de anfibios (Rebollar et al., 2016). 

Estos estudios representan un primer paso para la generación de hipótesis que luego podrán guiar la 

realización de experimentos para resolver preguntas específicas. Una vez que se han identificado 

interacciones potencialmente relevantes para un sistema de estudio (p. ej. usando métodos 

estadísticos) es posible plantear un estudio experimental de dichas interacciones. Para este objetivo 

es posible usar aproximaciones dependientes de cultivo donde se aíslan los organismos de una 

comunidad o se usan cepas de colección para realizar co-cultivos o construir comunidades sintéticas 

controladas (Abreu and Taga, 2016). De esta manera se han estudiado las interacciones cooperativas 

en el tracto digestivo de los seres humanos (Vrancken et al., 2019), las interacciones antagonistas en 

comunidades bacterianas acuáticas (Aguirre-von-Wobeser et al., 2014) y las interacciones que son 

importantes en el ensamblaje de comunidades de suelo (Friedman et al., 2017). Además, el uso de 

técnicas moleculares como análisis de isótopos e hibridación fluorescente in-situ ayudan a descifrar 

los metabolitos involucrados y a descifrar la estructura espacial en las comunidades (D’Souza et al., 

2018).  
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3. El caso de los consorcios microbianos productores de hidrógeno 
 Una aproximación útil para estudiar la relación diversidad-función es el uso de consorcios microbianos 

con una complejidad reducida que permitan generar y probar hipótesis ecológicas. Los consorcios 

utilizados para la producción de biocombustibles y consorcios sintéticos se han utilizado para probar 

hipótesis ecológicas y proponer teorías ecológicas generalizables (De Roy et al., 2014; 

Vanwonterghem et al., 2014). En particular, los consorcios microbianos productores de hidrógeno 

representan un buen sistema para estudiar hipótesis ecológicas ya que son sistemas poco diversos 

con funciones medibles bien estudiadas (Wang et al., 2020). La producción biológica de hidrógeno por 

medio de consorcios microbianos se lleva a cabo por un proceso conocido como fermentación obscura 

dónde se lleva a cabo la fermentación de materia orgánica dando lugar a hidrógeno, ácidos grasos 

volátiles y alcoholes. Los consorcios que participan en la fermentación obscura provienen de los 

consorcios de digestión anaerobia (un proceso por el cual se genera metano) pero son pretratados 

agresivamente para seleccionar sólo a los organismos con capacidad para la producción de hidrógeno 

(Wang and Yin, 2017). La digestión anaerobia es un proceso robusto que se usa con éxito para el 

tratamiento de aguas residuales y la producción de biogás rico en metano. En contraste, la 

fermentación obscura es un proceso inestable y poco robusto (Castelló et al., 2020). Se desconoce 

cómo los pretratamientos agresivos y la pérdida de diversidad en los consorcios de fermentación 

obscura impactan su estructura, interacciones y, estos a su vez, su funcionamiento. Aunque se ha 

estudiado la composición microbiana de consorcios microbianos de fermentación obscura, se ha 

dejado de lado el estudio de mecanismos (como las interacciones bióticas) que impactan en su 

dinámica y su función. 

 

El proceso de digestión anaerobia comprende cuatro etapas: hidrólisis, acidogénesis, 

acetogénesis y metanogénesis (Figura 1). La hidrólisis hace metabólicamente disponibles los 

polímeros que forman la materia orgánica al transformarlos en monómeros por medio de la liberación 

de enzimas extracelulares (p. ej. Celulasas, celobiasas, xilanasas, lipasas y proteasas; Weiland, 2010) y 

es, por lo tanto, considerado un paso limitante en la digestión anaerobia (Vavilin et al., 2008). Durante 

la acidogénesis, los monómeros son fermentados para producir ácidos grasos volátiles de distintas 

longitudes, alcoholes, CO2 y H2 (Chandra et al., 2012). Los ácidos grasos y el hidrógeno son 

intermediarios en la producción del metano (Figura 1), por lo que este paso es esencial en la 

producción de substratos para el último paso de la digestión anaerobia. La acetogénesis comprende 

la formación de acetato a partir de varios substratos y rutas, por ejemplo: los ácidos propiónico y 

butírico y el etanol son convertidos en acetato mientras se produce hidrógeno (Weiland, 2010), las 

azúcares son transformadas solamente en acetato (homoacetogénesis; Müller, 2003) y el CO2 es 

reducido usando hidrógeno (Chandra et al., 2012). En la digestión anaerobia, la acetogénesis también 
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es un paso limitante pues el acetato es el principal substrato para la producción de metano (Chandra 

et al., 2012). La metanogénesis es la producción de metano por parte de arqueas metanógenas. Este 

proceso puede ser de tres tipos (Chandra et al., 2012): acetoclástica (acetato como substrato), 

hidrogenotrófica (CO2 y H2 como substrato) y metilotrófica (metanol como substrato). La 

metanogénesis tiene un papel muy importante en la digestión anaerobia pues consume el H2 que 

inhibe el metabolismo de las bacterias productoras de hidrógeno y de las acetógenas (Weiland, 2010). 

Cada etapa puede ser realizada por grupos de organismos diferentes o un grupo puede participar en 

más de una etapa. Sin embargo, los pretratamientos son aplicados para eliminar las especies 

bacterianas que consumen hidrógeno para la producción de metano y de acetato. 

 

 

Figura 1. Etapas de la digestión anaerobia. (Modificada de Chandra et al., 2012). 

 

Aun cuando se ha investigado extensamente el efecto de los parámetros de cultivo en la 

producción de hidrógeno se conoce poco acerca de la ecología de los consorcios que habitan los 

reactores. Sin embargo, recientemente se han hecho algunos esfuerzos pioneros para dar un enfoque 

ecológico a las funciones de las bacterias que conforman los consorcios microbianos productores de 

hidrógeno. Por ejemplo, se sabe que especies del género Bacillus participan en hidrólisis de sustratos 

complejos que hacen disponibles azúcares simples a productores de hidrógeno (Cabrol et al., 2017). 

Por otra parte, especies del género Klebsiella consumen oxígeno permitiendo el crecimiento de los 

productores de hidrógeno que son estrictamente anaerobios (p.ej. del género Clostridium) 

(Vasconcelos et al., 2016). También se ha identificado la formación de estructura espacial (por 
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ejemplo, por bacterias del género Prevotella) y la regulación del pH (gracias a bacterias el género 

Megasphaera) como parte de las interacciones positivas que tienen bacterias no productoras de 

hidrógeno (Cabrol et al., 2017). Por otro lado, se han identificado interacciones que perjudican la 

producción de hidrógeno, como la producción de bacteriocinas (un tipo de competición por 

interferencia) o el consumo de hidrógeno (un tipo de comensalismo) (Castelló et al., 2020). También 

se ha reconocido a la diversidad como una propiedad global de las comunidades con un impacto en la 

función. Por ejemplo, una alta diversidad puede mejorar la estabilidad por medio de redundancia 

funcional, incrementando la productividad por medio de la complementariedad de funciones o 

incrementando la posibilidad de la ocurrencia de cepas productoras de hidrógeno resistentes a 

inhibidores (Jobard et al., 2014; Castelló et al., 2020). Es importante destacar que apenas se ha 

establecido la función de una pequeña parte de los microorganismos de los consorcios de 

fermentación obscura y que el efecto de los pretratamientos y las condiciones de cultivo en las 

interacciones ecológicas no se ha estudiado. También, la mayoría de las inferencias que se han 

realizado carecen de comprobación experimental explícita. Debemos mejorar la integración del 

estudio ecológico de los consorcios que habitan los reactores al estudio de sus parámetros y 

rendimiento. De esta manera, podremos entender las interacciones que explican su ensamble y 

funciones, lo que nos acercará a un mejor manejo con fines industriales.  
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Capítulo 1: Estudio comparativo de la estructura de comunidades de 

digestión anaerobia y de fermentación obscura. 

 

Prefacio 

 El número, identidad, abundancia e interacciones de las especies que conforman las 

comunidades microbianas tienen un fuerte impacto en cómo éstas se comportan y funcionan. Por 

ejemplo, se sabe que el número de especies en una comunidad puede determinar si es robusta a 

invasiones o a la pérdida de especies y que las interacciones bióticas influyen su dinámica de 

abundancia y función. Por esta razón, el estudio de la relación diversidad-función en comunidades 

microbianas es indispensable para poder controlar y predecir el comportamiento de los sistemas 

microbianos. Para entender las diferencias en estabilidad y rendimiento entre biorreactores de 

fermentación obscura y de digestión anaerobia, en este capítulo utilizamos la información publicada 

de la composición microbiana de más de 200 experimentos para comparar la estructura ecológica de 

los consorcios microbianos asociados a ambos tipos de fermentación. También, recopilamos 

información de las condiciones de cultivo (pH, temperatura), del origen del inóculo y de la función de 

los reactores (producción de biogás). Con esta información y, por medio de aproximaciones 

estadísticas (análisis multivariados y de redes de coocurrencia), evaluamos la asociación entre las 

características de cultivo y la función de los biorreactores con la composición microbiana. Por otra 

parte, realizamos la inferencia de interacciones por medio de la construcción de redes de 

coocurrencias para comparar la estructura ecológica de los dos tipos de consorcios (digestión 

anaerobia y fermentación obscura). 

 

 En resumen, los resultados muestran una codependencia entre la comunidad microbiana, las 

condiciones operacionales y la función de los reactores (rendimiento de hidrógeno). Se observó una 

relación positiva entre la riqueza de especies y el rendimiento de hidrógeno. Algunos grupos 

bacterianos (p. ej. Tissierellaceae, Oxalobacteraceae y Tepidimicrobium), además de la familia 

Clostridiaceae, se relacionaron positivamente con la producción de hidrógeno. Más aún, el análisis de 

redes encontró que las comunidades de digestión anaerobia son más robustas que las de 

fermentación obscura, posiblemente, debido a la pérdida de diversidad y de interacciones resultado 

de los pretratamientos y de las condiciones de cultivo en el caso de las segundas. Nuestros resultados 

apoyan la hipótesis de que una mayor diversidad tiene efectos benéficos para la estabilidad y función 

de los consorcios microbianos. Causas de esto pueden ser la diversidad metabólica y la redundancia 

funcional. Por otra parte, el mayor número de las interacciones positivas en los consorcios 
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microbianos de digestión anaerobia pueden también pueden contribuir a su mayor estabilidad. Detrás 

de estas interacciones inferidas pueden estar comportamientos como facilitación o cooperación 

debido a la degradación de sustratos complejos, eliminación de toxinas o formación de biopelículas. 

Proponemos que la investigación futura en ecología microbiana debe considerar los procesos 

ecológicos y evolutivos para entender las causas de la estabilidad a largo plazo de los consorcios 

microbianos. En particular, se deben investigar experimentalmente las relaciones entre condiciones 

ambientales, composición microbiana, interacciones bióticas y función. 
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Capítulo 2: Propuesta de marco de trabajo para el estudio de consorcios 

productores de hidrógeno con un enfoque ecológico. 
 

Prefacio 

Para poder predecir el funcionamiento de comunidades microbianas y su respuesta ante 

perturbaciones (p. Ej. Cambio climático) es indispensable entender los mecanismos que subyacen sus 

dinámicas poblacionales. En el caso de la fermentación obscura, su escalamiento depende de la 

optimización de la estabilidad funcional de los consorcios asociados a los biorreactores. Sin embargo, 

hasta ahora, la investigación de los consorcios de fermentación obscura se ha realizado, 

principalmente, sólo desde el enfoque de la ingeniería de los biorreactores. 

 

El proceso de la investigación científica no es lineal. En cambio, puede verse como un proceso 

iterativo en el que nuevas ideas y experimentos se basan en información generada previamente. En 

ese contexto, la investigación sobre ecología de sistemas microbianos puede verse beneficiada de una 

sistematización y estandarización de los análisis usados. Esta aproximación puede proveer de 

profundidad y detalle al entendimiento mecanismos básicos como las interacciones y la relación 

diversidad-función. Los resultados de estudios sistemáticos permiten generar nuevas hipótesis a 

probar experimentalmente y avanzar de manera sostenida hacia la comprensión de mecanismos 

subyacentes a los patrones observados. En este capítulo se propone un marco de trabajo para el 

estudio integral de consorcios microbianos usando como modelo los consorcios de fermentación 

obscura. Nuestro enfoque permite el análisis del comportamiento general de la función y diversidad 

microbianas de los reactores como primer paso. Posteriormente, nuestro enfoque se orienta en inferir 

la relación entre la diversidad y la función del sistema. 

 

 Usando un experimento típico de fermentación obscura como caso de estudio, mostramos la 

importancia de construir hipótesis mecanísticas usando evidencias de distintas fuentes. Por una parte, 

proponemos que el uso de análisis correlativos y multivariados reducen la complejidad de la 

información y permiten la detección de organismos y patrones relevantes. El uso de análisis que 

incluyan la biología de los organismos, como la modelación metabólica, son propuestos como 

complemento a los análisis correlativos y permiten generar hipótesis acerca de los mecanismos y 

consecuencias de las interacciones microbianas. Adicionalmente, nuestro marco de trabajo hace 

hincapié en llevar a cabo diseños experimentales que incluyan contrastes y replicación, lo que aporta 

robustez estadística a las observaciones y conclusiones. Estos diseños permiten evaluar de forma 

rigurosa el efecto de las condiciones de cultivo, contrastar con experimentos control el efecto de los 
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tratamientos aplicados y llevar a cabo la modelación estadística de los procesos biológicos. 

Finalmente, propone el uso de herramientas computacionales con base estadística para el estudio de 

los mecanismos ecológicos y evolutivos (como las interacciones bióticas) que producen las dinámicas 

observadas, lo que permite la construcción de nuevas hipótesis y el diseño de experimentos que lleven 

a avances sólidos en el conocimiento de mecanismos subyacentes. También se ejemplifica la utilidad 

que los resultados obtenidos por este marco de trabajo en la planeación de nuevos experimentos por 

medio de la retroalimentación entre estudios. Los resultados obtenidos por medio de nuestro marco 

de trabajo son utilizados como caso de estudio para demostrar la utilidad de la sistematización y 

robustez experimental en la investigación científica circular necesaria para descifrar los complejos 

mecanismos que gobiernan las comunidades microbianas. 
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Capítulo 3: Comparación de estructura ecológica de consorcios 

productores de hidrógeno. 

 

Prefacio 

Como se ha explicado en los capítulos anteriores, la diversidad de las comunidades microbianas tiene 

un gran impacto en su función y estabilidad. Esta diversidad puede variar por razones como 

perturbaciones ambientales o por razones intrínsecas a las poblaciones y comunidades, como 

interacciones bióticas o adaptaciones al medio ambiente. En cualquier caso, la diversidad de un 

consorcio puede conferir robustez por medio de redundancia funcional, influir en la capacidad de 

resistir invasiones de especies y aumentar la diversidad metabólica del consorcio. Por estas razones y 

para tener la posibilidad de intervenir para mejorar las respuestas funcionales y ante perturbaciones 

o invasiones, es necesario analizar las consecuencias de las variaciones en la diversidad en consorcios 

microbianos. 

 

 En el caso particular de los consorcios de fermentación obscura, los pretratamientos y las 

condiciones de cultivo representan perturbaciones ambientales que tienen el potencial de afectar la 

diversidad. Esta pérdida de diversidad puede afectar sus dinámicas ecológicas y evolutivas con 

consecuencias funcionales no estudiadas hasta ahora. En este capítulo presentamos los resultados de 

un experimento en el que se exploraron las consecuencias que la pérdida de diversidad tiene en la 

estabilidad y la función de consorcios microbianos de fermentación obscura. Para esto se 

establecieron biorreactores productores de hidrógeno bajo dos tratamientos a partir de un inóculo 

común procedente de gránulos de digestión anaerobia. Como se mencionó en el capítulo anterior, 

consideramos que incluir replicación en el diseño experimental es indispensable para obtener 

resultados y conclusiones robustos. Debido a esto, utilizamos 12 biorreactores réplica para cada uno 

de los tratamientos. En el primer tratamiento los biorreactores se inocularon con gránulos de 

digestión anaerobia bajo condiciones operacionales típicas para la producción de hidrógeno. En el 

segundo tratamiento el inóculo fue pretratado térmicamente previo al establecimiento de los 

reactores, los cuales, se mantuvieron bajo las mismas condiciones que los anteriores. Una vez 

estabilizada la producción de biogás, se realizó una invasión controlada para determinar la 

invasibilidad de ambos tipos de comunidades. 

 

Se analizó la composición taxonómica (diversidad del gen 16S rRNA) y función de la comunidad 

microbiana (producción de biogás y ácidos grasos volátiles) a lo largo del tiempo, estableciendo 
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relaciones estadísticas entre los grupos bacterianos y la producción de metabolitos. Además, se 

estudió la estructura de diversidad de dichas comunidades al inferir las posibles interacciones 

ecológicas. Los resultados muestran que los biorreactores tuvieron dinámicas similares entre las 

réplicas de cada tratamiento, aunque los distintos tratamientos fueron notablemente distintos en sus 

dinámicas. De forma general, se observó que en ambos tratamientos la producción de biogás aumentó 

de forma constante hasta su estabilización. En los biorreactores sin pretratamiento (que mostraron 

mayor diversidad), la producción de biogás aumentó a medida que la composición microbiana cambió 

hacia el predominio de bacterias productoras de hidrógeno. En este escenario, los procesos 

deterministas como las interacciones bióticas y la fisiología de las bacterias involucradas parecen 

haber jugado un papel importante en el ensamblaje y funcionamiento de las comunidades. Además, 

los biorreactores no pretratados mostraron menos susceptibilidad a la invasión (con el invasor 

estableciéndose solo en una réplica en los biorreactores no pretratados frente a 6 réplicas invadidas 

en los reactores pretratados), pero el efecto observado fue mayor ya que las bacterias invasoras 

lograron establecerse y convertirse en una especie dominante. Este estudio provee una base para el 

estudio de los mecanismos que dan lugar a la compleja relación entre la diversidad microbiana y la 

función de comunidades microbianas productoras de hidrógeno. Se han identificado relaciones 

potenciales entre bacterias y funciones particulares, interacciones ecológicas entre las bacterias de 

las comunidades con potencial de afectar la función y el efecto de la diversidad en la invasión de los 

reactores. La investigación futura puede usar esta información para diseñar experimentos que 

prueben estos resultados y, eventualmente, incorporarlos al diseño de comunidades microbianas 

productoras de hidrógeno y al manejo de sus condiciones de cultivo. 
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Abstract 

The relationship between the taxonomic diversity and the function of microbial communities is 

complex. Specifically, the ecological mechanisms that drive the dynamics of microbial populations and 

the consequences of these dynamics on functional traits have remained elusive. Among the simplest 

but natural microbial communities are dark fermentation consortia, a subset of the more diverse and 

complex microbial communities, anaerobic digestion communities. Dark fermentation consortia have 

been of interest as they produce biofuels such as hydrogen and different alcohols that can be used as 

fossil fuels alternatives. However, these hydrogen-producing communities have unresolved instability 

and low yield issues. We have previously proposed that instability and low yields in dark fermentation 

communities could be due to reduced diversity that results from aggressive pretreatments of original 

anaerobic digestion communities. In this work, we used dark fermentation communities to examine 

experimentally the effect of diversity reduction in functional traits, including stability and microbial 

interactions. We established two types of treatment, (i) maintaining strict culture conditions that are 

known to induce hydrogen production and ii) applying a heat-shock treatment known for selecting 
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hydrogen-producing bacteria, which resulted in two types of communities, high and low diversity. 

Each treatment consisted of 12 replicates that were transferred to fresh medium daily (during 27 days 

for the non-treated bioreactors and 60 days for the heat-shock treated bioreactors) Microbial 

communities of the two treatments were characterized in their function as well as resistance to 

invasion. Microbial composition was characterized by culture-independent 16S rRNA gene amplicon 

sequencing. We analyzed microbial community composition and function through time, establishing 

statistical relationships between bacterial groups and metabolite production. Also, we inferred the 

potential ecological interactions that might have been established. Results show that the replicate 

bioreactors for each treatment predictably shifted to a similar composition and increased and stable 

biogas production. The non-treated bioreactors showed less susceptibility to the invasion (with the 

invasive bacteria establishing only in one replicate in the non-treated bioreactors vs 6 invaded 

replicates of the low diversity treatment). However, the effect observed in the non-treated bioreactor 

replicate where the invader bacteria established was more drastic since the invasive bacteria managed 

to become dominant. 

 

Introduction 

The high taxonomic and metabolic diversity of bacterial groups give rise to complex functional 

behaviors in microbial communities where even thousands of different bacteria might coexist (Locey 

and Lennon, 2016; Louca et al., 2018). The relationship between the microbial composition, diversity 

and their functional outcomes can be difficult to predict and control since these result from complex 

metabolic and environmental interactions (Escalante et al., 2015; Hays et al., 2015). Also, microbial 

communities are susceptible to perturbations (i.e. climate change, pollution and nutrient availability) 

which might change their composition and functioning (Allison and Martiny, 2009). Moreover, the 

mechanisms behind such changes have been observed to be case-specific (Shade, 2017). It has been 

suggested that the increase in diversity components (i.e. richness and evenness) leads to higher 

stability and functional resilience due to functional redundancy, niche complementation and 
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differential response traits against perturbations, but mixed evidence has been found (Shade et al., 

2012). In bioreactors, such as those from dark fermentation and anaerobic digestion, it has been found 

that consortia with higher alfa-diversity were more resilient to environmental pH disturbances (Feng 

et al., 2017), while evenness has been found to increase stability by allowing the community more 

capacity to use a varied array of metabolic pathways (Werner et al., 2011). Similarly, in soil bacterial 

communities increased diversity was related to increased stability against heat perturbations (Tardy 

et al., 2014; Xu et al., 2021). In contrast, Wertz et al. found no effect on stability against heat 

disturbances of decreasing bacterial diversity in bacterial communities of soil (Wertz et al., 2007) and 

Glasl et al. found that in marine sponges-associated bacterial communities varying levels of microbial 

diversity did not affect the stability against salinity disturbances (Glasl et al., 2018). Further, not only 

the identity and abundance of species are important for the stability and function of bacterial 

communities. For example, biotic interactions are important to determine the assembly and 

composition of bacterial communities (Pérez-Gutiérrez et al., 2013; Datta et al., 2016; Friedman et al., 

2017; Meroz et al., 2021). Besides, these interactions are important in determining the function, 

stability and invasibility of communities (Ghosh et al., 2016; Kinnunen et al., 2016; Madsen et al., 2018; 

Ratzke et al., 2020). Since microbial communities carry out important processes like nutrient cycling, 

substrate degradation and metabolites production, understanding the mechanisms that drive the 

diversity-function relationship can help in the management of microbial communities, for example, in 

biotechnological o bioremediation settings (Johns et al., 2016).  

 

Using microbial consortia with reduced complexity can be the first step to understanding the 

mechanisms that link diversity and function. Simplified microbial consortia (like those used for biofuels 

production or artificially-assembled consortia) have been used to test ecological hypotheses and 

propose generalizable ecological theories since they offer controlled environments and easily 

measurable functions (De Roy et al., 2014; Stenuit and Agathos, 2015; Cairns et al., 2018). Due to the 

intrinsic characteristics of microbial organisms (i.e. their small size and chemically-mediated 
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interactions; (Schmidt et al., 2015) the exploration of ecological mechanisms (e.g. biotic interactions) 

in microbial communities is frequently performed via statistical inference. In this line, to advance the 

knowledge regarding the precise ecological dynamics of microbial consortia, specifically designed 

experiments and systematized research can be performed (Navarro-Díaz et al., 2020). Experimental 

controls, contrasting experimental settings and replication are useful to determine the impact of 

culture conditions, statistical detection of patterns and robust interpretation of results. In turn, results 

obtained in this manner can narrow the scope of hypotheses directing further experiments.  

 

Hydrogen-producing microbial consortia represent a good system to study ecological 

hypotheses since they are low-diverse systems with well-studied measurable functions (Wang et al., 

2020). Hydrogen-producing (also known as dark fermentation consortia) are microbial consortia 

derived from anaerobic digestion communities in which hydrogen-producing bacteria are selected by 

using aggressive pretreatments and strictly controlling culture conditions (Wang and Yin, 2017). In 

hydrogen-producing reactors, instability and low yield are still unresolved issues and proposed causes 

underlie ecological processes like biodiversity loss and competitive interactions (Castelló et al., 2020). 

It has been known that certain species present in hydrogen-producing consortia have a certain impact 

on the community function. For instance, Clostridium species have been attributed with hydrogen 

production and degradation of complex substrates and Bacillus species with eliminating toxic oxygen 

(Cabrol et al., 2017). Other bacteria like Lactobacillus species have more intriguing roles. Initially 

depicted as inhibitors of hydrogen producers by the production of bacteriocins, recently, they have 

been regarded as aiding hydrogen production and participants in detoxification processes (Sikora et 

al., 2013; Muñoz-Páez et al., 2018). Importantly, most of these functions have not been studied in an 

ecological context that can provide insights into population dynamics and community-level properties. 

 

In this work, we studied the effect that changes in diversity had on the function and the 

stability of microbial consortia. For this, we used hydrogen-producing consortia as a model system.  
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Carrying out two commonly used strategies for achieving hydrogen production, we established two 

sets of microbial consortia with two levels of diversity from the same inoculum. The first strategy 

consisted of applying an aggressive heat-shock pretreatment to the inoculum while the second 

consisted of maintaining specific culture conditions previously reported to allow for hydrogen 

production. We hypothesize that since diversity determines the function and stability of microbial 

consortia, each of the two sets of hydrogen-producing bioreactors will not only have varying degrees 

of diversity but also their long-term behavior and resistance to perturbations. 

 

Methods 

Experimental design 

To investigate if microbial diversity affects the ecological robustness of dark fermentation microbial 

consortia, we used lab-scale bioreactors inoculated with anaerobic digestion granules and applied two 

different treatments to control for levels of diversity that permitted to evaluate the different 

functional outcomes. The experiment was conducted in two sequential stages, in the first stage we 

intended to specifically evaluate the effect of diversity on the functional stability of the bioreactors; 

in the second stage, we challenged the bioreactors with a controlled invasion of Lactobacillus 

plantarum culture. For the first stage, we artificially reduced the diversity of the original inoculum with 

a heat-shock treatment (Valdez-Vazquez and Poggi-Varaldo, 2009) to further compare the microbial 

community dynamics and performance of the heat-shock treated microbial communities against the 

non-treated communities. Twelve replicates per treatment (heat-shock treated and non-treated) 

were maintained with daily transfers into fresh medium and until biogas production stability was 

achieved. After biogas production stabilized, for each of the two “diversity treatments” we chose the 

six replicates with less variance in biogas production to start the second stage of the experiment. The 

six chosen replicates per diversity treatment were inoculated with a strain of L. plantarum that was 

isolated from a hydrogen-producing reactor anaerobic bioreactor (Pérez-Rangel et al., 2021), the 

other six were used as non-invasion controls (Figure 1). The second stage (invasion) of the experiment 
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was terminated when biogas production stabilized in the invaded bioreactors. The functioning or 

performance of the bioreactors throughout the experiments was determined based on three 

parameters: daily biogas production, volatile fatty acids (VFAs) concentration and pH. Microbial 

diversity and composition were determined by culture-independent 16S rDNA amplicon high 

throughput sequencing.  

 

       

Figure 1. Experimental design. Starting from a single inoculum, we followed two experimental 

treatments to artificially modify microbial diversity. Each treatment consisted of 12 replicates derived 

from a single inoculum. To test the stability of reactors in each treatment, we periodically measured 

the performance of bioreactors until biogas production stabilized. After biogas production 

stabilization, we challenged the reactors with a controlled invasion and determined the success of the 

invasive bacteria based on their abundance in the reactors. In the invasion experiment, 6 bioreactors 

per treatment were selected and inoculated with Lactobacillus plantarum simulating a biological 

invasion, while the remaining 6 bioreactors per treatment were used as controls. After biogas 

production in invaded bioreactors stabilized, the experiment was terminated. All the data on the 

diversity and performance of the bioreactors were subject to statistical analyses for formal 

comparisons of the experimental treatments. 
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Bioreactors’ setup 

To compare the effect of diversity on the function and stability of bioreactors, we artificially reduced 

the diversity of the original inoculum with a heat-shock treatment. The original microbial inoculum 

consisted of anaerobic digestion granules obtained from a brewery wastewater treatment plant. 

Before the experiment, 15g of the inoculum was homogenized in 20mL of 1:1 PBS/glycerol solution 

and frozen at –80°C until use. From this inoculum, the two diversity treatments bioreactors were 

established as overnight cultures using 20 mL of homogenized inoculum and 40 mL of fresh medium 

at 37°C. For the low diversity treatment, a heat-shock pretreatment of 90°C for 1h was applied after 

the overnight culture. Since, after the heat-shock pretreatment, no growth was achieved under 

aerobic conditions, strictly anaerobic conditions had to be used in this treatment by adding 0.5 g/L of 

cysteine to the culture medium. Once initial cultures were established for both treatments, they were 

divided into 12 replicates per treatment. To partition each reactor, 20 mL of the culture were 

transferred into a new serum bottle with 40 mL of fresh medium. Then, 20mL of the culture in original 

bioreactor was kept and also 40mL of fresh medium was added. This partition step was repeated 4 

times and 12 random replicates were used for each treatment. From that point, every 24 hours, 20mL 

of the culture of each replicate culture was reinoculated into 40mL of fresh medium. After each 

transfer, pH was adjusted to 6. The medium had the following composition per liter: glucose (5 g/L), 

urea (0.65 g/L), K2HPO4 (0.25 g/L), MgCl2∙6H2O (0.376 g/L), FeSO4∙ 7H2O (0.1 g/L), CoCl2∙6H2O (0.0025 

g/L), MnCl2∙4H2O (0.0025 g/L), KI (0.0025 g/L), NiCl2∙6H2O (0.0005 g/L), ZnCl2 (0.0005 mg/L) and yeast 

extract (0.5 g/L); modified from (Mizuno et al., 2000). For all the cultures we used 100 mL serum 

bottles as lab-scale semi-continuous bioreactors with a working volume of 60mL. Bioreactors were 

incubated at 37°C and shaken at 50 rpm. Transfers were performed until biogas production stabilized.  

 

Invasion test 

After the initial stabilization period, each of the 6 most similar replicates in terms of biogas production 

for each treatment was divided again and one of the derived bioreactors for each replicate was 
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inoculated with a strain of Lactobacillus plantarum previously isolated from a hydrogen-producing 

bioreactor (Pérez-Rangel et al., 2021). The strain of L. plantarum was grown overnight in LB medium 

(Sigma Aldrich, USA) and then acclimatized for 3 days in the same medium and conditions that were 

used in our bioreactors. The invasion was performed at a 10% ratio. For this, we followed the same 

protocol for daily transfers, but instead of just 40mL of fresh medium, we used 34 mL of fresh medium 

and 6 mL of the overnight culture of L. plantarum. 

 

Bioreactors´ performance characterization 

To characterize the performance of the bioreactors, we measured three parameters: daily biogas 

production, volatile fatty acids (VFAs) concentration and pH. Daily biogas production was measured 

in an inverted graduated cylinder using the water displacement technique and, to ensure an exact 

measurement, we prevented CO2 absorption by using a 5N HCL solution (pH < 2; (Boshagh and 

Rostami, 2020). Volatile fatty acids (VFAS) concentration was determined using an SRI 8610-00 gas 

chromatograph equipped with a Porapak Q column and using Helium at a 30mL/min flow rate as 

carrying gas. Temperatures for the injector, column and oven were 150C°, 50C° and 50C° respectively. 

 

Characterization of microbial diversity 

At the same time points in which chemical analyses were performed, we obtained samples for 

microbial composition analyses. Samples were stored at -80°C until processing. DNA was extracted 

using the Quick-DNA Fungal/Bacterial DNA Microprep Kit (Zymo Research, USA) following the 

manufacturer's instructions. Sequencing library preparation was performed targeting the V4 region of 

the 16S SSU rRNA gene using primers 515F: GTGYCAGCMGCCGCGGTAA (Parada et al., 2016) and 806R: 

GGACTACNVGGGTWTCTAAT (Apprill et al., 2015). Amplifications were performed in 25 µL reactions 

with the Platinum Hot Start PCR Master Mix (Invitrogen, USA) 0.5 µL of 10 mM primers, and 1 µL of 

DNA template. Negative controls were included for each PCR reaction to ensure that no contamination 

occurred. Later, amplification products were visualized using electrophoresis gels. Finally, the 
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sequencing reaction was performed using the Miseq 300PE platform at the Macrogen facilities (Korea) 

using Reagent V3 and Phix at 30% and with a red length of 250PE. 

 

16S rRNA sequence data processing 

De-multiplexing, filtering, and chimera check. Raw sequences (10,540,264) were demultiplexed using 

the demuxbyname script from the BBTools suite (Bushnell B., sourceforge.net/projects/bbmap/). 

Demultiplexed sequences were next processed using QIIME 2 v2021.2 (Bolyen et al., 2019).  Sequence 

quality control (denoising and chimera check) and inference of amplicon sequence variants (ASVs) was 

performed using the dada2 denoise-paired command. We modified the trim left f, trun len f, trim left 

r, and trun len r parameters to remove 30bp from both extremes of the reverse and forward 

sequences. After quality control, 7,893,591 (74.89%) sequences were retained. The raw data (paired-

end files) were deposited in the NCBI sequence read archive (SRA) with the accession number: 

PRJNA814689. 

ASV assignment. After quality filtering, samples were rarefied to the average of reads per sample 

(27,082 reads) using the qiime feature-table rarefy command with the --p-with-replacement argument 

in QIIME 2 v 2021.2. Taxonomy was assigned to 115 ASVs using BLAST (Altschul et al., 1990) against 

the NCBI’s 16S ribosomal RNA refseq database (O’Leary et al., 2016). Finally, to improve pattern 

recognition and reduce technical variability, ASVs with less than 20 reads in 20% of the samples were 

filtered out (retaining 24 ASVs) of the following analyses based on the filtering criteria published 

previously (filtering ASVs with less m = 20 counts in at least k = 20 samples, where m and k were 

selected as 0.1% of the minimum sample library size which was ~20,000) (Cao et al., 2021). 

 

Statistical analyses 

To assess the variability of microbial function over time, for each treatment, we plotted the 12 

bioreactors function data (biogas production and AGVs). Similarly, to assess the variation of the 

average microbial abundance over time we used stacked bar plots of the average abundance of each 
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ASV for the 12 replicates. To investigate how low-abundance ASVs behaved over time the average 

abundance was plotted in a heatmap, normalizing ASVs abundance across samples. To analyze the 

relationship between microbial composition and bioreactors we followed two approaches. First, we 

performed Spearman correlations between ASVs abundance counts and metabolites concentrations 

and biogas production obtained using the cor function in the stats R package v4.0.5. We represented 

the correlations as heatmaps for visual interpretation. Then, we used the cca function in the vegan R 

package v.2.5-7 (Oksanen et al., 2013) to perform a canonical correspondence analysis (CCA) using the 

abundance counts of ASVs and normalized metabolites concentrations and biogas production. All 

analyses were performed using R v.4.0.5 (R Core Team, 2016). Finally, to infer the potential 

interactions occurring between the members of the hydrogen-producing consortia, we used the 

Lotka-Volterra-based network inference approach implemented in MetaMIS v1.02 (Shaw et al., 2016). 

For each sampling time point, the average of the non-normalized microbial abundance of the 12 

replicates was computed and used to infer ecological networks. The networks were visualized using 

Cytoscape 3.0 (Shannon et al., 2003). 

 

Results 

Bioreactor’s function 

For both treatments (the treated and the non-treated treatments), hydrogen production showed 

increased production and stability over time being the main difference between treatments that the 

low diversity treatment showed a higher biogas production overall (Figure 2). For the non-treated 

bioreactors, initially, hydrogen production was approximately 250 mL/L, and at the end of the 

experiment, it reached 800 mL/L. Also, biogas production stabilized towards the end of the 

experiment, such that all replicates showed similar productivity both on contiguous days and between 

replicates. For the treated bioreactors, high and stable biogas production was quickly achieved and 

showed a smaller increase since the 12 replicates produced around 1500 mL/L of biogas stabilizing at 

the end of the experiment around 1700mL/L. Importantly, intra-replicate variation was higher in the 
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non-treated than in the treated bioreactors (Figure 2). In both treatments, the concentration of VFAs 

remained mostly stable over time (Figure 3). The prevalence of acetic and butyric acids indicates that 

hydrogen production was occurring although gas composition was not measured. Overall, all 

replicates from both treatments stabilized in terms of biogas production several weeks after the start 

of the experiment and reached different production peaks depending on the treatment. In the non-

treated bioreactors, counterintuitively, biogas production and concentration of VFAs did not show any 

parallel pattern of change. In this sense, biogas production showed a steady increase while VFAs did 

not show the same pattern of change. In the treated bioreactors, VFAs and biogas showed the same 

pattern of stable production.  

 

The effect of the invasion by L. plantarum on the function of the bioreactors was different in 

each of the treatments. In both experiments, invasion induced a reduction in biogas production 

observed 24 hours after the inoculation (Figure 2). After the initial reduction, biogas production 

increased again to the levels observed before the invasion. However, in the non-treated bioreactors, 

one replicate did not recover from invasion and stopped producing biogas. Also, for the heat-treated 

bioreactors, biogas production recovery was faster than in the non-treated consortia. The 

concentration of the analyzed VFAs was not seemingly affected by the invasion in either treatment 

(Figure 3). 
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Figure 2. Biogas production over time in the non-treated (panel a) and heat-shock treated (panel b) 

bioreactors. Dotted vertical lines represent the sampling days for microbial and VFAs characterization. 

The red vertical line represents the day where the invasion with L. plantarum occurred. 12 replicates 

were measured per day until the invasion day where only the 6 invaded samples are shown. 
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Figure 3. Volatile fatty acids production over time in the non-treated (panel a) and heat-shock treated 

(panel b) bioreactors. The red vertical line represents the day where the invasion with L. plantarum 

occurred. 12 replicates were measured per day until the invasion day where only the 6 invaded 

samples are shown. 

 

Microbial composition 

In the non-treated bioreactors, the microbial consortia were composed of several bacterial ASVs that 
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showed a distinctive pattern of change during the experiment. Initially, the bacterial composition was 

highly dominated by Citrobacter amalonaticus, Clostridium butyricum, and Enterococcus 

xiangfangensis (Figure 4a). Towards the end of the experiment, the abundance of C. amalonaticus and 

C. butyricum decreased and Ethanoligenens harbinense, Enterococcus olivae, E. xiangfangensis and 

Clostridium pasteurianum became dominant. Aside from these highly abundant ASVs, 15 other ASVs 

comprised about a fifth of the total bacterial abundance. These, from now on called rare ASVs, showed 

independent dynamics from the highly abundant species (Figure 4a and Figure 5). In particular, the 

abundance of rare ASVs remained stable during the 60 days of the experiment. In contrast, after the 

heat-shock treatment, only two ASVs were present (C. guangxiense and C. pasteurianum; Figure 2b), 

and their abundance remained stable throughout the experiment being C. guangxiense the dominant 

ASV. 

 

                

Figure 4. Microbial diversity composition per treatment and over time. Mean relative abundance 

(N=12) of different amplicon sequence variants (ASVs) in (a) the non-treated and (b) heat-shock 

treates bioreactors. 
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Figure 5. Heatmap showing the variability of the relative bacterial abundance over time in the non-

treated bioreactors. Abundance is standardized per ASV to reflect variability between times for each 

ASV. Each day represents the average abundance per ASV (n = 12). 

 

Relationship between microbial diversity and function of bioreactors 

Since only two species survived in the heat-treated bioreactors and little variation was observed in 

their function, all correlation and multivariate analyses were performed only in the communities of 

non-treated bioreactors. It was found that hydrogen production was positively related to the 

abundance of certain ASVs. For instance, E. harbinense, C. pasterianum E. olivae, Clostridum 

carboxidorans and Peptostreptococcus anaerobius are positively correlated with biogas production 

while C. amalonaticus, C. butyricum, Clostridium swellfunianum, Clostridium vulturis, Rummelibacillus 

pycnus and Clostridium nitrophenolicum were negatively correlated (CCA in Figure 6 and Pearson 

correlations in Figure 7). The bacteria that had negative correlations with biogas production tended 

to present positive correlations with, either butyric acid and/or propionic acid. For instance, ASVs like 
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R. pycnus were positively related to butyric acid, while Clostridium luticellarii was positively related to, 

both, butyric and propionic acids. The rest of the analyzed volatile acids (isobutyric acid, isovaleric acid 

and valeric acid) and microbial ASVs show no clear relationship to hydrogen production. The CCA 

(Figure 6), also shows that the structure of the microbial composition of samples in all replicates 

followed similar composition and function during the experiment. Thus, samples from earlier times in 

the experiment showed similar microbial structure and functional performance to samples from the 

end of the experiment. 

 

 

Figure 6. Canonical correspondence analysis (CCA) biplot (n = 120, 12 per day). CCA representing the 

relationship between bioreactors function (biogas and volatile fatty acids) and microbial composition 

in the non-treated bioreactors. Yellow points represent ASVs, vectors represent metabolites and 

hollow points represent samples colored by the time of the experiment when they were taken. 

Eigenvalues: axis 1 = 0.324, axis 2 = 0.111. Percentage of variance explained: 15.54 (axis 1), 5.33 (axis 

2). Cumulative percentage explained: 20.88. 
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Figure 7. Pearson correlations between microbial abundance, biogas production and volatile fatty 

acids concentration in the non-treated bioreactors (n= 120). Red shades represent negative 

correlations and blue shades represent positive correlations. Stars inside each cell represent the 

significance of the correlation ("***” = 0.001; "**" = 0.01; "*" = 0.05). 

 

Potential ecological interactions 

The inferred interactions tended to be potentially beneficial for bacteria that were positively related 

to biogas (such as E. harbinense and E. olivae) and potentially negative for bacteria that were 

negatively related to biogas production (like C. amanoliticus and C. butyricum; Figure 8). For example, 

it was inferred that E. harbinense and E. olivae were benefited by C. pasteurianum. On the other side, 

C. amanoliticus was negatively affected by C. pasteurianum and R. pycnus, and C. butyricum was 



66 
 

affected by E. xiangfangensis. Meanwhile, C. nitrophenolicum was a low-abundant bacteria with 

several interactions that could have modified the consortia composition. For instance, C. 

nitrophenolicum benefited E. harbinense but negatively affected by C. amanoliticus and C. butyricum. 

In turn, C. nitrophenolicum was benefited by E. xiangfangensis and Clostridium tyrobutyricum. 

 

 

Figure 8. Interactions inferred in the non-treated bioreactors. Nodes denote bacterial species, blue 

edges denote positive interactions, red edges denote negative interactions, the direction of the arrows 

represents the direction of the interaction, and the intensity of the color of edges represents the 

strength of the interaction. 

 

Robustness to invasion  

Although both types of consortia were resistant to invasion by L. plantarum, each treatment showed 

different responses to invasion. Figure 7 shows the microbial composition of the bioreactors after the 

invasion of L. plantarum was performed. In the non-treated biroreactors, after 24 hours of the 

invasion, L. plantarum was present in all the bioreactors where it was inoculated. After one week of 

inoculation, L. plantarum was detectable in only one of the bioreactors. Importantly, in the bioreactor 
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where L. plantarum was still present, it became the dominant organism causing the collapse of 

hydrogen production. In the heat-shock treated bioreactors, an initial presence of L. plantarum was 

observed 24 hours after the inoculation. Contrarily to the non-treated bioreactors, L. plantarum never 

became dominant in any of the bioreactors, rather, it persisted in small abundances after one week. 

At the end of the experiment, all the bioreactors where L. plantarum did not establish kept a microbial 

composition like that observed before the inoculation. 

 

       

Figure 9. Microbial composition after 6 replicates were divided and inoculated with L. plantarum. 

Panels a and b correspond to the non-treated bioreactors, 1 day and 7 days after the inoculation 

respectively. Panels c and d correspond to the heat-shock treated diversity bioreactors, 1 day and 7 

days after the inoculation respectively. 

Discussion  

In microbial communities, diversity and function are tightly related although the relationship is not 

straightforward (Louca et al., 2018; Escalas et al., 2019). Further, microbial composition and function 

are dependent on, not only the culture conditions but also the biological characteristics of the involved 
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microorganisms. In hydrogen-producing bioreactors, microbial diversity is harnessed to achieve a 

particular function derived from it. These microbial communities are subjected to a varied set of 

culture conditions to achieve hydrogen production that have distinctive impacts on their diversity 

(from mild to drastic microbial diversity reduction by aggressive pretreatments). However, this 

diversity reduction alters the structure, function and stability of the microbial communities with 

unknown ecological consequences (Philippot et al., 2013; Wagg et al., 2014; Hernández et al., 2019). 

In this work, we aimed to analyze the effect of reducing the diversity of microbial consortia on 

ecological processes (like biotic interactions and robustness). 

 

Treatments on inoculum predictably affected the diversity, structure and function 

To determine how variation in microbial diversity affected function, we periodically tracked the biogas 

and volatile fatty acid production in both, the non-treated and heat-shock treated bioreactors. Overall, 

the results show that the bioreactors of both treatments showed distinctive patterns of composition 

and functional stability (Figures 2 and 3). 

 

Both treatments showed a slow but steady increase in biogas production with a decreased 

variability at the end of the experiment. In the high diversity treatment, such a pattern was more 

noticeable. This pattern of ascending biogas production has been observed previously (Kim and Shin, 

2008; Kannaiah Goud et al., 2014). The most obvious cause is a shift in microbial composition either 

to an increased abundance of hydrogen-producing bacteria (Castelló et al., 2018; Palomo-Briones et 

al., 2018; Yang and Wang, 2019).  Also, the higher stability and biogas production in the pretreated 

treatment are in accordance with the previous observation that pretreated communities have been 

observed to have better long-term stability by selective enrichment of Clostridum species (Singh and 

Wahid, 2015; Cabrol et al., 2017).  
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To investigate the microbial composition associated with the observed patterns in the biogas 

production, we performed the culture-independent molecular characterization of the microbial 

diversity in ten time points in the 12 replicates for each treatment. Figure 4 shows that in the non-

treated bioreactors a significant shift of the dominant bacteria occurred. Also, the CCA (Figure 6) 

showed that there was a shift in microbial composition where a subsample of ASVs (including E. olivae, 

E. harbinense and C. pasteurianum and C. carboxidivorans) increased in abundance late in the 

experiment and were positively related with biogas production. The presumed positive relationship 

of E. Harbinense, E. olivae, C. pasteurianum and C. carboxidivorans with hydrogen production was 

confirmed in the correlation analysis (Figure 7). E. harbinense and C. pasteurianum are known 

hydrogen producers (Wang et al., 2009; Masset et al., 2012; Srivastava et al., 2017) and Enterococcus 

species are frequently present in hydrogen-producing consortia and some are hydrogen producers 

(Pachapur et al., 2015; Braga et al., 2018; Yin and Wang, 2019). E. olivae has been reported to produce 

gas on glucose (Lucena-Padrós et al., 2014) although this gas was not identified so, although possible, 

it is not clear if E. olivae contributed to hydrogen production. On the other side, C. carboxidivorans is 

an homoacetogen capable of growing by consuming H2 and CO2 (Fuentes et al., 2021). The positive 

relationship between C. carboxidivorans and hydrogen could be the result of its increased growth due 

to hydrogen availability. 

 

In the heat-treated bioreactors, microbial richness was severely reduced consisting only of C. 

guangxiense (which dominated the bioreactors) and C. pasteurianum. Although our case is an extreme 

example of reduced microbial diversity, other experiments also show very few ASVs (e.g. (Muñoz-Páez 

et al., 2019)). It is worth noticing that the stability observed might be deceiving since anaerobic 

conditions and sterility might difficult scaling the process and currently represent important 

challenges to the industrial application of dark fermentation (Cabrol et al., 2017) and have been 

discussed earlier as being the result of selective pretreatments (Hawkes et al., 2002). Our observations 

tell us that the loss of diversity possibly affected ecological processes in the bioreactors which resulted 
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in different behaviors between treatments. Resolving these ecological processes might help to explain 

why microbial composition changed in the non-treated bioreactors through time or why in the heat-

shock treated bioreactors both ASVs remained with a stable abundance. 

 

Stability in diversity treatments was the result of distinctive ecological processes 

The impact of ecological microbial interactions on composition and function has been studied in 

several systems. For example, cooperative and competitive interactions have been reported to affect 

the assemblage of communities in natural and synthetic consortia (Foster and Bell, 2012; Cordero and 

Datta, 2016). Further, biotic interactions have been shown to influence the function of microbial 

systems, for example by affecting their growth (Pekkonen et al., 2013), productivity (Fiegna et al., 

2015) and resilience (Feng et al., 2017). Also, from an evolutionary point of view, interactions have 

been reported to evolve in time frames relevant to the operation time of bioreactors (Rosenzweig et 

al., 1994; Harcombe, 2010; Poltak and Cooper, 2011; Jeffrey Morris et al., 2014). Thus, studying the 

biotic interactions in microbial communities can help us deduce which organisms had a role in shaping 

the abundance and function in microbial systems like bioreactors. 

 

In both treatments, we could observe that ecological interactions and derived ecological 

processes can influence the observed dynamics in contrasting ways. In the non-treated bioreactors, 

more ASVs meant more chances that interactions with strong effects on composition and function 

occurred for a longer time. For instance, in the non-treated bioreactors, negative (e.g. C. pasteurianum 

towards E. harbinense and E. olivae) and positive interactions (e.g. Clostridium tyrobutyricum and 

Enterococcus xiangfangensis towards directed towards E. Harbinense) may be responsible for the 

increase of abundance E. harbinense and E. olivae in the last part of the experiment. Interestingly, 

Enterococcus ASVs frequently coexist with Clostridium and Ethanoligenens ASVs in various 

environments that range from human hosts to bioreactors (Wang et al., 2009; Pachapur et al., 2015; 

Valdez-Vazquez et al., 2015; Braga et al., 2018). As such, our data indicates that the variable roles 
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reported for lactic acid bacteria (like Enterococcus) in hydrogen-producing consortia (Sikora et al., 

2013) are ASVs-specific. For example, in our experiment other enterococci (E. xiangfangensis) had a 

negative relationship with, both, E. harbinense and C. butyricum. Lastly, low-abundant bacteria (like 

C. nitrophenolicum, Rummeliibacillus pycnus and Clostridium tyrobutyricum) were involved in 

interactions that could favor the change in the overall composition. Low-abundance bacteria have 

been observed to be able to affect the whole structure of microbial communities either by acting as 

keystone species, being highly active, or by acting as reservoir against environmental perturbations 

and should not be overlooked (Rafrafi et al., 2013; Shade et al., 2014; Lynch and Neufeld, 2015). 

 

Contrarily, in the case of the heat-shock treated bioreactors fewer ASVs led the consortia to 

reach stability more quickly. The compositional and functional stability was presumably the result of 

the two ASVs showing a mostly neutral interaction. We deduce this neutrality since the two ASVs 

coexisted without many changes in abundance during the whole experiment. Also, based on the 

interactions inferred for the non-treated bioreactors, no significant interaction was found between C. 

pasteurianum and C. guangxiense. This agrees with observations in other communities, both natural 

and artificial, where several species of Clostridium can coexist (Graf et al., 2015; Thi Hoang et al., 2018). 

Since not every Clostridium (or for that matter any bacterial group) contributes equally to function, 

our results draw attention to fully understanding the reasons behind the presence of certain species 

in microbial consortia. In the case of the heat-shock treated bioreactors, the presence of C. 

pasteurianum and C. guangxiense might be the result of deterministic processes like different spore 

germination times and growth rates that have been noted to be important in community assembly 

(Hawkes et al., 2002; Elke Jaspers and Jorg Overmann, 2014). Also, stochastic processes like drift could 

have been important as has been noted earlier for the assembly of microbial communities in 

bioreactors (Liébana et al., 2019). As mentioned before, the drastic reduction in ASVs in the heat-

shock treated bioreactors might give the impression of increased stability in the bioreactors. However, 

in addition to the fact that strict anaerobic conditions had to be used, the diminished diversity can 
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lead to less long-term instability, due to, for example, a lack of functional redundancy in case of 

perturbations (Louca et al., 2018). 

 

Invasion by competitive species in non-sterilized substrates is one of the reasons for 

bioreactor’s instability (Castelló et al., 2018). Several factors have been shown to influence the 

resistance to invasions that microbial communities. For example, diversity has been positively linked 

with a reduced probability of invasion while stochastic processes have been linked to invasion success 

(Mallon et al., 2015). In this line, the microbial communities of the two treatments showed different 

responses to invasion (the ratio of invasion establishment and the effect the invasion had) that could 

be related to ecological processes specific to each of them. In the non-treated bioreactors, only in one 

replicate, the invader became dominant while in the rest of the replicates no presence of the invader 

was observed after one week. Contrastingly, in the heat-shock treated bioreactors, L. plantarum 

established in at least 4 of them (although in low abundances) but never dominated. In the heat-shock 

treated bioreactors L. plantarum might have managed to exploit an available niche which is an 

important factor regarding establishment of invaders (Kinnunen et al., 2016). In the non-treated 

bioreactors, since the establishment of L. plantarum occurred only once, it is possible that random 

processes like drift contributed to invasion success in the particular bioreactor where it established 

(Kinnunen et al., 2016). Additionally, the high effect of L. plantarum in the community might be 

explained by similarity in fitness with the resident community which might have increased the invasion 

effect (Li et al., 2019). Thus, our results show that the relationship between invasion success and 

microbial diversity is complex even in simple communities. Further studies have to be performed using 

complex substrates (like agro-industrial effluents) and varying conditions like those intended to be 

used in industrial-scale bioreactors. 
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Conclusions 

Despite a long line of evidence showing that diversity has a strong influence on the function 

and stability of bacterial communities, it is not clear how ecological mechanisms (from which function 

and stability are dependent) are related to diversity and how they are affected when diversity changes. 

The results in this work show that the establishment and medium-term behavior of bacterial 

communities are the outcomes of the interplay between the number of ASVs, biotic interactions and 

culture conditions. In particular, we found that: (1) higher diversity slowed the stabilization of 

microbial abundance and dynamics but was ultimately predictable as biotic interactions were 

important for the assembly of microbial consortia, (2) loss of diversity made stabilization faster but 

less resilient against adverse culture conditions (aerobic conditions) and (3) higher diversity made 

invasion success less probable. Further studies investigating the molecular basis of interactions and 

confirmatory experiments on the nature of the interactions and their effect could help identify 

mechanisms and processes that caused changes in function and invasion behaviors. 

Finally, due to the importance of controlling diversity in biotechnological settings, this study 

provides a baseline to incorporate ecological theory and experimental designs into the study of 

biotechnological settings like bioreactors. Further, this type of study might increase the knowledge of 

the relationship between function and diversity which in turn will help improve the yield and stability 

of hydrogen-producing bioreactors.  
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Conclusiones generales 

 

El trabajo realizado durante esta investigación doctoral integró teoría ecológica a la investigación de 

la ingeniería de biorreactores productores de hidrógeno. Se realizaron aportes en el conocimiento de 

las comunidades productoras de hidrógeno que intentan, al mismo tiempo, ser generalizables para 

otras comunidades microbianas. Reconociendo a las comunidades microbianas como sistemas 

complejos, investigamos el papel que la diversidad, las condiciones de cultivo, la fisiología y las 

interacciones bióticas tienen en las propiedades a nivel comunidad. Adicionalmente, se espera inspirar 

a investigadores de los ramos de la biotecnología e ingeniería a considerar las ideas y teorías utilizadas. 

 

 El metaanálisis que presentamos en el Capítulo I nos permitió conocer el estado del 

conocimiento de la diversidad y la ecología de las comunidades de fermentación obscura y detectar 

áreas dónde hacía falta profundizar la investigación. Este trabajo fue fundamental para confirmar la 

idea que originó toda la investigación doctoral. En pocas palabras, los resultados de este metaanálisis 

demostraron la importancia de entender estas comunidades desde el enfoque ecológico. En 

particular, nos mostró la complejidad de las comunidades microbianas de producción de hidrógeno a 

pesar de su baja diversidad. Por una parte, dejo evidencia que la estabilidad de las comunidades era 

resultado tanto de las especies presentes como de sus interacciones. Por otra parte, nos mostró que, 

al estudiar las interacciones ecológicas en comunidades productoras de hidrógeno, es necesario 

enfocarnos en todos los grupos y no sólo en los que aparentemente son los más importantes 

funcionalmente. Grupos menos conocidos y frecuentemente pasados por alto mostraron ser 

importantes para determinar la abundancia y dinámicas poblacionales de las comunidades. A pesar 

de las limitaciones de nuestra aproximación, este trabajo fue la base para continuar explorando las 

numerosas avenidas por las cuales la integración de la investigación ecológica en procesos 

biotecnológicos puede mejorar su control y rendimiento. 

 

 Tomando como base lo aprendido en el Capítulo I, en el Capítulo II se realizó una propuesta 

de marco de trabajo para el estudio de comunidades productoras de hidrógeno. Después de revisar 

cientos de experimentos de biorreactores productores de hidrógeno para el metaanálisis del Capítulo 

I, nos fue posible identificar algunas áreas que podrían ser mejoradas para obtener resultados de 

mayor impacto y con mayor potencial de aplicarse en escenarios industriales. A pesar de que estos 

experimentos eran de gran calidad e interés, algunas características surgían continuamente que 

impedían obtener resultados generalizables. Específicamente, detectamos la falta de réplicas, de 

diseños experimentales contrastantes y de un bajo aprovechamiento de los resultados en la 
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generación de nuevas hipótesis aplicables a experimentos posteriores. Es importante mencionar que 

utilizamos un experimento típico de fermentación obscura como caso de estudio para mostrar la 

utilidad del marco de trabajo, pero las ideas y metodologías propuestas son aplicables para una gran 

diversidad de comunidades microbianas. Así, este trabajo tiene un gran potencial para generar un 

cambio de aproximación en el estudio ecológico de las comunidades microbianas productoras de 

hidrógeno (y otras comunidades similares) al promover la integración de la metodología usada en 

estudios ecológicos de alto impacto con el estudio de los parámetros operacionales y de rendimiento 

de biorreactores. 

 

 El trabajo que se describe en el Capítulo III representa la culminación de los esfuerzos 

realizados en esta investigación doctoral para integrar la ecología microbiana con la ingeniería de 

biorreactores. Estudiamos un parámetro ecológico de gran relevancia y con una extensa historia 

dentro de la ecología microbiana, la diversidad taxonómica. Demostramos cómo, al seguir los 

principios del marco de trabajo que propusimos en el Capítulo II, es posible comenzar a desentrañar 

los mecanismos ecológicos que subyacen el comportamiento de los reactores. Fue posible observar la 

predictibilidad de los procesos que ocurren en las comunidades microbianas en su dinámica 

taxonómica y funcional. En particular, se mostró que la pérdida de la diversidad taxonómica tuvo un 

efecto importante para determinar la estabilidad y función a mediano plazo de las comunidades. El 

hallazgo principal fue que el efecto se da a varios niveles ya que la alta diversidad promueve que 

inicialmente las múltiples interacciones bióticas retrasen la estabilización de la comunidad, pero que 

esta alta diversidad promueve una resistencia ante perturbaciones ambientales que son relevantes de 

forma industrial. Por otra parte, la alta diversidad parece disminuir la probabilidad de invasión, pero 

no necesariamente el efecto una vez que una especie invasora se establece. Finalmente, es 

importante mencionar que de nuestros resultados surgieron nuevas preguntas más específicas que 

no eran consideradas antes de realizar los experimentos y análisis de este trabajo. Esto demuestra 

que al realizar un experimento con esas características de diseño es posible planear futuras 

direcciones de investigación en un sistema de estudio de forma precisa. A continuación, se presentan 

las perspectivas y las preguntas que surgen de nuestros resultados para la investigación futura, tanto 

en el estudio de comunidades microbianas productoras, como en cuanto a las preguntas de ecología 

microbiana de forma general. 
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Perspectivas 
 

Esta investigación doctoral representó, en varios aspectos, uno de los esfuerzos pioneros del estudio 

ecológico de las comunidades microbianas productoras de hidrógeno. Por esta razón, aunque se 

respondieron preguntas concretas, muchas nuevas preguntas surgieron de los resultados. A 

continuación, se presentan algunas propuestas de investigación a futuro que nacen de estas 

preguntas. 

  

 Capítulo I: Este capítulo nos mostró la importancia de realizar la revisión sistemática y 

cuantitativa de la información disponible acerca de fenómenos biológicos de interés. También hizo 

patente la necesidad de transitar de una caracterización, a manera de catálogo de la diversidad 

microbiana, hacia aproximaciones dedicadas a la prueba de hipótesis ecológicas y evolutivas. En este 

sentido será importante seguir integrando y generando hipótesis ecológicas al estudio de los 

biorreactores productores de hidrógeno. Finalmente, y debido a que se genera nueva información por 

las decenas de experimentos publicados cada año, es muy relevante repetir la revisión cuantitativa de 

esta información de forma periódica para formalizar los avances en el conocimiento y seguir 

detectando áreas específicas dónde hace falta realizar investigación. 

 

 Capítulo II: Al proponer un marco de trabajo, como lo hicimos en el Capítulo II, se tiene que 

reconocer que las metodologías propuestas tienen ciertas limitaciones. Actualmente, algunas de las 

limitaciones de estas metodologías (que son aplicables para cualquier investigación en ecología 

microbiana) tienen que ver con el poco conocimiento que tenemos de muchas especies microbianas. 

Por esta razón, es necesario seguir, al menos, dos avenidas que permitan realizar modelos más 

precisos de las comunidades microbianas. Por una parte, realizar el aislamiento y caracterización de 

cepas bacterianas es muy importante para conocer el metabolismo, interacciones y funciones de los 

organismos que se identifiquen en comunidades microbianas. Por otra parte, el mejoramiento de los 

métodos estadísticos y computacionales es importante para mejorar la identificación de especies e 

interacciones relevantes y mejorar el modelado de las comunidades. 

 

 Capítulo III: Los resultados de este capítulo confirmaron que los procesos ecológicos que 

ocurren en las comunidades microbianas son altamente complejos. En particular, observamos que el 

efecto de las variaciones de diversidad en el funcionamiento de las comunidades no es fácil de 

predecir. En este caso, realizar experimentos con una combinación de metodologías tanto 

microbiológicas, moleculares y bioinformáticas ayudarán a confirmar las observaciones realizadas 

aquí. En particular, es necesario confirmar el papel de los grupos bacterianos y de sus interacciones. 
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También es importante utilizar condiciones experimentales más cercanas a las condiciones 

industriales que se planean usar para determinar cómo afectan los componentes de la diversidad 

(como la riqueza y la abundancia de especies) y la estabilidad y probabilidad de invasión de las 

comunidades. Esta información nos permitirá mejorar el diseño y control de consorcios microbianos 

en ambientes biotecnológicos y entender la respuesta de las comunidades naturales ante escenarios 

de perturbación. 
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