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Abstract

The colonization of Mars presents numerous technological, biological, and environmental
challenges, one of the most pressing being the sustainable production of food in a hostile
environment. Martian regolith, which constitutes the planet’s surface substrate, exhibits
several limitations such as the absence of organic matter, high salinity, alkaline pH, poor water
retention capacity, and the presence of toxic compounds like perchlorates. Bioremediation
through specialized microorganisms is a promising strategy to transform regolith into fertile

soil capable of supporting plant growth.

This Bachelor’s Thesis is part of a broader project in the field of synthetic microbial ecosystem
design for the fertilization of Martian soils. Specifically, a compartmentalized hypercyclic
system composed of eight microbial species has been developed, organized into four functional
compartments. Each compartment was designed to perform a specific task in the conditioning
of regolith: (1) perchlorate detoxification, (2) production of basic nutrients, (3) organic
enrichment, and (4) final soil refinement. The design was based on an extensive literature

review of the physiological and metabolic capacities of the selected species.

In addition to the conceptual design, the work includes two complementary methodological
approaches. On the one hand, the curation process of genome-scale metabolic models (GEMs)
was initiated for six of the proposed species (for which no previously published models existed).
This process included cross-annotation with specialized databases, mass and charge balancing,

correction of biomass equations, and an initial thermodynamic analysis.

On the other hand, a full dynamic modeling of Compartment 3 was carried out, using
both Dynamic Flux Balance Analysis (dFBA) simulations and a continuous approximation
based on Ordinary Differential Equations (ODEs). This model enables the representation of
metabolic cooperation between Chlorella vulgaris and Bacillus subtilis, key species for oxygen
production and organic enrichment of regolith. The system was used to perform stability
analysis, sensitivity to initial conditions, equilibrium point evaluation, and simulations with

variable gas extraction rates.

This work represents a first approach to the computational design of cooperative microbial
systems for space agriculture, laying the groundwork for future stages of the project, such as

full-scale modeling of the hypercycle and its experimental validation.
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Resumen

La colonizacién de Marte plantea numerosos desafios tecnologicos, biolégicos y ambientales,
siendo uno de los mas relevantes la produccién sostenible de alimentos en un entorno hostil.
El regolito marciano, que constituye el sustrato superficial del planeta, presenta multiples
limitaciones como la ausencia de materia organica, elevada salinidad, pH alcalino, deficiente
retencion hidrica y la presencia de compuestos toxicos como los percloratos. La biorremediacion
mediante microorganismos especializados es una estrategia prometedora para transformar el

regolito en un suelo fértil capaz de sostener el crecimiento vegetal.

Este Trabajo de Fin de Grado se enmarca en un proyecto mas amplio en el campo del diseno
de ecosistemas microbianos sintéticos para la fertilizacion de suelos marcianos. En concreto,
se ha desarrollado un sistema hiperciclico compartimentalizado compuesto por ocho especies
microbianas, organizado en cuatro compartimentos funcionales. Cada compartimento ha
sido disenado para cumplir una tarea especifica en el acondicionamiento del regolito: (1)
detoxificacién de percloratos, (2) produccién de nutrientes basicos, (3) enriquecimiento organico
y (4) refinamiento final del suelo. El disefio se ha fundamentado en un andlisis bibliografico

exhaustivo de las capacidades fisiologicas y metabdlicas de las especies seleccionadas.

Ademas del diseno conceptual, el trabajo incluye dos lineas metodologicas complementarias.
Por un lado, se ha iniciado el proceso de curaciéon de modelos metabdlicos a escala gendémica
(GEMSs) para seis de las especies propuestas (para las que no existian modelos previamente
publicados). Este proceso ha incluido la anotacién cruzada con bases de datos especializadas,
el balance de masa y carga, la correcciéon de ecuaciones de biomasa y un primer andlisis

termodinamico.

Por otro lado, se ha llevado a cabo un modelado dindmico completo del compartimento 3,
empleando tanto simulaciones de Analisis de Balance de Flujos Dindmico (dFBA) como una
aproximacién continua basada en ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs). Este modelo
permite representar la cooperacion metabdlica entre Chlorella vulgaris y Bacillus subtilis,
especies clave para la produccion de oxigeno y compuestos organicos enriquecedores del
regolito. A partir de este sistema se han realizado analisis de estabilidad, sensibilidad a
condiciones iniciales, evaluacion de puntos de equilibrio y simulaciones con tasas variables de

extraccién de gases.

Este trabajo constituye una primera aproximacion al diseno computacional de sistemas
microbianos cooperativos para la agricultura espacial, sentando las bases para futuras fases

del proyecto como la modelizaciéon completa del hiperciclo y su validacién experimental.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Agricultura espacial y terraformacion

En las ultimas décadas, Marte ha dejado de ser solo un objeto de estudio para convertirse en
un objetivo estratégico. La posibilidad de establecer misiones tripuladas de larga duracion ha
impulsado inversiones en tecnologias que permitan la subsistencia humana fuera de la Tierra.
Uno de los mayores retos es asegurar un suministro auténomo de alimentos, lo que ha dado

origen a la disciplina de la agricultura espacial.

Esta se enfoca en el cultivo de plantas en entornos controlados fuera del planeta, como ocurre
en proyectos pioneros: MELiSSA (ESA), que busca reciclar residuos humanos en un ecosistema
cerrado para producir oxigeno, agua y alimento mediante procesos biologicos (Frossard et al.,
2024), y VEGGIE (NASA), centrado en el cultivo de vegetales en condiciones espaciales para
mejorar la dieta y el bienestar de los astronautas (NASA, 2014).

Sin embargo, el cultivo en Marte enfrenta condiciones extremas. Su atmésfera estd compuesta
mayoritariamente por diéxido de carbono (CO3) (95.32 %), con solo 0.13 % de oxigeno (Os)
y 2.7 % de nitrégeno (N2). Las temperaturas varfan entre —125°C y 20°C, y la ausencia de
campo magnético expone al planeta a una intensa radiacion. Ademas, su gravedad es un 38 %

de la terrestre, lo que podria afectar el desarrollo vegetal (Mahaffy et al., 2013).

Para contrarrestar estas condiciones se han propuesto tecnologias como invernaderos pre-
surizados, enterrados o con proteccién contra radiacién; sistemas térmicos alimentados por
energia solar; y fuentes de luz adaptadas al fototropismo vegetal (Babakhanova et al., 2019).
También se contempla producir agua localmente mediante extraccion de hielo o reacciones

quimicas con oxigeno atmosférico (Drysdale et al., 2004, Hecht, 2002).

Estas soluciones hacen viable el desarrollo de sistemas biolégicos cerrados de soporte
vital (BLSS), capaces de reciclar recursos y mantener la vida en entornos aislados. Para
Eckart (1996), un BLSS eficiente debe controlar la atmésfera, recuperar agua, producir

alimentos nutritivos, reciclar residuos en nutrientes, emplear organismos seguros y contar con
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una arquitectura modular y autosuficiente (Eckart, 1996).

Sin embargo, incluso con estos avances, el gran obstaculo sigue siendo el regolito marciano,
la capa superficial del suelo. Este sustrato carece de materia organica, lo que dificulta la
retencion de agua y el intercambio de nutrientes. Contiene altas concentraciones de sales,

especialmente percloratos, toxicos para plantas y humanos incluso a bajas concentraciones

(Wadsworth y Cockell, 2017).

Aunque el regolito contiene elementos esenciales como C, N, P, K, Mg y Ca, no estan en
formas disponibles para las plantas. Su pH alcalino y estructura poco cohesionada dificultan
la formacion de agregados estables; lo que impide el desarrollo radicular adecuado (Caporale
et al., 2020, Fritsche et al., 2024). Por tanto, no puede utilizarse directamente como sustrato

agricola.

Una de las soluciones mas prometedoras es la biorremediacién, que emplea microorganismos
capaces de transformar el regolito mediante procesos metabédlicos. Estos pueden degradar
percloratos, liberar nutrientes, ajustar el pH, mejorar la estructura fisica del suelo y aumentar
su capacidad de retencion de agua mediante la produccion de exopolisacaridos y compuestos

estabilizadores.

1.2 Hiperciclos y comunidades microbianas sintéticas

para biorremediacién de suelos

La fertilizacion del regolito marciano no puede depender tinicamente de cepas microbianas
individuales, sino que requiere un sistema cooperativo robusto capaz de producir y reciclar
nutrientes de forma constante en condiciones extremas. En este contexto, los hiperciclos
microbianos surgen como una estrategia prometedora. Inspirados por el modelo tedrico de
Eigen y Schuster, estos sistemas consisten en redes cataliticas ciclicas donde cada especie
facilita el crecimiento de la siguiente, generando interdependencia funcional y propiedades

colectivas como estabilidad y autorregulacién (Eigen y Schuster, 1977).

Este tipo de cooperacion ha sido aplicado en restauracion de suelos aridos, donde la inoculacion
controlada de microorganismos fotosintéticos y diazétrofos ha demostrado mejorar la retencion
de agua, la fijacién de carbono y el contenido organico del suelo (Chamizo et al., 2018). Ademas,
los hiperciclos permiten una circulacion eficiente de la materia y una mayor resistencia frente

a perturbaciones externas, aspectos criticos en ecosistemas como el regolito marciano.

Desde el punto de vista tedrico, estos sistemas han sido modelizados como EDOs que incorporan
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tanto el crecimiento poblacional como la produccién y consumo de metabolitos esenciales
(Amor et al., 2017, Solé y Sardanyés, 2009).

En el caso del regolito, los hiperciclos podrian organizar comunidades microbianas capaces de
llevar a cabo funciones clave como la detoxificaciéon, la produccién de compuestos organicos y
la mejora estructural del suelo. Ademas, al estructurarse en compartimentos funcionales,
cada grupo microbiano puede especializarse en una tarea especifica, lo que permite distribuir
el esfuerzo metabodlico, reducir la carga individual y aumentar la eficiencia del sistema en su

conjunto.

1.3 Analisis de balance de flujo y analisis de balance
de flujo dinamico para el modelado de poblaciones

microbianas

Los modelos metabdlicos a escala genémica (GEMs, por sus siglas en inglés) son herra-
mientas fundamentales en biologia de sistemas para comprender y predecir el comportamiento
metabdlico de microorganismos en distintos entornos. Se construyen a partir de la anotacion
funcional del genoma, identificando genes que codifican enzimas y asocidndolos a reacciones
bioquimicas conocidas. Estas se integran en una red donde cada nodo representa un metabolito

y cada arista una reaccion, formando una reconstruccion detallada del metabolismo celular
(Gu et al., 2019).

Matematicamente, esta red de reacciones bioquimicas se representa mediante una matriz
estequiométrica A € R™*", donde cada entrada a;; es el coeficiente estequiométrico del
metabolito i en la reaccién j (negativo si es reactivo, positivo si es producto). Esto permite

cuantificar el flujo metabdlico bajo distintas condiciones y simular el comportamiento celular.

Sobre esta base se aplica el Andalisis de Balance de Flujos (FBA), una técnica de
optimizacion que, bajo la suposicién de estado estacionario (A - ¢ = 0), busca maximizar una
funcién objetivo (generalmente la produccion de biomasa), representada como una combinacién

lineal de los flujos:

méx Z = ' -7, (1.1)

donde v es el vector de flujos y W es el vector de coeficientes que ponderan cada reaccion en
la funcién objetivo (Orth et al., 2010).



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Para evitar esta suposicion de estado estacionario, se emplea el Analisis Dinamico de
Balance de Flujos (dFBA), que permite modelar cémo cambian en el tiempo las concen-
traciones de metabolitos extracelulares y la biomasa celular. El algoritmo se basa en pasos

discretos de tiempo y sigue cuatro fases:

1. Se resuelve el FBA con las condiciones actuales;

2. Se actualizan las concentraciones de metabolitos:

ACy = vp(ty) - X () - At, (1.2)

donde AC), es el cambio en la concentracién del metabolito, vy (t;) es el flujo de
consumo/produccién del metabolito M calculado con FBA | X (¢;) la biomasa y At el
paso temporal;

3. Se actualiza la biomasa:
AX = u(ti) - X (1) - At, (1.3)

donde p(t;) es la tasa de crecimiento, calculada con FBA y AX el cambio en la
concentracion de biomasa;

4. Se ajustan los limites de captacion de metabolitos segin la concentracion disponible,
usando una relacion tipo Michaelis-Menten:

Vméx : CM

Vuptake = M7 (14)

donde V4« es la tasa maxima, K, la constante de semisaturacion y C'y; la concentracion
externa del metabolito. Este paso es clave, ya que al modificar los limites de entrada en
funcién de las nuevas concentraciones, la siguiente resolucion del FBA se realiza bajo
condiciones diferentes. Esto implica que la nueva distribucién de flujos metabdlicos v sera
distinta, y por tanto, también cambiaran las concentraciones externas de metabolitos

en el siguiente paso de simulacion.

Este ciclo se repite en cada instante t;,; = t; + At, permitiendo modelar la interaccién
dinamica entre metabolismo y entorno. El dFBA es especialmente 1til para analizar hiperciclos
microbianos, ya que permite evaluar su capacidad de produccién de nutrientes respecto del

tiempo (Henson y Hanly, 2014).
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1.4 Objetivo del trabajo de fin de grado

El objetivo de este trabajo de fin de grado es el diseno de un sistema hiperciclico microbiano
para la fertilizacion del regolito marciano y la evaluacién de su viabilidad. El trabajo se

estructurara en tres fases principales (ver Figura 1.1):

1. En primer lugar, se disefiard un consorcio microbiano compartimentalizado a partir de
una revisiéon bibliografica dirigida, seleccionando especies con funciones complementarias
y potencial para sobrevivir en condiciones similares al regolito marciano. Esta btsqueda
permitira definir un sistema compuesto por ocho microorganismos distribuidos en cuatro

compartimentos funcionales.

2. En segundo lugar, se modelara el hiperciclo representando cada microorganismo mediante
un GEM, conectando metabolicamente los compartimentos mediante flujos de intercambio.
Dado que seis de las ocho especies no disponen de modelos curados y validados, se iniciara un
proceso de curacion manual de estos modelos. Aunque no se completara por la alta complejidad

y duracién del proceso, se establecera una base estandarizada para futuras simulaciones.

3. En tercer lugar, se aplicard un anédlisis dindmico (dFBA) sobre el compartimento 3, ya
que las especies implicadas (Chlorella vulgaris y Bacillus subtilis) si disponen de GEMs
curados y publicados. Esta simulacion permitira estudiar la evolucion temporal del sistema en
condiciones especificas. No obstante, al tratarse de una técnica computacional que no permite
observar directamente las relaciones matematicas subyacentes, se desarrollara en paralelo un
modelo basado en EDOs que reproduzca las dinamicas observadas en el dFBA. Este modelo
permitird analizar propiedades fundamentales del sistema, como la existencia de equilibrios,
la estabilidad y posibles bifurcaciones, ofreciendo asi una comprension mas profunda de las

dependencias entre variables clave como biomasa, oxigeno y diéxido de carbono.

1

DISENO DEL
HIPERCICLO

CREACION Y MODELADO SIMULACION
CURACION DE METABOLCO DINAMICA
MODELOS COMPARTIMENTO 3

Figura 1.1: Plan de Trabajo. El proyecto comienza con el disefio del consorcio microbiano,
estructurado en cuatro compartimentos funcionales. A partir de ahi, se desarrollan en
paralelo dos lineas necesarias para el modelado metabdlico del sistema: la curacién de
seis modelos no publicados y el analisis mateméatico del compartimento 3.
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2.1 Busqueda bibliografica, selecciéon de especies micro-

bianas y diseno del sistema hiperciclico

La primera fase del trabajo consiste en una revision bibliografica orientada a identificar
especies microbianas con perfiles metabdlicos compatibles con un sistema hiperciclico para
el acondicionamiento del regolito marciano. La busqueda se centra en microorganismos con
tolerancia a condiciones extremas (baja disponibilidad de nutrientes, pH alcalino, presion
reducida, etc.) y con capacidad de producir compuestos tutiles para la mejora del suelo, como

azucares, acidos organicos, exopolisacaridos o biomasa residual.

Se emplean bases de datos como PubMed, Google Scholar y ScienceDirect, priorizando estudios
experimentales y revisiones sistematicas. Las btisquedas se realizan mediante combinaciones
de términos clave como “microbial remediation”, “ Mars surviving bacteria”, “carbon fixation”
o “extremophiles”. Ademas, se consultan bases especializadas como BacDive, KEGG, UniProt,
MetaCyc, BioCycy NCBI Genome para obtener informacién detallada sobre rutas metabdlicas,

condiciones de cultivo y productos extracelulares.

Las especies seleccionadas se organizan en un sistema hiperciclico compartimentalizado, distri-
buyéndose en cuatro grupos funcionales segiin sus capacidades metabdlicas y requerimientos
ambientales. Se prioriza la compatibilidad ecolégica y metabdlica entre especies, analizando
estudios de co-cultivo y considerando tanto los productos secretados como los nutrientes
requeridos por cada cepa. El disenio final consiste en un ciclo cerrado de cooperacion, en el

que los productos del dltimo compartimento nutren al primero, cerrando el sistema.

Toda la informacién se recoge en una tabla comparativa con los criterios clave de seleccion:
metabolismo central, productos extracelulares, tolerancia a condiciones extremas y requisitos
atmosféricos. A partir de este analisis, se asignan las especies a cada compartimento segin su
funcion principal: detoxificacion, provision de nutrientes basicos, estabilizacién del suelo y

refinamiento final del sustrato.
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2.2 Modelado metabdlico

2.2.1 Herramientas computacionales

Para el desarrollo y analisis de los modelos metabdlicos, se emplean diversas herramientas
computacionales utilizadas en biologfa de sistemas. Entre ellas destaca COBRApy (Constraint-
Based Reconstruction and Analysis), una biblioteca en Python para andalisis de redes metabd-
licas. Esta herramienta permite cargar modelos en formato SBML (Systems Biology Markup
Language), realizar simulaciones de FBA y dFBA, y editar reacciones, metabolitos y genes.
Todo el trabajo se desarrolla en entornos Jupyter Notebook, lo que facilita la visualizacion

paso a paso del proceso, incluyendo resultados intermedios.

Para la generacion automatica de modelos de las especies sin GEMs disponibles, se utiliza la
plataforma web KBase (U.S. Department of Energy Systems Biology Knowledgebase), que
ofrece una interfaz grafica para el acceso a genomas, anotaciones funcionales y herramientas
de modelado metabdlico como ModelSEED. Esta plataforma permite importar genomas

desde bases de datos ptublicas y ejecutar flujos de trabajo estandar.

2.2.2 Generacion y curacion de modelos metabdlicos

Se generan modelos metabolicos preliminares (draft) para aquellas especies sin GEMs curados,
utilizando la plataforma KBase con la herramienta ModelSEED. Los genomas se seleccionan
de las bases PATRIC y RAST, y su calidad se evalia mediante CheckM, considerando
métricas de cobertura y contaminaciéon. Los modelos se exportan en formato SBML y se

manipulan mediante COBRApy en entornos Python/Jupyter.

La curacién inicial incluye la evaluacion con MEMOTE para detectar problemas de co-
nectividad, balance de masa y anotacién. Se asignan férmulas quimicas y enlaces cruzados
con bases de datos (KEGG, BiGG, MetaCyc) utilizando los archivos compounds.tsv y
reactions.tsv de ModelSEED. Los genes se mapean de PATRIC a RefSeq.

La ecuacion de biomasa se edita manualmente para corregir los coeficientes estequiométricos
y permitir el uso del flujo de biomasa como tasa de crecimiento. Finalmente, se asigna
direccionalidad a las reacciones mediante eQuilibrator, calculando la energia libre de Gibbs

estandar (AG’) y clasificando cada reaccién como reversible o irreversible segin su valor.
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2.3 Simulacién dinamica del compartimento 3

Para la simulacion dinamica del compartimento 3, se utilizan los modelos metabdlicos curados
de Bacillus subtilis (modelo 1Y0844, obtenido de BiGG Models) y Chlorella vulgaris (modelo

1Cz843, descargado desde su repositorio original en GitHub), ambos en formato SBML.

Los modelos se importan en un entorno Jupyter Notebook mediante COBRApy. Las condiciones
del regolito marciano se simulan ajustando los limites de las reacciones de intercambio para
ambos modelos. El andlisis dinamico se realiza mediante dFBA, resolviendo la evolucién
temporal con el método *BDF’ del médulo solve_ivp de SciPy, aplicando tolerancias estrictas
y eventos personalizados para interrumpir la simulacion en caso de crecimiento nulo o

agotamiento de gases clave.

La busqueda de puntos de equilibrio y el analisis de estabilidad se realiza con la funcion fsolve
de SciPy. La visualizacion de resultados se lleva a cabo con Matplotlib, generando graficos
bidimensionales, tridimensionales y animaciones para representar dindmicas de biomasa,

consumo de nutrientes y produccién de Oy/COs.
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3.1 Diseno del hiperciclo compartimentalizado para la

biorremediacién del regolito marciano

El sistema propuesto se basa en un disenio compartimentalizado e hiperciclico, orientado a
abordar de forma secuencial las limitaciones del regolito marciano como sustrato agricola.
Consta de cuatro compartimentos funcionales, cada uno especializado en una etapa critica
del acondicionamiento del suelo. Su caracteristica central es el flujo circular de biomasa y
metabolitos entre compartimentos, lo que genera retroalimentacion positiva y promueve la

autosostenibilidad del sistema (ver Figura 3.1).

o« Compartimento 1: Detoxificacién. Utiliza Dechloromonas aromatica para reducir

percloratos a cloruro y oxigeno, eliminando compuestos téxicos del regolito.

o Compartimento 2: Produccién de nutrientes basicos. Incluye Anabaena cylindrica,
Nostoc muscorum y Clostridium aminophilum, responsables de generar azticares, amonio,

oxigeno y biomasa.

o Compartimento 3: Enriquecimiento del suelo. Combina Chlorella vulgaris y Baci-
llus subtilis para aportar lipidos, dcidos organicos y exopolisacaridos (EPS), mejorando

la estructura y fertilidad del regolito.

o« Compartimento 4: Refinamiento final. Integra Halomonas elongata y Rhizobium
leguminosarum, productoras de osmoprotectores y compuestos que mejoran la retencién

de agua y la biodisponibilidad de nutrientes.

Este diseno favorece la especializacién metabdlica y la cooperacién entre especies, facilitando

la conversién progresiva del regolito en un sustrato fértil apto para la agricultura marciana.
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Figura 3.1: Esquema del sistema hiperciclico compartimentalizado propuesto. Cada
compartimento transforma el regolito y produce biomasa residual que alimenta al
siguiente. La biomasa generada en el tltimo compartimento recircula hacia el primero,
cerrando el ciclo.

3.1.1 Compartimento 1: Detoxificacion de percloratos

El disenio del hiperciclo incorpora un compartimento inicial dedicado exclusivamente a la
detoxificacién del regolito marciano, debido a la presencia de percloratos (ClO; ) en con-
centraciones del 0.4 %-0.6 % en masa, tal como han documentado las misiones Phoenix y
Curiosity (Davila et al., 2013). Estos compuestos altamente solubles y oxidantes interfieren
con procesos fisiologicos fundamentales en plantas y microorganismos, y su exposicién a
radiacién ultravioleta (como la de Marte) puede generar especies reactivas atin mas téxicas,
como cloratos y radicales libres (Kumar et al., 2023, Oze et al., 2021, Wadsworth y Cockell,
2017).

Para abordar esta limitacion critica, se selecciond Dechloromonas aromatica, una [3-proteobacteria
anaerobia facultativa con capacidad para reducir perclorato mediante respiraciéon anaerobia,
incluso en presencia de aceptores alternativos como nitrato (“Dechloromonas aromatica RCB
Proteobacteria”, 2013, Bender et al., 2002, Bender et al., 2005, Van Trump y Coates, 2009).
Su metabolismo incluye dos enzimas clave: la perclorato reductasa, que convierte ClO; en
clorito (ClO3 ), y la clorito dismutasa, que transforma el clorito en cloruro (Cl17) y Oy, un

subproducto beneficioso para los compartimentos aerébicos posteriores (Bender et al., 2005).

D. aromatica presenta ademds una alta tolerancia a medios con baja disponibilidad de
nutrientes, lo que la hace adecuada para operar en condiciones marcianas simuladas. Segin
Salinero et al., 2009, esta bacteria puede mantenerse activa si se le proporciona una fuente de

carbono reducido y ciertos micronutrientes esenciales.

En este sistema, se plantea utilizar una solucién de arranque compuesta por acetato y
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lactato como cebadores orgdnicos. Ambos compuestos son facilmente metabolizables por
Dechloromonas, no generan productos toxicos y pueden incorporarse como suplemento inicial
para garantizar la actividad del sistema durante su fase de implantacién (Ginige et al., 2005).
A medida que el sistema se estabilice, esta fuente sera sustituida progresivamente por biomasa

residual procedente del compartimento 4.

El compartimento 1 operaria bajo condiciones controladas de microaerobiosis o anaerobiosis,
con temperatura y humedad ajustadas artificialmente para maximizar la actividad enzimatica.
El regolito detoxificado al final del proceso, ya libre de percloratos, se transferiria al comparti-
mento 2 para su posterior acondicionamiento. Simultaneamente, la biomasa generada por D.
aromatica, compuesta por restos celulares, EPS y metabolitos secundarios, se incorporaria
también al compartimento 2, actuando como fuente inicial de carbono para especies como

Clostridium aminophilum y contribuyendo al establecimiento de las cianobacterias.

3.1.2 Compartimento 2: Produccién de nutrientes esenciales

El compartimento 2 del hiperciclo estda disenado para enriquecer el regolito detoxificado con
compuestos esenciales como oxigeno, carbono asimilable y nitrégeno biodisponible. Para ello,
se ha seleccionado una combinacion estratégica de dos cianobacterias fotoautétrofas diazo-
trofas (Anabaena cylindrica y Nostoc muscorum) junto a una bacteria anaerobia heterétrofa

(Clostridium aminophilum) con capacidad proteolitica.

Tanto Anabaena cylindrica como Nostoc muscorum son cianobacterias filamentosas amplia-
mente estudiadas por su resistencia a condiciones extremas y su potencial como biofertilizantes
naturales (Yadav et al., 2022). Ambas presentan metabolismo fotoautétrofo oxigénico: emplean
la luz solar y el CO5 como tnicas fuentes de energia y carbono, respectivamente, y liberan
oxigeno como subproducto. Esto las hace particularmente adecuadas para el entorno marciano,
donde el 95.3 % de la atmdsfera estd compuesta por CO, y existe irradiacién solar suficiente
para mantener la fotosintesis (X. Chen et al., 2022, Zhang et al., 2024).

Ademas, ambas especies poseen la capacidad de fijar Ny mediante heterocistos, estructuras
celulares especializadas con pared celular engrosada que impide la entrada de oxigeno y
protege la actividad de la nitrogenasa, enzima responsable de la conversion de Ny en amonio
(NHY) (Murry et al., 1984).

Durante su crecimiento, secretan compuestos clave para el acondicionamiento del suelo:
azticares solubles (glucosa, trehalosa), como fuente de carbono; NH} , producto de la fijacién

de nitrégeno; Oq, subproducto fotosintético; y EPS, que mejoran la retenciéon hidrica y la
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estructura del regolito (Laroche, 2022; Macario et al., 2022; Naseem y Bano, 2022; Wolk et al.,
1976).

Ambas especies han sido evaluadas en simulantes de regolito marciano, mostrando tolerancia
a baja presion parcial de oxigeno, salinidad moderada y ciclos térmicos amplios (Arai et al.,
2008, Ramalho et al., 2022, Averesch, 2021).

Para complementar la fijacién de nitrégeno y aprovechar los residuos generados en el compar-
timento anterior, se incorpora Clostridium aminophilum, una bacteria grampositiva anaerobia
conocida por su metabolismo proteolitico. Esta especie degrada proteinas, péptidos y acidos
nucleicos presentes en la biomasa residual (como la generada por Dechloromonas aromatica),
liberando una mezcla de productos que enriquecen tanto a las especies del compartimento
como al sustrato: NH , como fuente de nitrégeno asimilable; 4cidos organicos (acético, butirico,
propiénico); CO,, que puede ser reciclado por las cianobacterias; y aminoédcidos solubles
(Russell y Rychlik, 1999; Rychlik y Russell, 2002; Sangavai y Chellapandi, 2017).

C. aminophilum tolera condiciones de pH neutro-alcalino y salinidad moderada (Paster et
al.,; 1993), lo que la hace adecuada para las caracteristicas fisicoquimicas del regolito. Este
compartimento operaria bajo ciclos de iluminacion artificial para sostener la fotosintesis de

las cianobacterias.

La compatibilidad ecolégica de este sistema ha sido respaldada por estudios de co-cultivo.
Anabaena cylindrica y Nostoc muscorum muestran cooperacion metabdlica en sistemas mixtos,
y se han documentado sinergias positivas entre cianobacterias y bacterias clostridiales en
sistemas simbioticos cerrados, donde el intercambio de metabolitos mejora la eficiencia del

consorcio (Morris et al., 2014)

Al finalizar su paso por el compartimento 2, el regolito se encuentra enriquecido con aztucares,
amonio, y EPS. Este sustrato se transfiere al compartimento 3 para su enriquecimiento
metabdlico avanzado. Paralelamente, la biomasa residual generada por las tres especies
del compartimento, compuesta por restos celulares, proteinas, EPS y metabolitos secunda-
rios, también se transfiere y servird como fuente de carbono, nitrégeno y energia para los

microorganismos posteriores.

3.1.3 Compartimento 3: Enriquecimiento del regolito

El compartimento 3 del hiperciclo esté disenado para realizar un enriquecimiento metabdlico
mas avanzado del regolito marciano. Este médulo combina dos especies con funciones meta-

bolicas complementarias: la microalga eucariota fotosintética Chlorella vulgaris y la bacteria
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grampositiva Bacillus subtilis, conocida por su versatilidad y capacidad biofertilizante.

Chlorella vulgaris presenta un metabolismo fotoautétrofo oxigénico eficiente, basado en la
fijaciéon de CO mediante luz solar o iluminacion artificial en espectros rojo y azul. Requiere
agua liquida para su metabolismo celular, lo cual representa uno de los principales desafios
para su cultivo marciano (Likai et al., 2025, C. Chen et al., 2024). No obstante, tolera
condiciones variables y se caracteriza por su rapido crecimiento, alta eficiencia fotosintética
y bajo requerimiento de nutrientes inorganicos, como amonio, fosfatos, sulfatos y trazas

metélicas (Mountourakis et al., 2021).

Durante su desarrollo, Chlorella secreta metabolitos que enriquecen directamente el sustrato:
acidos organicos (malico, succinico, acético), que acidifican localmente el regolito y mejoran la
disponibilidad de micronutrientes; lipidos y esteroles, estabilizadores estructurales del sistema;
polisacaridos extracelulares, que mejoran la cohesion del regolito y su capacidad de retencion
hidrica; y O,, esencial para respiracién aerobia en co-cultivos (Mendes et al., 2024; Wong
et al., 2017).

Bacillus subtilis, por su parte, es una bacteria de vida libre robusta y metabdlicamente
versatil. Su metabolismo anaerobio facultativo le permite prosperar en condiciones variables y
metabolizar compuestos organicos provenientes de la biomasa residual del compartimento
anterior. Ademas, produce compuestos beneficiosos para la fertilidad del suelo a través de
diversas rutas metabdlicas: dcidos organicos (lactico, acético), que modulan el pH y solubilizan
minerales; EPS como levano y dextrano, que mejoran la estructura y humedad del suelo; y
péptidos y biomoléculas nitrogenadas, que contribuyen al enriquecimiento nitrogenado del
sustrato (Halmschlag et al., 2023; Marvasi et al., 2010; Valencia-Marin et al., 2024),

Esta especie tolera pH neutro-alcalino y salinidad moderada, y puede crecer en microam-
bientes liquidos o semisélidos simulados mediante sistemas hidropoénicos o cultivos en gel,
especialmente adaptados a los requerimientos de Chlorella vulgaris. Las condiciones artificiales
del compartimento incluirian ciclos de luz optimizados, temperatura controlada entre 25-30°C
mediante calefaccion solar, y niveles de humedad regulados para mantener un entorno favorable

para ambas especies (Nugroho et al., 2024, Thomas et al., 2024).

Estudios de co-cultivo han demostrado la sinergia entre Chlorella vulgaris y Bacillus subtilis,
observandose mayor productividad de biomasa, mayor tolerancia al estrés y eficiencia metabo-
lica compartida (Zhou et al., 2023). Chlorella proporciona oxigeno y compuestos carbonados
que nutren a Bacillus, mientras que este genera CO, y nutrientes que retroalimentan a la

microalga, manteniendo un microambiente funcionalmente estable (Zhou et al., 2023).

Al finalizar esta etapa, el regolito se habra enriquecido con compuestos organicos estructurales y
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nutrientes asimilables. La biomasa residual generada (incluyendo restos celulares de Chlorella y
Bacillus, polisacaridos, lipidos, proteinas y fragmentos de pared celular) se transfiere junto con
el regolito al compartimento 4, donde serd aprovechada por los microorganismos encargados

del refinamiento final del sustrato.

3.1.4 Compartimento 4: Refinamiento final del regolito

El compartimento 4 constituye la ultima fase funcional del hiperciclo compartimentalizado
y tiene como objetivo realizar el refinamiento final del regolito, permitiendo su transiciéon
definitiva a un sustrato fértil, estructurado y apto para el cultivo vegetal en condiciones
marcianas. En este compartimento se emplea una combinaciéon de Halomonas elongata
y Rhizobium leguminosarum, dos especies bacterianas seleccionadas por su capacidad de
sobrevivir en condiciones adversas, su tolerancia a la salinidad y su importante papel en la
generacion de compuestos osmoprotectores y en la biodisponibilidad de nutrientes esenciales,

particularmente nitrégeno (Yu et al., 2022, Rutten y Poole, 2019).

Halomonas elongata es una bacteria halotolerante gramnegativa perteneciente al filo Proteo-
bacteria, adaptada a vivir en ambientes hipersalinos como lagunas salobres, suelos costeros o
desiertos salinos (Yu et al., 2022, Hobmeier et al., 2022). Esta especie ha sido seleccionada
por su capacidad metabdlica tnica para producir compuestos osmoprotectores, especialmente
ectoina (1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-pirrolo-carboxilico 4cido), un soluto compatible que esta-
biliza las proteinas y las membranas celulares en entornos con alto contenido de sales (Pastor
et al., 2010).

El metabolismo central de H. elongata incluye el uso de fuentes de carbono simples como
glucosa, lactato, piruvato o glicerol, que estarian presentes en la biomasa residual del compar-
timento 3. Se trata de una bacteria aerobia, con capacidad de crecer en pH neutro-alcalino
(Hobmeier et al., 2020).

La ectoina producida por H. elongata tiene un papel clave en el acondicionamiento del regolito,
ya que actiia como osmoprotector extracelular, facilitando la retencion de agua en el sustrato
y mejorando la tolerancia de las futuras plantas al estrés hidrico. Este compuesto también
puede estabilizar estructuras micelares en el suelo, incrementar la cohesion fisica y prevenir la

pérdida de humedad en suelos porosos como el regolito marciano (Fatollahi et al., 2021).

Rhizobium leguminosarum es una bacteria gramnegativa del orden Rhizobiales, ampliamente
conocida por su capacidad de establecer simbiosis con raices de plantas leguminosas, formando

nédulos en los que lleva a cabo la fijacion bioldgica del nitrégeno atmosférico. Esta capacidad
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resulta especialmente relevante en el contexto marciano, donde la baja concentracién de nitro-
geno atmosférico (2.7 %) y la escasa materia orgdnica del suelo dificultan la biodisponibilidad

de este macronutriente clave (Lu et al., 2017, Rutten y Poole, 2019).

El proceso de fijacion de nitrégeno en R. lequminosarum se realiza mediante la enzima nitroge-
nasa, altamente sensible al oxigeno, que convierte el Ny en NHJ, un compuesto directamente
asimilable por las plantas. En condiciones simbiéticas, esta bacteria también secreta acidos
organicos (malato, succinato) que participan en el ciclo de nutrientes; aminoacidos (glutamina,
alanina) y compuestos fendlicos; y factores de crecimiento vegetal como auxinas y citoquininas
(Rutten y Poole, 2019).

Aunque esta especie esta tipicamente asociada a plantas, puede crecer como vida libre en el
suelo bajo condiciones controladas, especialmente si se encuentra en un medio parcialmente
enriquecido con compuestos organicos como los generados en el compartimento 3 (Rutten y
Poole, 2019). Ademés, su capacidad de sobrevivir en sustratos alcalinos y de establecer interac-
ciones con una variedad de raices la convierte en una excelente candidata para preacondicionar

el suelo antes de la siembra de cultivos vegetales (Lu et al., 2017).

El funcionamiento 6ptimo de este compartimento requerira condiciones artificialmente genera-
das para replicar ambientes microaeréfilos y salinos moderados: favoreciendo la produccion de
ectoina por Halomonas, y protegiendo la actividad nitrogenasa de Rhizobium. Se establecera
una temperatura estable entre 25-30°C, con humedad controlada y aportes de biomasa

residual como sustrato.

Ensayos de co-cultivo entre especies del género Halomonas y Rhizobium han mostrado
compatibilidad metabdlica y crecimiento sinérgico, especialmente en suelos marginales o
salinos. El co-cultivo de bacterias haldfilas con rizobios puede aumentar la eficiencia de fijacion

de nitrégeno y mejorar las propiedades fisicas del sustrato (Masmoudi et al., 2023).

Tras el paso por este compartimento, el regolito marciano habra sido transformado en un suelo
fértil con las siguientes caracteristicas clave: alta retencion hidrica gracias a los osmoprotectores;
biodisponibilidad de nitrégeno en forma de NH] y aminodcidos; estructura fisica estabilizada
mediante EPS y secreciones bacterianas; y presencia de cepas simbidticas aptas para establecer

interacciones con cultivos vegetales.

Este suelo se considerara listo para su extraccion y uso en modulos agricolas, pudiendo
albergar cultivos en condiciones controladas dentro de capsulas presurizadas. La presencia
de Rhizobium leguminosarum in situ permitira iniciar cultivos leguminosos sin necesidad de

reinoculacion (Lu et al., 2017).
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Finalmente, la biomasa residual generada en este compartimento (compuesta por restos
celulares, EPS, aminoécidos, osmoprotectores no absorbidos y metabolitos secundarios) sera
reintroducida en el compartimento 1, cerrando el ciclo. Esta biomasa actuara como cebador
metabolico para sostener el crecimiento de Dechloromonas aromatica y mantener el sistema

en funcionamiento continuo sin necesidad de aportes externos.

3.2 Curacién de los modelos metabdlicos de las especies

del hiperciclo

Tras el disefio del hiperciclo, se plantea como siguiente paso la modelizacion computacional
a escala genémica de cada una de las especies. El objetivo es representar de forma mate-
matica el metabolismo global del sistema, incluyendo los intercambios de nutrientes entre

compartimentos.

Sin embargo, esta tarea encuentra un primer obstaculo: solo dos de las ocho especies propuestas

cuentan con modelos metabdlicos curados, publicados y listos para andlisis computacional.

Dado que un andlisis preciso mediante simulaciones requiere que todos los modelos estén
bien curados, y que los modelos draft generados automaticamente suelen contener numerosos
errores estructurales y funcionales, se opta por iniciar un proceso de curacién manual de los
seis modelos restantes. Ello supone un paso intermedio necesario para garantizar que, en el
futuro, el sistema pueda ser analizado de forma fiable mediante técnicas como analisis de flujo

estacionario o dynamic Flux Balance Analysis (AFBA).

3.2.1 Generaciéon de modelos draft y evaluacién inicial

Los modelos metabdlicos iniciales se generan automaticamente mediante ModelSEED. Se uti-
lizan genomas completos obtenidos de la base de datos PATRIC, que presenta compatibilidad
directa con ModelSEED.

Los modelos resultantes se evalian mediante MEMOTE. Entre los principales problemas
detectados se encuentran la falta de férmulas quimicas en metabolitos, lo que impide el
calculo de balances de masa y carga; la pobre cobertura metabdlica, que refleja la proporcion
de genes codificados que estan efectivamente conectados a rutas metabdlicas; la presencia
de reacciones universalmente bloqueadas, sin posibilidad de flujo; errores en la ecuacion de

biomasa, como la inclusién de metabolitos abstractos sin férmula (e.g., “RNA synthesis”), que
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impiden el calculo correcto de tasas de crecimiento; ciclos de energia incorrectos, derivados
de la reversibilidad mal asignada de reacciones; y metabolitos huérfanos, sin conexiones de

entrada o salida, asi como rutas bloqueadas para precursores de biomasa esenciales.

3.2.2 Anotacién cruzada de metabolitos, genes y reacciones

Se procede a realizar una anotacion cruzada de todos los elementos del modelo. Para ello, se
mapean los identificadores SEED con sus equivalentes en KEGG y BiGG para metabolitos y

reacciones, y con RefSeq para genes.

Este mapeo permite asignar nombres, identificadores y estructuras quimicas a la mayoria
de los metabolitos y reacciones. En conjunto, la tasa de anotacién cruzada alcanza valores

cercanos al 100 % en todos los modelos (ver Anexo A).

3.2.3 Balance de masa y carga

Gracias a que el archivo de mapeo de metabolitos incluye formulas quimicas, se lleva a cabo el
balance de masa y carga. El balance de masa implica que en cada reaccién se conservan todos
los atomos involucrados, mientras que el balance de carga garantiza la neutralidad eléctrica
en los intercambios quimicos. Este analisis es fundamental para asegurar que el modelo
representa reacciones quimicamente posibles y que la estequiometria estd bien definida (Marin
de Mas et al., 2023). Los resultados son positivos, con valores de masa y carga correctamente

balanceados en torno al 90 % en todos los modelos (ver Anexo A).

En contraste, el balance de flujo sin restricciones resulta més bajo. Esta métrica mide el
porcentaje de reacciones capaces de transportar flujo cuando no se imponen restricciones.

Valores reducidos indican rutas interrumpidas o mal conectadas (Marin de Mas et al., 2023).

3.2.4 Correccion de la ecuaciéon de biomasa y desbloqueo de rutas

La ecuaciéon de biomasa es una de las componentes mas criticas del modelo, ya que representa
la composicién global de una célula en crecimiento. Si esta ecuacién contiene metabolitos sin
formula, errores de balance o coeficientes desproporcionados, se compromete la capacidad del
modelo para simular tasas de crecimiento realistas (Choi et al., 2023). Por ello, se corrigen
manualmente errores en esta reaccién: se eliminan componentes no definibles (como “RNA

transcription”), se asignan féormulas correctas y se escala la ecuaciéon para que la suma total
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de los coeficientes equivalga a una unidad de biomasa celular, lo que permite estimar tasas
de crecimiento directamente a partir del flujo de esa reaccién. Ademads, se identifican y
desbloquean rutas de precursores esenciales para la biomasa, cuyas reacciones de intercambio

estan inactivas.

3.2.5 Evaluacién de la reversibilidad y correccion de ciclos de

energia

Uno de los mayores retos de la curacién es la deteccion de ciclos de energia erréneos, que
permiten la produccién de ATP u otros equivalentes energéticos sin consumo neto de sustratos.
Estos ciclos, si no se corrigen, dan lugar a tasas de crecimiento infladas o completamente
irreales (Choi et al., 2023).

Como primer barrido, se utiliza Equilibrator, una herramienta que permite calcular la energia
libre estandar de Gibbs (AG®") de cada reaccién a partir de sus reactivos y productos. Se
asume que aquellas reacciones con |[AG®’| < 30kJ/mol pueden considerarse reversibles, y
aquellas fuera de ese rango se marcan como irreversibles (Wang et al., 2021). Ello permite
una reasignacion automatica de la reversibilidad de muchas reacciones (ver Anexo A), aunque
debe remarcarse que este es solo un paso preliminar. Para que un modelo sea publicable
o utilizable en analisis avanzados, es necesario revisar cada reacciéon de forma individual y
corroborar sus parametros termodinamicos y cinéticos, basandose en literatura especifica o

ensayos experimentales.

3.2.6 Evaluacion global de mejoras estructurales

Tras aplicar todos los pasos anteriores, los modelos presentan mejoras notables en miltiples
métricas clave (ver Anexo A): reduccion significativa de metabolitos huérfanos; incremento
de reacciones metabdlicas activas; disminuciéon de reacciones universalmente bloqueadas;
mejora en la representacion de rutas de biosintesis y transporte; y mayor niimero de ciclos

estequiométricamente equilibrados.

Ademads, se comparan tasas de crecimiento simuladas y experimentales (Tabla 3.1). Las
simulaciones arrojan valores mas altos que los observados en la literatura, lo cual es esperable
debido a los ciclos energéticos incorrectos. Este desajuste implica que los pasos de curacion

posteriores deben continuar con foco en la termodinamica.
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Modelo Tasa Experimental (h™' ) Tasa Predicha (h™')
Dechloromonas aromatica 0.0320* 0.1050
Anabaena cylindrica 0.00832 0.0260
Nostoc muscorum 0.00973 0.0180
Clostridium aminophilum 0.4000* 0.5700
Halomonas elongata 0.1900° 0.2909
Rhizobium leguminosarum 0.17008 0.2800

Han et al., 2019, 2 Hakkoum et al., 2025 3 Ortiz-Moreno et al., 2020 4 Rychlik y Russell, 2002 ° Hobmeier
et al., 2020 ¢ Watkin et al., 1997

Tabla 3.1: Comparacion entre tasas de crecimiento experimentales y predichas por
cada modelo microbiano. Las tasas predichas se obtienen mediante simulaciones
de flujo metabdlico bajo condiciones definidas ajustando las reacciones de intercambio
de los modelos. Aunque los valores son realistas y consistentes en orden de magnitud,
tienden a estar inflados respecto a los datos experimentales debido a los ciclos de energia
incorrectos y desajustes termodindmicos.

3.2.7 Proéximos pasos segun la literatura

Segun los pipelines de curacién mas citados (e.g. Thiele y Palsson, 2010, Machado et al., 2018,
Jr. et al., 2020), los siguientes pasos para completar el proceso incluyen la curaciéon manual de
todas las reacciones involucradas en la generacion y consumo de energia; la incorporaciéon de
restricciones cinéticas y enzimaticas (kcat, Km), especialmente en rutas centrales; el gap-filling
guiado por literatura y simulaciones con herramientas como Gapseq o CarveMe; el analisis
de modos elementales y flujos de intercambio con el entorno para detectar inconsistencias
funcionales; la validacién cruzada con datos transcriptomicos y proteémicos, cuando estén

disponibles; y la comparacién con ensayos de laboratorio y datos experimentales.

3.3 Modelado metabdlico y analisis matematico del com-

partimento 3

Una vez identificado que el compartimento 3 contiene dos especies para las que si se dispone
de modelos metabdlicos publicados y curados, se decide aplicar la técnica dFBA descrita en
la introduccién para analizar el comportamiento dinamico de este compartimento. El objetivo
es doble: por un lado, comprobar si el sistema es capaz de alcanzar un equilibrio estable entre
ambas especies; y por otro, estudiar la produccion y consumo de gases clave como el Oq y el

COg, asi como otros nutrientes esenciales para el crecimiento vegetal.

El algoritmo base empleado es el mismo que se explicdé anteriormente en la introduccion:
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resolucion secuencial de FBA en intervalos de tiempo discretos, actualizacion de concen-
traciones de metabolitos y biomasa, y ajuste de los limites de captacion mediante cinética
de Michaelis-Menten. Sin embargo, al tratarse de un compartimento con dos especies en
interaccién, se realizan varias adaptaciones fundamentales para reflejar con fidelidad las

dindmicas del sistema.

Interdependencia metabdlica entre especies. En este compartimento, Chlorella realiza
fotosintesis: consume CO, y libera Oy. En cambio, Bacillus realiza un metabolismo heterdtrofo
aerobio: consume Oy y libera CO,. Esta relacién simbidtica genera un circuito gaseoso
cerrado, en el que los productos metabdlicos de una especie son el sustrato de la otra. Como
consecuencia, las concentraciones de O, y CO4 en cada paso de tiempo dependen de las dos

especies simultaneamente.

Para modelarlo correctamente, la variacion de concentracion de cada gas se expresa como una

suma ponderada de los flujos de ambas especies, teniendo en cuenta sus respectivas biomasas:

ACo, = (v5 - X1 + 082 - Xo) - At (3.1)

AOCO2 = (1)8812 - Xy + U(]%%(; . X2) - At (32)

donde:

. vgi‘l es el flujo de produccion de Oq por parte de Chlorella (positivo),

. vggc es el flujo de consumo de Oy por parte de Bacillus (negativo),

e X; yv X5 son las biomasas de Chlorella y Bacillus, respectivamente,
e vy lo analogo para el COs.

Inclusion de la limitacién espacial. A diferencia de los modelos clasicos de cultivo libre en
biorreactores, el sistema se encuentra confinado en un espacio reducido y compartimentalizado.
Para reflejar esta limitacion fisica, se introduce en el modelo un factor limitante de espacio.
Este se aplica tanto en las ecuaciones de crecimiento como en los términos de consumo de

metabolitos, mediante un factor multiplicativo: (1 — X7 — X3).

Este término penaliza el crecimiento celular y el consumo de gases cuando la suma de biomasas

se aproxima al valor 1, considerado el maximo ocupable en el sistema.

Mortalidad celular y extraccion de gases. Ademads, se incluye un término de mortalidad
celular constante en las ecuaciones de biomasa, representado como: —d - X; para cada especie
i = 1,2, donde d es la tasa de muerte celular (particularizada como d. para Chlorella y d,,

para Bacillus).
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Finalmente, se introducen en las ecuaciones de los metabolitos los términos de extraccién de
gases Fo, v Eco,, que representan el flujo de oxigeno o diéxido de carbono que se extrae

activamente del compartimento para su uso externo.

Las ecuaciones finales de actualizacion por pasos de tiempo discretos, con todos los términos

integrados, quedan formuladas de la siguiente forma:

AXy=p1- X1 -(1— X, — Xo) - At —d.- Xy - At (3.3)
AXy=pip-Xo-(1— Xy — Xo)- At —dy- Xy - At (3.4)

ACo, = [v§" X1 + 082 X5 - (1 — X1 — X»)| - At — Eo, - Co, - At (3.5)
ACco, = [v88, - Xo + 088, - X1+ (1 — X1 — X3)| - At — Eco, - Cco, - At (3.6)

La simulacion se ejecuta durante 10000 horas, y los resultados muestran un comportamiento
estable tanto en la biomasa como en la producciéon gaseosa (Figura 3.2). Bacillus alcanza
una biomasa de 0.7 gDW /L mientras que Chlorella se estabiliza en torno a 0.17 gDW/L. El
oxigeno y el diéxido de carbono también alcanzan niveles estables, lo que permite plantear su
extraccion para el compartimento 4 (ver literatura sobre sistemas de captura y compresion de

05/CO4 en medios espaciales, e.g. Muscatello y Santiago-Maldonado, 2012)

FBA dindmico con dindmicas de metabolitos FBA dindmico con dindmicas de metabolitos

~=- Oxigeno (mmol/L)
=== Diéxido de carbono (mmol/L)

06

05

—— Biomasa Chiorella vulgaris (gDW/L)

Sos Biomasa Bacillus subtilis (GDW/L) ga

03

02

0 2000 4000 6000 8000 10000 0 2000 4000 6000 8000 10000
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 3.2: Resultados del andlisis dindmico (dFBA) para el compartimento 3 del
hiperciclo. Se alcanza estabilidad en ambas biomasas y concentraciones de gases,
indicando una coexistencia funcional y un equilibrio atmosférico sostenido. Los valores
de d. y dp empleados son 0,008 y 0,005 respectivamente. Los valores de Ep, v Eco,
empleados son 0,1 y 0,6 respectivamente. Las condiciones iniciales se establecieron
como X; =0,3 X9 =0,2 Cp, = Ccp, = 1. El tiempo de simulacién es de 10 000h

Gracias a que en cada paso de tiempo se calculan los flujos FBA individuales para cada
reaccion del modelo, es posible estimar la produccién neta de metabolitos clave multiplicando
dichos flujos por la biomasa correspondiente. Esta técnica permite cuantificar la generacién

efectiva de compuestos de interés durante todo el periodo simulado.

La Figura 3.3 presenta la distribucion porcentual de nutrientes generados por el compartimento.
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Distribucién de nutrientes en el sistema

NH4 Fosfato

Otros nutrientes

Aminoéacidos
Azicares

42.5%

Fuentes de Carbono

Figura 3.3: Distribucién porcentual de nutrientes generados en el compartimento 3 del
hiperciclo tras 10,000 horas de simulacién. La estimacién se obtiene multiplicando
el flujo de produccion de cada metabolito por la biomasa total generada al final de
la simulacién dindmica. Se observa que predominan las fuentes de carbono (42.5 %),
entre las que se incluyen acidos orgédnicos y alcoholes de fermentaciéon generados
por Bacillus subtilis, asi como aztcares y polialcoholes fotosintéticos producidos por
Chlorella vulgaris. Los aztcares (21.3 %) incluyen principalmente glucosa, maltosa y
EPS secretados por ambas especies. La presencia de aminoacidos, amonio, fosfato y
otros micronutrientes refleja una diversidad metabdlica que contribuye a la fertilidad
del regolito. Los pardmetros empleados son los mismos que para la simulacién dFBA.

3.3.1 Aproximacion matematica del modelado metabdlico

Uno de los principales inconvenientes del enfoque clasico de dFBA es su naturaleza opaca.
Aunque se trata de una técnica muy potente para estudiar sistemas metabdlicos dinamicos,
su resolucién se basa en programacion lineal, que en cada paso devuelve el conjunto de flujos
metabdlicos que maximizan la funcién objetivo (normalmente el crecimiento celular). Sin
embargo, este proceso de optimizacion funciona como una “caja negra”: no se tiene acceso
directo ni a las ecuaciones explicitas utilizadas para encontrar esos flujos ni a los pardametros

internos que el software aplica durante la resolucion.

Con el objetivo de entender en profundidad cémo varian las poblaciones y los metabolitos a
lo largo del tiempo, y de identificar con claridad qué parametros estan implicados en estas
dindmicas, se formula una aproximacion matematica explicita del dFBA en forma de un
sistema de EDOs. Esta aproximacion parte de una idea clave: en el algoritmo dFBA, los

limites de las reacciones de intercambio (como la captacién de Oy y CO;) se actualizan

22



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

dinamicamente en cada paso de tiempo utilizando funciones de tipo Michaelis-Menten, que

relacionan la concentracién del sustrato con la velocidad de captacion.

Inspirandose en esta dindmica, se plantea que tanto los flujos de consumo como las tasas
de crecimiento celular pueden modelarse como constantes multiplicadas por funciones de
tipo Monod. Estas funciones son una generalizacién de la cinética de Michaelis-Menten, y
permiten describir de forma no lineal la dependencia del crecimiento celular respecto a la
concentracion de un nutriente limitante. Por tanto, en el sistema aproximado, se modelan las
tasas de crecimiento de Chlorella v Bacillus como funciones de tipo Monod que dependen del
COy y del Oy, respectivamente; los flujos de consumo de gases también como funciones no
lineales de tipo Monod; y se aniaden los mismos términos de mortalidad, limitacién espacial y

extraccion activa de gases que en el dFBA.

El resultado es el siguiente sistema de ecuaciones diferenciales no lineales:

&l _,. (153’6(?@)) Xy(8) (1= Xa(t) = Xa(t)) — dy - X (1) (37)

d)‘;t(t) . (15320(’;)@)) Xo(t) (1= X1(t) — Xo(£)) — ds - Xa(t) (3.8)

dO;t“) oy Xa(t) — e (1%%) (1= X1(t) — Xa(t)) - Xa(t) — Eo, - 02(t) (3.9)
dcgtz(ﬂ e (%) (1= X1(£) — Xa(t)) - X1(8) + ¢6 - Xa(t) — Eco, - CO2(t) (3.10)

Estas ecuaciones permiten estudiar de forma mucho més transparente la dinamica temporal
del sistema, analizar como se alcanza el equilibrio entre ambas especies y qué condiciones
conducen al colapso del sistema o a su estabilidad. Ademas, este enfoque permite realizar un
analisis matematico riguroso, como el estudio de la estabilidad de los puntos de equilibrio. Los
valores utilizados para las constantes se obtienen del propio modelo metabdlico en condiciones

estacionarias:
o c; = 0,054, co = 0,051, c5 = 1,990, ¢4 = 1,880, ¢; = 0,685, ¢ = 5,060
o Tasas de muerte: d; = 0,008, dy = 0,005
o Tasa de extraccion: Fp, = 0,100, Eco, = 0,600

La simulacion para 10 000 horas mostrd que esta version continua reproduce con bastante
precisién el comportamiento dindmico observado en el dFBA (ver Figura 3.4), lo que valida

su uso como herramienta de analisis estructural.
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Figura 3.4: Comparacién entre la solucion del modelo matematico aproximado y el
modelo dFBA. Se muestra como la aproximaciéon mediante ecuaciones diferenciales
reproduce con alta similitud las dindmicas de biomasa de Chlorella vulgaris y Bacillus
subtilis (izquierda), asi como las concentraciones de oxigeno y diéxido de carbono
(derecha), respecto a los resultados obtenidos mediante analisis de FBA dindmico. Esto
valida el uso del modelo mateméatico para andlisis tedéricos y exploracion de parametros.
Los valores de las constantes utilizados son los que se mencionaron anteriormente en
este capitulo. El tiempo de simulacién es de 10 000h. Las condiciones iniciales son las
mismas que en dFBA.

A continuacion, se procede a estudiar los puntos de equilibrio del sistema. En el equilibrio
dindmico:
dX; dX, dO, dCO,

i@ - a - a - a VY

Se resuelve el sistema de ecuaciones no lineales resultante para encontrar los puntos de
equilibrio. Posteriormente, se construye el Jacobiano del sistema evaluado en cada uno de
estos puntos. El andlisis de los autovalores permite clasificar los puntos de equilibrio como

estables o inestables. Se identifican tres puntos de equilibrio (ver Tabla 3.2).

Este analisis confirma la existencia de un equilibrio biolégicamente relevante (Punto 1), que
permite la coexistencia de ambas especies microbianas y la produccion sostenida de nutrientes.
Asimismo, el sistema presenta biestabilidad, con dos puntos de equilibrio estables separados
por uno inestable, lo que implica que distintas condiciones iniciales pueden conducir tanto a

la coexistencia como a la extincion.

Punto X, X O CO, Estabilidad

1 0.1559 0.6941 1.8350 5.8276 Estable
2 0.0057 0.0022 0.1085 0.0175  Inestable
3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 Estable

Tabla 3.2: Puntos de equilibrio y su estabilidad. Los valores de los parametros empleados son
los mencionados anteriormente en este capitulo. Las condiciones iniciales son las mismas
que en dFBA.
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3.3.2 Evaluacion de la viabilidad del sistema frente a la extraccion

de oxigeno

Dado que una de las funciones esenciales del compartimento 3 dentro del hiperciclo es la
produccién de oxigeno para el resto del sistema (en particular para sostener el metabolismo
aerébico de Bacillus subtilis y abastecer a los vegetales), se lleva a cabo un andlisis para

determinar hasta qué punto se puede extraer oxigeno del sistema sin comprometer su viabilidad.

Para ello, se realizan multiples simulaciones variando la tasa de extraccién de oxigeno (Fop,)
dentro de las ecuaciones diferenciales del modelo matematico. La viabilidad del sistema se
evalia en funcion de la concentracion final de biomasa de ambas especies tras 10000 horas
de simulacion. Se considera que el sistema es viable si X; y X5 se mantienen por encima del
umbral de 0,01.

Los resultados (ver Figura 3.5) muestran que el sistema es capaz de soportar tasas de extraccién
de oxigeno sorprendentemente elevadas. En particular, la tasa de extracciéon critica mas alta
mmol

-, valor que supera

en més de 40 veces el valor estandar considerado en las simulaciones base (Ep, = 0,1

compatible con un equilibrio viable es de aproximadamente Fp, = 4,16

menel)

Este resultado demuestra que el compartimento 3 puede funcionar como fuente de oxigeno

dentro del hiperciclo.

Biomasa final vs extraccién de O: (t = 5000) 0: y CO: final vs extraccién de Oz (t = 5000)

I

H

== Punto de colapso = 4.16

o L

ncentracion final de biomasa
-

Concentracién final de gases

~

2 3 2 3
Tasa de extraccién de O2 (EO2) Tasa de extraccion de O2 (EO2)

Figura 3.5: Evaluacion de la viabilidad del sistema en funcion de la tasa de extraccién
de oxigeno (Ep2). A la izquierda se muestra la biomasa final de Chlorella vulgaris
(X1) y Bacillus subtilis (X3), y a la derecha las concentraciones finales de oxigeno
y diéxido de carbono. A medida que aumenta Ep,, el sistema mantiene una zona
viable (verde) hasta alcanzar un valor critico de extraccién ("tipping point'= 4.16), a
partir del cual colapsa (zona rosa). Los valores de los pardametros empleados son los
mencionados en este capitulo. Las condiciones iniciales son las mismas que en dFBA.
El tiempo de simulacién es de 5000h.

No obstante, se observa que a medida que la tasa de extraccion se acerca a este umbral, la

biomasa de Bacillus subtilis se ve reducida. Esto supone una pérdida progresiva de capacidad
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metabdlica asociada a Bacillus y, en consecuencia, una menor produccion de didxido de
carbono y del resto de nutrientes secretados por la bacteria. Esta tendencia también se refleja
en la reducciéon de la concentracion final de COq, que actiia como sustrato clave para el

crecimiento de Chlorella.

Por tanto, aunque el sistema se mantiene viable hasta Fp, ~ 4,16, valores tan elevados de
extraccion comprometen la produccion de otros nutrientes y su eficiencia en el enriquecimiento
del regolito. Esto implica que, desde una perspectiva de disenio funcional, debe encontrarse
un compromiso sostenible entre la maximizacién de la tasa de extraccion de oxigeno y la

produccion de otros nutrientes.

3.3.3 Evaluacion conjunta de las tasas de extraccién de oxigeno y

di6éxido de carbono

Con el objetivo de explorar posibles efectos sinérgicos entre la extracciéon simultanea de
oxigeno y dioxido de carbono, se realiza un barrido bidimensional variando simultaneamente
los parametros Eo, v Eco,. Se analiza la viabilidad del sistema en cada punto de la matriz

de pardmetros, asi como las concentraciones finales de biomasa (X7, X5).

La proyeccion de viabilidad (ver Figura 3.6) revela que existe una interdependencia entre
ambas tasas de extraccion: valores bajos de extracciéon de CO, pueden compensar parcialmente
valores mas elevados de extraccion de O,, extendiendo asi el rango de condiciones viables.
Este resultado es coherente con la légica metabodlica del sistema, donde el CO, actia como
principal sustrato de Chlorella, cuya actividad genera el oxigeno que permite la supervivencia
de Bacillus. Por tanto, una mayor disponibilidad de CO, puede reforzar la produccion de

oxigeno y, en consecuencia, tolerar mayores tasas de extraccion del mismo.

Las gréficas tridimensionales de X; y X frente a Ep, v Eco, permiten visualizar de forma
detallada las regiones viables y la distribucion de biomasa bajo distintas configuraciones. Estas
visualizaciones indican que existe una combinacion 6ptima de extraccion donde se maximiza
simultaneamente la produccién de oxigeno y la estabilidad de las dos especies microbianas

(ver Figura 3.6).

mmol
hoy se propone como

configuracion 6ptima una tasa de extraccion de Fo, ~ 2,0 y Eco, ~ 15,0

Aunque la tasa maxima de extraccién viable de oxigeno es de 4,16

";mel . Esta eleccion

permite una elevada produccion sostenida de oxigeno, evitando el colapso de Bacillus subtilis y

permitiendo una concentracion de biomasa moderadamente alta en ambas especies. Representa

un equilibrio entre produccién intensiva de nutrientes gaseosos y estabilidad del sistema.

26



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Regiones viables del sistema (t = 5000)
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Figura 3.6: Analisis de sensibilidad y viabilidad del compartimento 3 en funcién de la
extraccién simultanea de oxigeno ((Ep,)) y diéxido de carbono (Eco,)). La
imagen superior muestra la regién de viabilidad del sistema (verde) frente a colapso
(rojo), concluyendo que existe una frontera clara de sostenibilidad, méas restrictiva para
Eo, que para Eco,). Las imagenes inferiores representan las concentraciones finales
de biomasa de Bacillus subtilis (X2) y Chlorella vulgaris (X1) en funcién de Eo, y
Eco,, mostrando como ambas especies mantienen altos niveles de supervivencia en
amplias zonas del espacio de parametros. Los valores de los parametros empleados
son los mencionados en este capitulo. Las condiciones iniciales son las mismas que en
dFBA. El tiempo de simulacién es de 5000h.

3.3.4 Aproximacién analitica mediante linealizacién del sistema y

analisis de bifurcacion

Los resultados de las simulaciones anteriores indican que Ep, es un parametro clave en la
viabilidad del compartimento 3, ya que el Oy producido por Chlorella vulgaris resulta esencial
tanto para el metabolismo de Bacillus subtilis como para el funcionamiento del resto del
hiperciclo. Sin embargo, las simulaciones discretas y los barridos de pardmetros no permiten
obtener informacién sobre la estructura completa del sistema, especialmente en lo que respecta

a equilibrios inestables, que no pueden ser detectados mediante integracion numérica. Esta
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limitacion motiva el desarrollo de una aproximacion analitica del sistema que permita obtener
los diagramas de bifurcacion y estudiar de forma exacta como la extraccion de oxigeno afecta

a la estabilidad global y a las cuencas de atraccion del sistema.

El principal obstaculo para resolver el sistema original de ecuaciones diferenciales de forma
analitica es su naturaleza no lineal. Las funciones tipo Monod introducen términos racionales
que dificultan el tratamiento simbdlico. No obstante, se sabe que para concentraciones bajas

de sustrato, estas funciones pueden aproximarse linealmente:

[S]
1+ [9]

~ (5] (3.11)

Aplicando esta simplificacién, se reemplazan los términos tipo Monod en el sistema anterior
por funciones lineales proporcionales a la concentracion del metabolito. El sistema de EDOs

resultante queda:

d)illt(t) =c1-COa(t) - X1(t) (1 — X1(t) — Xa(t)) — di - X1 (t) (3.12)

d)(;t(t) =co- Og(t) - Xo(t) (1 — X1 () — Xo(t)) — da - Xo(t) (3.13)

dO;t(t) =c3- X1(t) — s Oa(t) - (1 — X1(t) — Xa(t)) - Xa(t) — Eo, - Oa(t) (3.14)
%f(t) = —c5- COx(t) - (1 = Xy (t) — Xa(t)) - Xa(t) + c6 - X2(t) — Eco, - COx(t) (3.15)

Este nuevo sistema, aunque aproximado, mantiene la estructura esencial del modelo y puede
tratarse analiticamente. De hecho, al comparar las simulaciones generadas por este sistema
con las obtenidas con las EDOs no lineales, se observa que las dinamicas reproducidas son

similares (ver Figura 3.7).

Comparacién de simulaciones respecto a la tasa de extraccién: Monod vs Lineal

— X1 Monod
— X2 Monodl
—= Xlineal

—= X2:lineal

Concentracién final de biomasa

[ 1 2 3
Tasa de extraccién de Oz (Eoz)

Figura 3.7: Comparacién entre la simulacién en funcién de Ep, del sistema de EDOs tipo
Monod vs su aproximacién linealizada. Los valores de los parametros empleados
son los mencionados en este capitulo. Las condiciones iniciales son las mismas que en
dFBA. El tiempo de simulacién es de 10 000h.
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Aunque los umbrales de colapso no coinciden exactamente, si se conserva la forma general
de los perfiles, asi como las regiones estables e inestables del sistema. Esta aproximacion

linealizada permite obtener analiticamente los diagramas de bifurcacién (ver Anexo B).

3.3.5 Andlisis de la cuenca de atraccion del sistema

Una vez identificada una configuracién 6ptima de extraccion de gases (Fo, = 2, Fco, =

15 rff‘?l) capaz de sostener niveles elevados y estables de biomasa en ambas especies, y dado
que el sistema presenta biestabilidad, se consideré necesario analizar su cuenca de atraccion
para evaluar si la coexistencia era robusta o requeria condiciones iniciales especialmente
favorables para mantenerse. Para ello, se explora sistematicamente el plano de condiciones
iniciales X;(0), X2(0), manteniendo constantes los niveles iniciales de oxigeno y diéxido de

carbono, y clasificando los resultados segin la trayectoria final del sistema.

Se considera que el sistema alcanza el equilibrio de coexistencia cuando ambas biomasas se
mantienen por encima de 0,01 tras 10 000 horas de simulacion; en caso contrario, se asume
colapso hacia el estado trivial. El andlisis (ver Figura 3.8) muestra que, aunque el equilibrio
trivial es un atractor, su cuenca de atraccion es reducida: solo condiciones iniciales muy
bajas para ambas especies conducen a extincion. Por el contrario, el equilibrio de coexistencia
presenta una amplia cuenca de atraccion, lo que indica una alta resiliencia del compartimento

3 frente a perturbaciones o inoculaciones subéptimas.

Cuenca de atraccién del sistema

No viable

Figura 3.8: Cuenca de atracciéon del punto de equilibrio de coexistencia para distintas
condiciones iniciales de biomasa de Chlorella vulgaris (X;) y Bacillus subtilis
(X3). El andlisis muestra las regiones en las que el sistema evoluciona hacia un
estado estable de coexistencia (amarillo, supervivencia) o colapsa (morado, extincién).
Los valores de los parametros empleados son los mencionados en este capitulo. Las
condiciones iniciales fueron las mismas que en dFBA. El tiempo de simulacién es de
10000h.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES

Este Trabajo de Fin de Grado presenta una propuesta tedrica para disenar un sistema
hiperciclico compartimentalizado capaz de transformar el regolito marciano en un suelo fértil.
Para ello, se ha definido un disefio funcional basado en la selecciéon de microorganismos con
capacidades metabdlicas complementarias, se ha iniciado la curacion estructural de modelos
metabdlicos para seis especies clave, y se ha modelado en profundidad el compartimento
3 mediante simulaciones dindmicas y analisis matematico. Se han extraido la siguientes

conclusiones:

1. A lo largo del proyecto se han identificado algunos de los retos principales en el desarrollo de
modelos metabdlicos precisos, especialmente durante la fase de curacion manual. Este proceso
resulta lento y propenso a errores humanos. En el futuro, el uso de algoritmos de aprendizaje
automatico podria facilitar tareas como la deteccion automatica de errores estequiométricos, la
asignacion de parametros cinéticos o la validacion estructural de rutas metabdlicas, haciendo el
desarrollo de modelos mas reproducible y escalable. Por otro lado, la ingenieria genética ofrece
multiples herramientas para mejorar el funcionamiento del sistema hiperciclico. Modificar
las cepas microbianas seleccionadas para aumentar su tolerancia a condiciones extremas,
mejorar la eficiencia de rutas metabdlicas clave o introducir genes nuevos podria reforzar

productividad del consorcio microbiano propuesto.

2. Aunque este proyecto ha sido concebido en el contexto de la agricultura espacial, muchas de
las estrategias que plantea podrian tener aplicaciones relevantes en la Tierra. En particular,
la construccion de consorcios microbianos funcionales puede ser una alternativa 1util para
recuperar suelos degradados en zonas aridas o desertificadas. Adaptar este tipo de sistemas a
contextos terrestres permitiria mejorar la calidad del suelo, fomentar la retencion de agua y

restaurar su capacidad productiva de forma sostenible.

3. Este trabajo no solo ofrece una solucion tedrica a un reto fascinante como la fertilizacién del
regolito marciano, sino que también establece una base técnica y metodologica para futuras
investigaciones. Las ideas, modelos y herramientas desarrolladas aqui podrian contribuir a un

objetivo cada vez mas realista: convertir Marte en un entorno capaz de sostener vida vegetal.
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A. ANEXOQO: Mejoras tras el Proceso de

Curacion de los Modelos
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Figura 1: Porcentaje de anotaciones recuperadas para cada especie microbiana del
hiperciclo mediante las bases de datos BIGG y KEGG. Se muestran las coberturas
relativas de reacciones metabodlicas y metabolitos asignados en cada base, tras el proceso
de curacion inicial de los modelos draft generados con ModelSEED. La combinacion de
anotaciones multiples mejora la calidad del modelo reconstruido y permite identificar
lagunas metabdlicas relevantes para cada especie.

Consistencia de los Modelos Después del
Proceso de Curacion

DECHLOROMONAS ANABAENA NOSTOC CLOSTRIDIUM HALOMONAS RHIZOBIUM
AROMATICA CYLINDRICA MUSCORUM AMINOPHILUM ELONGATA LEGUMINOSARUM

m Balance de masa = Blance de carga m Flujo sin restricciones

Figura 2: Evaluacién de la consistencia de los modelos metabdlicos tras el proceso de
curacioén. Se presentan los porcentajes de reacciones que cumplen con el balance de masa,
el balance de carga y la capacidad de flujo sin restricciones en cada modelo microbiano,
segun los criterios del andlisis MEMOTE. Los elevados valores validan el aumento de
calidad de los modelos tras las primeras etapas de curacién
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Energia libre de Gibbs calculada por modelo

Modelo Reacciones Reversibles Reacciones Irreversibles
Dechloromonas aromatica 376 314
Anabaena cylindrica 319 281
Nostoc muscorum 329 221
Clostridium aminophilum 743 268
Halomonas elongata 344 184
Rhizobium leguminosarum 708 522

Figura 3: Reversibilidad de las reacciones en funcién de la energia libre de Gibbs
calculada. Se presentan las cantidades de reacciones clasificadas como reversibles e
irreversibles tras el analisis termodinamico preliminar, utilizando estimaciones obtenidas
mediante la herramienta Equilibrator. Esta informacién permite refinar los modelos
metabdlicos y mejorar la prediccién del flujo de materia en el hiperciclo.

Informacién basica de los modelos bacterianos

Modelo Metabolitos Reacciones Genes Cobertura metabdlica
Dechloromonas aromatica 1439 1293 1378 0.94
Anabaena cylindrica 1348 1228 1406 0.87
Nostoc muscorum 1531 1425 1662 0.86
Clostridium aminophilum 1209 1098 990 1.11
Halomonas elongata 1589 1530 1710 0.89
Rhizobium leguminosarum 1833 1753 2468 0.71

Figura 4: Propiedades generales de los modelos metabdlicos tras el proceso de curacion.
Se muestran el nimero total de metabolitos, reacciones y genes asociados en cada modelo,
asi como su cobertura metabdlica estimada como el cociente entre reacciones y genes.
Las especies presentan coberturas cercanas a 1, lo que indica una adecuada asignacién
funcional y una base sélida para simulaciones metabélicas.
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B. ANEXO: Diagrama de Bifurcacion

del Compartimento 3

En este anexo se presenta el diagrama de bifurcacion del sistema linealizado correspondiente
al compartimento 3, centrado en la tasa de extraccion de oxigeno. Esta tasa representa una
de las variables criticas del sistema, ya que el oxigeno es un nutriente esencial producido
por las especies microbianas presentes en este compartimento. Comprender cuanta cantidad
de oxigeno puede extraerse sin comprometer la estabilidad del sistema resulta clave para el

disefio y optimizacion del hiperciclo.

Dado que el sistema original estd descrito mediante un conjunto de ecuaciones diferenciales
no lineales de tipo Monod, se realiza una aproximacion linealizada para facilitar la obtencion
analitica de los equilibrios. Esta aproximacion permite representar de forma exacta las ramas

estables e inestables del sistema y construir el diagrama de bifurcacién correspondiente.

Biomasa celular

EO2

Figura 5: Diagrama de bifurcacién en funcién de la tasa de extraccién de oxigeno (Ep,).
Se representan dos variables: X; (en azul) y X5 (en verde). Para cada una, se muestra la
rama estable (linea continua) e inestable (linea discontinua). El equilibrio trivial aparece
como una linea roja sobre el eje horizontal. Los valores de los parametros utilizados son
los mencionados en el Capitulo 3.

El diagrama revela un fenémeno de biestabilidad para un intervalo intermedio de valores
de E,,, donde coexisten dos equilibrios estables: el estado trivial (0,0,0,0) y un punto de

coexistencia positivo en el que todas las especies mantienen poblaciones distintas de cero.
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Entre ambos se sitia un equilibrio inestable, que actiia como frontera entre sus respectivas

cuencas de atraccion.

Esta configuracion implica que la dindmica del sistema depende de las condiciones iniciales:
para ciertas condiciones, el sistema alcanza un equilibrio de coexistencia funcional, mientras
que en otras colapsa hacia la extincién total. Este comportamiento resulta especialmente
relevante en el contexto marciano, donde la capacidad de retener condiciones ecoldégicamente

viables podria depender de pequenas perturbaciones o decisiones en el disefio del sistema.

Es importante senalar que, al tratarse de un sistema de cuatro dimensiones, el estudio
completo de la cuenca de atraccion no resulta trivial. El diagrama presentado corresponde a
una proyeccion de la dinamica sobre dos variables, lo que permite visualizar los puntos de
bifurcacién y los cambios de estabilidad, pero no captura toda la complejidad geométrica del
sistema completo. Aun asi, este tipo de representacién proporciona una herramienta muy ttil
para anticipar el comportamiento cualitativo del sistema frente a variaciones en la tasa de
extraccién de oxigeno, y para establecer limites operativos seguros en el diseno de futuros

sistemas biotecnolégicos en Marte.
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C. ANEXO: Repositorio de GitHub

Con el objetivo de garantizar la trazabilidad, reproducibilidad y accesibilidad del trabajo
realizado, se ha habilitado un repositorio puiblico en GitHub que contiene todos los cuadernos
de Jupyter y modelos metabdlicos asociados al presente Trabajo de Fin de Grado. Puede

consultarse en el siguiente enlace:

» Repositorio: https://github.com/elenagasl/regolith-fertilization-models

Estructura del repositorio

El contenido del repositorio se organiza en tres carpetas principales:

e model curation/: incluye los cuadernos de Jupyter empleados para la curacién de
modelos draft generados con ModelSEED, utilizando genomas obtenidos de la base de
datos PATRIC y contrastados con informacion de KEGG, BiGG y MetaNetX.

o metabolic_simulations/: contiene los cuadernos de simulacién dindmica (dFBA)
centrados en el compartimento 3 del sistema hiperciclico, implementando balances de

masa, las aproximaciones matematicas y exploraciones paramétricas.
« data/: almacena los modelos metabdlicos microbianos draft en formato SBML (.xml).

Ademas, el repositorio cuenta con un archivo README.md donde se detallan los objetivos del

proyecto, la organizacion de archivos y los requisitos técnicos para su ejecucion.
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