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CAMBIO DE VEGETACION NATURAL POR CAFETALES EN LA SIERRA NORTE
DE PUEBLA: IMPLICACIONES METAGENOMICAS Y EN FERTILIDAD DEL SUELO.

Mario Blanco Camarillo, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

RESUMEN

La necesidad de una creciente produccion de alimentos genera el cambio constante de
los bosques en parcelas agricolas; sin embargo, las investigaciones indican que suceden
modificaciones drasticas. Ante esta situacion, la investigacién especifica puede resolver
las dudas ante estas acciones. Por otro lado, el estudio cientifico de los suelos representa
un reto para cualquier investigador que realice un analisis de fertilidad o de microbiologia
clasica y, en los ultimos afios, de metagendmica. Aunque los procesos tengan algunas
similitudes es necesario determinar la eficiencia de los productos obtenidos de dichos
estudios en beneficio del ecosistema que se desarrolle en la zona seleccionada. En el
presente trabajo se realizaron estudios con sistemas de la informacion geografica (SIG),
microbiologia clasica, estudios metagendmicos de shotgun y un analisis de fertilidad del
suelo, para generar y analizar datos en laboratorio y en plataformas bioinformaticas, con
la intencion de buscar conexiones para un diagnostico mas completo que permita
comprender mejor los procesos metabdlicos y biogeoquimicos, asi como las dinamicas

poblacionales microbianas después de un evento de cambio de uso de suelo.

Palabras clave: Bosques, produccién agricola, shotgun bioinformatica.



CHANGE OF NATURAL VEGETATION BY COFFEE PLANTATIONS IN THE SIERRA
NORTE OF PUEBLA: METAGENOMIC IMPLICATIONS AND SOIL FERTILITY.

Mario Blanco Camarillo, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

ABSTRACT

The need for increased food production generates the constant change of forests into
agricultural plots; However, research indicates that drastic modifications are happening.
Given this situation, specific research can resolve doubts about these actions. On the
other hand, the scientific study of soils represents a challenge for any researcher who
performs an analysis of fertility or classical microbiology and, in recent years,
metagenomics. Although the processes have some similarities, it is necessary to
determine the efficiency of the products obtained from these studies for the benefit of the
ecosystem that develops in the selected area. In the present work, studies were carried
out with geographic information systems (GIS), classical microbiology, shotgun
metagenomic studies and a soil fertility analysis, to generate and analyze data in the
laboratory and in bioinformatics platforms, with the intention of seeking connections for a
more complete diagnosis that allows a better understanding of metabolic and
biogeochemical processes, as well as microbial population dynamics after a land-use
change event.

Key words: Forests, agricultural production, shotgun bioinformatics.
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INTRODUCCION GENERAL

La agricultura esta vinculada con el desarrollo de un pais debido a que juega un
papel de suma importancia en la produccion de alimentos y materias primas generando
aumentos de intereses en la produccién agropecuaria (Ramirez-Juarez, 2022). Con la
necesidad de satisfacer el abastecimiento de productos agropecuarios, generalmente
ocurren procesos de transformacion de tierras forestales a sitios agricolas o pastizales,
gue responden a intereses econdmicos y de soberania agroalimentaria (Borkwski et al.,
2022). A menudo se menciona que las practicas agricolas y el constante manejo generan
alteraciones significativas en el suelo y su actividad biologica (Barahona et al., 2022).

El suelo, ademas de describirlo como una capa superficial de tierra, siempre sera
reconocido como un recurso esencial para el desarrollo econdmico, ambiental y social;
por ser el sostén fisico, quimico y biolégico de todos los ecosistemas terrestres que

favorece un equilibrio dinamico entre ellos (Nakmee et al., 2016).

El microbioma del suelo esta estrechamente relacionado con diversas funciones,
entre ellas, la fertilidad del suelo y la nutricion de las plantas. EI microbioma modifica las
funciones a través de mecanismos de traslocacion de nutrientes y por los ciclos
biogeoquimicos; mejorando también, las propiedades fisicas del suelo (Gomez et al.,
2019).

El estudio de localidades de interés puede ser un reto complejo debido a la
diversidad de herramientas tecnoldgicas que se pueden emplear hoy en dia. Con la
finalidad de evaluar la diversidad y funciones de poblaciones de la comunidad microbiana
del suelo de dos sitios con caracteristicas edafoclimaticas similares, uno con vegetacion
natural y otro perturbado con cultivos de café, se planted esta investigacion. Para ello,
se utilizaron herramientas geograficas para la seleccion de los sitios de muestreo de
suelo y herramientas de microbiologia clasica y de metagendmica basada en secuencias
para el analisis de las muestras de suelo. Por medio de sistemas de Informacién
Geografica (SIG) se llegd a la seleccién de los lugares o sitios con condiciones de uso
de suelo contrastantes, pero con similares caracteristicas edafocliméaticas. Estos lugares

pertenecen a la localidad de Tlapacholoya, Cuautempan, Puebla, México. Uno de los



sitios seleccionados presentd una condicidon de uso de suelo que corresponde a un
espacio sin modificaciones agricolas y el otro sitio presenté condiciones de cultivo de
cafetal. Muestras de suelo de estos dos sitios se tomaron para evaluar la abundancia
relativa mediante un enfoque clasico y para realizar su caracterizacion taxonémica y
funcional mediante un analisis a nivel metagendémico. El enfoque clasico se basé en el
cultivo en medios selectivos de bacterias, actinobacterias, hongos y levaduras y conteos
de UFC; por su parte, el analisis metagenémico se basé en flujo de trabajo
bioinforméticos para determinar abundancia, clasificacion taxonomica y funciones

metabdlicas de cada muestra de suelo.



OBJETIVOS
Objetivo General

Seleccionar un sitio representativo de cambio de uso del suelo de vegetacion

natural a cafetales en la Sierra Norte de Puebla.
Objetivos especificos

Caracterizar los sitios de muestreo por medio de las tecnologias de informacién

geografica.

Identificar las modificaciones a nivel metagendmico y de fertilidad derivadas del

cambio de uso del suelo de vegetacion natural a cafetales en la Sierra Norte de Puebla.



CAPITULO I. SELECCION DE UN SITIO REPRESENTATIVO DEL CAMBIO DE USO
DEL SUELO, DE VEGETACION NATURAL A CAFETALES, EN LA SIERRA NORTE
DE PUEBLA.

1.1 RESUMEN

La trazabilidad de la geografia de un entorno productivo se modifica con
frecuencia debido a cambios del paisaje con la intencion de abastecer las necesidades
alimentarias de la poblacién y principalmente de la localidad a estudiar. Gracias a las
tecnologias de la informacién geografica es mas facil caracterizar una zona por sus
condiciones edafoclimaticas por medio de los registros que se tienen en las plataformas
de centros de georreferenciacion. En el presente trabajo se realiz6 una caracterizacion
de dos zonas de la localidad de Tlapacholoya, San Esteban Cuautempan, Puebla con 6
puntos estratégicos en cada sector y determinar las condiciones ambientales de

vegetacion natural y cafetales.

Palabras clave: tecnologias, informacion geogréfica, edafoclimaticas,

vegetacion natural, cafetales.
1.2 ABSTRACT

The traceability of the geography of a productive environment is frequently
modified due to changes in the landscape with the intention of supplying the food needs
of the population and mainly of the locality to be studied. Thanks to geographic
information technologies, it is easier to characterize an area by its edaphoclimatic
conditions through the records that are kept in the platforms of georeferencing centers.
In the present work, a characterization of two areas of the town of Tlapacholoya, San
Esteban Cuautempan, Puebla was carried out with 6 strategic points in each sector and

determine the environmental conditions of natural vegetation and coffee plantations.

Key words: technologies, geographic information, edaphoclimatic, natural
vegetation, coffee plantations.



1.3 INTRODUCCION

La importancia actual de la geografia, como ciencia de interés para los
investigadores, es debido a su creciente desarrollo tecnoldgico, el cual permite dar
respuesta a la complejidad de diferentes problemas ambientales, socioldgicos,
econOmicos, historicos, urbanisticos y antropoldgicos; es decir, proveer una
representacion de todos los tiempos del desarrollo global (Manzo y Jaramillo, 2021:
Marca Fajado et al., 2021). Para otros autores el panorama real de la geografia es ser
vista como un aspecto esencial para conocer el vinculo entre humanidad y naturaleza

desde un enfoque cientifico (Espinoza et al., 2018; Marca Fajado et al., 2021).

Bajo este enfoque los sistemas de informacion geografica han incluido a las
ciencias de la tierra principalmente la geografia, geologia, mineralogia, entre algunas
(Radicelli et al., 2019).

(SIG) se ha definido como la agrupacion de datos, procedimientos, hardware,
software y recursos humanos, que se aplican directamente a la geografia (Radicelli et
al., 2019). Estas herramientas han ayudado a los investigadores a una integracién de la
relacién entre diversos componentes que permiten organizar, almacenar, manipular,
analizar y modelar informacion a gran escala, permitiendo puntos de vista mas

elocuentes y precisos de la realidad (Alba-Rosano et al., 2020).

En los ultimos afios la agricultura de precision junto con otras disciplinas de
ciencias biolégicas ha buscado mantener esos lazos de diagnéstico informético por
medio de SIG, con la finalidad de concientizar el uso de los recursos naturales a través
de datos y tecnologias que ayuden a una mayor produccion de cultivos, asi como reducir

la variabilidad en los costos de los insumos (Cisternas et al., 2020).

Recientemente se ha destacado el uso de programas que permiten esa
recopilacion de informacién, como es el caso de ArcMap (ArcGIS 10.5). Khairy y
Janardhana (2020) mencionan que esta aplicacion se ha vuelto una herramienta muy util
debido a las diversas funciones que permiten realizar, como el mapeo y el registro de
intersecciones de diferentes bases de datos, simplemente por medio de puntos obtenidos

con un aparato de geoposicion (GPS).



En el presente trabajo se realiz6 la seleccion de dos zonas con caracteristicas
edafoclimaticas similares y con cambio de uso de suelo de vegetacion natural a cafetales
en la localidad de Tlapacholoya, Cuautempan, Puebla, a través de los sistemas de

informacion geografica (SIG).
1.4 MATERIALES Y METODOS

Se llevd a cabo la determinaciéon de uso del suelo y vegetacion, regimenes de
humedad en el suelo, precipitacion anual total, insolacién anual, rangos de humedad,
evapotranspiracion real, mapa de suelos dominantes, edafologia, climas, temperaturas
(minima absoluta, maxima y media anual) con las capas de datos vectoriales (.shp) que
proporciona el Geoportal del Sistema Nacional de Informacién sobre Biodiversidad

(SNIB) de México. (http://www.conabio.gob.mx/informacion/qgis/).

1.4.1 Area de estudio

Por la reciente incorporacion de terrenos con vegetacion natural al cultivo del
café en la zona, se decidio limitar la basqueda del sitio ideal de muestreo dentro del
Municipio de Cuautempan, el cual esta ubicado en la Sierra Norte de Puebla, México,
entre las coordenadas 19° 56' 29.896" N / 97° 47' 18.24" O. (Figura 1.1).


http://www.conabio.gob.mx/informacion/gis/

Figura 1.1. Geolocalizacién satelital de la comunidad de Tlapacholoya, Puebla, México,
mediante Google Earth (consulta hecha el 29 de diciembre de 2022).

1.4.2 Obtencién de parametros

Las capas (.shp) fueron seleccionadas con base en una revision de articulos
cientificos de los ultimos afios enlistados en el Cuadro 1.1, para la descripcion

edafoclimatica de diversos ecosistemas.

En el Cuadro 1.2. Se hizo una lista de los autores de las capas que se utilizaron
del Sistema  Nacional de Informacién  sobre Biodiversidad  (SNIB)

(http://www.conabio.gob.mx/informacion/qis/).



http://www.conabio.gob.mx/informacion/gis/

Cuadro 1.1. Parametros de componentes geograficos mas usados en los Ultimos afios para geoprocesamiento

edafoclimatico.

Parametro

Uso del suelo y vegetacion,
escala 1:250000, serie VII (continuo

nacional)

Regimenes de humedad en el

suelo

Precipitacion anual total

Insolaciéon anual

Referencia

Villegas Martinez, D., y GOmez Demetrio, W. (2020). Procesos locales de
transformacién que detonan el cambio de uso de suelo y vegetacion en un area

natural protegida de la Region Centro de México. Acta universitaria, 30.

Bacarrillo-Lopez, R., Pedroza-Sandoval, A., Inzunza-Ibarra, M. A., Flores-
Hernandez, A., y Macias-Rodriguez, F. J. (2021). Productividad de forraje de
variedades de nopal (Opuntia spp.) bajo diferentes regimenes de humedad del

suelo. Ecosistemas y Recursos Agropecuarios, 8(3).

Jaimes Rodriguez, J., lbafez Castillo, L. A., Arévalo Galarza, G. A,
Vazquez Pefia, M. A., y Monterroso Rivas, A. I. (2021). Tendencias en la
precipitacion diaria de la cuenca alta Laja-Pefiuelitas, Guanajuato. Revista
mexicana de ciencias agricolas, 12(7), 1263-1274.

Molina, V. H. S., Méndez, J. L. A., y Canché, J. M. P. (2019). Un afio de
observaciones meteorologicas en Loma Bonita, Oax., México; una referencia
climatologica para su industria agropecuaria. Revista Bioldgico Agropecuaria
Tuxpan, 7(2), 206-221.



Parametro

Rangos de humedad

Evapotranspiracion real

Mapa de suelos dominantes

Edafologia

Climas

Referencia

Moreno-Martinez, A., AIvarez-Arteaga, G., y Orozco-Hernandez, M. E.
(2021). Heterogeneidad ambiental y alteraciones antropicas en comunidades de
manglar en el pacifico sur de México. Revista de Ciencias Ambientales, 55(1),
70-85.

Santacruz de Ledn, G., y Santacruz de Ledn, E. E. (2020). Evaluacion del
desemperio del riego por aspersion en lotes con cultivo de banana en Chiapas,
México. Siembra, 7(2), 1-13.

Ramos-Reyes, R., Megia-Vera, H. J., y Landeros-Pascual, D. (2021).
Modelo del cambio de uso de suelo en el sistema lagunar Carmen-Pajonal-

Machona, México. Terra Latinoamericana, 39.

Pérez Miranda, R., Romero Sanchez, M. E., Gonzalez Hernandez, A.,
Rosales Mata, S., Moreno Sanchez, F., y Arriola Padilla, V. J. (2019). Modelado
de la distribucién actual y bajo cambio climatico de pinos pifioneros endémicos

de México. Revista mexicana de ciencias forestales, 10(56), 218-237.

Ruiz-Corral, J. A., Contreras Rodriguez, S. H., Garcia Romero, G. E., y
Villavicencio Garcia, R. (2021). Climas de Jalisco segun el sistema Kdppen-



Parametro

Temperatura minima absoluta

Temperatura maxima

Temperatura media anual en
México (1910-2009)

Referencia

Garcia con ajuste por vegetacion potencial. Revista mexicana de ciencias
agricolas, 12(5), 805-821.

Bocarando-Guzman, M. D., Rios-Corripio, M. A., Hernandez-Cazares, A.
S., GOmez-Merino, F. C., y Servin-Juarez, R. (2020). Caracterizacién de la oferta

de moringa (Moringa oleifera Lam.) en México. Agro Productividad, 13(2).

Hernandez-Silva, N., Hernandez-Ruiz, J., Gonzalez-Elizondo, M.,
Figueroa-Brito, R., y Villa-Ruano, N. (2020). Distribucién potencial de dos
subespecies de Montanoa tomentosa (Asteracerae) en México. Revista de
Biologia Tropical, 68(4), 1095-1106.

Martinez-Rincon, S., Valdez-Lazalde, J. R., de los Santos-Posadas, H.
M., y Sanchez-Martinez, G. (2022). Risk of infestations by Dendroctonus
mexicanus Hopkins and Dendroctonus frontalis Zimmermann bark beetles in

forests of Michoacan. Revista Chapingo Serie Ciencias Forestales, 28(1).
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Cuadro 1.2. Bases de datos de coberturas .shp obtenidas de CONABIO.

Clave de shp Parametro Fuente
usv250s7gw Uso del suelo y Instituto
vegetacion, escala Nacional de
1:250000, serie VIl Estadistica y
(continuo nacional) Geografia (2021)
rehsu4mgw Regimenes de Maples-
humedad en el suelo Vermeersch, M.
(1992)
isoyt1mgw Precipitacion anual Garcia, E.
total (1998)
insola8mgw Insolacion anual Pérez-

Villegas, G. (1990)

11

Referencias

INEGI, (19/11/2021). 'Conjunto de
Datos Vectoriales de Uso de Suelo vy
Vegetacion. Escala 1:250 000, Serie VII.
Conjunto Nacional.', escala: 1:250 000. edicion:
1. Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.

Aguascalientes, México.

Maples - Vermeersch M. (1992)
'Regimenes de humedad del suelo' en
Hidregeografia 1V.6.2 Atlas Nacional de México.
Vol. Il. Escala 1:4000000. Instituto de Geografia,
UNAM. México

Garcia. E-CONABIO. 1998.
Precipitacion total anual, escala 1:1000000.
Comision Nacional para el Conocimiento y Uso

de la Biodiversidad. México.

Pérez-Villegas, G. (1990). 'Insolacion

Anual' en Observatorios, Estaciones



Clave de shp

humed4mgw

evaprdmgw

edafo4mgw

Parametro

Rangos de
humedad

Evapotranspiracion
real

Mapa de suelos
dominantes

Fuente

Garcia, E.
(1990)

Maderey-
Rascon, L. E.
(1990)

Secretaria
de Medio
Ambiente,
Recursos
Naturales y
Pesca,

Subsecretaria de

12

Referencias

Meteorolégicas e Insolacion. 1V.4.1 Atlas
Nacional de México, Vol. Il. Escala 1:8000000.
Instituto de Geografia, UNAM. México.

Garcia, E. (1990), 'Rangos de
humedad'. Extraido de Climas. 1V.4.10. Atlas
Nacional de México. Vol Il. Escala 1: 4000000.
Instituto de Geografia UNAM. México.

Maderey Laura E., (1990).
'Evapotranspiraciéon real' en Hidrogeografia
IV.6.6. Atlas Nacional de México. Vol. |l Escala 1
4000000. Instituto de Geografia UNAM. México.

SEMARNAP, Subsecretaria de
Recursos Naturales. (1998). 'Mapa de suelos
dominantes de la Republica Mexicana'. (Primera
aproximacion 1996). Escala 1:4000000. México.



Clave de shp Parametro

eda251mgw Edafologia
climatmgw Climas
tminatmgw Temperatura

minima absoluta

tmaxalmgw Temperatura

maxima

Fuente

Recursos
Naturales (1998)

INIFAP,
CONABIO (1995)

Garcia, E.
(1998)

Garcia, E.
(1998)

Garcia, E.
(1998)

13

Referencias

Instituto Nacional de investigaciones
Forestales y Agropecuarias (INIFAP) - Comisién
Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO), (1995). 'Edafologia’.
Escalas 1:250000 y 1:1000000. México.

Garcia, E. - Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO), (1998). 'Climas' (clasificacion de
Koppen, modificado por Garcia). Escala
1:1000000. México.

Garcia, E. - CONABIO, (1998).
"Temperatura  minima  absoluta'. Escala
1:1000000. México.

Garcia, E. - CONABIO, (1998).
"Temperatura maxima  absoluta'. Escala
1:1000000. México.



Clave de shp

tman13gw

Parametro

Temperatura media

Fuente

Cuervo-

anual en México (1910- Robayo, A. P,

2009)

Téllez-Valdés, O.,
Gdémez-Albores,
M. A., Venegas-
Barrera, C. S.,
Manjarrez, J.,
Martinez-Meyer,
E., (2014)

14

Referencias

Cuervo-Robayo, A. P., Téllez-Valdés,
0., Gémez-Albores, M. A., Venegas-Barrera, C.
S., Manjarrez, J., Martinez-Meyer, E., (2014).
"Temperatura media anual en México (1910-
2009)', escala: 1:1000000. modificado por
CONABIO (2015). México, D. F..



1.4.3 Analisis de Datos

Las capas se colocaron con los puntos de muestreo en el programa de ArcMap
(ArGiS) 10.5 y se realiz6 una caracterizacion con la base de datos proporcionada,

ademas de generar un mapa con cada .shp.
1.5 RESULTADOS

Mediante el uso de las herramientas de SIG fue posible ubicar un sitio que
presenta dos condiciones de uso de suelo. La primera con vegetacion natural y la
segunda con cultivo de cafetos. El sitio ubicado cuenta con condiciones edafoclimaticas
similares y se ubica en la localidad de Tlapacholoya, Cuautempan, Puebla, México. A
partir de esta seleccién, se disefiaron las estrategias para ir al lugar seleccionado y

realizar los muestreos del suelo para los andlisis subsecuentes.
1.5.1 Uso de suelo y vegetacion

Las dos zonas de muestreo se categorizaron como Bosque de Pino-Encino con
clave (BPQ) (Figura a).

1.5.2 Regimenes de humedad en el suelo

La descripcion en el par de zonas determin6 un régimen Udico con 330 a 365
dias de humedad (Figura b).

1.5.3 Precipitacion anual total

El Rango de precipitacion en ambas zonas fue de 2000 a 2500 mm (Figura c).
1.5.4 Insolacion anual

En el par de zonas se obtuvo un rango de 1800 a 2200 horas (Figura d).
1.5.5 Rangos de humedad

El andlisis menciona que las zonas tienen un tipo de rango Humedos (f) (Figura
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1.5.6 Evapotranspiracion real

La zona no perturbada mantuvo un rango de evapotranspiracion de 600-700 mm.
en los seis puntos mientras que la region con cafetales demostré una relacion de 700-
800 mm (Figura f).

16



TEEW NETTW WEtTW WeYw weew

werw rw rw wrorw werw werw wwevw

Figura 1.2. Mapas generados mediante herramientas SIG para ubicar sitios candidatos de
muestreo, perturbados y nativos, con rasgos edafoclimaticos similares. a) Uso de suelo y
vegetacion; b) Humedad en el suelo; c¢) Precipitacion anual total; d) Insolacion anual; €)
Rangos de humedad; f) Evapotranspiracion real.

1.5.7 Mapa de suelos dominantes

El andlisis se obtuvo una caracterizaciéon de unidad de suelo Cambisol con

subunidad de Eutrico (Figura g).
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1.5.8 Edafologia

De acuerdo a los parametros del shp las zonas muestran una descripcion de

Luvisol Ortico con textura fina con una clasificacion litica profunda (Figura h).
1.5.9 Climas

Ambas zonas tuvieron la misma descripcion de: Templado, himedo, temperatura
media anual entre 12°C y 18°C, temperatura del mes mas frio entre -3°C y 18°C y
temperatura del mes mas caliente bajo 22°C. Precipitacién en el mes mas seco mayor
de 40 mm, lluvias todo el afio y porcentaje de lluvia invernal mayor al 18% del total anual

(Figurai).
1.5.10 Temperaturas (minima absoluta, maximay media anual) (Figuras dejal)
1.5.10.1 Minima absoluta

De acuerdo con la base de datos el rango de las temperaturas en los dos lugares

es de 2 a 4 °C, clasificados como zonas frias (Figura j).
1.5.10.2 Maxima

En la zona no perturbada el rango de temperatura maxima fue de 30 a 32 °C,
mientras que en la zona con cafetales el parametro fue de 32 a 34°C. Ambas zonas se

categorizaron como Muy calidas (Figura k).
1.5.10.3 Media anual

La zona no perturbada mantuvo un rango de 16 - 18°C. Por lo que se caracterizé
como lugar templado, mientras que en la zona perturbada se obtuvieron dos parametros.
Los cuales fueron de 16 - 18°C y 18 - 20°C categorizando este sitio como templado y

semicélido (Figura I).
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Figura 2. Continuacion g) Mapa de suelos dominantes; h) Edafologia; i) Climas; j)
Temperatura minima absoluta; k) Temperatura maxima; ) Temperatura media anual.
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Figura 3. Mapa generado de los puntos de muestreo geografico de las dos zonas
candidatas para larecoleccion de las muestras bioldgicas.

1.6 DISCUSION

La informacion que nos ofrecen los Sistemas de Informacion Geografica (SIG)
permite apoyar al sector agricola en zonas donde el aumento de la produccion agricola
es constante, por esa razon es importante combinar el entorno agroproductivo y la
variabilidad edafoclimatica (Casillo-Dias et al., 2021). Mediante el uso de las
herramientas tecnologicas de los sistemas de informacion geografica se consiguio
cumplir con el objetivo inicial de este trabajo, el cual fue ubicar un sitio con dos
condiciones de uso de suelo contrastantes. La primera con vegetacién natural y la
segunda con eliminacion de la vegetacion natural, en este caso, para el establecimiento

de cafetales.
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Determinar las condiciones edafoclimaticas permite relacionar los cambios de
abundancia tanto de flora y fauna debido a que gran parte de estos componentes se
asocian a las caracteristicas climaticas y geogréficas (Machado et al., 2020). Por otro
lado, diversos autores argumentan que los criterios edafoclimaticos mantienen un papel
importante en la zonificacion agroecolégica para el establecimiento de cultivos. En
particular, estos criterios presentan un amplio y tradicional uso en el establecimiento de
los sistemas agroforestales donde el poder de su despliegue tecnologico es notable
(Suérez et al., 2021).

Debido a que los requerimientos edafoclimaticos intervienen en el desarrollo y
productividad de los cultivos, asignar un valor significativo a cada variable por medio de
sistemas cartografiables permite modelar posibles riesgos emergentes, ante escenarios
de cambio climético en el sistema que se desee implementar en una region especifica
(Quiroz et al., 2022).

Mediante el uso de las herramientas georrefenciables se cumplié con el objetivo
planteado. Adicionalmente, el mapeo que se obtuvo tiene uso potencial para que
productores de la comunidad se orienten en el establecimiento de cultivos adecuados. El
mapeo obtenido también puede servir de referencia a largo plazo para el monitoreo de
los efectos del cambio climatico.

1.7 CONCLUSION

Los sistemas de informacion geografica permitieron la ubicacion de sitios con
caracteristicas edafoclimaticas similares y con cambio de uso de suelo contrastantes, de
vegetacion natural a cafetales, en la Sierra Norte de Puebla, especificamente de la

comunidad de Tlapacholoya, Puebla, México.
1.8 ALCANCES

El uso de las tecnologias de SIG facilita el disefio de nuevos proyectos de
investigacion que permite a los investigadores dar a conocer a los productores de la
region la actividad agroalimentaria y forestal potencial de su zona. Ademas, las

herramientas SIG permiten realizar la caracterizacion edafoclimética de regiones de
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dificil acceso. La Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO), el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), el Instituto Nacional
de Investigacion Forestal, Agricola y Pecuaria (INIFAP) y otras instituciones proveen
informacion bioldgica, geografica y genética constantemente, por lo que ArcMap resulta

ser una herramienta eficaz para el procesamiento de esta informacion.
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CAPITULO II. CAMBIO DE USO DEL SUELO DE VEGETACION NATURAL A
CAFETALES Y SUS IMPLICACIONES A NIVEL METAGENOMICO Y DE
FERTILIDAD DEL SUELO EN LA SIERRA NORTE DE PUEBLA

2.1 RESUMEN

El impacto sobre las comunidades microbianas es constantemente influenciado
por las alteraciones que se realizan en los entornos productivos. Realizar analisis
convencionales ayuda a evaluar la proporcion relativa de las poblaciones de la
comunidad microbiana. Por otro lado, llevar a cabo andlisis metagenémicos ayuda a
evaluar la diversidad de genomas, asi como encontrar nuevas funciones bioquimicas. En
el presente estudio, se evaluaron suelos de dos sitios, uno bajo condiciones de
vegetacion natural y el otro bajo condiciones de cultivo de cafetal. La proporcién relativa
de la diversidad se hizo mediante UFC en cultivo microbioldgico clasico. El analisis del
metagenoma se hizo con base en secuencias. Con el abordaje clasico se encontrd que
predominaron las bacterias, seguidas de actinomicetos, hongos y levaduras; en tanto
gue el metagenoma indico igual predominio de las bacterias, con la vegetacién natural
con la mayor cantidad de genomas (65%). A nivel funcional, las secuencias indicaron

similar actividad.

Palabras clave: suelo, comunidad microbiana, UFC, diversidad taxondmica,
NGS.

2.2 ABSTRACT

The impact of microbial communities is constantly influenced by the alterations
that are made in productive environments, performing conventional analyses helps us to
understand a relative proportion of Colony and Conidia Forming Units (CFU), in selective
culture media for Fungi and Yeasts, bacteria and actinomycetes. On the other hand,
metagenomic analyses have represented a broader picture not only in diversity and
abundance. Second-generation sequencing has allowed us to classify the sequences in
Taxonomy and in biochemical and molecular processes that are carried out in the areas
to be investigated. In the present work, microbiological analyses were performed in

selective media. The samples that were collected were used to obtain metagenomic and
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bioinformatic analysis of second-generation sequencing on the DNBseq platform of

Natural Vegetation and Rhizosphere of Coffee Plantation.

Keywords: CFU, taxonomy, abundance, second-generation sequencing,

bioinformatic analysis.
2.3 INTRODUCCION

La busqueda de la soberania agroalimentaria en México lleva consigo la
implementacion de procesos complejos de produccion, mismos que le han dado al pais
un lugar importante a nivel mundial (Flores, 2019); El futuro de la obtencion de alimentos
teniendo en cuenta la conservacion de los recursos bidticos y abibticos, depende
directamente del manejo adecuado de la biodiversidad (Pautasso et al., 2013). Dentro
de estos recursos naturales el suelo es considerado un recurso primario que ha permitido
sostener a todos los ecosistemas y mantener a todo el medio ambiente, de la manera

gue lo conocemos (Martinez-Alva et al., 2020).

El estudio cientifico de los suelos se ha vuelto una prioridad en el monitoreo de
los ecosistemas, debido a la gran cantidad de microorganismos presentes en este medio.
Las investigaciones han concluido que la importancia de las funciones de los
microorganismos radica en que mantienen una buena calidad del sistema edafico,
gracias a la diversidad estructural del microbioma y a que favorecen la disponibilidad de

nutrientes a las plantas, entre otras (Orozco-Corral et al., 2016).

El catédlogo y conteo de microorganismos determina la actividad y la complejidad
en los sistemas de produccion (Arévalo et al., 2014; Florida-Rofner et al., 2019), que se
relacionan con procesos bioquimicos y moleculares, los cuales son componentes
importantes en ciclos biogeoquimicos (Arévalo et al., 2014; Florida-Rofner et al., 2019).
Una carga microbiana alta y diversa puede brindar a los cultivos tolerancia ante el ataque
de algunas plagas o enfermedades causadas por fitopatégenos (Orozco et al., 2016;

Ramirez-Marrache et al., 2019).

La distorsion del suelo a través de la actividad humana genera mayor impacto

en la vegetacion por procesos como la deforestacion y fragmentacion, los cuales afectan

24



desfavorablemente los sistemas ecoldgicos (Hernandez-Pérez et al., 2022). El aumento
constante de la poblacion lleva a cabo modificaciones importantes en los ecosistemas,
principalmente, el cambio de bosques por areas agricolas (Lopez-Pacheco et al., 2021).

Diversos estudios argumentan que la transformacion de bosques a parcelas de
produccién agricola puede causar una reduccién de abundancia de algunos grupos
microbianos asociados a ciclos de nutrientes. Esta disminucion de la diversidad

microbiana es conocida como perturbacion biética del suelo (Merloti et al., 2019)

Las perturbaciones bioticas del suelo tienen un impacto considerable en los
ciclos biogeoquimicos que se llevan a cabo principalmente por los microorganismos
subterraneos (LOpez-Pacheco et al., 2021). Este proceso de transformaciéon es bien
conocido a nivel macroscépico en plantas y animales donde no hay registro de pérdida
de la diversidad tras la transformacion (Giraldo et al., 2014); sin embargo, a nivel
microscopico la alteracion de los ciclos biogeoquimicos infiere una perturbacién biética
donde se desconoce la extension del impacto en las comunidades microbianas a nivel

metagendémico (Rivera-Urbalejo et al., 2022)

Aunque la biodiversidad de los microorganismos en el suelo no es constante, sin
duda es tema de gran interés para los cientificos debido a la capacidad que tienen estos
organismos de colonizar todo tipo de ambiente y ser los principales participantes en
procesos metabolicos, ecoldgicos y biotecnolégicos que mantienen en equilibrio el
entorno bioldgico (Rivera-Urbalejo et al., 2022). El conteo de microorganismos en placa
ayuda a conocer la diversidad de los grupos mas destacados que son los hongos,
bacterias y las actinobacterias cultivables y que tienen amplia distribucion en el suelo
(Bach et al., 2018). De manera inicial, son este tipo de microorganismos cultivables los
gue pueden formar parte de desarrollos tecnoldgicos aplicados a la agricultura, como la
fabricacion de biofertilizantes o productos como agentes de control biolégico.
Precisamente, por tratarse de microorganismos cultivables en laboratorio que permite su

manejo con métodos de microbiologia tradicional (Pablo-Frene et al., 2018).

En la actualidad, se han adoptado técnicas de secuenciacibn de nueva
generacion (NGS, Next Generation Sequencing, por sus siglas en inglés) para obtener

25



informacion mas completa y amplia acerca de las comunidades microbianas y de los
microorganismos no cultivables mediante técnicas de cultivo de microbiologia clasica.
Mediante estas tecnologias metagenomicas se ha llegado a definir que el porcentaje de
organismos que se pueden cultivar es muy bajo, tal porcentaje oscila de 0.1 a 10%
(Escalante-Lozada et al., 2004; Singh et al., 2022). Estas herramientas basadas en ADN
permiten generar conjuntos de datos que infieren la composicion taxonomica de la
comunidad ecoldgica por medio de secuencias de nucleotidos (Schmidt et al., 2022). En
este aspecto, el andlisis tipo “shotgun” ha servido para secuenciar de forma rapida todos
los fragmentos de ADN en comunidades microbianas, y relacionarlos con la abundancia,
composicién, identidad, estructura y funcion de estos microorganismos (Schmidt et al.,
2022).

El objetivo de este Capitulo fue identificar las diferencias cuantitativas
microbianas y caracterizar taxondmica y funcionalmente el microbioma edéafico de dos
sitios con cambio de uso de suelo de la Sierra Norte de Puebla, especificamente de la
comunidad de Tlapacholoya, Puebla, México. Uno de los sitios correspondié a una zona
no perturbada con una vegetacion dominante de pino-encino y el otro, a una zona en la
que se derrib6 la vegetacion natural para establecer un agroecosistema basado en
cafetales.

2.4 MATERIALES Y METODOS
2.4.1 Andlisis microbiol6gico
2.4.1.1 Area de estudio

Para cumplir con el objetivo planteado, se eligieron sitios de recoleccién de las
muestras bioldgicas. La seleccion de los sitios se determind mediante herramientas de
SIG, de acuerdo con la metodologia y resultados presentados en el Capitulo | de este

documento.

El muestreo de suelos se llevd a cabo en el municipio de San Esteban
Cuautempan, en la comunidad de Tlapacholoya, ubicada en la Sierra Norte de Puebla,

México.
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2.4.1.2 Recolecci6on de la muestra

Para el muestreo de suelos, en el primer sitio, correspondiente a una zona no
perturbada de bosque pino-encino, las muestras se tomaron con una secuencia de
puntos en zig zag. En el segundo sitio, de dedicacion agricola para el cultivo de cafetales,

el muestreo se realiz6 totalmente al azar.

En ambos casos se prepararon muestras compuestas de 6 puntos, la ubicacion
de cada sitio muestreado se registré con un GPS Etrex 10 (Garmin International, Inc.,
Olathe, KS, USA) (Cuadro 2.1). Cada submuestra fue de 150 g aproximadamente, las
cuales se obtuvieron con una pala a una profundidad aproximada de 20 — 30 cm, se
colocaron en bolsas con cierre hermético y se guardaron en condiciones de frio dentro

de una hielera con refrigerante (Cuaran et al., 2021).
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Cuadro 2.1. Coordenadas de longitud y latitud de los puntos de muestreo de los dos sitios

bajo estudio, NP: No perturbada; P: Perturbada

Punto Longitud Latitud
NP1* -97.781102 19.938173
NP2 -97.780853 19.938235
NP3 -97.780578 19.938308
NP4 -97.780594 19.938346
NP5 -97.781159 19.938262
NP6 -97.781413 19.938034
P1* -97.781011 19.94146
P2 -97.781111 19.941427
P3 -97.781169 19.941413
P4 -97.781286 19.941223
P5 -97.781314 19.941289
P6 -97.78132 19.941312

2.4.1.3 Determinacion del contenido microbiano

La evaluacion de la comunidad microbiana de cada muestra se hizo mediante la
cuantificacion de unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias, actinobacterias,
de hongos y levaduras. Para ello, se pesé un gramo de suelo de cada muestra
compuesta y se coloco en un frasco con 90 ml de agua destilada estéril, luego se mezclo
vigorosamente mediante un agitador Vortex Modelo Genie 2 (Scientific Industries, Inc.,
USA) durante 10 min para después preparar diluciones seriadas en medios de cultivo.
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Los medios que se seleccionaron para bacterias fueron agar nutritivo con la
dilucién 1x10°. Para actinobacterias, se utiliz6 la misma concentracion en medio Czapek.
Para hongos y levaduras se utiliz6 PDA con rosa de bengala con la diluciéon 1x103. La
inoculacién en cada placa fue de 100 pl y la distribucion homogénea de la alicuota se
hizo con un asa de siembra de Digralsky hasta que la gota se sec6 por completo. Las
placas se dejaron incubando durante 72 h a 32°C para finalmente realizar el consenso
de colonias en la cAmara de conteo mediante la metodologia descrita por Chaves-
Bedoya et al. (2013) y Campos-Avelar et al. (2020)

2.4.1.4 Disefio experimental

Las siembras se realizaron por triplicado en cada medio de cultivo con cada
muestra compuesta aplicando un disefio completamente al azar con las UFC como

variable respuesta.
2.4.1.5 Anélisis de datos

Para el estudio de resultados obtenidos del consenso de cada placa se hizo un
analisis de ANOVA. Los datos se colocaron en el programa R Studio 4.2.1 con la libreria
WRS2 (Alhasan et al., 2020).

2.4.2 Estudio metagen6mico
2.4.2.1 Muestreo, Recoleccion y Almacenamiento De Muestras

Las zonas de muestreo fueron las mismas que en el estudio microbiolégico

detallado en el punto 2.4.1 de este documento.
2.4.2.2 Procesamiento de muestras

Una vez colectadas las muestras se realizaron dos muestras compuestas de
cada zona con las 6 submuestras, las cuales se juntaron en un solo envase para
someterlas a agitacion durante 30 min. Transcurrido el tiempo, se tomaron 250 mg de
suelo de cada muestra compuesta con un popote esterilizado. Este suelo se colocé en
un tubo tipo Eppendorf de 2 ml al cual se le agregaron 200 ul del estabilizador DNA/RNA
Shield™ (ZYMO RESEARCH, Corp., USA) segun lo descrito por Pavlovska et al. (2021).
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Las muestras asi tratadas se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su envio para

la extraccion, cuantificacion y secuenciacion del ADN.
2.4.2.3 Envio de las muestras y extraccion de ADN

Las muestras compuestas se enviaron a la empresa de BGI Genomics (Hong
Kong, China) mediante servicio de paqueteria. Estas se empaquetaron con papel
absorbente dentro de tubos Corning™ de fondo cénico. Se enviaron tres repeticiones de
cada muestra bajo condiciones de temperatura ambiente. La extraccion de ADN se hizo
con E.Z.N.A.® Soil DNA Kit (Omega Bio-tek, Norcross, GA, USA) y la cuantificacién se
hizo con el Kit de ensayo de ADNds Qubit™ BR (InVitrogenTM, Waltham, Ma, USA)
utilizando un fluorémetro Qubit (Thermo Scientific).

2.4.2.4 Secuenciacion

La secuenciacion de las muestras se hizo mediante tecnologia NGS con base
en la seleccion de la Plataforma de Secuenciacion DNBseq de BGI Genomics.

2.4.2.5 Andlisis bioinformatico y procesamiento de datos
Andlisis mediante MG-RAST

La visualizacion de las secuencias se determiné en el programa FastQC versién
0.11.9 para posteriormente subir las secuencias al servidor de MG-RAST version 4.03

para el procesamiento de datos (Babalola et al., 2022).
Andlisis de abundancia y taxonémico

Una vez terminando el emparejamiento de las secuencias y la depuracion de
genoma humano se utilizé la plataforma de RefSeq, para la caracterizacién taxonémica
mediante las categorias: Dominio, Phylum, Clase, Orden y Familia (Oliveira et al., 2021)
resaltando los mapas de bacteria, eucariontes, arqueas y virus. Por ultimo, se utilizo la
extension de Krona para graficar los géneros presentes en las muestras (Cao et al.,
2021).

30



Andlisis de perfil metabdlico

En la descripcion metabdlica de cada muestra se utilizaron los grupos ortélogos
(COG) KEGG Orthology (KO), grupo ortélogo no supervisado (NOG) y la base de datos
de subsistemas para realizar graficas circulares y una gréfica de calor. En la construccion
de un modelo integrado de redes de interaccidbn molecular se ocupé la extension de

Cytoscape para comparar homologias (Choudhari et al., 2021).
Analisis de rutas metabdlicas

Una vez obtenida la base de datos de las secuencias se seleccioné Subsystemas
y KEEG Orthology (KO) para la anotacion funcional, usando la extension de KEGG
Mapper para ilustrar las vias metabodlicas predichas de las muestras gendmicas
(Rodrigues et al., 2021).

Analisis de subsistemas

Las lecturas de las muestras se cargaron en el servidor de MG-RAST para la
prediccion y la anotacion de genes y se graficaron con Krona dentro del mismo servidor
(Hong et al., 2019).

Anaélisis mediante servidor

La base de datos fue analizada por medio del sistema operativo Ubuntu 20.04
desde terminal, para acceder de manera remota al servidor. Una vez obtenidas las
secuencias se visualizaron en el programa FastQC version 0.11.9

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/) (Burks y Azad, 2022).

En el ensamble de metagenomas se uso6 el programa MEGAHIT version 1.2.9
con los parametros —min-contig-len 1000 --presets meta-large. La anotacion taxonémica
se realizé con el programa Kraken?2 version 2.1.2 utilizando la base de datos Standard
(archaea, bacteria, viral, plasmid, humanl, UniVec_Core) y PlusPF (Standard plus
protozoa y fungi) por medio de contigs (Sanchez et al., 2022; Salazar et al., 2022;

Dimopoulos et al., 2022).
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Para la obtencion de reads se utilizo el programa de Bracken con las bases de
datos Standard y Plus (Govender y Eyre, 2022). Con los resultados se grafico en Excel
y en lenguaje de Python 3.11.0 con las paqueterias de Ploty.js versién 2.13.3

Anédlisis de fertilidad de suelo

Se pesaron 300 g. de cada muestra compuesta de suelo y se homogeneizé en
un tamiz de 2 mm. de diametro, para ser colocados en papel estraza durante 48 h. La
obtencion de resultados de NOs, NHa, se realizd con destilacion por arrastre de vapor. El
P se obtuvo por el método de Olsen (colorimetria azul de molibdeno). Mientras que Ca,
Mg, Fe, Cu, Mn, Zn. por absorcién atdbmica. Se empled emision atdbmica para Ky Na. El
N total (Nt), se analiz6 por el método Kjeldahl, digestion con H2SO4 concentrado (arrastre

de vapor y destilacién). El analisis de B, se realizé por Azometine H.
2.5 RESULTADOS Y DISCUSION
2.5.1 Estudio microbioldgico

Cuadro 2.2. Tamafio de la comunidad microbiana (UFC) en condiciones de vegetacion
natural y cafetal.

Microorganismos Cafetal Vegetacion natural
Hongos y levaduras 2.13x10%*+4.1x 103 9.3x10%+5.7
totales x103
Bacterias totales 4.6 x10°+ 3 x 10° 2x10°+0
Actinomicetos totales 6 x 104+ 2.6 x 10* 1x10%+4x 103
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Figura 2.1. Tamafio de la poblacion de microorganismos en condiciones de vegetacion
natural y cafetal.

La comunidad microbiana de la condicién de zona perturbada (cafetal) presenté
mayor abundancia de poblaciones de microorganismos en comparacion con la condicion
de zona no perturbada (vegetacion natural). En general, en el conteo de
microorganismos en ambas zonas, predominaron las bacterias, seguido de las
actinobacterias, hongos y levaduras. Se registraron diferencias estadisticas significativas
(P < 0.05) en la cantidad de microorganismos entre los dos tipos de condiciones
evaluadas. La mayor cantidad de microorganismos, de los tres tipos, se presento en la
condicion de cafetal (Cuadro 2.5.1 y Figura 2.1). En este sentido, Treonis et al. (2010)
mencionan gue el manejo agricola reduce la biodiversidad de distintas comunidades
bacterianas y grupos de fauna como los nematodos; teniendo mayor respuesta entre los
hongos. El aumento de la biomasa de microorganismos y microfauna descomponedora
en suelos labrados (0-5 cm de profundidad) se relaciona con una disminucion en la

abundancia de nematodos fitoparasitos.

33



Por otro lado, son varios los trabajos que mencionan que la labranza ademas de
ser reconocida como una practica de manejo, es también un procedimiento que agrega
materiales organicos al suelo. Este tipo de manipulacion provoca mineralizacion mas
acelerada de la materia organica del suelo y promueve una mayor cantidad de
microorganismos. Otros reportes, no obstante, indican que la labranza puede tener
efectos perjudiciales sobre los organismos del suelo (Lenz y Eisenbeis, 2000,
Berkelmans et al., 2003). Por si misma, la labranza se asocia con una biomasa fangica
reducida (Beare et al., 1997, Frey et al., 1999, Simmons y Coleman, 2008) que de manera
colateral afecta a los nematodos que se alimentan de hongos (Beare et al., 1992). Sin
embargo, la labranza también se puede usar para incorporar enmiendas al suelo y, por
lo tanto, agregar materiales organicos y expanir sus efectos a capas mas profundas del
suelo. Las comunidades bacterianas pueden mostrar mayor crecimiento cuando la
labranza se combina con la aplicacién de abonos, mientras que sin labranza puede
favorecerse el desarrollo de comunidades de hongos (Moore, 1994). Si bien se ha
demostrado que los microorganismos del suelo (bacterias, hongos) y la microfauna
(nematodos y protozoos) responden muy bien a la aplicacion de abonos al suelo, pocos
experimentos han investigado la respuesta de todos estos organismos simultdneamente

y en todo el perfil del suelo.

Investigaciones indican que la mayor fuente de riqueza en actinobacterias
proviene del suelo (Rodriguez-Guerra et al., 2021); sin embargo, en el presente estudio
las poblaciones mas grandes de microorganismos estuvieron representadas por
bacterias>actinobacterias>hongos y levaduras. Diversos estudios describen que las
bacterias juegan papeles importantes en procesos metabdlicos (Vera-Morales et al.,
2022), biotecnolégicos (Rangel-lbafiez y Zafra, 2022; Rodriguez-Gonzales et al., 2022)
y en sitios contaminados (Flores-Pantoja et al., 2022). Los resultados de este estudio
estan en linea con lo reportado en la literatura y concuerdan en que las bacterias son los

organismos mas abundantes en suelo perturbado agricola y en suelo no perturbado.

Se sabe que las técnicas de manejo agricola, como la labranza, afectan la
biomasa microbiana del suelo y principalmente su biodiversidad (Huang et al., 2013;

Kabir, 2005; Mathew et al., 2012). Como consecuencia, su contribucion a la necromasa
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bacteriana y al secuestro de carbono también se alteran y son aspectos de importante
consideracion ecoldgica en esta era de cambio climatico global dado que el efecto en los
microorganismos por el cambio de uso del suelo, de vegetacion natural a terrenos con
aptitud agricola, puede variar considerablemente y verse modulado de manera adicional
por factores como el tipo y la textura del suelo, las condiciones climaticas, el sistema de

labranza utilizado y el tiempo de adopcion (Chenu et al., 2019; Minasny et al., 2017).
2.5.2 Estudio metagenémico
2.5.2.1. Calidad de la secuenciacién FastQC

La secuenciacion de los fragmentos de ADN de las dos muestras bajo analisis
produjo 45,414,437 secuencias. El andlisis de calidad mediante FastQC indic6é que las
secuencias obtenidas tuvieron buena calidad (Figura 2.2) con base en los puntajes de
Phred > 30 (Q30; error-probabilidad > = 0.001; Sharma y Singh, 2022). Actualmente, a
través de secuenciadores modernos de alto rendimiento se pueden obtener cientos de
millones de secuencias en cada ejecuciéon. Como primer paso, antes de iniciar los analisis
y generar conclusiones acerca de los procesos biolégicos, siempre se deben realizar
algunas comprobaciones de control de calidad. Este primer paso permite calificar el
apropiado funcionamiento del equipo y descartar problemas operacionales o sesgos. La
mayoria de los secuenciadores generan un informe de control de calidad como parte de
su canal de andlisis, pero esto generalmente solo sirve para identificar problemas
técnicos generados por el propio equipo de secuenciacion. FastQC tiene como objetivo
proporcionar un informe de control de calidad que puede detectar problemas que se
originan en el secuenciador o en el material de la biblioteca inicial. FastQC se utiliza de
dos maneras, puede ejecutarse como una aplicacién interactiva independiente para el
analisis inmediato de una pequefia cantidad de archivos FastQ o puede ejecutarse en un
modo no interactivo donde seria adecuado para integrarlo en una via de analisis mas
grande para el procesamiento sisteméatico de una gran cantidad de archivos (Wingett y
Andrews, 2018).
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Figura 2.2. Andlisis con FastQC para realizar el control de calidad de las muestras
secuenciadas. Las barras indican la calidad de las secuencias con los indices de Phred
en los cuales un namero superior a 30 indica lecturas de excelente calidad.

2.5.2.2. Anédlisis de abundancia y taxonomia
Andlisis completo

El analisis de las secuencias determiné una abundancia global de Archaea,
Bacteria, Eukaryota, Virus y secuencias desconocidas con 22,781,738 lecturas para la
muestra de vegetacion natural mientras que en la muestra de cafetal obtuvo un total de
abundancia de 22,632,699. Por lo anterior, la vegetacion natural presenté mayor cantidad
de genomas (0.65%). Como se indicado en informes anteriores (Tischer et al., 2015; Tian
et al., 2017), el uso del suelo puede cambiar la abundancia de los microorganismos
edéficos. En la actualidad, varias técnicas moleculares, como la reaccion en cadena de
la polimerasa acoplada a electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (PCR-
DGGE), el polimorfismo de fragmentos de restriccion terminales (T-RFLP) y la
secuenciacion de alto rendimiento se utilizan para analizar la comunidad microbiana del
suelo (Chen et al., 2017; Orlewska et al., 2018; Trivedi et al., 2019). Especialmente, se
concede gran utilidad a la secuenciacién de alto rendimiento de amplicones de genes
(como la secuenciacion de MiSeq); la cual genera enormes cantidades de lecturas de
ADN vy proporciona una descripcion mucho mas detallada de la respuesta de la
comunidad microbiana del suelo al cambio de uso del mismo (Cao et al., 2017; Tin et al.,
2018).
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Las estrategias de gestion 6ptimas son esenciales para mantener una buena
calidad del suelo y la sostenibilidad a largo plazo de la produccion agricola (Li et al., 2015;
Deng et al., 2006; Ramesh et al., 2009). Durante la Ultima década, la agricultura intensiva
ha causado una clara disminucién de la fertilidad del suelo, lo cual es una gran
preocupacion para la productividad y estabilidad agricola a largo plazo (Sarma et al.,
2017; Agegnehu et al., 2014). En el caso de este trabajo, el establecimiento del cultivo
de café redujo la biodiversidad total analizada, comparado con la vegetacién natural
(Figura 2.3).
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Vegetacion natural (a)

Figura 2.3. Andlisis completo de las secuencias obtenidas en condiciones de vegetacion
natural (a) y cafetal (b). La identificacién taxonémica esta representada en grafica circular
donde las separaciones indican que entre mas grande sea un segmento representa mayor
abundancia del género que seindica en la etiqueta. De igual manera la fraccion con menor
proporcion indica menor cantidad de ese género.
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Analisis de bacterias

En el analisis de “Bacteria” la muestra vegetacion natural obtuvo un total de
abundancia de 22,324,876 mientras que el ejemplar de cafetal alcanz6 22,140,851. De
esta manera la muestra de vegetacion natural presenté més lecturas que la muestra de
cafetal (0.83%, Figura 2.4). Se considera que los suelos albergan la mayor variedad de
microorganismos en la tierra debido a la gran variacion en sus propiedades y alta
heterogeneidad espacial. La actividad y el crecimiento de estos microbios son sensibles
a los habitats y edades del suelo. El material parental del suelo proporciona los elementos
que ofrecen el entorno nutricional basico para el establecimiento y desarrollo de la
comunidad microbiana. Ademas, las comunidades microbianas también estan muy
influenciadas por actividades antropogénicas a largo plazo, como la labranza, la
fertilizacion y el riego. Los microorganismos, especialmente las bacterias, que
representan del 70 al 90 % de las poblaciones microbianas, son responsables de una
variedad de procesos del suelo, como la descomposicion de la materia organica, el ciclo
de nutrientes y la fertilidad del suelo. Por lo tanto, existe una necesidad apremiante de
comprender mejor los mecanismos que impulsan las variaciones en las comunidades
bacterianas en respuesta a los impactos de las actividades humanas y los materiales
originales del suelo (Lian et al., 2022). En este caso, se confirma que la destruccion de
la vegetacion natural para dar paso al cultivo del café provoca un incremento en la
diversidad de bacterias, acompafiada de una aceleracion en su actividad (Cuadro 2,
estudio microbiol6gico).
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Figura 2.4 Anadlisis de las secuencias obtenidas para bacterias en condiciones de
vegetacion natural (a) y cafetal (b).

Anélisis de Eucariontes

De acuerdo con el andlisis la muestra de vegetacion natural tuvo una abundancia
de eucariontes de 285,698 mientras que la de cafetal obtuvo un mayor numero con
293,762. El andlisis 6mico de eucariontes del suelo cobra cada vez mas valor, asi como
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las propiedades fisicas y quimicas del suelo, las cuales se han utilizado ampliamente
para medir su calidad (Parr y Papendick, 1997). Sin embargo, estas propiedades suelen
cambiar en una escala de tiempo (décadas) que es demasiado larga para fines de
gestion. Por el contrario, se ha demostrado que las propiedades del suelo basadas en
actividades biologicas y bioquimicas, como las enzimas del suelo, comunidades de
eucariontes o la comunidad de nematodos, responden a pequeiios cambios en las
condiciones del suelo, proporcionando asi informacion sensible a alteraciones sutiles de
la calidad del suelo (Pascual et al., 2000). En el presente trabajo se determind que la
diversidad de organismos eucariontes se potencié con el cambio de uso del suelo de

vegetacion natural a cafetal.
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Figura 2.5. Andlisis de las secuencias obtenidas para eucariontes en condiciones de
vegetacion natural (a) y cafetal (b).

Andlisis de Arqueas

Se reportd un total de 166,370 de abundancia de arqueas en la muestra de
vegetacion natural mientras que en la de cafetal super6 este valor con 191,950 lecturas.
El andlisis de la composicion taxondmica y funcional indica que la composicién
taxondmica de las arqueas, en lugar de las bacterias, estuvo significativamente mejor
relacionada con la composicion funcional de las comunidades microbianas. En conjunto,
los estudios muestran que las arqueas son mas importantes que las bacterias para
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impulsar la estequiometria del suelo en habitats con deficiencia de fosforo y sugieren una
diferenciacion de nicho de bacterias del suelo y arqueas en la regulacion del ciclo C/N/P
del suelo en bosques subtropicales (Wang et al., 2022). Lo anterior indica que en la
vegetacion natural hay una actividad moderada de arqueas en el suelo, pero al
establecer el cultivo del café aumenta la diversidad de este grupo y se acelera esta
actividad microbiana relacionada con los ciclos biogeoquimicos de los nutrimentos
(Figura 2.6).
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Figura 2.6. Analisis de las secuencias obtenidas para arqueas en condiciones de
vegetacion natural (a) y cafetal (b).

Analisis de Virus

En el analisis de virus la muestra de vegetacion natural obtuvo un total de

abundancia de 4361 entretanto la de cafetal aventajo con 5696.
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Figura 2.7. Andlisis de las secuencias obtenidas para virus en condiciones de vegetacion
natural (a) y cafetal (b).

2.5.2.3. Andlisis de perfil metabolico

En relacién con los procesos, la muestra de vegetacion natural obtuvo mayor
namero de abundancia en procesos enzimaticos relacionados con procesos celulares,
metabolismo y actividades metabdlicas pobremente estudiadas (Cellular processes,

Metabolism y Poorly Characterized), mientras que en la muestra de cafetal predominaron
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procesos de almacenamiento y procesamiento de informacion (Information Storage and

Processing).

La gendmica comparativa se esfuerza por lograr sus objetivos mediante la
identificacion de genes homdlogos (aquellos que comparten un ancestro comun)
mientras intenta delinear ain mas los eventos de especiacion y duplicacion que
ocurrieron durante la historia evolutiva de cada familia de genes. Los genes homologos
gue divergieron después de un evento de especiacion se denominan ortélogos, mientras
qgue los genes que se originaron después de un evento de duplicacion se denominan
paralogos. Esta distincion evolutiva entre subtipos homologos tiene importantes
implicaciones practicas y ha sido un tema de intensa investigacion durante las dltimas
dos décadas (Altenhoff et al., 2016). Por ejemplo, generalmente se menciona que los
eventos de neo y sub funcionalizacion (funciones nuevas y secundarias) son mas
frecuentes entre genes paralogos (es decir, después de la duplicacién de genes). Por el
contrario, los genes ortélogos tienen mas funciones conservadas, incluso entre
organismos evolutivamente distantes. Por lo tanto, la identificacion precisa de las
relaciones de ortologia es crucial para muchos pasos en la identificacion de flujos
gendmicos, como la determinacion funcional in silico de genes desconocidos, la
prediccién de la interaccion proteina-proteinay la reconstruccion filogenética de especies
(Gabaldon y Koonin, 2013).

Los andlisis de grupos de genes ortdlogos (COG, por sus siglas en inglés,
Clusters of Orthologous Genes) han sido una herramienta popular para la descripcion
del genoma microbiano y la gendmica comparativa. Este tipo de analisis fue creado
inicialmente con el proposito de la clasificacion evolutiva de familias de proteinas. El
analisis COG se ha utilizado, ademas, para la determinacién funcional directa de
genomas secuenciados, para tareas como: 1) unificacién de la anotacion del genoma en
grupos de organismos relacionados; 2) identificacion de genes faltantes y/o no
detectados en genomas microbianos completos; 3) analisis de operones, que en muchos
casos permiten la prediccion de nuevos sistemas funcionales; 4) andlisis de rutas

metabdlicas y prediccién de formas alternativas de las enzimas; 5) comparacion de
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organismos por categorias funcionales COG; y 6) priorizacion de objetivos para la

caracterizacion estructural y funcional (Galperin et al., 2019).

En este sentido y con base en el analisis COG, la muestra de vegetacion natural
generd mayor informacion que la muestra de cafetal. La diferencia entre vegetacion
natural y cafetal indica que, al establecer el cultivo, la informacién almacenada para
realizar diversos procesos metabdlicos, se pone en funcionamiento y se promueve su
replicacion. Mientras tanto, en la vegetacion natural hay mas informacion relacionada

con el metabolismo, pero se encuentra en estado latente.
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Vegetacion natural COG (a)

Cafetal COG (b)

%

Y

Figura 2.8. Analisis del perfil metabolico COG en condiciones de vegetacion natural (a) y
cafetal (b).
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Analisis NOG

En base al anélisis NOG la muestra de cafetal supero en Cellular Processes and
Signaling mientras que la de vegetacion natural obtuvo mayores porcentajes en
Information Storage and Processing, Metabolism y Poorly Characterized. Siendo la
muestra de vegetacion natural con mayores procesos en NOG. El andlisis NOG (grupos
ortdlogos no supervisados, por sus siglas en inglés, Non-supervised Orthologous
Groups) proporciona datos de ortologia e informacién funcional integral para organismos

de todos los dominios de los seres vivos (Hernandez-Plaza et al., 2022).
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Vegetacion natural NOG (a)

Cafetal NOG (b)

Figura 2.9. Analisis del perfil metabolico NOG en condiciones de vegetacion natural (a) y
cafetal (b).
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Andlisis KO (KEGG Orthology)

En el andlisis de KO la muestra de vegetacion natural supero en los parametros
de Cellular Processes, Enviromental Information Processing y Human Diseases. La
muestra de cafetal superd en los parametros Genetic Information Processing,
Metabolism y Organismal Systems. Siendo la muestra de cafetal la de mayor abundancia

en base a estos procesos.

“KEGG” (Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto) es una base de datos para
el analisis sistematico de las funciones de los genes, que vincula la informacion gendémica
con informacion funcional de orden superior o metabdlica, celular y de sefializacién. La
informacién gendémica se almacena en la base de datos “GENES”, que es una coleccién
de catalogos de genes para todos los genomas gue estan completamente secuenciados
y algunos genomas parciales con anotaciones actualizadas de las funciones de los
genes. La informacion funcional de orden superior se almacena en la base de datos
‘PATHWAY”, que contiene representaciones graficas de procesos celulares, como el
metabolismo, el transporte de membrana, la transduccion de sefiales y el ciclo celular.
La base de datos “PATHWAY” se complementa con un conjunto de grupos de genes
ortélogos para la informacién sobre subvias conservadas (motivos de via), que a menudo
estan codificadas por genes acoplados posicionalmente en el cromosoma y que son
especialmente Utiles para predecir funciones genéticas. Una tercera base de datos en
‘KEGG” es “LIGAND”, que brinda informacién sobre compuestos quimicos, enzimas y
reacciones enzimdticas. “KEGG” proporciona herramientas graficas en Java para
navegar por mapas genémicos, comparar dos mapas genémicos y manipular mapas de
expresion, asi como herramientas computacionales para comparacion de secuencias,

comparacién de graficos y calculo de rutas (Kanehisa y Goto, 2000).

Diversos trabajos mencionan que las modificaciones de bosques por agricultura
generan una disminucion de carga microbiana y de multiples procesos enfocados a
fuentes de carbono (Ojeda et al., 2022); sin embargo, en el presente trabajo en base
abundancia el analisis comparativo se encontraron numeros similares en procesos

bioquimicos como en taxonomia microbiana. En otras variables consideradas en este
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trabajo, se observo que la cantidad de microorganismos o0 su actividad aumentoé con el

paso de vegetacion natural a cafetal.

Investigaciones indican que los cambios en las estructuras del suelo afectan
directamente a las comunidades microbianas y hay un aumento en emisiones de gases
con efecto invernadero (Garcia de Salomone, 2011), sin embargo, por medio de las rutas
metabdlicas de KEGG Mapper se puede ver que la interaccion es muy similar en ambos
sitios de muestreo, también con NOG, KO, y COG la relaciéon de actividad metabdlica es
similar. Trabajos como los de (Quevedo et al.,2022; Carrero-Ramirez et al., 2022:
Rangel-lbafiez y Zafra, 2022), mencionan que la importancia de mantener una
abundancia y diversidad de microorganismos en suelos es parte fundamental en los
ciclos biogeoquimicos ya que tienen una correlacion directa como un bioindicador
eficiente de funciones. (Hernandez y Lizarazo, 2015). Gracias a los estudios moleculares
se pudo comprobar que el impacto de disminucion o aumento en taxonomia, abundancia
y potencial metabdlico es parecido en dos zonas distintas de la misma region, como ha
sido reportado en trabajos realizados en medio in vitro de dos ambientes uno perturbado

y otro sin perturbar (Beltran-Pineda et al 2014).
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Vegetacion natural KO (a)

Organismal Systems 0.3% -

Cafetal KO (b)

Organismal Systems 0.3% -

Figura 2.10. Analisis del perfil metabdlico KO en condiciones de vegetacion natural (a) y
cafetal (b).

Actividad metabdlica

La figura 2.11 es una Grafica de calor donde muestra la actividad metabdlica
entre una zona y otra. Los cuadros azules indican una menor cantidad y los cuadros
amarillos representan mayor eficiencia en procesos 6micos. En este aspecto, los datos
mostraron que no hay diferencias entre vegetacion natural (1B) y cambio al cafetal (2B)
(Figura 2.11).
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Los mapas de calor son una poderosa herramienta para la visualizacion de datos
de micromatrices o datos de estudios de secuenciacion de ultima generacién como el
analisis de microbiomas. El mapa de calor es una representacion grafica de datos que
utiliza un sistema de codificacion de colores para representar diferentes valores
contenidos en una matriz. Hoy en dia, los mapas de calor se usan comiunmente para
relacionar datos genéticos y valores fenotipicos. El mapa de calor también es facil de
usar y de interpretar, algo importante para aquellos que no estdn acostumbrados a leer
grandes cantidades de datos, ya que visualmente es mas accesible que los cuadros o
los formatos de datos tradicionales. El mapa de calor se considera una herramienta util
porqgue a menudo se explica por si mismo. Es muy diferente de una tabla o un gréfico
gue necesitan ser interpretados o estudiados para ser entendidos. Aunque, el mapa de
calor también puede ser engafioso, ya que involucra una gran cantidad de valores o
datos que a menudo resultan en la inclusion de otra informacién necesaria para hacer
una suposicidn precisa sobre su enfoque. Aparte de eso, el mapa de calor solo puede
mostrar ciertas situaciones que sucedieron. El mapa de calor no puede proporcionar
factores sobre por qué esta ocurriendo una determinada situacién ni dar informacion

sobre la situacion que esta ocurriendo (Gu et al., 2016).
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Figura 2.11. Actividad metabdlica por grafica de calor en condiciones de vegetacion
natural (1B) y cafetal (2B).
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Andlisis de redes de genes con “Cytoscape”

Las redes de genes se consideran actualmente una poderosa herramienta para
modelar procesos biolégicos en el campo de la bioinformatica. Recientemente se han
desarrollado varios enfoques para inferir redes de genes y varias herramientas de
software para manejarlas de una manera visual simplificada como “Cytoscape” (Diaz-
Montafia et al., 2018). “Cytoscape” es un proyecto de software de cddigo abierto para
integrar redes de interaccién biomolecular con datos de expresion de alto rendimiento y
otros estados moleculares en un marco conceptual unificado. Aunque es aplicable a
cualquier sistema de componentes e interacciones moleculares, “Cytoscape” es mas
poderoso cuando se usa junto con grandes bases de datos de interacciones proteina-
proteina, proteina-ADN e interacciones genéticas que estan disponibles para humanos

y organismos modelo (Shannon et al., 2003).

Andlisis agrupado de las muestras KO en nivel 1

Environmental Information Processing

Metabolism
Genetic Information Processing

ismal Systems

Cellular Rrocesses

Figura 2.12. Anédlisis agrupado de las muestras por KO en el nivel 1. Estaimagen describe
los procesos que se llevan a cabo en las zonas de muestreo en un nivel mas generalizado.
Entre mayor sea el circulo indica mayor actividad de actividad referente al proceso
mencionado. El modelo indica que hay mayor actividad en metabolismo de las muestras
gue se analizaron.
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Andlisis agrupado de las muestras nivel 2
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Figura 2.13. Analisis agrupado de las muestras por KO en el nivel 2. Estaimagen muestra
un nivel mas especifico de las funciones de cada cluster. Por ejemplo, dentro de las
funciones gue se realizan en Metabolismo se desglosan los procesos que se llevan a cabo
en dicho segmento y el tamafio de cada circulo indica qué fases presentan mayor

actividad.
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Rutas metabdlicas
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Figura 2.15. Ruta metabdlica de Degradaci

o6n de atrazina

Figura 2.14 y 2.15. En las imégenes se muestran las rutas metabdlicas para
condiciones de vegetacion natural (1B) y cafetal (2B) en las que se comparte la

biosintesis de hormonas de insectos y degradaciéon de atrazinas. En estos diagramas se

muestra la ruta metabdlica que se obtuvo

por medio de las secuencias. En color azul se

indica la muestra 1 que representa la vegetacion natural y en colo rojo, se indica la

muestra 2 que hace referencia a los cafetales. De acuerdo con las lecturas se identifican
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en la ruta metabdlica haciendo hincapié en los compuestos a los que se

secuencias en cada agregado.

Analisis de subsistemas

2.00
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Carbohydrates

Cell Division and Cell Cycle

Cell Wall and Capsule
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IMembrane Transport
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Miscellaneous
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Mitrogen Metabolism
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Photosynthesis

Potassium metabolism
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asocian las

Figura 2.16. muestra los procesos de nivel 1 de la Vegetacion natural (1B) y Cafetal 2(B).
El ajuste de 0 a 2 son valores que se encuentran normalizados.
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Figura 2.17. Andlisis de subsistemas con el servidor MG-RAST.

Analisis de subsistemas

El analisis metagenémico de shotgun genera millones de fragmentos cortos de
DNA. El estudio de lecturas pequefias se analizd6 mediante el servidor Metagenomics
RAST (MG-RAST), el cual permiti6 identificar el conjunto de estos datos a través del
mapeo integral no redundante (Glass et al., 2010). Dentro de esta comparacion de las
dos zonas (Figura 23 y 24) se obtuvieron datos muy similares teniendo Unicamente
variaciones en porcentaje minimas en Virulence, Disease and Defense (1%), Cell
Division and Cell Cycle (0.1%) y Dormancy and Sporulation (0.01%).
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Gréficas de Bracken Phylum Plus.

Vegetacion Natural, Phylum. (a)

Vegetacion Natural: Phylum
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H Proteobacteria M Actinobacteria
B Planctomycetes Acidobacteria
M Firmicutes M Bacteroidetes
M Chordata W Cyanobacteria
M Euryarchaeota M Verrucomicrobia
B Ascomycota B Deinococcus-Thermus

Cafetales Phylum. (b)

Cafetales Phylum
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B Proteobacteria B Actinobacteria
B Planctomycetes Acidobacteria
M Firmicutes M Bacteroidetes
W Chordata M Euryarchaeota
W Ascomycota B Cyanobacteria
B Verrucomicrobia B Deinococcus-Thermus

Figura 2.18. Diferencias en abundancia de Phylum en area natural y cafetal.

En las gréficas (a) y (b) se muestran los resultados del andlisis de Taxonomia
(Kraken 2) y abundancia (Bracken) por medio de barplots con la paqueteria Plus, donde
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se muestra una diferencia de abundancia en Ascomycota, Cyanobacteria y

Verrucomicrobia.
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Vegetacion natural Familia. (a)

Vegetacion natural: Familia
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Figura 2.19. muestran las abundancias por Familia con el paquete Plus. Las ilustraciones
en forma de rectangulos muestran el contenido de las familias por medio del tamafio de
cada bloque, encontrando diferencias de orden en varios grupos de organismos.
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Gréficas de Bracken Phylum Standard (a)

Vegetacion natural Phylum
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Cafetales Phylum (b)
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Figura 2.20.(a y b) muestran la abundancia de los phylum con la paqueteria Standard de
cada zona teniendo variaciones en Firmicutes, Bacteroides, Euryarchaeota,
Cyanobacteria, Gemmatimonadetes y Deinococcus — Thermus.
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Figuras de Bracken Familia Standard

Vegetacion natural Familia (a)

Vegetacién Natural Familia
[ DT T

Co: Ph... -
Strepto_ M Is.. ODRS.
Rhiz. pn.

Bradyrhizobiaceae Burkho Pseu.. M. Aa.. [ALC .

Bradyrhizobiaceae
B Rhodospirillaceae
Mycobacteriaceae
Acidobacteriaceae
Alcaligenaceae

B Hyphomicrobiaceae

Cafetales Familia (b)

1 Streptomycetaceae

1 Pseudomonadaceae

Comamonadaceae
Phyllobacteriaceae
M Xanthobacteraceae

M Xanthomonadaceae

e

MM.PZ

B Burkholderiaceae

1 Sphingomonadaceae
Rhizobiaceae
Rhodobacteraceae

M Caulobacteraceae

B Methylobacteriaceae

Cafetales Familia

]

Burkhold...

Bradyrhizobiac...

1 Bradyrhizobiaceae

B Rhodospirillaceae

Sphingomonadaceae

Phyllobacteriaceae
B Microbacteriaceae

B Oxalobacteraceae

¥ Burkholderiaceae
Pseudomonadaceae
Comamonadaceae

Acidobacteriaceae

M Xanthomonadaceae

Xanthobacteraceae

M Streptomycetaceae

1 Mycobacteriaceae
Rhizobiaceae
Rhodobacteraceae

M Pseudonocardiaceae

B Methylobacteriaceae

los

Figura 2.21 muestran el orden de abundancia de familias genéticas de
microorganismos clasificados por medio de la paqueteria Standard.
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Figura 2.22. Correlacion de familias de organismos.

Un analisis de correlacién de familias de organismos obtenida con la paqueteria
de Ploty.js version 2.13.3 para area natural y cafetal se muestra en la Figura 2.22. Los
circulos rojos representan la Vegetacion natural y los circulos azules los cafetales. El
tamafo de los circulos indica la abundancia, y los que llegan a empalmarse indican una

correlacion casi idéntica entre las familias.
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Figura 2.23. Abundancia de dominios de organismos.

La Figura 2.23 indica las abundancias de dominios presentes en ambas
muestras. El enlace de informacion se hizo con la paqueteria de Seaborn version 0.12.1.

El estudio demuestra la abundancia superior de las bacterias > Eucariontes > Archaeas
> Viruses.

Location
e caetales
25 @ Bosque Fino

20

igned_reads

iraken_assi

as

0o o

oo o5 10 15 20 25
new_est_reads 126

Figura 2.24. Correlacion positiva por abundancia de organismos.

67



La Figura 2.24 indica la correlacion positiva (similar) entre una zona y otra por
medio de las abundancias generadas con la paqueteria de seaborn. El andlisis indica
qgue la linea ascendente con los colores hacia el mismo sentido se determina como

correlacion positiva.
Andlisis de fertilidad

Cuadro 2.3. Andlisis de nutrientes de Cafetal y Vegetacién natural os resultados se
asociaron alas lecturas obtenidas de KEGG.

M.O.

No. Ident. pH CE (%) N* Nt P B K Ca Mg Na N- NO3N- NH4 Fe Cu Zn Mn
0
Lab. 1:2+ ng Walkley (o) (%) olsen 'S N”4°A‘7’1NPH KCI2N <~ DIPA
mmho estimad
H20 slem Black o ppm ppm meq/100g ppm ppm
ds1'“' (cmol(+) Kg -1)
1519 Cafetal 4.9 0.06 7.0 0.4 0.2 26 05 04 33 29 0.04 4 15 84 1 3 59
1520 Vegetacion 4.8 0.06 8.1 0.4 03 15 04 03 40 16 0.1 t 4 94 1 3 28
Natural
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Cuadro 2.4. Analisis de lecturas relacionadas a rutas que influyen en los nutrientes.

Rutas bioguimicas Vegetacién natural lecturas | Cafetal lecturas
Metabolismo de Nitrogeno 6075 5579
Ruta de la pentosa fosfato 962 927

Sefializacion de calcio 0 5

Metabolismo de la porfirina y la

clorofila (Mg) 479 535
Sefalizacion de calcio/sodio 13 10
ABC transportadores sodio 1170 1112
ABC transportadores hierro 3034 2824

Sistema de dos componentes Cobre 3998 4266
ABC transportadores zinc 84 85
ABC transportadores Manganeso 173 196
Total 15988 15539

En el cuadro 2.4 se seleccionaron las lecturas que tuvieran relacion con los
nutrientes asociados a los obtenidos en el analisis de fertilidad. Con base en el estudio
bioinforméatico en el total de secuencias estudiadas indican una similitud importante en el

namero total de las etiquetas que se generaron.
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Los analisis indican que el cambio de vegetacién afecto principalmente en la
materia organica y en el Nitrégeno total. De acuerdo con Salazar Conde et al., (2004). El
cambio de bosques o selvas genera un deterioro en la vegetacion principal. Por otro lado,
Tacuna et al., (2015) menciona que la revegetacion con especies nativas puede tener un
efecto postivo en el suelo. En este sentido el cambio de vegetacion natural por cafetales
con base en los andlisis de suelo el nitrdgeno, la materia organica y el fésforo generaron
mayor pérdida. La conversion de bosque a sistemas agricolas disminuye la cantidad de
P labil e incrementa la proporcion de formas no disponibles (Galvan-Tejeda et al., 2014;

Bayuelo Jiménez et al., 2019).

El entorno, y en particular sus cambios espacio-temporales, ejerce fuertes
presiones de seleccidn sobre los rasgos fenotipicos relacionados con la aptitud. Si estos
rasgos se controlan genéticamente, la seleccion natural conduce a poblaciones
adaptadas localmente. Por lo tanto, los factores ambientales dejan una firma especifica
en los genomas de especies y poblaciones. Esto permite la inferencia de la adaptacion
local sin medir directamente los rasgos de aptitud, sino determinar el efecto de los
factores ambientales en las frecuencias alélicas utilizando métodos gendmicos
enfocados al ambiente, como las asociaciones genotipo-ambiente. EI campo de
investigacion de la gendmica del medioambiente contribuye a la comprensién de los
mecanismos gendmicos que subyacen a la adaptacién local, al tiempo que detecta los
factores ambientales que la impulsan. La inferencia gendémica del medioambiente se
puede ampliar para evaluar la posible mala adaptacion de las poblaciones al cambio
ambiental (compensacion genémica). Este conocimiento es particularmente valioso en
el contexto de las alteraciones ambientales inducidas por el hombre, como el cambio
climatico o del uso del suelo; y, por lo tanto, es relevante para la conservacion de la
naturaleza y la gestién de los ecosistemas. De hecho, el concepto de compensacion
gendmica puede esclarecer el flujo de genes asistido y las estrategias de migracion, que
ahora estan en el centro de los programas de conservacién para apoyar a las poblaciones
amenazadas por el cambio de uso del suelo y por el clima y fortalecer la resiliencia del

ecosistema (Rellstab et al., 2015).
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El analisis bioinformatico desde terminal de Ubuntu 20.04 es efectivo para
conectarse desde la unidad del usuario a un servidor remoto, como se menciona en la
investigacion de Portillo et al., (2022), facilitando el acceso a ensamblaje de los
metagenomas entre el Forward y Reverse. El uso de taxonomia y abundancia por medio
de Kraken2 y Bracken arrojo datos importantes y similares a los de MG-RAST, sin
embargo, el procesamiento de los andlisis queda libre para graficas en programas como
Excel y lenguajes de programacion como R y Python. El uso de este pipeline requiere
mas experiencia en el uso de las tecnologias, a pesar de ello, trabajar con el servidor a
través de terminal reduce el tiempo de procesamiento de Gigas de informacién, logrando

asi obtener valores en el menor tiempo posible.

Por otro lado, se comprobd con estudios como los de Shaban et al., (2022) que
el pipeline del analisis bioinformético con MG-RAST es un software computacional muy
poderoso y accesible a un flujo de trabajo con opciones para el analisis de shotgun por
las multiples funciones y extensiones a otros programas como Krona, Citoscape, KEEG
Mapper, R, giime2 etc. También se coincide con Shen et al. (2022) que MG-RAST es
una de las plataformas que resuelve problemas especificos en cuanto a manejo de
informacion al ofrecer una profundidad y compresion de las funciones de los genes por
lo que lo convierten en un programa de vanguardia para el procesamiento de datos

omicos.

Otras investigaciones afirman la funcionalidad de MG-RAST para el manejo de
informacion bacteriana como en la investigacién de Ayiti et al. (2022), este software
permitié visualizar Bacterias, Eukaryota, Archaea, Virus y secuencias desconocidas.
Obteniendo Taxonomia, Abundancia y Potencial metabdlica de cada muestra.

El andlisis de shotgun es una herramienta poderosa para el andlisis taxonémico
y abundancia de Bacterias, Eukaryota, Archaea y Virus en suelos, creando una red de
informacion metabdlica. Esto quiere decir que es posible conocer la capacidad de una
zona por medio de andlisis metagendmicos, dejando un camino importante para
investigadores que les interesen algunos de los compuestos o lineas de investigacion en

algun proceso que se lleve a cabo en ese ambiente. El uso de programas como
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MEGAHIT, Kraken2, Bracken y MG-RAST ayudan a procesar bases de datos que
otorgan una comprension mas exacta del entorno en el que sea pretende hacer una
modificacién. El andlisis comparativo de la zona perturbada (Cafetal) con el sitio no
perturbado (Bosque Pino-Encino), demostré que hay disminuciones y aumentos en
ciertos parametros, a pesar de ello en ambas zonas predominaron las bacterias, seguido
de Archaeas, posteriormente Eukaryota y al ultimo Virus de DNA. Aun cuando en esas
dos zonas su uso de suelo y vegetacion es distinto se coincidié en muchos géneros de

microorganismos entre una zona y otra.
2.6 CONCLUSIONES

Se identificaron modificaciones a nivel metagendmico y de fertilidad derivadas
del cambio de uso del suelo de vegetacion natural a cafetales en la Sierra Norte de
Puebla. Este analisis robusto ayudd a una mejor interpretacion de los procesos que se
llevan a cabo a nivel bioquimico y, especialmente, molecular, gracias a los millones de

lecturas que ofrece la secuenciacion de shotgun.
2.7 ALCANCES

El presente trabajo queda abierto a toda obtencion de compuestos y
microorganismos encontrados dejando un panorama bastante amplio para estudios

biotecnolégicos en beneficio de la agricultura y ciencias biomédicas.

72



CONCLUSIONES GENERALES

Un cambio de vegetacion natural genera un impacto en el ecosistema; sin
embargo, los estudios cientificos demuestran valores que pueden ser interpretados con
ayuda de expertos en diferentes areas con la finalidad de generar un panorama amplio
de las modificaciones. Los andlisis pueden ayudar a la gente de la comunidad explicando
los efectos generados en proximas transformaciones que tengan similitud a esta

evaluacion.
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I unknown protein - 24,710,556 (64.89%)
B annotated protein - 13,334,294 (35.02%)
M ribosomal RNA - 35624 (0.09%)
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M failed QC - 256,379 (0.64%)
B unknown - 1,717,065 (4.29%)
W predicted feature - 38,080,474 (95.07%)
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