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La produccién de hidrégeno por medio de la fermentacién obscura es un proceso con
potencial para disminuir el uso de combustibles fosiles y de biorremediacién. Ultimamente, la
fermentacion obscura ha recibido mucha atencion debido a las cualidades del hidrégeno como
combustible limpio y eficiente; sin embargo, el proceso enfrenta algunos retos como la
inestabilidad de los biorreactores (dispositivos que mantienen un ambiente bioldgicamente activo)
y el bajo rendimiento. La fermentacién obscura deriva de la digestion anaerobia, proceso por el
cual se produce biogds rico en metano, inhibiendo a las arqueas metandgenas por medio de
pretratamientos al indculo. Estos pretratamientos eliminan una gran parte de la diversidad original
pero, las consecuencias de esto en la estabilidad y estructura de los consorcios resultantes se
desconocen.

Con el fin de mejorar el entendimiento de estos consorcios, en este trabajo se reunid
informacién acerca de la composicién microbiana, parametros de cultivo y rendimiento de los
biorreactores en experimentos de fermentacion oscura. Con estos datos se realizaron analisis
estadisticos multivariados que permitieran entender la relacién entre las variables ambientales, el
rendimiento de la produccién de hidrégeno y la composicion de las comunidades microbianas.
Por otra parte, se infirieron las redes ecologicas de co-ocurrencia de las comunidades asociadas a la
digestion anaerobia y a la fermentacion obscura para compararlas e identificar cambios en su
estructura que pudieran tener relacién con la robustez de las comunidades.

Los resultados muestran que la presencia de algunas familias de bacterias se relaciona con
el rendimiento de hidrégeno ya sea positiva (Symbiobacteraceae, Geobacteraceae, Tissierellaceae,
Ruminoccocacae, y Oxalobacteraceae) o negativamente (Bacillaceae, Lactobacillaceae vy
Sporolactobacillaceae). Por otra parte, no se pudo establecer el papel de algunas familias en estas
comunidades (Veillonaceae, Streptococaceae y Pseudomonadaceae), aunque algunas se han
asociado a mejorar las condiciones en los biorreactores (mantenimiento de condiciones anaerobias

en los reactores o por formacién de biopeliculas). En cuanto al andlisis de redes, ambas (digestién



anaerobia y fermentacion obscura) tienen propiedades que concuerdan con otras redes reales
(distribucién de grado ajustable a una ley de potencias y de mundo pequefio). Ademds, los
parametros topoldgicos de ambas redes indican que los nodos de la red de digestién anaerobia
estan mayormente conectados entre si y la red de fermentacion obscura es mucho mas central.
Ambas propiedades sugieren que la red de digestién anaerobia es mas robusta ante la eliminacién
aleatoria de nodos y podria serlo a la invasion de otras especies ya que el andlisis de robustez
mostr6é que la red de digestién anaerobia tiene un mayor coeficiente de robustez y una menor
vulnerabilidad promedio. Estos resultados podrian ayudar a explicar la estabilidad operacional de
las comunidades de digestiéon anaerobia a largo plazo y, en contraste, la inestabilidad de las

comunidades de fermentacién obscura.



Combustibles fésiles: contaminacién y cambio climatico global

El cambio climatico global es un problema grave que requiere de una estrategia multidisciplinaria a
nivel mundial para su solucién. El objetivo principal es disminuir la dependencia en los
combustibles fosiles que hoy en dia constituyen la mayor parte de la energia usada (IEA, 2012). El
uso de combustibles fdsiles genera contaminantes y gases de efecto invernadero asociados al
cambio climdtico global, se estima que de seguir con la tendencia actual de emisiones la
temperatura aumente hasta 3.5°C en promedio para el 2035 (IEA, 2011). Aunado a esto, el
inevitable agotamiento de combustibles fésiles y el aumento de su precio hacen urgente
desarrollar nuevas formas de energia para lograr un desarrollo sostenible. Ecolégicamente, el
cambio climatico afecta a todos los niveles de organizacion (Bellard et al., 2012) y ya se han
documentado ejemplos de cambios significativos en la ubicacién altitudinal de comunidades
vegetales y las consecuencias negativas de estos cambios (Brusca et al., 2013). Es por esto que,
como parte de la estrategia para reducir las emisiones de CO,, recientemente se han investigado
formas de generar combustibles cuyo uso no genere gases de efecto invernadero y que provengan

de fuentes renovables.

En este contexto, los biocombustibles pueden ayudar a reducir el uso de combustibles
fosiles ya que son producidos a partir de materia orgdnica renovable y, en general, contaminan
menos que lo combustibles de origen fdsil (Potters et al., 2010). Los biocombustibles primarios son
aquellos producidos a partir de materia organica que es usada directamente como fuente de
energia (e.g. lefla), mientras que los secundarios son los que conllevan la transformacién de
materia organica para obtener combustible como la fermentacion de azucares para obtener
bioetanol (Salvi et al., 2013). La primera generacion de biocombustibles secundarios (e.g. bioetanol
y biodiesel) tienen como principal desventaja el uso de recursos utilizados para la produccién de

alimento de consumo humano por lo que la crisis alimentaria actual hace poco viable y ética su



produccion (Guo et al., 2010). Las siguientes generaciones de biocombustibles plantean el uso de
recursos renovables y de bajo costo; por ejemplo, la producciéon de biogds rico en metano o

hidrégeno a partir de materia orgdnica de desecho (Salvi et al., 2013).

El metano (CH,) es un combustible de alta energia (~50 kJ/kg; Das, 1996) y con una baja
emision de CO, y CO (Adewole et al., 2013; Tabla 1). Se puede usar como combustible en casas y
negocios, en automoviles, para generar electricidad y productos quimicos (Chandra et al., 2012;
Weiland, 2010). El metano puede producirse mediante la hidrogenacién de CO, usando la
reaccion de Sabatier (Walspurger et al., 2014), por “hydrocraking” del petréleo o extraerse del

subsuelo en forma de gas natural que contiene al menos 70% de metano (Wade, 2004).

El hidrogeno molecular (H,) tiene casi 3 veces mds energia por kilogramo (141.9 kJ/kg)
que la gasolina y el gas natural (Das, 1996) y su combustion sélo genera 6xidos de nitrégeno (NOx;
causantes de lluvia acida) y agua (Tabla 1). El hidrégeno se puede usar para generar electricidad,
en vehiculos de transporte (i.e. automoviles, aviones, barcos, etc.) y como fuente de energia para el
sector doméstico, comercial e industrial (Momirlan y Veziroglu, 2005). Aunque el hidrégeno es el
elemento mds abundante en el universo, es dificil encontrarlo como hidrégeno molecular ya que
generalmente se encuentra asociado al oxigeno en el agua o formando parte de hidrocarburos. Para
separar el hidrogeno de otros elementos se usan métodos como el reformado de metano y la

electroélisis de agua (Salvi et al., 2013).



Tabla 1. Comparacién De Los Contaminantes Producidos Por Diversos Combustibles (Modificada De

Momirlan Y Veziroglu, 2005). La Cruz Indica Produccién Del Contaminante.

Contaminantes H.O Mondxido de Did6xidode  Particulasde  Metales Radioactividad NO,
carbono carbono carbono Pesados

Combustibles

Carbén X X X X X X

Petrdleo X X X X

Gas Natural (CH,) X X X

Energia Nuclear X

Hidrégeno X X

Produccion de biogas

Actualmente, los métodos usados para producir metano e hidrégeno requieren grandes cantidades
de energia y no son sostenibles. La produccidn de biogds es una estrategia con potencial para
reemplazar a los combustibles fésiles pues es posible producir gas combustible poco contaminante
a partir de fuentes renovables. El método mds importante en la producciéon de biogds es la
digestion anaerobia y, un subtipo de ésta, la fermentacion obscura se usa principalmente en la

produccioén de gas rico en hidrégeno.

Digestion anaerobia

La transformacion de materia orgdnica en metano ocurre naturalmente como parte de la
descomposiciéon de materia organica en la cadena tréfica de ambientes anaerobios (Gerardi, 2003).
Este procedimiento, llamado digestion anaerobia, consiste en la heterofermentacion de materia
organica (restos de plantas y animales) y sus productos son metano, alcoholes, CO, y nuevas
células procariontes. Aunque generalmente se asocia la digestion anaerobia al tratamiento de lodos
generados en plantas de tratamiento de aguas residuales, también es utilizada para convertir

materia orgdnica compleja (e.g. proveniente de materia lignoceluldsica) para la producciéon de



biogids. La digestion anaerobia para la produccidon de biogas tiene varias ventajas ademads de
producir combustible (Figura 1): el digestato resultante es un buen fertilizante; es posible
disminuir la contaminacién del agua y reducir el contenido de patogenos; es posible tratar residuos
organicos solidos; pueden llevarse a cabo independiente y domésticamente; y tiene un

requerimiento de energia minimo (Chandra et al., 2012; Show et al.,, 2012).

Biogis
Digestién Anaerobia
Biorreactor

Figura 1. Ciclo de la produccién de biogds (Modificada de Holm-Nielsen ef al., 2009),

El proceso de digestion anaerobia comprende cuatro etapas: hidrélisis, acidogénesis,
acetogénesis v metanogénesis (Figura 2). La hidrélisis hace metabdlicamente disponibles los
polimeros al transformarlos en mondmeros por medio de la liberacion de enzimas extracelulares
(e.g. celulasas, celobiasas, xilanasas, lipasas y proteasas; Weiland, 2010) y es por lo tanto

considerado un paso limitante en la digestion anaerobia (Vavilin et al., 2008).

Durante la acidogénesis los monomeros son fermentados para producir dcidos grasos

volatiles de distintas longitudes, alcoholes, CO.y H, (Chandra ef al., 2012). Los acidos grasos y el



hidrégeno son intermediarios y precursores del metano (Figura 2), por lo que este paso es esencial

en la produccion de substratos para el altimo paso de la digestion anaerobia.

Polimeros complejos
(polisacaridos,
proteinas, lipidos)

Hidrolisis

Y
Monomeros y oligdmeros
(azucares, aminoacidos,
acidos grasos de cadena

larga)
Acidogénesis
Y
Acetogénesis Acidos £rasos
volatiles
(C>2)
Y Y Y Y

Acetato H,+CO, l

Metanogénesis

Biogas
{ (CH, +CO,) ¢

Figura 2. Pasos de la digestidn anaerobia. (Modificada de Chandra et al.,, 2012).

La acetogénesis comprende la formacién de acetato a partir de varios substratos y rutas,
por ejemplo: los acidos grasos mas grandes son convertidos en acetato e hidrogeno (Weiland,
2010), las az(cares son transformadas solo en acetato (homoacetogénesis; Miiller, 2003) y el CO; es
reducido por hidrégeno (Chandra et al., 2012). En la digestién anaerobia, la acetogénesis también
es un paso limitante pues el acetato es el principal substrato para la produccién de metano

(Chandra et al, 2012).

La metanogénesis es la produccién de metano por parte de arqueas metandgenas. Este
proceso puede ser de tres tipos (Chandra ef al, 2012} acetoclastica {acetato como substrato),
hidrogenotroéfica (CO, y H: como substrato) y metilotréfica (metanol como substrato). La
metanogénesis tiene un papel muy importante en la digestién anaerobia pues consume el H; que

inhibe el metabolismo de las bacterias productoras de hidrégeno y de las acetégenas (Weiland,



2010). Cada etapa puede ser realizada por grupos de organismos diferentes 0 uno mismo puede

participar en mas de una etapa (Tabla 2).

Tabla 2. Ejemplos de las reacciones quimicas en la digestion anaerobia. El fondo obscuro indica produccién

de hidrégeno.
Etapa Producto Reaccion Organismo
Hidrdlisis Monoémeros  Substratos complejos 2 Mondmeros Varios
Acidogénesis Propionato Glucosa + 2H, 2 Propionato + 2H,O + 4 ATP Propionibacterium
sp. (Chuet al.,
2010).

Lactato

Etanol

Butanol

Butirato

Glucosa = 2 Lactato + 2ATP

Glucosa = 2 Etanol + 2CQO, + 2ATP

2 Hexosa = Butanol + Acetona + 5CO, + 4H,

Glucosa = -Butirato + 2CO, + 2H, + 3ATP

Lactobacillus
sp.(Sikora et al,
2013)

Escherichia coli
(Clark, 1989)
Clostridium
acetobutylicum
(Madigan et al,
2012)

Clostridium
butyricum
(Madigan et al.,
2012)

Acetogénesis Acetato

Acetato

4H, + 2HCO; + H + = CH,COO" + 4H,0

Glucosa +2H,O = 2Acetato + 2CO, +4H,

Clostridium
aceticum (Hawkes
et al., 2007)
Clostridiaceae
(Hawkes et al.,
2007)

Metanogénesis Metano

Metano

Metano

Acetato 2 CH, + CO,

H,+CO, = CH,

Metanol = CH, + H,O

Methanosarcina sp.
(Aiyuk et al., 2006)
Methanococcus sp.
(Weiland, 2010)
Thermoplasmata
(Poulsen et al,
2013)




Fermentacién obscura

Aunque el hidrogeno es el elemento mas abundante del universo, su produccién a partir de
métodos sostenibles sigue siendo un reto. Los métodos de produccién de biohidrégeno se dividen
en dos categorias: los procesos dependientes de luz y los independientes de luz. Los métodos
dependientes de luz son la fotdlisis directa e indirecta y la fotofermentacién. Dentro de los

métodos independientes de luz, la fermentacion obscura es uno de los que tiene mayor potencial.

La fermentaciéon obscura es un subtipo de la digestidn anaerobia donde la fase
metanogénica es inhibida. En comparacién con los métodos dependientes de luz, la fermentacién
obscura tiene varias ventajas pues no requiere de infraestructura especializada para captar la luz
solar, tiene un bajo costo operacional (Kim ef al., 2011a) y los microorganismos asociados a este
proceso pueden usar directamente residuos orgdnicos de desecho (e.g. residuos de comida, aguas
residuales domésticas o industriales) como fuente de energia y carbono para producir hidrégeno
(Show et al., 2012). Ademas la fermentaciéon obscura puede integrarse a otros procesos como la
fotofermentacion para usar los dcidos grasos voldtiles resultantes para generar mas hidrégeno

(Show et al., 2012).

En la fermentacién obscura pueden usarse cultivos puros o mixtos. Los cultivos mixtos
tienen ventajas considerables con respecto a los cultivos puros: no requieren de condiciones de
esterilidad, tienen una combinacidén de rutas metabolicas que les permiten degradar un mayor
rango de substratos y en ellos existen mutualismos que pueden incrementar la producciéon de

hidrégeno (Hung et al., 2011).

Los inéculos para cultivos mixtos se pueden obtener de ambientes anaerobios (e.g.
riz6sfera, zonas intermareales (Doi et al., 2010), rumen (Nissild et al., 2011), estiércol (Merlino et
al., 2013), lodos activados usados en el tratamientos de aguas (Kotay y Das, 2009) y digestores

anaerobios (Merlino ef al., 2013). En el caso de cultivos termofilos los indculos pueden extraerse de



aguas termales (Méikinen et al., 2012). Los cultivos termofilos disminuyen el riesgo de
contaminacién por metanégenos (Rittmann y Herwig, 2012) y la temperatura favorece la
estequiometria de la produccién de hidrogeno lo que puede implicar mayor rendimiento
(incrementando las tasas de las reacciones quimicas y enzimaticas, haciendo mas favorable la
termodindmica de la produccién de hidrégeno y haciéndola menos sensible a la presion parcial de
hidrégeno; Groenestijn, 2002). La desventaja es que se requiere mucha energia para mantener la
temperatura Optima en estos cultivos (>60°), aunque esta puede ser subsanada usando aguas

residuales industriales que se desechan a altas temperaturas (Roy et al., 2012).

Los substratos que se pueden usar en la fermentacidon obscura incluyen medios definidos
con azucares como fuente de carbono o indefinidos, como residuos industriales; residuos
alimenticios; aguas negras o residuos lignoceluldsicos. En las comunidades microbianas usadas
como indculos en la fermentacion obscura existen varios géneros de organismos que no son
productores de hidrégeno o que lo usan como fuente de energia para producir metano. Con el
objetivo de eliminar estos organismos de los cultivos se usan pretratamientos quimicos, fisicos y
térmicos. Los pretratamientos quimicos incluyen inhibidores de las arqueas metanogénicas (e.g. el
acetileno y el bromoetanolsulfonato; Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009). Los pretratamientos
fisicos incluyen el congelamiento del indculo, mientras que los térmicos la ebullicion del mismo.
Estos ultimos pretratamientos aprovechan la capacidad de los mayores productores de hidrégeno
(género Clostridium) de formar esporas. Sin embargo, recientemente se ha comprobado que se
puede prescindir del pretratamiento para la producciéon de hidrégeno para la seleccion de las

comunidades hidrogenogénicas (Kim et al., 2011b).

Las condiciones de operaciéon del bioreactor afectan el crecimiento de la comunidad de
microorganismos y por lo tanto la produccién de hidrégeno; por lo que el estricto control de la
temperatura, pH, concentraciéon de substrato y tiempo de diluciéon son indispensables para el

6ptimo funcionamiento el biorreactor. En el caso del pH de los biorreactores generalmente se
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mantiene por debajo de 6 pues los metanogenos crecen en un rango limitado de pH (entre 6.8 y
7.2; Kannaiah Goud y Venkata Mohan, 2012) mientras que los productores de hidrégeno crecen
en un rango mayor (4.5-6.7; Hawkes et al., 2007). El tiempo de dilucién es importante pues los
microorganismos crecen a diferentes velocidades por lo que su manejo puede dar lugar a la

desaparicién o dominancia de ciertos grupos (Madigan et al., 2012).

Contexto econdmico, social y medioambiental del desarrollo de biocombustibles

Es importante destacar que la implementacion de toda tecnologia debe hacerse teniendo
en cuenta el contexto social, econémico y medioambiental en el cual se desarrollan. En ese sentido,
los biocombustibles no son la excepcion, ya que la integracidon de la industria energética con la
agricultura puede poner en riesgo la seguridad alimentaria y el desarrollo sostenible. Por una parte
el uso de cultivos de consumo humano (e.g. maiz, trigo o soya) para la produccion de
biocombustibles incrementa los precios de estos (Naylor et al., 2007). Por otra parte, el uso de
grandes extensiones de tierra para el cultivo de cultivos energéticos (como especies del género
Jatropha, de mijo o pastos) promueve la competencia por suelo con cultivos de consumo humano
lo que puede aumentar los precios de los ultimos si los cultivos energéticos son mas rentables
(Naylor et al, 2007). Ambas situaciones pueden poner en peligro la seguridad alimentaria de
muchas personas, por lo que debe preponderarse el desarrollo de la produccion de biogas a partir
de materia orgdnica de desecho. También hay que tener en cuenta que la participacion de
empresas como Exxon o Shell (que ya realizan investigacién acerca de biocombustibles; Clarke y
James, 2015; Porretto, 2009) podria ejercer presiéon para que las situaciones anteriormente
descritas sucedan. Por lo tanto, hay que considerar el desarrollo conjunto de plataformas que

permitan la produccién de biocombustibles de forma doméstica e independiente.

La produccion de biogds también conlleva la produccién de residuos so6lidos conocidos
con el nombre de digestato. Este digestato puede ser usado como composta previo tratamiento

para remover el nitrogeno excedente (Mela y Canali, 2014). Aplicar esta medida asi como la
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verificaciéon de la presencia de patdgenos es fundamental para la implementacion de esta
tecnologia. De esta forma, deben desarrollarse nuevas politicas que integren la produccion de
biogas y los aspectos sociales, ambientales y econémicos para asegurar que el uso de esta tecnologia

sea realmente sostenible y responsable.

Ecologia de los biorreactores

Debido a que la produccién de biogas estd asociada a la dindmica de las comunidades
cultivadas en los biorreactores, entender la dindmica de las comunidades, asi como las
interacciones entre sus miembros, es de suma importancia para entender las causas de las fallas en
los biorreactores y optimizar el proceso. Algunos aspectos de la ecologia microbiana de las
comunidades metanogénicas e hidrogenogénicas han sido identificados, encontrdndose
interacciones que favorecen o disminuyen la produccién de hidrégeno y metano (Tabla 3). Por
otra parte, hay varios organismos cuya funcién no ha sido identificada, por lo que hace falta

ahondar mas en la investigacion de estos organismos.

Tabla 3. Interacciones y funciones conocidas en las comunidades de bacterias hidrogenogénicas (Hung et
al., 2011; Weiland, 2010).

Interaccion/ funcion Efecto Grupos

Formacion de granulos o Retencién de biomasa y células  Streptococcus, Bacillus

biopeliculas por bacterianas.

exopolisacdridos

Consumo de oxigeno Condiciones anaerdbicas del Enterobacter, Bacillus,
biorreactor.  Previene la Klebsiella

inhibicion  de  anaerobias
estrictas. Aumento en la
producciéon de hidrégeno y

metano.
Degradacion de substratos Substratos simples disponibles Bifidobacterium, Pseudomonas
complejos. para otros microorganismos.
Competencia por substrato Substrato no disponible para Clostridium, Lactobacillus,

los productores de hidrégeno.  homoacetdgenos, productores

de propionato.
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Inhibicién por bacteriocinas Inhibiciéon de bacterias del Bacterias productoras de dcido
género  Clostridium  por ldctico (Hung et al, 2011;
bacteriocinas producidas por Thuault et al., 1991).
bacterias del género
Lactobacillus. Disminucion de
la produccién de hidrogeno.

Produccién de hidrégeno Hidrégeno  usado  como Clostridiaceae

substrato por las metandgenas.

Consumo de hidrégeno Disminucién de la presion Metanogenos

parcial de hidrégeno que
permite el crecimiento de las
bacterias  productoras  de
hidrégeno y de las
acetogénicas. Produccién de
metano y bajo rendimiento de
hidrégeno.

Uno de los problemas que enfrenta la produccién de biohidrégeno es la inestabilidad y el
bajo rendimiento en los biorreactores. Por ejemplo, se ha identificado un patréon en estos reactores
donde el inicio de la produccién de hidrégeno es rdpido y luego la produccién decrece
rdpidamente (Koskinen et al., 2007); esta inestabilidad se ha encontrado, incluso, usando medios
definidos (Jo et al., 2007; Ueno et al., 2001). Se ha demostrado que los cambios en las comunidad
son los responsables de la inestabilidad y el rendimiento de hidrégeno aunque no se sabe si es por
cambios en el metabolismo de algunas poblaciones, por cambios en la composicién de poblaciones
o por ambos (Prasertsan ef al., 2009). Debido a esto, y para esclarecer las causas de la estabilidad y
el bajo rendimiento, es indispensable entender la dindmica, composicion, demografia y las

interacciones de las comunidades microbianas de biorreactores a profundidad.

Ademas de estudiar cualitativamente la ecologia de las comunidades microbianas de
biorreactores, es importante tratar de establecer relaciones cuantitativas y estadisticas entre la
diversidad y la funcién de estas comunidades. En ecologia, se han usado diferentes acercamientos
para establecer este tipo de relaciones, por ejemplo, los analisis multivariados u ordenaciones.

Estos andlisis son utiles pues permiten resumir grandes cantidades de informacién proveniente de
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milliples muestreos estadislica y visualmente, ayudando a encontrar patrones que es imposible
dilucidar estudiando los experimentos por separado. Sin embargo, a pesar de sus ventajas, estos

andlisis han sido poco usados para el andlisis de la ecologia microbiana de biorreactores.

Uno de los andlisis multivariados mas usado en ecologia es el analisis de componentes
principales (PCA). Este analisis calcula variables sintéticas (componentes principales) a partir de
combinaciones lineales entre las variables originales y que permiten explicar la mayor proporcion
de varianza de los datos originales (Ramette, 2007). Su objetivo es representar las variables
sintéticas (en forma de vectores) y las muestras en un nuevo sistema de coordenadas donde la
mayor parte de la varianza esté representada. Este método puede ayudar a establecer relaciones
intramuestras que ayuden a establecer patrones entre las variables estudiadas (dado por el éngulo
entre los vectores de las variables; Ramette, 2007). Por ejemplo, en un estudio (Novak ef al., 2010)
acerca del nicho de especies de insectos del orden Hymenoptera se realiz6 un analisis de
componentes principales usando las variables ambientales de las cuevas donde habitan estos
organismos. El resultado se muestra en la figura 3 donde podemos observar una relacién (dada el
angulo entre los ejes de esas variables) entre la temperatura del suelo y el aire asi como entre la

humedad del substrato y del aire.

llumination -
05 : Airflow’

0.0 Grnul’;l_d‘l mperal 5 5 A e e e s

PC 2 (29.5%)

-0.5 A
Substrata"mqisl @ Air humiditistance from entrance

-1.0 el Dléfé}‘ica from surface

40 05 00 05 10
PC 1 (37.6%)

Figura 3. Ejemplo de un andlisis de componentes principales que modela la relacién entre las variables

ambientales del hdbitat de varias especies del orden Hymenoptera. Tomada de (Novak ef al., 2010)

14



Otro de los métodos de ordenacién mds usados en ecologia es el analisis de
correspondencias candnicas (CCA). Este andlisis se basa en relaciones unimodales entre especies y
variables ambientales para modelar la respuesta a la variacién ambiental como una simplificacion
matematica que permite la estimacion de un gran nimero de parametros en un numero pequefio
de ejes de ordenacién (Ramette, 2007). Este analisis permite identificar factores ambientales que
influyen la diversidad de especies, ademads, se pueden generar hipdtesis acerca de si existe una
respuesta particular de algunas especies a la variacién especifica en alguna variable (lo que se
conoce como especies indicadoras; Ramette, 2007). Estas hipotesis pueden probarse por medio de
experimentos o por medio del andlisis estadistico de especies indicadoras (De Céceres y Legendre,
2009). Por ejemplo en la figura 4 se muestra un andlisis de correspondencias canénico que modela
la relacion entre variables ambientales y especies de plantas marinas. En este estudio (Grewell,
2008) se encuentra que la abundancia de algunas de estas especies es explicada por algunas de las
variables ambientales estudiadas; esto se interpreta por la posicion de los centroides que

representan las especies (en forma de cruces) en relacion a los vectores de las variables.
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Figura 4. Ejemplo de un analisis de correspondencias candnico que modela la abundancia de especies de

plantas marinas y algunas variables ambientales. Tomada de (Grewell, 2008).
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Inferencia y Analisis de redes

La inferencia y analisis de redes ha sido propuesto como un acercamiento para analizar sistemas
complejos (como comunidades ecologicas) logrando una perspectiva holistica que seria imposible
obtener analizando los componentes de los sistemas de forma aislada. Las redes son graficas
formadas por nodos o vértices (que representan elementos de la red) y aristas (que representan
interacciones entre los entes). Las propiedades topolégicas de las redes pueden ser importantes
para predecir el funcionamiento de los sistemas (Newman, 2003) y su robustez (la persistencia de
caracteristicas de interés en la respuesta de un sistema ante perturbaciones; Dunne, 2005). Algunos

de los atributos topoldgicos mas estudiados en las redes complejas se describen en la Tabla 4.

En ecologia, los andlisis de redes han sido empleados para modelar las redes tréficas en las
comunidades y hacer inferencias acerca de su estabilidad (Proulx et al., 2005). Por ejemplo, se ha
puesto mucha atencién en redes de las interacciones entre plantas y animales y cémo estas
relaciones pueden influir en el desarrollo y mantenimiento de la biodiversidad (Bascompte y

Jordano, 2007).

Tabla 4. Atributos topoldgicos de las redes estudiados comtunmente.

Atributo Descripcion Ejemplo

Grado El grado de un nodo se refiere al numero de
conexiones que tiene con otros nodos. El
grado promedio de una red es el promedio
del grado de todos los nodos que la
conforman. La red de ejemplo tiene un grado
promedio de 2.5.

Densidad Indica la proporciéon de conexiones reales
con respecto a las posibles (Kasthurirathna et O O
al., 2014). Una “red” de nodos aislados (red

a) tendria una densidad igual a 0, mientas O O
que un cligue (una red donde cada par de

nodos estd conectado; red b) tiene una
densidad de 1.
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Centralizacion

Longitud de
Camino
Promedio

Conectancia

Modularidad

Coeficiente de
Agrupamiento

Indica que tan desigual es la distribucion de
centralidad de los nodos; es decir hasta qué
punto las aristas se distribuyen alrededor de
puntos focales o hubs (Dong y Horvath,
2007). Redes con forma de estrella (red a)
tienen un valor de 1, mientras que redes
regulares (red b) tienen centralidades
cercanasa 0.

Es la longitud promedio de los caminos mds
pequeiios entre todos los pares de nodos en
una red (Kasthurirathna ef al., 2014). En la
red de ejemplo se marca el camino mas corto
entre el nodo a y el nodo b; el promedio de
esos caminos mads cortos es la longitud de
camino promedio (1.4 en la red de ejemplo).
Indica la proporcién de conexiones reales
con respecto al nimero de nodos (Dunne et

al., 2002). Se obtiene con la férmula

conectancia = SL—Z donde L es el numero de
aristas y S el numero de nodos. En el caso de
la red de ejemplo esta tiene 4 aristas y 4
vértices por lo que tiene una conectancia de
0.25.

Indica hasta qué punto una red se puede
separar en sub-redes independientes
(Kasthurirathna et al., 2014). Una mayor
modularidad indica una estructura interna
sofisticada (Bastian et al., 2009). La red de
ejemplo a tiene una estructura modular

mientras que la red b no la tiene.

Es el promedio del coeficiente de
agrupamiento de todos los nodos de la red.
Este se define como la fraccidén de pares de
vecinos de un nodo que estin conectados
entre si (Dong y Horvath, 2007). En la red a,
el nodo marcado tiene un coeficiente de

agrupamiento de 1 pues existe una conexion
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entre todos sus vecinos. Por otra parte en la
red b el nodo marcado tiene un coeficiente
de agrupamiento de 1/3 pues sé6lo existe 1
conexion de 3 posibles entre sus vecinos.

Heterogeneidad  Refleja la tendencia de una red a tener nodos
muy conectados (Dong y Horvath, 2007).
Una red con forma de estrella tendria una
heterogeneidad de 1 (red a) mientras que la
red regular b tendria una heterogeneidad a
baja.

Didmetro Es la maxima longitud de los caminos mas
cortos entre dos nodos (Shannon et al,
2003). La red de ejemplo tiene un didmetro
de 2 pues esa es la distancia mds larga entre

todos los caminos mas cortos entre los

nodos.

En ecologia microbiana, a falta de informacién directamente observable acerca de las
interacciones entre los organismos, el andlisis de redes se ha tomado recientemente como una
herramienta importante para hacer inferencias acerca del nicho o importancia de los distintos
grupos de una comunidad, asi como de caracteristicas sistémicas de las comunidades (Barberdn et
al., 2012). A excepcion de algunas redes de microorganismos generadas a partir de organismos
cultivables (Aguirre-von-Wobeser et al., 2014), estas suelen ser inferidas por medios estadisticos
que permiten reconocer patrones de co-ocurrencia y co-exclusion entre los grupos. La
construccion de redes puede hacerse por medio de datos de abundancia o de presencia ausencia
(Faust y Raes, 2012). Los indices de correlaciéon de Pearson y Spearman han sido usados para
analizar las relaciones pareadas en la abundancia de OTUs, como las comunidades del microbioma
humano (Faust et al., 2012); mientras que la distribucion hipergeométrica se ha usado para datos
de presencia/ausencia (Faust y Raes, 2012; Freilich et al., 2010). Nuevas aproximaciones basadas en
métodos de la mecanica estadistica pueden ser usados para inferir redes a partir de sets de
observaciones aisladas de los miembros que interactian en sistemas de diversa naturaleza (Clark et

al., 2012).
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Las redes complejas muestran caracteristicas distintivas en cuanto a su estructura, por
ejemplo, en cuanto a su distribucién de grado y la forma en la que se conectan los miembros de
estas redes. Debido a estas propiedades estas redes han sido llamadas redes libres de escala y de
mundo pequerio. Las redes libres de escala tienen una distribuciéon de grado donde se observan
pocos nodos con un grado alto y una gran cantidad de nodos con un grado bajo; ademds, esta
distribucién se puede ajustar bien a una ley de potencias (Newman, 2003). Algunas de las redes
complejas como el internet y algunas redes troficas presentan esta caracteristica (Bascompte y
Jordano, 2007}. Por otro lado, las redes de mundo pequefio son redes en las que la mayoria de los
nodos no son vecinos unos de los otros pero en las que existe un camino entre nodos relativamente
pequefio (Newman, 2003). Estas redes (Figura 5) se caracterizan por tener un coeficiente de
agrupamiento alto (parecido a una red regular, es decir, una red cuyos nodos estan conectados de
acuerdo a un patron) pero una longitud de camino promedio bajo (parecido a una red aleatoria,
cuyos nodos se conectan totalmente al azar; Watts y Strogatz, 1998). Ejemplos de redes de mundo
pequefio son la red neural de Caenorhabditis elegans {Watts y Strogatz, 1998}, algunas redes

troficas (Deng ef al., 2012} y redes ecologicas de microrganismos (Faust y Raes, 2012) .

Regular Mundo Pequefio Aleatoria

p=0 = 7
Aleatoriedad creciente
Alto largo de Bajo largo de Bajo largo de
camino promedio camino promedio camino promedio
Alto coeficiente de Alto coeficiente de Bajo coeficiente de
agrupamiento agrupamiento agrupamiento

Figura 5.Caracteristicas de las redes de mundo pequeiio (Modificada de Watts y Strogatz, 1998).

Tanto la digestién anaerobia, como la produccién de biohidrégeno, son procesos con potencial de
biorremediacién v produccion de combustibles como resultado de procesos sostenibles (Aiyuk et

19



al., 2006; Momirlan y Veziroglu, 2005). Estos procesos requieren de salvar algunos obstaculos que
tienen que ver con la estabilidad del proceso y la optimizacion de las condiciones de cultivo. Se ha
analizado extensivamente el efecto que tienen las condiciones de cultivo en la produccién de
hidrégeno y de forma superficial la dinamica de las comunidades responsables. Sin embargo, se
han dejado de lado las interacciones que ocurren entre los organismos asi como el papel que
juegan algunos grupos de microorganismos. Este trabajo plantea reunir informacién de una
cantidad representativa de comunidades procariontes en biorreactores y, por medio de analisis
estadisticos y de redes, contribuir al entendimiento de las relaciones entre las especies de estas
comunidades. El andlisis de las redes de interacciones ecolégicas podria ayudar a inferir la
importancia de éstas para la comunidad y su estabilidad en distintas condiciones. Esta informacién

es de suma importancia para optimizar el manejo de los biorreactores (Hung et al., 2011).

Objetivo General

Identificar elementos sistémicos clave en el funcionamiento de reactores de digestion anaerobia y
de reactores productores de hidrogeno mediante andlisis estadisticos multivariados y de redes
sobre la estructura ecoldgica y las interacciones bidticas de las comunidades procariontes presentes

en biorreactores.

Objetivos Particulares

e Realizar una revisién bibliografica de experimentos de fermentacién obscura y de
digestion anaerobia y elaborar de una base de los datos de la composicién y las variables
ambientales.

e Analizar estadisticamente la relacion entre las variables ambientales y la estructura de las

comunidades hidrogenogénicas.
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e Reconstruir las redes de co-ocurrencias entre los miembros de las comunidades anaerobias
e hidrogenogénicas.

e Analizar topolégicamente ambas redes para describir las comunidades en términos de su
robustez y de las interacciones entre sus miembros.

e Comparar ambas redes para encontrar cambios significativos entre la estructura de los dos

tipos de comunidades.

Considerando que las comunidades procariontes productoras de hidrégeno son derivadas de

comunidades procariontes de digestién anaerobia, se plantearon las siguientes hipdtesis:

Andlisis Multivariados

Ho: Si el funcionamiento de los reactores productores de hidrégeno no depende de la composicién
microbiana, los analisis multivariados y estadisticos no mostraran relaciones entre el rendimiento

de hidrégeno y los grupos de procariontes analizados.

HA: Si el funcionamiento de los reactores productores de hidrégeno depende de la composicién
microbiana, los andlisis multivariados y estadisticos mostraran relaciones entre el rendimiento de

hidrégeno y los grupos de procariontes analizados.

Andlisis de redes

Ho: Si la inestabilidad de las comunidades de reactores productores de hidrégeno no se debe a
cambios en las propiedades sistémicas de las comunidades procariontes presentes debido a los
pretratamientos, entonces no se identificaran cambios ni en los atributos topoldgicos ni en la
robustez de la red de interacciones ecologicas entre las comunidades de digestion anaerobia y las

de fermentacién obscura.
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HA: Si la inestabilidad de las comunidades de reactores productores de hidrégeno se debe a
cambios en las propiedades sistémicas de las comunidades procariontes presentes debido a los
pretratamientos, entonces se identificaran cambios en los atributos topoldgicos y en la robustez de
la red de interacciones ecoldgicas entre las comunidades de digestion anaerobia y las de

fermentacion obscura.

El flujo de trabajo seguido se muestra en la Figura 6. Por una parte, el método busca encontrar
patrones que relacionen la funcién de los biorreactores productores de hidrégeno con la estructura
de sus comunidades microbianas. Para esto, se realizé una revision de la literatura registrando
informacién de desempeflo del reactor, parametros operacionales y composicion de las
comunidades en el punto de méxima producciéon de hidrégeno; con esta informacidn se llevaron a
cabo analisis ecoldgicos y multivariados. Por otro lado, para encontrar cambios significativos en las
estructuras de las comunidades microbianas productoras de hidrogeno y de las de digestion
anaerobia (de las que se originan las primeras) se infirieron las redes ecoldgicas de ambos tipos de
comunidades usando informacién de la composicion de ambos tipos de comunidades en el punto
de mejor desempefio en ambos tipos de reactores. El método se dividié en: i) construccion de las
bases de datos y procesamiento de secuencias, ii) andlisis multivariados e inferencia y iii) analisis

de las redes ecologicas.
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Figura 6. Flujo de trabajo seguido. (i) Construccién de las bases de datos, (ii) andlisis multivariados,

(iii) inferencia de redes.

Construccion de bases de datos.

Se realizé una buisqueda en Scopus (http://www.scopus.com) usando las palabras clave “Microbial”
y “Dark Fermentation” para buscar experimentos de producciéon de hidrégeno por fermentacion
obscura. Para los experimentos de digestiéon anaerobia se usaron las palabras “Microbial” y
“Anaerobic Digestion”. Para incluir un experimento dentro de la base de datos de la revision, éste
debia reportar la comunidad microbiana y, para los experimentos de fermentacidon obscura, el
desempefio del reactor y los pardmetros operacionales (temperatura y pH). Cada publicacién
revisada podia aportar mas de un experimento a la base de datos si cumplia con los requisitos. La
digestion anaerobia puede llevarse a cabo en al menos dos reactores separados (uno para las fases
acidogénicas y otro para la metanogénesis), sin embargo, en esta revisidn, y para poder asumir
interaccidn entre los miembros de las comunidades, sélo se incluyeron experimentos donde todo
el proceso se realizara en un sélo biorreactor. Para los experimentos de fermentacién obscura

obtuve los siguientes datos:
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a)

b)
<)
d)

Rendimiento de hidrogeno cuando se reportaba en moles de hidrégeno por moles de
glucosa o hexosa consumida. Cuando se reportaban mililitros de hidrégeno estos se
convirtieron a moles (tomando que 1 mol de H, = 22,400 ml) y cuando se reportaban
gramos de glucosa estos se convirtieron a moles por medio de su masa molar (tomando
que 1mol = 180.1 g). Finalmente, cuando el substrato se reporté en demanda quimica de
oxigeno (COD) se uso la relacion de 1.07 g COD iguales a 1 g de glucosa (Comeau, 2008).
Temperatura en °C.

pH

Origen del in6culo. Clasificacién en: digestores anaerobios, lodos activados, zonas inter-

mareales, suelo, composta (incluye estiércol y rumen) y aguas termales.

Para el registro de los integrantes de las comunidades microbianas de ambos tipos de experimentos

se consideraron los siguientes criterios:

a)

b)

Reportes por medio de electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE’s) con
identificaciéon por marcadores o secuenciacién y listados de especies por electroforesis
capilar de polimorfismo de conformacién de cadena simple (CE-SSCP’s) y metagendmica
de amplicones de 16S y de DNA total.

Cuando se reportaban las secuencias del gen 16S rRNA para cada banda (o su pariente mas
cercano en el Genbank; Benson et al., 2013)) se registraron los nimeros de acceso de
aquellas con una longitud de al menos 1000 pares de bases; en caso contrario, (menos de
1000 pares de bases) sdlo se registraron la identidad de su pariente mds cercano en el
Genbank. En el caso de secuencias menores a 1000 pares de bases y que no contaban con
un pariente identificado en el Genbank sélo se consideraron como un OTU en la cuenta

total de especies por experimento (riqueza).
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Procesamiento de secuencias

Las secuencias registradas fueron procesadas para su identificacion usando el script de novo
assignment implementado por QIIME (Caporaso et al., 2010). El algoritmo (ver Anexo 1 para
referencia de uso) agrupa las secuencias en clusters basados en similitud (95%; para aumentar la
capacidad del analisis de detectar patrones). Posteriormente, toma una secuencia representativa de
cada claster y la usa para asignar la taxonomia a todo el clister usando la base Greengenes
especializada en el gen 16S rRNA (McDonald et al., 2012). Para extender y facilitar el uso de este
script usando datos de incidencia, se disefié un script en Python que aplica los resultados a una
base de datos proporcionada por el usuario usando los archivos generados por QIIME. Esta base de
datos debe estar en formato GMT (Tabla 5) y contener una relacién de muestras y el identificador

de cada secuencia reportada en cada muestra (ver Anexo 2 para referencia de uso).

Tabla 5. Ejemplo de matriz en formato GMT.

Experimento1l  Comentario OTU1 OTU 2 OTU 3 OTU 4
Experimento2  Comentario OTU1 OTU 5 OTU 6
Experimento3  Comentario OTU 2 OTU 7 OTU 8 OTU 9

Anadlisis multivariados y estadisticos de la composicion microbiana

Para analizar la hipétesis concerniente a la relacion entre las condiciones de cultivo, el rendimiento
de hidrégeno y la composicion microbiana, se realizaron andlisis multivariados. Especificamente,
con los datos del rendimiento y operacionales de los biorreactores productores de hidrégeno se
realizaron un analisis de componentes principales (PCA) y para relacionar la composicién de la
comunidad con la funcion y las variables ambientales un andlisis de correspondencias canénico
(CCA). Para relacionar la presencia de algunos OTUs con las variaciones en la produccién de
hidrégeno se hizo un andlisis de especies indicadoras. Para esto, se categorizd el rendimiento de

hidrégeno (usando 3 cuantiles) en producciéon “Baja”, “Media” y “Alta”. Todos los analisis se
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llevaron a cabo usando R version 3.1.2 (R Core Team, 2013), el paquete vegan (para los analisis
multivariados; ver anexo 3 para referencia de uso) versiéon 2.0-10 (Oksanen et al., 2013) y el
paquete indicspecies (para el andlisis de especies indicadoras; ver Anexo 3 para referencia de uso)

version 1.7.2 (De Caceres y Legendre, 2009).

Inferencia y analisis de redes.

Para probar si habia cambios en las propiedades sistémicas entre las comunidades a causa de los
pretratamientos, se infirieron las redes ecoldgicas de los consorcios productores de metano y de los
de hidrogeno. Posteriormente se realizd un andlisis de robustez a ambas redes para probar si los
cambios en las propiedades topologicas de ambas redes afectaban su robustez. Para inferir las redes
ecoldgicas de ambos tipos de comunidades se utilizd el algoritmo Sets2Networks (Clark et al.,
2012). Este algoritmo asigna una probabilidad a cada arista entre dos vértices de formar parte de la
red original usando, como tnica informacién, las co-ocurrencias en los conjuntos (cada conjunto
es un observacion donde se reportan »n elementos juntos). Estos sets son muestreos independientes
donde se reportaron n elementos que se asume interactuan en una red mas grande que no estd
reportada per se (no se conoce), por lo que cada conjunto representaria una sub-red. Primero, cada
conjunto de observaciones es tomado como una subgrafica aleatoria de tipo Bernoulli
minimamente conectada (i.e. una grafica en la que cada nodo n estd o no conectado con una
probabilidad independiente p y en la que cada arista tiene la misma probabilidad de aparecer).
Luego, la superposicion de todas las graficas aleatorias es tomada como un proceso de Bernoulli
(i.e. la repeticion de ensayos de Bernoulli) donde cada arista estd sujeta a un ensayo de Bernoulli
(i.e. un experimento aleatorio con sélo dos resultados) con probabilidades correspondientes a las
graficas aleatorias generadas por cada elemento (conjunto) del total de conjuntos (C). En esta
aproximacion, la probabilidad de que cada arista aparezca en la red original esta dada por la

siguiente formula:
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2a
pij=1-M(1—-——)

Nijx
Donde n;x es igual al tamafio de los k elementos de C a los que los vértices v; y v;
pertenecen y @ es un parametro que permite especificar la confianza de que las subredes estén
localmente conectadas. El script que implementa este algoritmo utiliza matrices en formato GMT
(ver ejemplo en Tabla 5) como entrada de datos, por lo que la matrices de presencia/ausencia
fueron convertidas a GMT. Las probabilidades para todas las aristas posibles en ambas redes estan
reportadas en los Anexos 4 y 5. Para considerar una arista dentro de la red se tomaron sélo
aquellos con una p de al menos 0.7 como se reportd en el articulo original del método (Clark et al.,

2012).

El analisis de las redes inferidas se realizo usando Cytoscape (Shannon et al., 2003) y la
modularidad usando Gephi (Bastian et al., 2009). Para comparacion de algunos parametros se
generd una red regular y 100 redes aleatorias por cada red inferida usando un modelo de redes de
mundo pequefio (Complexity Explorer Project, 2013). Estas redes fueron generadas con
caracteristicas de grado y numero de nodos similares a las redes inferidas. Promedié el coeficiente
de agrupamiento y el camino promedio de las 100 redes para detectar si las redes inferidas tenian
algunas propiedades de mundo pequefio. Finalmente, medi la conectancia, por ser un pardmetro

importante de las redes ecoldgicas, (Dunne et al., 2002) usando la siguiente férmula:

L
Conectancia = —

S2
Donde L es el numero de aristas y S el nimero de nodos.

Andlisis de Robustez

Para medir la robustez ante la eliminacion individual de nodos se midié el coeficiente de robustez

(Piraveenan et al., 2012) en ambas redes. Primero, la eliminacion de los nodos se realizo
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aleatoriamente (10,000 ensayos) y en un segundo analisis, los nodos se eliminaron siguiendo un
orden decreciente de acuerdo a su grado. El coeficiente de robustez (R) mide que tan rapido se
desintegra una red ante la pérdida individual y acumulativa de nodos (Piraveenan et al., 2012) y se

obtiene por medio de la siguiente férmula:

2003 s, — 1008,
R= 2

Dénde S; es igual al componente mas grande de la red después de eliminar k nodos; S, es el

componente mas grande de la red original y N, es igual al nimero de nodos de la red original.

De igual manera, se midio la vulnerabilidad promedio de ambas redes (Costa et al., 2007).
Esta medida es el promedio de la vulnerabilidad de cada nodo en las redes que se obtiene usando la

siguiente formula:

Donde E es la eficiencia de la red original y E; es la eficiencia de la red después de remover
el nodo i. La eficiencia de una red es una medida que indica qué tan bien fluye la informacion en
una red, suponiendo que ésta fluye mejor cuando existe una distancia baja entre nodos (Costa et
al., 2007). Por lo tanto la vulnerabilidad tiene que ver con cuanto cambia esta eficiencia cuando se

remueven ciertos nodos. La eficiencia se obtiene por medio de la siguiente féormula:

. 1 z 1
N(N-1) — dij

Donde N es el nimero de nodos en la red y d; es el camino mas corto en los nodos i y j.
Tanto el coeficiente de robustez como la vulnerabilidad promedio fueron implementados en

Python (ver Anexo 6) usando el paquete NetworksX (Hagberg et al., 2008).

28



Para los experimentos de fermentacion obscura se analizaron 48 experimentos de 43 publicaciones
para los andlisis multivariados y de especies indicadoras (Anexos 7 y 8) y 103 experimentos de 101
publicaciones para la inferencia de la red (Anexo 9). En total se identificaron 404 OTUs diferentes
a nivel de especie en 61 familias. Para los experimentos de digestién anaerobia se analizaron 122
experimentos de 118 publicaciones para la inferencia de la red (Anexo 10). En total se identificaron

1189 OTUs a nivel de especies en 165 familias.

Analisis multivariados y estadisticos de la composicion microbiana

El andlisis de componentes principales (Figura 7) no muestra una agrupacion de los experimentos
de acuerdo a las variables ambientales. Sin embargo, los vectores de las variables escaladas sugieren
una relacion positiva (dngulo entre los ejes de las variables menor a 90°) entre la temperatura y la

riqueza de especies con el rendimiento de hidrégeno.

El andlisis de correspondencias canénico (CCA, Figura 8) entre las variables ambientales y las
familias tampoco muestra una agrupacion de las familias de procariontes alrededor de las variables
estudiadas. Por una parte, muestra las mismas relaciones descritas entre las variables ambientales
en el PCA y por otra, asocia algunas familias positiva (Symbiobacteraceae, Ruminococcacae,
Tissierellaceae, Geobacteraceae y Oxalobacteraceae) y negativamente (Bacillaceae, Lactobacillaceae

y Sporolactobacillaceae) al vector de rendimiento de hidrégeno.

El CCA que incluye el origen del in6culo (Figura 9) muestra que los dos tipos de indculo
mayormente asociados positivamente al rendimiento de hidrégeno son los lodos activados y la

composta. Igualmente, los lodos activados fueron asociados a mayor riqueza en los biorreactores.
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Variable Correlacion p-value
Temperatura - PC1 0.7728857 1.223092e-10
pH - PCA1 0.5856995 1.224449e-05
Riqueza - PC1 -0.6234019 2.213958e-06
Rendimiento de Hidrégeno — PC2 0.9385104 7.059118e-23
Riqueza - PC2 0.2886963 4.658872e-02

Figura 7. (a) Gréfica del andlisis de componentes principales. Los puntos representan los distintos
experimentos analizados y los vectores las variables ambientales. El primer componente (PC1) explica el
33.35 % de la varianza, involucrando principalmente pH, temperatura y riqueza. El segundo componente

(PC2) explica el 25.96 % de la varianza involucrando principalmente rendimiento de hidrégeno. Datos de

48 experimentos. (b) Correlaciones entre las variables y los componentes principales.
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Figura 8. Grafica del andlisis de correspondencias candnico modelando la relacién entre las variables

ambientales y los OTUs (nivel de familia). Los puntos representan las distintas familias y los vectores las
variables ambientales. El primer eje (CCA1) explica el 5.07% de la varianza, involucrando principalmente
rendimiento de hidrdgeno y temperatura. El segundo eje (CCA2) explica el 3.74% de la varianza
involucrando principalmente riqueza y pH. Datos de 48 experimentos, Significancia de las variables

independientes (p-values): 0.005; Rendimiento de hidrdgeno: 0.04; temperatura: 0.01.
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Figura 9. Grafica del andlisis de correspondencias canonico modelando la relacién entre el origen del

inéculo, el rendimiento de hidrogeno, temperatura, riqueza y los OTUs (nivel de familia). Los puntos

representan las distintas familias de procariontes, los centroides los factores del origen de indculo v los

vectores las variables ambientales. El primer eje (CCA1) explica el 6.3% de la varianza, involucrando

principalmente temperatura. El segundo eje (CCA2) explica el 4.02% de la varianza involucrando

principalmente rendimiento de hidrégeno y riqueza. Datos de 48 experimentos. La relacién entre las

variables explicativas y los datos no fue significativa (p-value: 0.34).

Los resultados del andlisis de especies indicadoras se muestran en la Tabla 6. Este analisis
asocia significativamente el bajo rendimiento de hidrégeno en los biorreactores con las familias

Bacillaceae, Lactobacillaceae y Sporolactobacillaceae (p-value < 0.05).

32



Tabla 6. Andlisis de especies indicadoras que relaciona los OTUs con el 3 niveles de rendimiento de

hidrégeno (Alto, Medio y Bajo). Nivel de significancia: “*” 0.05. Datos de 46 experimentos.

Familia Bajo Medio Alto p-value
Acetobacteraceae 0 1 0 1
Actinomycineae 1 0 0 0.185
Alicyclobacillaceae 1 0 0 0.13
Bacillaceae 1 0 0 0.015%
Bacteroidaceae 0 1 0 1
Bifidobacteriaceae 1 1 0 0.38
Clostridiaceae 1 1 1 NA
Coriobacteriaceae 0 1 1 1
Desulfovibrionaceae 0 1 0 0.7
Enterobacteriaceae 1 0 1 0.07
Erysipelotrichaceae 0 1 0 1
Family XVIII_Incertae_Sedis 0 1 0 0.665
Flavobacteriaceae 0 0 1 0.46
Geobacteraceae 0 0 1 0.48
Lachnospiraceae 0 1 0 0.675
Lactobacillaceae 1 0 0 0.015*
Oxalobacteraceae 0 0 1 0.19
Paenibacillaceae 1 0 0 0.33
Prevotellaceae 0 1 0 1
Pseudomonadaceae 0 1 0 1
Ruminococcaceae 0 1 1 1
Sporolactobacillaceae 1 0 0 0.025%
Streptococcaceae 0 1 0 1
Symbiobacteriaceae 0 0 1 0.51
Thermoanaerobacteriaceae 1 0 1 0.065
Tissierellaceae 0 1 1 0.82
Veillonellaceae 1 0 1 0.455

Inferencia y analisis de redes

Los atributos topoldgicos de ambas redes (Figuras 10 y 11) se muestran en la Tabla 7. En
general, los resultados muestran que independientemente del niimero de nodos de cada red, estos

se encuentran conectados de diferente forma en cada una. Especificamente, los nodos de la red de
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digestion anaerobia tienen mas conexiones entre si que en la red de fermentacidén obscura
(mayores conectancia, heterogeneidad, densidad, camino promedio y agrupamiento) y la red de
hidrégeno es mucho mas central que la de digestién anaerobia (0.937 contra 0.652). El analisis de
modularidad (Figuras 12 y 13) revela que ambas redes se descomponen en 3 mddulos (aunque el
score de modularidad de la red de fermentacion obscura es mayor). El andlisis de robustez (Tabla
8) indica que la red de digestiéon anaerobia es mas robusta que la red de hidrogeno tanto a la
pérdida aleatoria de nodos como a pérdida de nodos importantes (en términos de su grado).

Igualmente, la red de digestion anaerobia tuvo una menor vulnerabilidad promedio.

Ambas redes comparten 16 nodos y 10 co-ocurencias (Figura 14). La distribucion de grado
(transformacién logaritmica) de ambas redes fue ajustada a una ley de potencias obteniendo los
siguientes parametros: un coeficiente de correlaciéon de Pearson de 0.973 y R* de 0.844 para la red

de hidrégeno y una correlacion de 0.873 y R* de 0.699 para la red de digestién anaerobia.

La longitud de camino promedio y el coeficiente de agrupamiento de las redes generadas
usando el modelo de redes de mundo pequefio se presentan en la Tabla 9. Las redes inferidas
tienen propiedades de mundo pequefio al tener una longitud de camino promedio bajo y un

coeficiente de agrupamiento alto.
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Figura 13. Analisis de modularidad de la red de co-ocurrencias de consorcios de digestién anaerobia.

Datos de 122 experimentos. El color de los nodos indica su pertenencia a un médulo.

Tabla 7. Atributos topolégicos de las redes inferidas.

Atributo Red Fermentacion Red de
Obscura digestion anaerobia
Nodos vecinos promedio (grado 3.586 6.158
promedio)
Centralizacion 0.937 0.652
Longitud de camino promedio 1.872 2.037
Densidad 0.128 0.166
Connectancia 0.062 0.081
Modularidad 0.441 (3 modulos) 0.333 (3 mddulos)
Coeficiente de agrupamiento 0.445 0.609
Heterogeneidad 1.430 1.015
Didmetro 2 4
Nodos 29 38
Nodos compartidos 16
Aristas 52 117
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Tabla 8. Andlisis de robustez de ambas redes.

Red Fermentacion

Red de

Obscura digestion anaerobia

Coeficiente de robustez 84.78% 89.47%
(media; perdida aleatoria de

(MAD = 19.74) (MAD = 6.98)
nodos; 10, 000x)
Coeficiente de robustez 19.62% 33.65%
(perdida dirigida de nodos; por
grado)
Vulnerabilidad promedio 1.35%107° 1.92*10-"

Thermodesulfobiaceae

Bifidobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Lachnospiraceae

Lactobacillaceae Tissierellaceae

Clostridiaceae
Comamonadaceae
Peptococcaceae Streptococcaceae
Bacteroidaceae
Pseudomonadaceae

Bacillaceae

Peptostreptococcaceae

Ruminococcaceae

Desulfovibrionaceae

Figura 14. Interseccién entre las redes de comunidades productoras de hidrdgeno y de digestién

anaerobia.
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Tabla 9. Parametros de las redes aleatorias y la red regular generadas por cada red inferida. El fondo

obscuro muestra la similitud de caracteristicas de mundo pequefio de acuerdo a Watts y Strogatz (1998).

Parametro Red regular Red inferida Red aleatoria

(prom. x100)

Longitud de camino promedio 3.86 1.872 2.39
( = red de hidrdégeno) (S.D. =0.073)
Coeficiente de agrupamiento 0.5 0.445 0.13
( = red de hidrdogeno) (S§.D. =0.043)
Longitud de camino promedio 3.5 2.037 2.11
( = red de digestion anaerobia) (8.D. =0.024)
Coeficiente de agrupamiento 0.6 0.609 0.162
( = red de digestion anaerobia) (S.D. =0.029)

De acuerdo a los resultados, los objetivos planteados fueron cumplidos pues los andlisis
multivariados indican que algunas familias estdn tentativamente relacionadas con las variaciones
en el rendimiento de hidrogeno y, en general, las diferencias en las caracteristicas topoldgicas
globales entre ambas redes indican que la red de las comunidades de digestion anaerobia tuvo
caracteristicas que indican que es mas robusta que la red de los consorcios productores de
hidrégeno. Ademads, el andlisis de especies indicadoras confirmd algunas de las relaciones entre las
familias presentes en los reactores y el rendimiento de hidrégeno. De entre todos los indculos
(digestores anaerobios, lodos activados, zonas inter-mareales, suelo, composta y aguas termales), el
mayormente relacionado con el rendimiento de hidrégeno fue el de lodos activados, el cual,
también estuvo relacionado positivamente con la riqueza. Finalmente, algunas de las familias (e.g.
Oxalobacteraceae) que representaron nodos importantes en las redes también se relacionaron

positivamente con el rendimiento de hidrégeno.
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Analisis multivariados y estadisticos de la composicion microbiana.

Los analisis de ordenacidén muestran relaciones interesantes entre las condiciones de cultivo y la
composicién microbiana tal como se predijo en la primera hipdtesis. El andlisis de componentes
principales (Figura 7) sugiere que, aunque no hay una clara agrupacion entre las diferentes
muestras con respecto a las condiciones de cultivo, existe una relacion positiva entre la riqueza y la
temperatura con el rendimiento de hidrégeno en los biorreactores; ademas, estas variables explican
la mayor parte de la varianza observada. La relacién entre el rendimiento de hidrégeno y la riqueza
puede deberse a que en un biorreactor con mayor cantidad de especies también puede aumentar el
rango de substratos que se pueden degradar lo que potencialmente aumentaria la produccion de
hidrogeno (Tracy et al, 2012). Es importante destacar, que los reactores mantenidos a altas
temperaturas (50 a 70°C) tendieron a tener un rendimiento de hidrégeno medio a alto (10
experimentos de 13; Medio: 1.19 - 2.12mol H2/ mol hexosa consumia; Alto: 2.2 - 3.2mol H2/ mol

hexosa consumida) .

Por otro lado, el analisis de correspondencias canodnicas (Figura 8) sugiere una relacién
positiva entre algunas familias y el alto rendimiento de hidrégeno, aunque no fue posible
establecer una relacion estadistica significativa (analisis de especies indicadoras; Tabla 6). Por una
parte la familia mayormente asociada a alta temperatura (Thermoanaerobacteriaceae) muestra una
ligera relacién positiva con el rendimiento de hidrégeno, lo que concuerda con la literatura (Hung
et al., 2011; Rittmann y Herwig, 2012) pues son importantes productores de hidrogeno. También,
existe evidencia de que Ruminococcaceae y Symbiobacteraceae (ambos comunes en el tracto
digestivo de mamiferos; Huws et al., 2011, Ueda et al., 2001) tienen un papel importante en las
comunidades anaerobias de donde provienen. Algunos miembros de Ruminococcacae son
productores de hidrégeno (Hung et al., 2011) y las Symbiobacteraceae tienen una compleja
relacién simbidtica (que no estd bien caracterizada) con algunas cepas del género Bacillus (Ueda y

Beppu, 2007). Por otra parte, se sabe poco del papel de Tissierellaceae, Geobacteraceae y
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Oxalobacteraceae en las comunidades anaerdbias e hidrogenogénicas. Los miembros de la familia
Tissierellaceae se encuentran frecuentemente en lodos anaerobios y se han asociado a la
degradacion de azucares y betaina (Rodriguez et al., 2012). Los miembros de la familia
Geobacteraceae (e.g. Geobacter sulfurreducens) se encuentran naturalmente en ambientes
anaerobios en suelo y acudticos (Hértner et al., 2005). Ademas son predominantes en celdas de
combustible microbianas (Rittmann et al., 2008) en las que son indispensables pues son
microorganismos exo-electrogénicos que usan acetato o hidrégeno como donadores de electrones
y ¢6xido de hierro (Fe) o manganeso (Mn) como aceptores de electrones (Lovley, 2006). Algunos
géneros de Oxalobacteraceae (e.g. Janthinobacterium) se asociaron a la produccién de hidrégeno
en granulos (Ning et al., 2013) y se ha reportado su actividad productora de hidrégeno (Akutsu et
al., 2008). Igualmente, los miembros de la familia Veillonellaceae se encontraron comunmente en
los experimentos de hidrégeno pero no ha sido posible establecer su papel en estas comunidades;

esto ya habia sido reportado antes para esta familia (Hung et al., 2011).

Streptococcaceae, Bacillaceae y Pseudomonaceae estuvieron relacionadas negativamente al
rendimiento de hidrégeno, especialmente Bacillaceae (quien también estuvo asociada
significativamente a bajo rendimiento de hidrégeno en el andlisis de especies indicadoras; p value=
0.015) lo cual es inesperado pues estas especies se asocian al mantenimiento de condiciones
optimas en los biorreactores (formando granulos y manteniendo condiciones anaerobias)
promoviendo el crecimiento de Clostridiaceae (Show ef al., 2012). Esto puede deberse a que
bacterias no productoras de hidrégeno desplacen a las productoras de hidrégeno aprovechando
estas condiciones Optimas. Las familias Streptococcaceae y Pseudomonadaceae estan graficadas en
el mismo punto indicando que tienden a coocurrir en los diferentes experimentos con diferentes
condiciones de cultivo insinuando una importante interaccién entre ellas. Los miembros de las
familias Lactobacillaceae, y Sporolactobacillaceae estan relacionados negativamente con el
rendimiento de hidrégeno en el CCA y en el analisis de especies indicadoras (p-value: 0.015 y

0.025) posiblemente debido a que son productores de lactato y alcoholes (al igual que algunas
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cepas de Bacillus; Sikora et al., 2013) proceso por el que se reduce la produccion de hidrégeno en
los Dbiorreactores (Show et al, 2012). Ademds los miembros de Lactobacillaceae y
Sporolactobacillaceae pueden producir bacteriocinas que, se ha comprobado, afectan el

crecimiento de las bacterias de la familia Clostridiaceae (Hung et al., 2011; Thuault ef al., 1991).

La familia Clostridiaceae no esta asociada a ninguno de los ejes lo cual indicaria que estas
especies pueden crecer a una gran variedad de condiciones ambientales, que no todos los
miembros de este grupo producen hidrégeno, o bien, que no sélo Clostridium produce hidrégeno.
Estos resultados podrian explicar los estudios que detectan altos rendimientos de hidrégeno
incluso sin pretratamiento al indculo que reduce la diversidad principalmente a miembros de la

familia Clostridiaceae (e.g. Kim ef al., 2011b).

El andlisis de correspondencias candnicas que incluye el origen del inéculo (Figura 9)
indica que el tipo de in6culo con mayor diversidad en los biorreactores analizados fue el de lodo
activados, lo que concuerda con la compleja y alta diversidad encontrada en estos habitats (Zhang
et al., 2012) siendo mas diversos que los lodos anaerobios (Baghchehsaraee ef al., 2010). Este tipo
de indculo al igual que el proveniente de composta, son los mds relacionadas a alto rendimiento de
hidrégeno. En el caso de los in6culos provenientes del rumen, estas comunidades han sido
reportadas como altamente hidroliticas y acidogénicas cuando degradan substratos
lignoceluldsicos (Yue et al., 2013). Junto con bacterias provenientes del rumen, se incluyeron en la
misma categoria comunidades provenientes de excrementos y composta, estas comunidades
pueden mostrar una adaptacion a degradar materia lignoceluldsica lo que puede explicar su
asociacion positiva a la produccién de hidrégeno (en los estudios analizados se uso principalmente

celulosa y substratos complejos como derivados de plantas o desechos alimenticios).

Es importante notar que el nimero de estudios incluidos en este andlisis (n=48) puede no

ser representativo de todos los grupos taxonomicos presentes en las comunidades

42



hidrogenogénicas por lo que se deben tomar precauciones al momento de hacer mayores

generalizaciones.

Analisis de redes

Al nivel de familia, la red de fermentacidn obscura (Figura 8) muestra una gran centralidad siendo
Clostridiaceae el nodo mas importante en la red (en términos de su intermediacion). Otros nodos
importantes en la red fueron Enterobacteraceae, Oxalobacteraceae, Streptococcaeae, Bacillaceae,
Veillonaceae y Thermoanaerobacteriaceae; este ultimo es espacialmente importante en los
experimentos a altas temperaturas. En la red de digestién anaerobia el nodo mds importante es
Clostridiaceae vy, adicionalmente, otros nodos con importante intermediaciéon fueron
Methanosarcinaceae, Methanomicrobiaceae, Methanosaetaceae, Lactobacillaceae, Peptococcaceae
y Bacillaceae. Encontrar a Clostridiaceae como el nodo mds central en ambas redes es una
evidencia de que esta familia es muy importante en el flujo de energia en las comunidades

anaerobias en general.

Los atributos topolégicos de las dos redes (Tabla 4) son similares, al igual que su
distribucién de grado (que es acorde a lo reportado para la mayoria de las redes en la naturaleza
con muchos nodos con un grado bajo y pocos nodos muy con un grado alto (Caretta Cartozo et al.,
2005). Ambas redes parecen presentar caracteristicas de mundo pequefio pues al comparar ambas
redes con modelos de redes aleatorias y regulares con el mismo niimero de nodos ambas presentan
un coeficiente de agrupamiento alto y una longitud de camino promedio bajo (Watts y Strogatz,

1998).

El andlisis de modularidad muestra que ambas redes se descomponen en igual numero de
modulos e incluso, la red de fermentacion obscura tiene un score de modularidad mads alto (i.e. los
modulos estdn mejor definidos). En la red de fermentacién obscura se aprecia un médulo donde el

nodo central es Clostridiaceae e incluye varias familias con las que co-ocurre. El nodo de
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Clostridiaceae estd conectado por varias aristas a otro mddulo que incluye, entre otras, a las
familias ~ Enterobacteraceae,  Streptococcaceae, = Pseudomonadaceae,  Lactobacillaceae,
Bifidobacteriacae, Veillonellaceae y Oxalobacteracae. De estas familias, las primeras 3 son
conocidas por mantener condiciones dptimas en reactores anaerobios y de las tltimas dos no se
tiene mucha informacién (Oxalobacteracae estuvo asociada a alto rendimiento en el CCA). Por su
parte Lactobacillaceae, es una familia que degrada aztcares para producir dcido ldctico y al ser
anaerobia facultativa (Sikora et al., 2013) puede ser mas versatil en el ambiente en el cual se
desarrolla  creciendo incluso sin las familias que ayudan a mantener la anaerobiosis o
aprovechando la produccién de biofilms por parte de otras bacterias (caso parecido al de
Bifidobacteriaceae; Sikora et al., 2013). De forma similar, en la red de digestién anaerobia existe un
modulo que también incluye a las familias Enterobacteriacae, Streptococcaceae, Lactobacillaceae y
Bifidobacteriaceae; aunque este modulo si incluye a Clostridiaceae. A diferencia del médulo de la
red de hidrégeno, este incluye a otras dos familias que forman biopeliculas: Peptostreptococaceae
(Lesnik y Liu, 2014; Slobodkin, 2014) y Bacillaceae (Lemon et al., 2008). Finalmente, esta red
presenta un modulo que incluye a casi todas las arqueas metandgenas (excepto a
Methanoregulaceae, que forma otro médulo con varias bacterias sintroéficas). Esto concuerda con
la separaciéon de nicho y dependencia metabdlica entre el grupo de las bacterias como
Clostridiaceae y las arqueas (Stams y Plugge, 2009) y su convivencia en el mismo mddulo estd
justificada por la diferencia de nicho entre arqueas metandgenas dada su versatilidad metabolica

(Costay Leigh, 2014).

La segunda hipétesis planteada es confirmada pues se encontraron diferencias globales en
la forma en la que estan conectados los nodos de ambas redes (independientemente de su numero)
que pueden indicar mayor robustez de la red de digestién anaerobia; esto fue confirmado por
medio del analisis de robustez donde la red de digestiéon anaerobia tuvo un coeficiente de robustez
mayor ante pérdidas dirigidas y aleatorias de nodos y una menor vulnerabilidad promedio. Por lo

tanto, en las redes analizadas, la mayor conectividad general en la red de digestion anaerobia
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concordo con un incremento en la robustez como se habia supuesto antes (Dunne, 2005), lo que
también concuerda con la hipétesis de que las comunidades mas ricas tienen a ser mas robustas en
términos de resilencia y resistencia (aunque la evidencia para esto en comunidades microbianas es
mixta; Shade et al., 2012). ; por ejemplo, debido a un incremento en redundancia funcional
(Allison y Martiny, 2008). De igual forma, una mayor robustez puede indicar una menor
posibilidad de invasion por especies externas (Pimm, 1991), aunque para esto ultimo, alguna
evidencia basada en simulaciones indica lo contrario (Baiser ef al., 2010; Heleno ef al., 2012; Lurgi
et al., 2014). Aun asi, el hecho de que la red de fermentacién obscura tenga nodos con menos
conexiones entre si podria ayudar a explicar la inestabilidad de los consorcios productores de

hidrégeno en los biorreactores.

Aunque la conectancia de la red de digestion anaerobia es mayor, ambas tienen baja
conectancia si se las compara con otras redes, incluso, de macroorganismos (Dunne et al., 2002).
Esto era esperado, pues las redes fueron inferidas, principalmente, a partir de datos de DGGEs y no
de secuenciacién masiva; ademds, los nodos fueron definidos a nivel de familia. Ambas
condiciones reducen la diversidad recuperada y dificultan la detecciéon de patrones de co-

ocurrencia que pudieran aparecer a niveles taxondmicos inferiores.

La interseccion de ambas redes (Figura 14) muestra 16 nodos y 10 co-ocurrencias
compartidos que pueden indicar una interaccién importante entre ellas. La presencia de
Lactobacillaceae en ambas redes es de esperarse pues es una familia dominante en los indculos y
sustratos usados (i.e. lodos anaerobios, heces animales y residuos de comida). Es importante
destacar la presencia de miembros de la familia Ruminococcaceae (géneros: Ruminococcus,
Ethanoligenens) en ambas redes, lo que muestra la probable importancia de estas familias como
productores de hidrégeno y degredadores de subtratos complejos como celulosa o xylo-
oligosacaridos (Matulova et al., 2008). Por otra parte, el hecho de que sdlo 10 coocurrencias

persistieran en la red de fermentaciéon obscura podria indicar que la mayor parte de las
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interacciones originales existentes en las comunidades de digestion anaerobia se pierde por los

pretratamientos.

Las familias Veillonellaceae (géneros: Veillonella, Dialister, Selenomonas, Megasphaera,
Acidaminococcus), ~ Oxalobacteraceae  (géneros:  Janthinobacterium,  Cupriavidus) y
Ruminococcaceae, son relativamente importantes en la red de hidrégeno (de acuerdo a su grado: 5,
2y 4 respectivamente, y su intermediacion; el grado promedio excluyendo a Clostridiaceae es de
2.71/ contra 3.58 incluyendo a Clostridiaceae). Aunque estas familias se encuentran cominmente
en los experimentos de produccion de hidroégeno, poco se sabe acerca de su rol ecolégico en estas
comunidades. Esto aunado a los resultados encontrados en los andlisis multivariados hace

relevante su posterior investigacion.

De forma global, los andlisis de redes muestran que las comunidades de digestién anaerobia son
mas diversas y que tienen propiedades sistémicas que pueden hacerlas mds robustas en términos
de estabilidad e invasion de especies externas, asi como ante perturbaciones ambientales (e.g.
cambios de pH o temperatura) a largo plazo en comparacién con las comunidades

hidrogenogénicas.

e Se encontrd una relacidon positiva entre la riqueza y el alto rendimiento de hidrégeno.
Aunque estos resultados deben tomarse con precaucion debido a los sesgos metodologicos
en la identificacion de especies en los biorreactores (principalmente DGGEs).

e Las familias Symbiobacteraceae, Ruminoccocacae, Tissierellaceae, Geobacteraceae y
Oxalobacteraceae estuvieron asociadas con el alto rendimiento de hidrégeno. De estas,
Oxalobacteraceae también representé un nodo importante en la red inferida. Se requiere
mas investigacion para determinar el rol de estos grupos de bacterias en las comunidades

hidrogenogénicas. También, permanece poco claro el papel de algunas familias
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(Bacillaceae, Pseudomonadaceae y Streptococcaceae) tipicamente asociadas al
mantenimiento de condiciones éptimas en los biorreactores (e.g. condiciones anaerobias o
retencion de biomasa). Aparentemente, estas familias impactan positivamente, no solo a
los productores de hidrogeno sino también a productores de alcoholes y lactato quienes
aprovechan estas condiciones.

e Las familias Bacillaceae, Lactobacillaceae, y Sporolactobacillaceae fueron asociadas a bajo
rendimiento de hidrogeno en el analisis de especies indicadoras.

e La red de digestion anaerobia tiene propiedades que sugieren que estas comunidades son
mas robustas que las de fermentacion obscura (i.e. menor centralidad, mayor diametro,
densidad y conectancia), lo que fue confirmado por medio del andlisis de robustez donde
la red de digestién anaerobia tuvo un coeficiente de robustez mayor y una vulnerabilidad
promedio menor.

e Se desarrollé una propuesta metodoldgica que permite resumir y analizar estadistica y
visualmente una gran cantidad de informacién acerca de comunidades ecoldgicas (tales

como su composicion y las variables ambientales).

Finalmente, es importante destacar que aunque se ha hecho un gran esfuerzo en la investigacion de
las comunidades microbianas productoras de hidrégeno, es evidente que se requiere obtener un
conocimiento mas profundo por medio de un enfoque diferente. Concretamente, debemos obtener
informacidon mas detallada de qué bacterias estan en los reactores y cual es su abundancia. Para
esto se debe considerar usar técnicas de secuenciacion masiva. Es, igualmente importante, conocer
la actividad que llevan a cabo los diferentes grupos dentro de los biorreactores usando andlisis de
expresion de genes y proteinas y de su actividad metabdlica. Con esta informacién podemos
descubrir patrones a una escala menor que nos permitan modelar matematicamente estas
comunidades, lo que es importante para predecir in silico el comportamiento de los biorreactores.
También se obtendria informacién util para la construcciéon de consorcios microbianos que

mejoren la eficiencia y rentabilidad del proceso. Finalmente, es importante mencionar que para

47



lograr encontrar los patrones que relacionen los datos de las comunidades microbianas con el
rendimiento de los biorreactores, es indispensable homologar los métodos y unidades con las que

se miden los resultados en los experimentos.
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Anexos

Todos los anexos pueden consultarse en la siguiente direccidn electrénica:

https://www.dropbox.com/sh/ftdfnx6bagghdt5/AAChZPNn9yLfekeX7Lv2aznia?dI=0
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