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Resumen

La fijacion bioldgica de nitrégeno y didxido de carbono, asi como los mecanismos bioldgicos subyacentes a estos
procesos han sido ampliamente estudiados; sin embargo, la exploracion ecoldgica especifica de comunidades
bacterianas fuertemente seleccionadas para favorecer ambas capacidades metabolicas y sus posibles aplicaciones
biotecnoldgicas constituye un area de investigacién innovadora. La comprension de la estructura y funcionamiento de
estas comunidades puede sentar las bases para futuras aplicaciones, por ejemplo, en el campo de la agricultura, con la
fabricacion de biofertilizantes nitrogenados. En este estudio, se construyeron consorcios microbianos utilizando
muestras de ecosistemas altamente contrastantes (suelo, lodo y materia fecal humana). Estos consorcios se
autoensamblaron en un biorreactor alimentado con un medio de cultivo mineral liquido, sin adicion de compuestos
nitrogenados o fuentes de carbono. El sistema oper6 con un flujo continuo de aire atmosférico que aporté N2y CO, y
un recambio semanal del 50% del volumen. Se realizaron mediciones de nitrégeno total, pH, densidad Gptica; y anélisis
de diversidad bacteriana con base en secuenciacion de las regiones V3 y V4 del gen 16S ribosomal, para las muestras
iniciales y las comunidades autoensambladas. Ademaés, se predijeron las funciones metabélicas para las comunidades
utilizando el software PICRUSt2 y se compararon las funciones obtenidas entre las comunidades ensambladas y las
iniciales. Los resultados sugieren una asociacion y sintrofia entre los miembros de las comunidades como respuesta a
las condiciones de seleccién con un favorecimiento esperado de la fijacion de N2 y CO,, metabolismos altamente
extendidos entre las bacterias. Entre los géneros méas abundantes se encontraron Azospirillum, Gordonia, Burkholderia
y Sphingobium.

Abstract

The biological fixation of nitrogen and carbon dioxide, along with the underlying biological mechanisms of these
processes, has been extensively studied; however, the specific ecological exploration of bacterial communities strongly
selected to favor both metabolic capabilities and their potential biotechnological applications constitutes an innovative
area of research. Understanding the structure and functioning of these communities may lay the groundwork for future
applications, such as in the field of agriculture, particularly in the production of nitrogenous biofertilizers. In this study,
microbial consortia were constructed using samples from highly contrasting ecosystems (soil, sludge, and human fecal
matter). These consortia self-assembled in a bioreactor fed with a liquid mineral culture medium, without the addition
of nitrogenous compounds or carbon sources. The system operated with a continuous flow of atmospheric air supplying
N2 and CO2, with a 50% weekly replacement of the volume. Measurements of total nitrogen, pH, optical density, and
bacterial diversity analysis based on sequencing the V3 and V4 regions of the 16S ribosomal gene were conducted for
both initial samples and self-assembled communities. Furthermore, metabolic functions for the communities were
predicted using PICRUSt2 software, and the obtained functions were compared between the assembled and initial
communities. The results suggest an association and syntrophy among community members in response to selection
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conditions, with an anticipated promotion of N2 and CO, fixation—metabolic processes widely distributed among
bacteria. Among the most abundant genera were Azospirillum, Gordonia, Burkholderia, and Sphingobium.

Palabras clave: Asociacion, biorreactor, comunidad, diversidad, metabolismo, nitrgeno, sintrofia.

INTRODUCCION

Tanto la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) como la fijacion de CO2 son procesos mediados
por microorganismos e indispensables para la existencia de los ciclos biogeoquimicos del planeta

(Zakem et al., 2020).

La FBN consiste en la reduccion del dinitrogeno (N2) a amoniaco (NHs) que se ioniza a
rapidamente a amonio (NH4") (Madigan et al., 201; Bellenger et al., 2020). Los microorganismos
fijadores de N2 y CO; estan ampliamente distribuidos y pertenecen a diferentes grupos
taxonémicos (Madigan et al., 2015). Los diazotrofos comparten la presencia del complejo
enzimatico nitrogenasa en su forma funcional, lo que les permite catalizar dicha reaccion
(Madigan et al., 2015). Los fijadores de nitrogeno simbidticos asociados a las leguminosas se han
priorizado sobre los de vida libre, debido a su tasa individual de fijacion de nitrogeno, la cual
puede ser tres veces mayor (Mathesius, 2022; James, 2022; Rousk, 2022; Madigan et al., 2015).
Sin embargo, los fijadores de vida libre han recibido una gran atencién en la Gltima década
debido a los beneficios que aportan a los cultivos de cereal, ya que estos cultivos juegan un papel
importante en la seguridad alimentaria (Priyadarshini et al., 2021; Rosenblueth et al., 2018; Guo
et al., 2023); en el afio 2021, los cultivos de leguminosas y cereales tuvieron una produccion a
nivel mundial de 89 y 2.227 millones de toneladas respectivamente (Statista Search Department,

2021). Los primeros fijadores de vida libre descritos fueron las cianobacterias en 1878 (Francis,



1878) y los Azotobacter en 1901 (Jensen, 1954), actualmente, el catalogo mas reciente agrupa

190 especies descubiertas en todo tipo de ambiente (Dos Santos et al., 2012).

En la fijacion de CO>, este gas se convierte en una forma organica de carbono (Gupta y Gupta,
2021). El Ciclo de Calvin, es una de las rutas mas estudiadas por la cual se fija el CO, (Gupta 'y
Gupta, 2021), se da gracias a la enzima ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RubisCO)
(Gupta y Gupta, 2021; Guo et al., 2013; Béhnke y Perner, 2017). Ademas del Ciclo de Calvin, se
han descrito otras formas de fijacion de CO,: el Ciclo del Acido Citrico Inverso empleado por las
bacterias verdes del azufre como Chlorobium, la ruta del hidroxipropionato utilizada por la
bacteria verde Chloroflexus (Madigan et al., 2015) y las rutas empleadas por las arqueobacterias
hidrogenofilicas que incorporan CO> usando el H> como aceptor de electrones para la formacion
de CH4 (Madigan et al., 2015). Gracias a estos procesos, el carbono y el nitrégeno, compuestos
indispensables para la vida, pasan a formar parte de la bidsfera (Zakem et al., 2020; Davies-

Barnard y Friedlingstein, 2020; Meng et al., 2022; Smercina et al., 2019).

El estudio de los microorganismos en sus inicios emple6 cultivos puros, este enfoque clasico ha
sentado las bases del conocimiento en la microbiologia (Goldford et al., 2018). Sin embargo, la
manera de estudiar los microorganismos ha venido evolucionando y ampliandose hacia un
enfoque a nivel de comunidad (consorcio o microbiota) y microbioma. El cambio de enfoque ha
resultado del reconocimiento de la importancia de las comunidades microbianas en diversas areas
aplicativas: en la agricultura con las comunidades bacterianas promotoras del crecimiento vegetal
(Kaur y Vishnu, 2022; Fernanda de Souza Género et al., 2020; Berendsen et al., 2012); en la
biorremediacion de contaminantes complejos trabajando con humedales, lagunas y biorreactores
(Dar et al., 2019; Gosai et al., 2022); y en la medicina, donde se investiga la funcionalidad del

microbioma humano, el impacto de este en la salud y la busqueda de terapias relacionadas a



trasplantes de microbioma (Gibson et al., 2021; Harkins et al., 2020; Oliver et al., 2022; Zhang et
al., 2022). A pesar de todos los avances en este campo, el estudio de las comunidades bacterianas
sigue planteando grandes interrogantes debido a la alta complejidad y dinamismo metabdlico que
puede darse en su interior (Pascual-Garcia et al., 2020; Nemergut et al., 2013). Algunos estudios
acerca de la ecologia microbiana y ensamblaje de comunidades bacterianas han encontrado que,
bajo condiciones controladas, es posible detectar patrones reproducibles de organizacion, los
cuales pueden ser explicados por medio de la competencia por recursos y la complementariedad
metabdlica (Pascual-Garcia et al., 2020; Ren et al., 2020). Ademas, se ha observado que la
estabilidad funcional en las comunidades suele primar sobre fluctuaciones taxonémicas que se
dan en respuesta a cambios ambientales (Ren et al., 2020; Chen et al., 2022). Sin embargo, hoy
en dia es dificil trazar una linea clara que permita diferenciar entre las caracteristicas funcionales
adquiridas para un entorno especifico y aquellas que son inherentes a comunidades altamente

complejas (Goldford et al., 2018).

A manera de antecedente cabe mencionar que, desde hace aproximadamente 11 afios, en el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la Universidad del Valle, se ha
venido trabajando en el estudio de la FBN en comunidades bacterianas. Diversos proyectos
realizados en ambientes naturales y construidos han permitido examinar de primera mano los
procesos al interior de las comunidades (Rodriguez-Gonzalez et al., 2021; Ospina-Betancourth et
al., 2021). Adicionalmente, en algunos experimentos se observo la capacidad bacteriana de crecer
en controles que no presentaban compuestos de nitrogeno combinado en el medio liquido, ni
fuentes de carbono organico. Esta observacion llevo a pensar en la posibilidad de la presencia de
bacterias y/o comunidades bacterianas que puedan sobrevivir sin nitrégeno ni carbono disponible

en el medio, capaces de obtener estos compuestos fijandolos del aire. La obtencién de



comunidades fijadoras de N2 y CO2 ademas de ser un objetivo innovador, se vuelve interesante a
nivel ecoldgico al intentar explicar cbmo puede un conjunto de bacterias sobrevivir bajo estas
condiciones tan criticas. Estudiar la diversidad, organizacion y funciones metabolicas presentes
en las comunidades para sobrevivir bajo estas condiciones limitantes de nutrientes, podria ser el
inicio para la futura aplicacion de ingenieria de consorcios en el mejoramiento de estas

comunidades (Duncker et al., 2021).

Teniendo en cuenta lo anterior, se planted un experimento con medidas en el tiempo para estudiar
la ecologia microbiana, con énfasis en las siguientes preguntas: i)¢Es posible ensamblar
comunidades bacterianas fijadoras de N> y CO; a partir de muestras obtenidas de ambientes
altamente contrastantes?, ii)¢es posible encontrar ambas capacidades metabdlicas activas en una
misma célula? o ;se requiere de asociaciones entre distintas especies para que la comunidad
sobreviva en un medio sin macronutrientes?. Para dar respuesta a esos interrogantes, se cultivaron
diferentes microbiomas en biorreactores con medio liquido libre de fuentes de Nitrogeno y
Carbono, estos compuestos se suplieron inyectando aire atmosférico para favorecer la fijacion de

N2y COs..

METODOS
Origen y preparacion de los inoculos

En el presente proyecto se utilizaron tres tipos de muestra: suelo; lodo; y materia fecal. El suelo
rizosférico se obtuvo de las raices de plantas de platano, yuca y pasto cultivados en la finca
Cafabravas. La finca se encuentra ubicada sobre una ladera poco pronunciada en la vereda San

José (3°53°12,9"N, 76°22°9,2™), municipio El Darién, departamento del Valle del Cauca. Esta



zona se caracteriza por una temperatura promedio de 23°C (Gobernacién del Valle del Cauca,
2015), una precipitacion anual de 1.223 mm y nubosidad densa por momentos del dia
(Gobernacién del Valle del Cauca, 2015). La finca fue seleccionada debido al manejo que
implementan en los cultivos, el cual se realiza de manera manual y sin el uso de agroquimicos
desde hace 10 afios. La recoleccion de las muestras se realiz6 en el mes de octubre, en temporada
de lluvias, entre las 10:00 y 12:00 h del dia, el tiempo era soleado, el suelo se encontraba seco y
desagregado en la superficie y, moderadamente himedo en la zona de la rizosfera. El lodo
provino de un sistema de tratamiento de residuos (reactor tipo UASB anaerobio), almacenado a
temperatura ambiente y protegido de la incidencia de luz. Por ultimo, la materia fecal humana se
obtuvo de un donante an6nimo, adulto mayor de sexo femenino, la cual refirié no presentar
enfermedades de base ni tomar medicamentos, llevar un estilo de vida activo y seguir una dieta
omnivora equilibrada. EI procedimiento fue aprobado por el comité de ética de la facultad de

Ciencias Naturales y Exactas (Acta de concepto a proyecto de Investigacion N°014).

Se homogeneizaron 20 g de cada tipo de muestra en 20 ml de medio de cultivo para fijadores de
nitrdgeno modificado sin fuente de carbono organico (NFBm) con una composicién g/L: 0,5 de
fosfato dipotasico; 0,1 de cloruro de sodio; 0,2 sulfato de magnesio; 0,02 de cloruro de calcio; 0,1
de molibdato de sodio; 1,175 de sulfato de manganeso; 1,40 de acido bérico; 0,04 de sulfato de
cobre; 0,012 de sulfato de zinc; 5,56 de sulfato de hierro y 8,23 de Na;EDTA. El medio se ajusto
aun pH 7,0. Cada indculo se repartio con una concentracion del 1% para tres biorreactores y se

emplearon tres biorreactores con el medio limpio.

Configuracion de los biorreactores

Los biorreactores se disefiaron siguiendo el modelo basico de un quimiostato. Cada uno consté de

un vaso con volumen total de 250 mL y volumen de operacién de 100 mL conectado a un sistema
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de dos mangueras: una adaptada con un filtro de tamafio de poro de 0,22 um que permite la
entrada de aire atmosférico; otra para toma de muestra e ingreso de medio limpio; y una salida de
aire para regular la presion. Se us6 una bomba RESUN AC9906 con potencia maxima de 14,0
L/min para ingresar aire atmosférico con un flujo de 1 L/h y agitacién continua mecanica a 550

rpm en plancha de agitacion Variomag Poly 15 a temperatura ambiente.

Operacidn de los biorreactores

Se implemento alimentacidn por lote con ciclos de 7 dias. El proceso se inicié agregando 1,0 mL
del inéculo y se completd el volumen hasta 100 mL con medio NFBm en cada reactor. Cumplido
cada ciclo, el 50% del contenido del biorreactor fue retirado y se reemplaz6 con medio fresco. Lo

anterior fue llevado a cabo durante 6 ciclos continuos.

Variables fisicoquimicas

El Nitrogeno total (Nt) fue medido en cada biorreactor al final de cada ciclo usando el
espectrofotdmetro HI801 Iris (Hanna instruments) con el Kit HI93767 A-50 para nitrogeno total
de bajo rango disefiado para este equipo y siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
densidad éptica (OD) evaluada a 600 nm de longitud de onda y el pH fueron medidos con un
espectrofotdmetro de micro-volimenes Hoefer Vision SP-2001 y un pH-metro Meters de Fisher

scientific AB15, respectivamente.

Variables microbioldgicas

La extraccion de ADN de células bacterianas se llevo a cabo en las muestras antes de ser
introducidas a los biorreactores, y luego, en los momentos de operacion que presentaron mayores
diferencias en la cantidad total de nitrdgeno. En las extracciones se utilizaron 500 mg de la

muestra inicial y/o pellet del centrifugado del efluente de los biorreactores. En todos los casos se



empleo agua destilada estéril y medio de cultivo NFBm como controles negativos y muestras de
cultivo de Escherichia coli como control positivo. Para los anteriores procedimientos se utilizo el
kit NucleoSpin Soil de Macherey-Nagel™ siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
concentracion y pureza del ADN obtenido fue calculada mediante la relacion de absorbancia
260/280 con un espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, US). La secuenciacion
dirigida de las regiones V3 y V4 del gen 16S ribosomal se hizo por la tecnologia Illumina paired-
end con una profundidad de 20X, fueron usados 25 ng/ul de muestra y la pareja de primers 341F-

805R propuestos por Herlemann (Herlemann et al., 2011) para amplicones de 250 bp x 2 (~468
bp).
Anélisis bioinformatico

A las lecturas FASTQ obtenidas, se les realizd un control de calidad mediante el programa
FASTQC (Andrews, 2010) con un PHRED > 20. Se emple0 el programa Cutadapt (Martin, 2011)
para eliminar lecturas correspondientes a primers. Las lecturas de 250 bp resultantes se
superpusieron utilizando el programa FLASH (Mago¢ y Salzberg, 2011) generando asi, lecturas
de entre 400 a 464 bp. Para el proceso de limpieza de las lecturas de baja calidad se emple6 el
programa DADAZ2 (Callahan et al., 2016). La asignacion taxondmica de los ASVs (Amplicon
Sequence Variants) se llevd a cabo utilizando la base de datos Silva 138 integrada a la plataforma
QIIME2 (Quast et al., 2012; Bolyen et al., 2019). Posteriormente se aplico un filtro para trabajar
en adelante con aquellos ASVs clasificados hasta el nivel taxonémico de género. Los analisis de
diversidad alfa y beta se realizaron empleando el paquete de R, Phyloseq (McMurdie y Holmes,
2013). Para el analisis de diversidad alfa se calcularon los indices de Diversidad de Shannon,
Dominancia de Berger Parker y Equidad de Pielou (Magurran, 1988; Baliton et al., 2020;

Reflinaldon y Hamid, 2023). En la beta diversidad, se utilizé la distancia de Bray curtis y un



modelo de Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS) para visualizar los resultados.
Ademas, se predijeron las funciones metabdlicas para las comunidades utilizando el software
PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States)
(Douglas et al., 2020) y se compararon las funciones obtenidas entre las comunidades

ensambladas y las iniciales.

RESULTADOS

Nitrogeno en los Biorreactores

En este estudio, se explord y analiz6 la composicién y dindmica de comunidades bacterianas
ensambladas en biorreactores, centrandose en su capacidad para fijar N2y CO». Las comunidades
bacterianas ensambladas fueron seleccionadas segun el momento en que se presentd la méxima
tasa de nitrogeno acumulado. En la Fig. 1, se muestran las mediciones de Nty OD; los datos en el
tiempo cero (To), corresponde a los datos del contenido de los biorreactores al inicio del
experimento, luego se presentan los valores de las mediciones para cada ciclo. Los biorreactores
‘suelo 1’ y ‘suelo 2’ presentaron la mayor cantidad de nitrogeno (6,3 y 8,0 mg/L) acumulado en
el ciclo T2 y ‘suelo 3’ en el ciclo Te. Los biorreactores inoculados con lodo presentaron la mayor
cantidad de Nt acumulado (10,1; 7,1y 4,9 mg/L) en el ciclo T2 y los inoculados con heces en el
ciclo T4. El pH se mantuvo entre 6,8 y 7,2 a lo largo del experimento para todos los biorreactores.
Destaca la disminucion del Nt en todos los casos después del ciclo con mayor cantidad de Nt
acumulado, llegando a presentar valores de 0,4 mg/L en los biorreactores suelo 2 y suelo 3y de

0,5y 0,6 mg/L en los biorreactores lodo 1 y lodo 2, respectivamente. Los Biorreactores control 1



y control 2 permanecieron sin cambios en el nitrogeno medido hasta el ciclo T4y el control 3

hasta el ciclo Te (Material suplementario S1).
Resultados de Biodiversidad en los Reactores

A partir del procesamiento bioinformatico de las lecturas, se obtuvo un total de 221.873 lecturas
de alta calidad (phred>30), estas se agruparon en 2280 ASVs, repartidos entre 45 filos. EI 94% de
las lecturas se clasificaron hasta el nivel taxondmico género y 35% hasta especie. Entre los
géneros mas representativos, se identificaron: Chthoniobacter, Caballeronia-Paraburkholderia,
Mycobacterium, Azospirillum y Sediminibacterium. Ademas, se observaron arqueas de los
géneros Bathyarchaeia, Methanosaeta y Methanoregula en la muestra inicial de lodo y en
algunas comunidades crecidas en los biorreactores con abundancias relativas <0,001 para estas

ultimas.

En la Fig. 2 se presenta el analisis de diversidad alfa. Se observa una disminucion en la
diversidad de las comunidades autoensambladas (crecidas en el biorreactor) comparado con las
comunidades iniciales. El indice de diversidad de Shannon para las comunidades de ‘Lodo’ y
‘Heces’ antes del biorreactor fue de 4,62 y 4,73 respectivamente, mientras que estas comunidades
disminuyeron en riqueza (2,96 y 2,66) al crecer dentro del biorreactor. Las comunidades de suelo
pre y post crecimiento en biorreactor, presentaron indices de 6,33 y 4,47 respectivamente. El
indice de dominancia de Berger Parker present6 en todos los casos valores inferiores a 0,5; asi
mismo, el indice de Equidad de Pielou, presentd valores superiores a 0,5 para todas las

comunidades.

El anélisis de diversidad beta (Fig. 3) mostrd un agrupamiento mas cercano entre las

comunidades autoensambladas de acuerdo con su origen y al tiempo, distanciadas de las
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comunidades iniciales (Suelo, Lodo y Heces). Ademas, las comunidades iniciales fueron

disimiles entre si.

Hay diferencias en la composicion de las comunidades autoensambladas, incluso, entre aquellas
originadas a partir del mismo indculo. Las Fig. 4, 5y 6 presentan los diez géneros més
abundantes (organizados de mayor a menor abundancia) para la comunidad inicial y las
comunidades autoensambladas a partir de esta. En todos los casos, los diez géneros mas
abundantes en las comunidades iniciales no se comparten con los diez méas abundantes de las
comunidades autoensambladas. Ademas, se observo la emergencia de taxa en las comunidades
autoensambladas, no observados en las comunidades iniciales. En el material suplementario S2,
se presentan tres tablas que corresponden a la lista de taxa emergentes (recuadros en color
amarillo) observados en las comunidades autoensambladas de suelo (s1, s2 y s3), lodo (11, 12y

13) y heces (h1, h2 y h3) y observados en las muestras iniciales (S, L y H).

DISCUSION

Se emple6 un medio de cultivo liquido mineral, libre de compuestos nitrogenados y carbonados.
Para favorecer y seleccionar aquellos microorganismos capaces de fijar nitrogeno y CO-, el
cultivo en el biorreactor se suplemento con aire atmosférico (78% de N2 y 0,036% CO>
aproximadamente) (IDEAM, 2023). El recambio de cultivo por sustrato mineral semanal evito
acumulacion de toxinas y brindoé a las bacterias un tiempo para aclimatarse y crecer usando el N>
y el CO2 como fuentes de Nitrogeno y Carbono (Zavala et al., 2020). En el momento en que se
introdujo el inoculo al biorreactor, muchas especies se encontraron en condiciones ambientales

limitantes (Wein y Dagan, 2019), lo que provoco una disminucion de casi el 50% de la OD en



algunos casos (Fig. 1). Sin embargo, la OD vy las concentraciones de Nt se mantuvieron
relativamente estables a partir de la tercera semana, con aumentos leves en la concentracion de Nt
en la cuarta (Fig. 1). Este resultado, sumado a la presencia de fijadores de N2y de CO2 en el
cultivo (Fig. 4), implica una reacomodacion ecolégica y permite suponer que estos dos grupos de
microorganismos son la base del sostenimiento de la poblacién (Wang et al., 2022; Hsu &
Buckley, 2009; Peura et al., 2018; Che et al., 2018). Al final del experimento las mediciones de
Nitrégeno descienden criticamente y el experimento se detiene. Es probable que la baja
concentracion de COz en el aire (comparada a la del nitr6geno), haya limitado la fijacion de este,
lo que conllevaria a un bajo contenido de carbono disponible para las comunidades. Esto sugiere
que, para un mantenimiento méas prolongado de las comunidades cultivadas, se necesita una
adicion de CO- en concentraciones mas altas, también podria optarse por ciclos de operacion méas
prolongados y realizar el recambio del medio de cultivo liquido dejando sedimentar el contenido
del biorreactor, en lugar de hacerlo en mezcla completa, con el fin de retirar metabolitos y

conservar mayor cantidad de biomasa en el sistema.

Las distintas especies presentes en las comunidades autoensambladas demuestran que todas las
transformaciones propias del ciclo del carbono y del nitrégeno ocurren al interior de los
biorreactores, este fenémeno ya se ha descrito en otros estudios (Rodriguez-Gonzalez et al.,
2021). El nitrogeno amoniacal (NH4") puede provenir de la desnitrificacion o de la fijacion de
nitrdgeno molecular. Una parte del amonio puede convertirse en nitrito (NO.) o nitrato (NOz3), y
otra puede ser transformada de nuevo a N2 por bacterias desnitrificantes como Pseudomonas,
Paracoccus y Bacillus. En el caso del carbono, el CO2 aportado por el aire es aprovechado por
autotrofos como Gordonia, Rhodococcus y Ferruginibacter. Estos microorganismos lo podrian

transformar a pequefias moléculas organicas y estas ser compartidas a otras bacterias como el



género Kaistia que se caracteriza por emplear una amplia gama de fuentes de carbono (Jin et al.,

2012; Im et al., 2004) (Fig. 4,5y 6).

La serie de transformaciones relacionadas con los ciclos del nitrégeno y carbono dentro del
biorreactor se atribuye a la combinacion de dos factores clave. En primer lugar, la elevada
riqueza taxondmica de las comunidades iniciales (Fig. 2) (Magurran, 1988; Hussain et al., 2022)
que proporciond un conjunto de herramientas metabdlicas variadas, aumentando asi las
probabilidades de sobrevivencia en las condiciones extremas de nutricion y cultivo suministradas
(Wein y Dagan, 2019). En segundo lugar, el biorreactor como herramienta de cultivo, no sélo
brind6 las condiciones necesarias para la seleccion, sino que también, promovidé la reorganizacion
de la comunidad y el desarrollo de asociaciones que serian imposibles de lograr con los métodos
convencionales de cultivo (Chaudhary et al., 2019; Stewart, 2012). Esta combinacion de factores
resulté en el autoensamblaje de comunidades con miembros abundantes que fijan N2y CO3, las
cuales difieren en abundancia y composicién de las comunidades iniciales, como se evidencia en
el analisis de diversidad beta (Fig. 3), y poseen una riqueza suficiente para prosperar en un
entorno deficiente de macronutrientes (Fig. 2). Ademas, la vinculacion entre diferentes taxa para
establecer asociaciones simbioticas se pudo demostrar, ya que de haber estado presente la
capacidad de fijacion de N2 y CO2 simultaneamente en un mismo microorganismo, se hubiese
mantenido el cultivo a largo plazo, en lugar de decaer en los Gltimos ciclos de operacién. El
continuo recambio de medio pudo haber afectado las asociaciones preexistentes (establecidas en
los ciclos con mayor concentracion de Nt) generando un desequilibrio al eliminar miembros
importantes de la comunidad (Fig. 1). Actualmente, no se conoce ninguna especie en que una
misma célula sea capaz de fijar N2y CO2 simultaneamente, sélo las cianobacterias son conocidas

como fijadoras de N y autétrofas capaces de llevar a cabo ambos procesos de manera sincronica;



sin embargo, utilizan un mecanismo en el que los heterocistos incorporan dinitrégeno y
comparten el producto fijado, mientras reciben carbono de células autétrofas (Madigan et al.,
2015). Ademaés de las cianobacterias, existen pocas especies reportadas con la presencia de genes
relacionados a la fijacion de N2 y CO2. Una de ellas es el bacilo Acidithiobacillus ferroxidans,
que posee genes para la nitrogenasa y la RubisCO tipo I, no obstante, su eficiencia en la FBN
limita su crecimiento en comparacion con el uso de nitrogeno asimilable del medio (Rawlings y

Kusano, 1994; Ibéfez et al., 2023; Fariq et al., 2019).

Las Fig. 7 y 8, presentan las rutas metabdlicas predichas con PICRUSt2 para las comunidades
iniciales y autoensambladas y sus abundancias. Por medio de estas predicciones y la prueba de
comparaciones pareadas realizada con la funcion DESeq2 (Love et al., 2014), se buscé explicar
la organizacion de las comunidades autoensambladas. A partir de lo anterior, se observaron
diferencias entre los metabolismos méas abundantes antes y después del proceso de cultivo en el
biorreactor. El Ciclo de Calvin, la Ruta del Acetil CoA y el Ciclo reductor del citrato serian vias
menos usadas para la fijacion de COz en las comunidades autoensambladas (Buchanan et al.,
2017; Jiao et al., 2021; lvanovsky et al., 2022). Mientras que la fijacion de CO, mediante el Ciclo
del 3-hidroxipropionato se vio favorecida al interior de los biorreactores, esta es una de las vias
autotrofas evolutivamente mas antiguas que permite la incorporacion de compuestos
intermediarios producidos generalmente por otros miembros de la comunidad (Herter et al.,
2002). Procesos como la oxidacion del metano y la metanogenesis pueden contribuir
notoriamente en el ciclo del carbono. EI CH4 puede ser incorporado del aire (Brimblecombe,
1996) u obtenido gracias a la metanogénesis (Kalyuzhnaya et al., 2019), al ser oxidado, da como
resultado CO> con el formaldehido y metanol como productos intermedios, los cuales pueden ser

empleados por los metilotrofos para crecer (Boden, 2020; Chistoserdova y Lidstrom, 2011), entre



los que se encontraron los generos Methylophilus, Methylovorus, Paracoccus y Xanthobacter
(Kim et al., 2021; Czarnecki and Bartosik, 2019; Kamini et al., 2018; Lidstrom, 2006). Ademas,
la oxidacion del metano puede estar acoplada a la sulfato-reduccidn, proceso que se ve favorecido
gracias al SO4aportado en el medio, que seria reducido por géneros como Desulfovibrio,
Geobacter y Bilophila (Madigan et al., 2015; Chen et al., 2019; Kushkevych et al., 2020; Xin et
al., 2020; Gao y Fan, 2023). En la metanogeénesis hidrogenofilica, se emplea el CO2 para generar
el metano, de tal manera que se retroalimenta el ciclo (Westerholm et al., 2022; Fang et al.,
2019). La produccion de la coenzima M necesaria para catalizar la generacion de CHa, fue
obtenida en el analisis como ruta destacada (Wu et al., 2022; Mand y Metcalf, 2019). En cuanto
al metabolismo del nitrogeno, se deduce del andlisis, la existencia de una mayor reduccién del
nitrato ya sea para ser asimilado (formacién de proteinas y acidos nucleicos) o para ser
mineralizado en forma de NH4" y volver a usarse en la nitrificacion. La fijacion de N2, de acuerdo
con la prueba de comparaciones y como era de esperarse, fue una ruta mayormente empleada

después del proceso de seleccion.

La seleccidn ejercida en los biorreactores influy6 en las caracteristicas de las comunidades
autoensambladas. La emergencia de miembros aparentemente “inexistentes” en las comunidades
iniciales, es un fenébmeno que ha sido observado en estudios previos con biorreactores
(Chaudhary et al., 2019; Li y Muller, 2023). Los biorreactores hacen visibles taxa que resultan
dificiles de detectar en muestras ambientales debido a su baja abundancia, o a mecanismos de
dormancia, como las esporas, que germinan dentro del biorreactor (De los Reyes et al., 2015; Del
et al., 2004). No todos los generos de autotrofos y fijadores de N2 encontrados al final del
experimento fueron representativos en la muestra inicial, y tampoco fueron observados los

mismos géneros como los mas abundantes entre los biorreactores a pesar de las similitudes en las



rutas metabolicas predichas (Fig. 7, 8 y 9). Resultados similares se han evidenciado en otras
investigaciones, donde se aprecia una prevalencia de la funcion metabdlica con variaciones en la
taxonomia (Louca et al., 2018). Ademas, los genes que intervienen en los ciclos biogeoquimicos
y en reacciones redox son altamente conservados y extendidos en el dominio Bacteria (Jia y
Whalen, 2020) y contribuyen a rutas metabdlicas primigenias como las que se originaron bajo las
condiciones de la atmosfera primitiva (Pla-Garcia César Menor-Salvan et al., 2017). El apéndice
A, muestra en orden de mayor a menor abundancia relativa la distribucién microbiana en
términos de funciones metabolicas ejemplificado a partir de la comunidad autoensamblada ‘heces
1°. Este fue construido por medio de las predicciones de las funciones metabolicas y verificado
de forma manual, la asignacion de dos colores indica que se han descrito ambos procesos
metabdlicos para dicho género. Este tipo de distribucién fue observada en todas las comunidades
autoensambladas donde se aprecia una organizacion en la cual se encuentran fijadores de
nitrogeno y autotrofos de distintos géneros repartidos desde los més hasta los menos abundantes,
acompafiados por quimiolitotrofos e incluso fermentadores. La coexistencia de bacterias con
metabolismos diversos en comunidades bacterianas en las que se favorecié de manera dréstica la
fijacion de N2y COg, sugiere la existencia de una interdependencia metabdlica entre estos grupos
bacterianos y plantea la posibilidad de una relacion simbi6tica o mutualista. Este fendmeno puede
compararse conceptualmente con la relacion simbidtica observada entre las bacterias anammox y
sus compafieras, donde la colaboracion entre los diferentes grupos bacterianos es fundamental
para el funcionamiento armonioso de la comunidad (Wang et al., 2022; Connan et al., 2016).
Teniendo en cuenta lo anterior, en la Figura 9 se propone la organizacion de las comunidades
autoensambladas, ejemplificada a partir de los diez géneros mas abundantes de la comunidad
‘heces 1°. Las flechas que sefialan hacia el interior de la bacteria representan el compuesto

tomado por la célula, aquellas que ingresan y vuelven a salir de la célula representan los



compuestos tomados y el producto que se genera. Ademas, se especifica el H2 y Fe en color rojo

como fuentes de energia presentes en el medio empleadas por Rhodococcus y Mycobacterium.

Los resultados obtenidos respaldan la capacidad de la metodologia empleada para la formacion
exitosa de comunidades bacterianas fijadoras de N2 y CO2 y evidencia el potencial del
biorreactor para inducir la reestructuracion de comunidades en respuesta a condiciones
especificas. Adicionalmente, se abre un panorama nuevo sobre el ensamblaje de comunidades
bacterianas, donde se puede indagar més a fondo sobre la ocurrencia de la sucesion en estas
comunidades, comparar la riqueza taxonémica con la riqueza de genes para distintos
metabolismos y explorar la posibilidad de prescindir de los taxa raros sin una afectacion en el
dinamismo de las comunidades. Esta primera aproximacién se hizo aprovechando las ventajas de
herramientas como PICRUSt2, tales como su facilidad de uso y bajos requerimientos
computacionales. No obstante, se sefiala la necesidad de considerar herramientas con mayor
confiabilidad en la asignacion de funciones metabodlicas, como la secuenciacion de genoma
completo (Shot-gun), que sirvan también para validar las metodologias que emplean los modelos

predictivos.

CONCLUSIONES

Las asociaciones entre fijadores de N2 y CO> son altamente codependientes de la presencia de
heterotrofos que les proporcionen compuestos organicos como fuente energética ya que, los
Fijadores de N de vida libre necesitan el aporte de carbono que normalmente es brindado por la
planta o se encuentra en el ambiente. Por ende, las comunidades fijadoras de nitrégeno

enriquecidas mediante cultivo en biorreactores requieren de un aporte significativo de materia



orgénica para su sostenimiento en el tiempo. Adicionalmente, los fijadores de nitrogeno y
autotrofos hacen parte también del microbiota intestinal humano y ain es materia oscura como

sus metabolismos pudiesen aportar a procesos al interior del organismo.

Para exploraciones a futuro, se recomienda implementar métodos mas directos, que contribuyan a
resultados més robustos como la secuenciacion de genoma completo para la anotacion de
funciones metabdlicas y la PCR en tiempo real para evaluar la expresion génica. Ademas,
apoyarse en la cuantificacion de metabolitos esperados, asi como estrategias avanzadas como el
uso de is6topos marcados de los nutrientes suplementados para evaluar su consumo. Estas
aproximaciones pueden brindar respuestas mas detalladas y especificas sobre las actividades

microbianas de interés.
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Figura 1. Mediciones de nitrégeno total (Nt) y densidad dptica (OD) para los efluentes de los
biorreactores. A) Biorreactores suelo 1, suelo 2 y suelo 3. B) Biorreactores lodo 1, lodo 2 y lodo 3.
C) Biorreactores heces 1, heces 2 y heces 3. *Ciclo en que se obtuvo la mayor medicion de Nt
acumulado incorporado.

Figura 2. Analisis de diversidad alfa para las comunidades iniciales y las comunidades
ensambladas en cultivo semicontinuo en Biorreactores, agrupadas segun su origen.

Figura 3. Andlisis de diversidad Beta basado en distancias de Bray Curtis. Los nombres con inicial
mayuscula hacen referencia a las comunidades iniciales. Los nombres en minlscula hacen
referencia a las comunidades autoensambladas en los biorreactores.

Figura 4. Géneros méas abundantes para comunidad inicial de ‘Suelo’ y comunidades
autoensambladas. A) Comunidad inicial ‘Suelo’. B, C, D) Comunidades autoensambladas ‘suelo
1’, ‘suelo 2’ y ‘suelo 3’. *Fijadores de nitrogeno; “Autodtrofos.

Figura 5. Géneros mas abundantes para comunidad inicial de Lodo y comunidades
autoensambladas. A) Comunidad inicial Lodo. B, C, D) Comunidades autoensambladas ‘lodo 1°,
‘lodo 2’ y ‘lodo 3’. *Fijadores de nitrégeno; “Autétrofos.

Figura 6. Géneros mas abundantes para comunidad inicial de Heces y comunidades
autoensambladas. A) Comunidad inicial Heces. B, C, D) Comunidades autoensambladas ‘heces 1°,
‘heces 2’ y ‘heces 3’. *Fijadores de nitrogeno; “Autotrofos.

Figura 7. Rutas metabdlicas con diferencias significativas entre las comunidades iniciales y las
autoensambladas relacionadas al metabolismo del carbono y metano.

Figura 8. Rutas metabdlicas con diferencias significativas entre las comunidades iniciales y las
autoensambladas relacionadas al metabolismo del nitrogeno y el sulfuro.

Fig 9. Ejemplo de la propuesta de organizacién dentro las comunidades ensambladas con énfasis
en la funcion metabdlica.
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Apéndice A. Patrdn de organizacion funcional encontrado en las comunidades autoensambladas

(representacion de la comunidad heces 1).

taxonomia E abundancia reIativa|Z|
Azospirillaceae;Azospirillum 0,167015127 - fIJadOI’ES CO 2
NocadoceeRhodococcss  oommoe2 fermentadores
Opitutaceae;Opitutus 0,031976387
PolyangacssePearoeliobacter  ooauisass heter6trofos

My cobacteriaceae;My cobacterium 0,028286804 .
nitrificantes

My cobacteriaceae;M y cobacterium 0,014881318

fijadores N2

desnitrificantes

Chitinop hagaceae; Terrimonas 0,008363055
Flavobacteriaceae;Flavobacterium 0,007502152 - transformacion del C
Sutterellaceae;AAP99 0,007133194

oxidadores de H2

- fotoheterdtrofos

Nocardioidaceae;Aeromicrobium 0,005534375

Rhodanobacteraceae;Dokdonella 0,004919444

Spirosomaceae;Dyadobacter 0,004304514
Xanthobacteraceae;uncultured 0,004304514

i i 0,004304514
Alcaligenaceae;Achromobacter 0,004181527
NocwdiceseGordonia  0o0%eesss
Azospirillaceae;Azospirillum 0,003689583
Comamonadaceae;Variovorax 0,003074653
Oscillospiraceae;UCG-005 0,00282868
Comamonadaceae;Variovorax 0,00282868

Oxalobacteraceae;M assilia 0,002705694

Oscillospiraceae;UCG-002 0,00221375
‘ComamonadaceseAzohydromonas  0,00221375
Bacillaceae;Bacillus 0,001967778
Lachnospiraceae;Blautia 0,001844792
AceobaceracsaeRoseomons 00018492
X 0,001721805
Lachnospiraceae;[Ruminococcus]_torques_group 0,001598819

Xi P: 0,001598819

My cobacteriaceae;M y cobacterium 0,001475833
Comamonadaceae;Polaromonas

Sphingobacteriaceae;Pedobacter 0,001229861
Xanthobacteraceae;Ancy lobacter 0,001106875
Bacillaceae;Bacillus 0,000983889

Bacillaceae;Bacillus 0,000737917

Clostridia_UCG-014 0,000737917

Rhodobacteraceae;Paracoccus 0,000737917

Ruminococcaceae;CAG-352 0,000614931
Terrimicrobiaceae; Terrimicrobium 0,000614931
Sericy tochromatia;Sericy tochromatia 0,000491944

Clostridia_UCG-014 0,000368958



