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Introduccion

Esta investigacion trata el tema de la restauracion del bosque de la Isla del Coco, cuyo objetivo
fue hacer un andlisis de la regeneracién natural del bosque, desde la perspectiva del proceso de
sucesion secundaria y la relacion de la comunidad de bacterias y hongos del suelo. Esta tematica
fue seleccionada luego de varias visitas al Parque Nacional Isla del Coco (PNIC), donde se
observo que, en las areas que fueron deforestadas, el bosque no logré reestablecerse. Ademas,
lo que motivo trabajar en el PNIC, fue su importancia para la conservacion de su flora nativa y
sus endemismos, dado que la conservacion enfrenta serios retos debido a la introduccion de

especies, en especial cerdos y venados.

Como propuesta metodoldgica, se hizo uso de cercos de exclusion para aislar el efecto de los
herbivoros introducidos. Dentro de estos, se aplicaron diferentes tratamientos de restauracion
sustentados en las teorias de la ecologia. Ademas, como caracter innovador de los procesos de
restauracion de bosques y procurando lograr una mejor comprensién de los procesos ecoldgicos
ocultos a nuestra vista, en este ecosistema insular, se empled la técnica de estudio de
comunidades de microrganismos basada en secuenciar segmentos variables de los genes que
codifican para el ARNr. Este andlisis permitié obtener un primer acercamiento a la ecologia de

bacterias y hongos del suelo, y su influencia sobre la flora y los ciclos del carbono y el nitrégeno.

La tesis se presenta en el formato oficial por articulos otorgado por el DOCINADE. Cada articulo
detalla los aspectos tedricos, metodolégicos y los resultados propios. Asimismo, estos se dividen

en secciones de caracter general que dan soporte y contenido a la investigacion.

A continuacion, se brinda una breve descripcion de estas secciones, segun su orden de aparicién

en el documento:

Sintesis. Incluye el marco de referencia tedrico y metodolégico con aspectos propios del sitio de
estudio, hip6tesis y su sustento en las teorias de la ecologia. También, presenta los objetivos de

investigacion.

Articulo 1. Expone el manejo de las especies de plantas que ocupan el area de estudio que
secuestran la sucesion natural del bosque. La metodologia empleada se bas6 en diferentes
técnicas de restauracion activa: dos tipos de remocién de la vegetacion (corta y arranque) y el
uso de clausuras o cercos de exclusion; a fin de evaluar el impacto de cerdos (Sus scrofa) y
venados cola blanca (Odocoileus virginianus) en el proceso de regeneracion natural. Los
resultados del articulo permitieron evaluar el banco de semillas del suelo y la respuesta de la

regeneracion natural. Este capitulo también incluye los Objetivos Especificos 1, 2y 3.



Articulo 2. Presenta el andlisis de la microbiota del suelo como instrumento de evaluacion de los
cambios de la comunidad microbiana, asociados con la aplicacion de los dos tratamientos de
restauracion (corta y arranque de vegetacion) y a cambios atribuibles a las variables quimicas y
textura del suelo. Para acceder a la comunidad de microrganismos se utilizé el ADN gendmico
del suelo y se analiz6 la comunidad bacteriana y fangica mediante la amplificacion y
secuenciacién de segmentos de los genes que codifican para el ARNr. Ademas, el articulo
incluye la composicién del microbioma y describe como fue afectado por los tratamientos
realizados en campo y la prediccién de rutas metabdlicas del suelo. Asimismo, se presentan los
Objetivos Especificos 4y 5.

Discusion global. Ofrece el analisis de las diferentes teorias y conceptos de la ecologia que
fueron probados, enfocado a cémo estas explican el proceso de sucesién secundaria en el PNIC

y que son apoyadas por los resultados obtenidos.
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Sintesis

En esta seccidn se presenta la tematica de la restauracion ecoldgica y diversos factores que
intervienen en el éxito de restaurar un bosque. Asimismo, se describe el area de estudio y sus

particularidades. Finalmente, se presentan la hipétesis y los objetivos de la investigacion.
Isla del Coco: un ecosistema Unico en el mundo y amenazado por la degradacion.

En relacion con el area de estudio, la Isla del Coco es una isla oceanica de 24 km?, ubicada en
el Pacifico Tropical Oriental, a 500 km al sur-suroeste de la masa continental de Costa Rica, en
Ameérica Central (Figura 1), y es el unico punto emergido de la Dorsal de Coco (Cortés, 2008).
La temperatura promedio anual es de 25,5 °C, con minima de 23,1 °C y maxima de 27,6 °C. La
precipitaciéon anual oscila entre los 5000-7000 mm (Herrera, 1986). Esto ha permitido el

desarrollo de un exuberante bosque humedo tropical.

Desde su descubrimiento en 1526, se registran visitas de balleneros, piratas y buscadores de
tesoros. En 1832, la Isla del Coco pasé a formar parte del territorio costarricense (Madriz-Masis,
2008; Montoya, 2016); finalmente, en 1978 fue declarada Parque Nacional (Decreto Ejecutivo
N°08748-A). Por su rigueza natural, ha recibido las declaraciones de Patrimonio Natural de la
Humanidad por la UNESCO (Organizacién de las Naciones Unidas para la Educacién, la Ciencia
y la Cultura) en 1997, y humedal de importancia internacional dentro de la Convencion RAMSAR
(Convencién Relativa a los Humedales de Importancia Internacional especialmente como Habitat
de Aves Acudticas) en 1988 (Trusty et al., 2006). En el 2002, el Gobierno de Costa Rica la
promulgé Patrimonio Histérico-Arquitectonico de Costa Rica, por las pruebas de visitas de
diversos grupos humanos desde el siglo XVIII (MCJD, 2007) y, recientemente, fue declarada

“Blue Park” por los esfuerzos de conservacion marina (FAICO, 2019).
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Figura 1. Mapas para la ubicacion. A) Ubicacion del Parque Nacional Isla de Coco en el Pacifico
Oriental Tropical de Costa Rica, B) Ubicacién del ensayo y principales accidentes geograficos,
C) Distribucion de bloques y tratamientos en el sitio de ensayo, D) Vista area del sector del
Aguacate, nétense los bloques en el campo y la deforestacion sufrida en el sitio, el area de
estudio y disefio experimental empleado.

Respecto del origen de la flora del Parque Nacional Isla del Coco (PNIC), esta se relaciona
especialmente con la del pacifico de Centro América y noroeste sudamericano. Ademas, posee
una alta afinidad con la provincia fitogeogréafica Guyana-Amazonica, la cual se liga a un proceso
de dispersion durante el Plioceno-Pleistoceno, antes de la formacion del istmo centroamericano.

Lo anterior permiti6 a las corrientes marinas llevar a la Isla del Coco propégulos que eran
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arrastrados por rios como el Orinoco y Magdalena, que desembocaban en un océano comun
(Montoya, 2016). Adicionalmente, las plantas han llegado al PNIC por otros mecanismos
naturales de dispersién y por el ser humano de manera intencional o no, condicionando la

diversidad de los diferentes grupos funcionales y familias botanicas.

La particularidad de la flora y su diversidad ha despertado el interés cientifico desde 1838, cuando
se dio la primera expedicién botanica, registrando al 2006 al menos 15 expediciones mas (Trusty
et al., 2006). En tiempos recientes, se suman tres expediciones entre 2016-2017 para actualizar
el catalogo de plantas del PNIC (Estrada-Chavarria et al., 2020). A pesar de que la Isla del Coco
posee una exuberante vegetacion, su diversidad es baja al compararla con la flora continental,

condicién que es propia de la flora de islas jévenes (Montoya, 2016).

La reciente actualizacion del catadlogo de plantas Estrada-Chavarria et al., (2020) reportan 296
especies de plantas vasculares, 219 (74%) nativas y 77 (26%) introducidas. De las especies
nativas, 74% son angiospermas, 44% helechos y 3% licofitas, mientras que las introducidas todas
son angiospermas. El endemismo de la isla alcanza un 21,9%, referido a las especies nativas;
las 48 especies endémicas se registran en diversos habitos, siendo los helechos los de mayor
contribucién con un 58%. De acuerdo con Trusty et al. (2006) y Madriz Masis (2008), la alta
humedad ha favorecido la diversidad y endemismo de helechos en el PNIC, el que supera al
endemismo de las angiospermas, esta condicion no ha sido reportada en ninguna otra isla
oceanica. En otros grupos o habitos se reportan tres especies endémicas de orquideas (Trusty
et al., 2006; Bogarin et al., 2011) y para efectos de esta investigacion dos especies arboreas de
gran importancia: Cecropia pittieri B. L. Rob., especie pionera y Sacoglottis holdridgei Cuatrec.,
especie que representa el 60% de los arboles de dosel y define la estructura del bosque (Bonilla-
Mata & Acosta-Vargas, 2020; Porras Jiménez, 2012). Ademas, se han reportado 153 especies
de bridfitas (musgos), divididas en 98 hepaticas y 55 musgos (Dauphin, 1995; Dauphin, 1999).
Conforme a la flora, el PNIC es un complejo fitogeogréafico compuesto por especies de diferentes
regiones. Su diversidad, endemismo y relaciones biogeograficas convierten a la Isla del Coco en

un lugar de gran importancia para la ciencia (Montoya, 2016).

Por otro lado, y paralelo a las expediciones cientificas al PNIC, desde el descubrimiento se cuenta
una historia relacionada con la degradacién de sus ecosistemas, con alto impacto sobre sus
bosques y las especies nativas. Entre los acontecimientos mas destacados y asociados a la

degradacion estan (Montoya, 2016):

e La introduccion de 103 especies de plantas, en su mayoria de forma intencional, mismas,

con potencial de invadir los sectores de las Bahias Wafer y Chatham.
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e Laintroduccién de ratas (Rattus rattus y R. norvegicus), cerdos (Sus scrofa) en 1793, gatos
(Felis silvestris catus) y venados cola blanca (Odocoileus virginianus) en 1934.

e El establecimiento de una colonia penal entre 1879 y 1881 en Bahia Chatham, con la cual
se deforestaron 10,6 ha para dar paso a la agricultura y donde, hasta la actualidad, no se ha
recuperado el bosque (Figura 1C).

e El establecimiento de una colonia agricola en Bahia Wafer por parte de Augusto Gissler
entre 1894 y 1906; esta etapa dejé como resultado la deforestacion de 35,3 ha usadas para

fines agropecuarios, donde tampoco se recuperoé el bosque.

Es asi como el legado de degradacion de siete periodos de intervencion antropogénica en los
bosques del PNIC son la deforestacion (Montoya, 2016), invasiones biolégicas (Madriz-Masis,
2009; Montoya, 2016), la permanencia de los mamiferos introducidos (Sierra et al., 2020),
herbivoria y consumo de la regeneracion por venados (Acosta-Vargas et al., 2020; Montoya,
2016), alteraciones a la microbiota del suelo producto de la permanencia de los cerdos y venados
introducidos (Granados-Chacoén, 2021), incremento de las tasas de erosion del suelo (Sierra,
2001), alteraciones en la acumulacion de carbono en suelos causadas por cerdos (Castanedo-
Escoto, 2017) y potencial introduccion de plagas y enfermedades con afectacion sobre la flora
nativa (Corrales-Retana, 2018).

Restauracién ecoldgica, disciplina emergente y el mecanismo para recuperar

ambientes degradados

Bajo el concepto de restauracién ecoldgica se agrupan las estrategias que integran la aplicaciéon
de lateoriay la practica; sin embargo, en paises como Estados Unidos, se reconoce a la ecologia
de la restauracion como aquella que se encarga de los conceptos y teorias y, a la restauracion
ecolégica, como la disciplina que las pone en practica. Esta diferenciacion no es tan evidente en
paises hispanoparlantes, donde ambas disciplinas se funden en el concepto de restauracion
ecolégica (Lopez-Barrera, 2014). Actualmente, una de las definiciones mas empleadas para
restauracion ecoldgica es “asistir a la recuperacion de ecosistemas que han sido degradados,
danados o destruidos” (SER, 2004).

Con la restauracion ecoldgica se busca que el ecosistema recupere su integridad ecolégica y su
resiliencia (Parrish et al., 2003; SER, 2004), caracteristicas deseadas dada la degradacién actual
y los escenarios de cambio climatico; sin embargo, segun las alteraciones al componente abiotico
o0 la presencia de especies invasoras, el ecosistema puede llegar a requerir de manejo constante

(Dickson et al., 2014; Shaish et al., 2010). Es asi como la disciplina de la restauracion se postula
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como el medio para contrarrestar la creciente degradacion, por medio de la puesta en prueba de
las teorias y conceptos de la ecologia y apoyandose en la tecnologia (Lopez-Barrera, 2014);
claro esta que, el conocimiento adquirido no justifica seguir degradando ecosistemas, siendo la
premisa: dejar de degradar los ecosistemas existentes (Di Sacco et al., 2021).

La restauracion ecolégica ha tomado mayor auge en los Ultimos afios, en respuesta a la creciente
degradacién de los ecosistemas; sin embargo, no es una disciplina nueva. Se atribuye el inicio
de la restauracion de ecosistemas a Aldo Leopold, por los ensayos realizados en las praderas
de Madison, Wisconsin, EE. UU., en la década de 1930. Previo a los trabajos de Leopold, hay
registros que corresponden a restauracion de ecosistemas como la restauracion del Parque
Nacional de Tijuca en Rio de Janeiro (Brasil), realizada en 1856 como medida para recuperar el
bosque y asegurar el abastecimiento de agua (Rodrigues, 2013). No obstante, es desde la
década de 1980 cuando se da un interés creciente en el tema, que se ve reflejado en el aumento

de publicaciones (Rovere, 2015; Young et al., 2005).

Para Costa Rica, la primera experiencia correspondio al proyecto de restauracion del Parque
Nacional Guanacaste en el Pacifico Norte de Costa Rica en 1986, coincidente con la primera
publicacion (Janzen, 1986). Este primer esfuerzo se da después de un periodo de fuerte
degradacion, caracterizado por la deforestacion del pais entre 1950 e inicios de 1980, para dar
paso a la agricultura y ganaderia (Calvo-Alvarado et al., 2009).

Posterior a esa primera publicacion en 1986, y mediante una recopilacion de publicaciones de la
base Scopus de trabajos de restauracion ecologica en Costa Rica, se contabilizaron 158
publicaciones entre libros y articulos en revistas indexadas hasta el afio 2017. Ademas, se
determiné que los bosques fueron los ecosistemas mas estudiados, especialmente en la Zona
Norte, el Pacifico Norte y el Pacifico Sur de Costa Rica. EI 90% de las publicaciones se centraron
en atributos del ecosistema relacionados con la diversidad (41%), procesos ecoldgicos (35%) y
la estructura de la vegetacion (14); el 10% restante a temas politicos, pagos por servicios
ambientales y de educacion ambiental. Como temas importantes no reconocidos 0 con poco
desarrollo se identificaron los relacionados con el cambio climéatico, indicadores de éxito de la
restauracion, rios, especies invasoras, restauracion de sitios altamente degradados (minas,
tierras de cultivo y ganado) y restauracion de sitios urbanos. Para ecosistemas insulares y la
microbiota del suelo no se encontraron publicaciones (Acosta-Vargas, 2017). Lo anterior, denota
la importancia y relevancia de este trabajo, por los temas por estudiar y por el lugar donde se

realiza.
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Restauracion de los bosques del Parque Nacional Isla del Coco

Para el PNIC, no se encontraron publicaciones cientificas o técnicas relacionadas con la
restauracion de sus bosques. Sin embargo, se registra en los archivos del parque que, en el afio
2004, se inici6 un proyecto de restauracion de los bosques; el cual buscé la erradicacién de
especies introducidas de flora y fauna y la recuperacién del bosque nativo en las areas
deforestadas de Chatham y Wafer (Madriz Masis, 2008). Si bien el proyecto no alcanzé la
totalidad de sus metas, dej6 informacién valiosa de linea base para ser considerada en futuros

proyectos, recopilada en informes técnicos y tesis de pregrado.

Dentro de las investigaciones realizadas en el PNIC que contribuyen a construir la linea base de
la descripcion de los bosques y su ecologia, y que constituyen el punto de partida para la
restauracion, a la fecha, se cuenta con los estudios realizados que describen la flora (Estrada-
Chavarria et al., 2020; Trusty et al., 2006), la estructura de los bosques (Bonilla-Mata, 2017;
Porras Jiménez, 2012; Rivera, 2006), estado y efectos de las especies introducidas (Madriz-
Masis, 2009; Sierra, 2001; Sierra et al., 2020), carbono acumulado en biomasa y suelos
(Castanedo-Escoto, 2017), estado fitosanitario (Corrales-Retana, 2018), genética de S.
holdridgei como especie clave (Araya-Salas, 2019) y diversidad de bacterias y hongos del suelo
en un gradiente altitudinal (Granados-Chacén, 2021). Todos estos estudios previos describen los
atributos de los bosques de la isla y su problematica. Esta informacion es necesaria antes de
iniciar la restauracion, ya que con ella se podran fijar los objetivos de restauracion de acuerdo
con los atributos que se quieren recuperar tales como especies, grupos funcionales, reducir la
erosion del suelo, recuperar la hojarasca, mejorar la incorporacion del carbono del suelo, etc.
Adicionalmente, es necesario determinar los filtros o barreras que impiden la restauracion del
ecosistema como lo pueden ser para la Isla del Coco, la presencia de herbivoros, especies
vegetales invasoras, dificultades reproductivas en especies de flora nativa, procesos ecoldgicos

incompletos, etc.

Para los ecosistemas insulares, la introduccion de especies constituyen un elemento critico de
degradacién, que conlleva a la extincion de especies (Donlan et al., 2000; Sanchez Pacheco
et al., 2000), favorecen el secuestro de los procesos de sucesion, causa alteraciones en la
diversidad y lleva a la pérdida de productividad del ecosistema (Gill & Beardall, 2001; Green
et al., 1997; Koda & Fuijita, 2011; O’Dowd et al., 2003; Rooney & Waller, 2003). Para el PNIC, la
flora y en especial la fauna introducida representada por ratas (Rattus rattus y R. norvegicus),
cerdos (Sus scrofa) y venados cola blanca (Odocoileus virginianus) (Madriz-Masis, 2009), son

motivo de degradacion y filtros para la restauracion del bosque.
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Una vez definidos los atributos y caracterizados los filtros, se puede pensar bajo cual enfoque de
restauracion se trabajard. Segun (Lépez-Barrera, 2014), un ecosistema puede ser recuperado
[1] por medio de la restauracion activa, para la cual se requiere la intervencién y asistencia por
un tiempo determinado, a fin de propiciar la recuperacién del ecosistema al alcanzar su integridad
ecologica, y/o [2] mediante la restauracion pasiva, en la cual el ecosistema puede recuperarse

por si mismo, una vez que se elimina el agente de disturbio que impide su recuperacién natural.

El caso de la restauracion de ecosistemas insulares, como los bosques del PNIC, supone una
mayor complejidad por su flora disarmonica (Montoya, 2016), caracterizada por poseer pocas
especies y baja representacion de grupos funcionales que repercuten en procesos ecoldgicos;
en particular, el escaso nimero de especies de arboles pioneros en el PNIC es una limitante en
la recuperacion del bosque. Lo anterior se suma a la ya, de por si, complejidad del proceso de
regeneracion natural que depende de mdltiples variables como disponer de semillas viables en
el banco de semillas del suelo, que la dispersion se dé eficientemente, procesos de depredacién-
dispersién, apertura de claros en el bosque, cambios de microclima, micorrizas, entre otros (Meli,
2003).

Secuestro de la sucesién secundaria, un problema persistente asociado a la
introduccién de herbivoros y especies de plantas nativas oportunistas

El secuestro de la sucesion secundaria es el estado en el cual, en un sitio, se establece un tipo
de vegetacién cuya estructura y composicion no logra avanzar a un estado superior en la
trayectoria de la sucesién que lleve a la recuperaciéon del bosque; un ejemplo de ello puede ser
un area de bosque humedo tropical cortado, donde se establece una cobertura densa de pastos
0 helechos que no dan paso al establecimiento del bosque. Esta condicién se asocia a la
presencia de especies introducidas invasoras como los pastos que impiden la regeneracion, en
especial para especies de semillas pequefias (Flory & Clay, 2010); también, otros factores que
potencialmente participan son los herbivoros (Relva et al., 2010) y microorganismos presentes

en el suelo (Bever, 2003).

En el PNIC se reconoce la deforestacion en las bahias de Wafer y Chatham para dar paso a
actividades agricolas (Montoya, 2016). En particular, en el sector del Aguacate en Bahia
Chatham, donde se establecio esta investigacion, se da el secuestro de la sucesién secundaria;
en este sitio se perdi6 el bosque y se ceso la actividad agricola hace 142 afios (1881-2022), y a
pesar de ello, el bosque no se regenerd en esta antigua area de labranza. Hoy dia, el area esta
ocupada por las especies nativas oportunistas o invasoras nativas Clidemia strigillosa (Sw.) Dc.

arbusto de hasta 1,2 m, Hypolytrum amplum Poepp. & Kunth hierba con habito de pasto de hasta
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1,3 m que crece en zonas abiertas y en el sotobosque y Entada gigas (L.) Fawc. & Rendle liana
de habito trepador que crece sobre las dos especies anteriores (Figura 2). Estas tres especies
han creado una nueva comunidad vegetal en promedio de 1,4 m de altura, en aparente equilibrio
y diferente al bosque nativo cortado, el cual alcanza hasta 22 m de altura y su dosel es dominado
principalmente por arboles de S. holdridgei, Ocotea insularis (Meisn.) Mez y Clusia rosea Jacq.
(Bonilla-Mata, 2017; Porras Jiménez, 2012).

Si se compara la sucesion secundaria del bosque tropical en el PNIC con la de los bosques
tropicales en continente, esta es muy distinta, dado que entre 15 a 30 afios después de la
deforestacion en Costa Rica continental, se tiene un bosque secundario, logrando recuperar
parte de la estructura y composicion del bosque primario (Reyes Cordero, 2012; Vargas-
Fonseca, 2012). Este patrdon de regeneracion del bosque no ocurre en el PNIC, probablemente
por la accién antes descrita de especies oportunistas, introduccién de herbivoros en ausencia de
depredadores y baja resiliencia del bosque que actian de manera sinérgica impidiendo la

recuperacion del bosque.
Especies invasoras nativas e introducidas y sus impactos

Una especie invasora es aquella que se encuentra fuera de su distribucion natural, logra superar
las barreras bid6ticas y abiéticas que suponen su baja abundancia en un ecosistema (Gilroy et al.,
2017; Richardson et al., 2000), y una vez superadas las barreras que la contienen en su fase de
retardo (Relva et al.,, 2010; Theoharides & Dukes, 2007), logra reproducirse y aumentar su
abundancia llegando a niveles poblacionales nocivos para el ecosistema receptor (Jager et al.,
2009, 2015; Relva et al., 2010). Se ha asociado a las especies invasoras caracteristicas de
agresividad y recientemente se reconocen sus impactos negativos sobre la economia (Cuthbert
et al., 2021; Diagne et al., 2021).

En los Ultimos afios, se habla de las especies nativas oportunistas o invasoras nativas (Truong
etal.,, 2021), las cuales, siendo nativas, encuentran las condiciones para incrementar su
abundancia y afectar las demas especies con las cuales coexisten, llegando a ser comparables
con las especies invasoras (introducidas), dada la severidad de los dafios (César et al., 2014);
esta nueva condicion se puede favorecer por la degradacion de los ecosistemas (Tabarelli et al.,
2012). En buena medida, esta degradacion es ocasionada por el ser humano que modifica el

ambiente promoviendo las invasiones (Klaus & Keyes, 2007).
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Figura 2. Area seleccionada para la aplicacién de tratamientos del ensayo de restauracion en el
Parque Nacional Isla del Coco: A. condicion permanate de secuestro sucesional del sitio dada
por arbustos y bejucos, notese el bosque nativo al fondo, B. Hypolytrum amplum, C. Clidemia
strigillosa, D. Entada gigas.
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Los efectos de las especies invasoras se traducen en problemas biolégicos y econémicos
(Diagne et al., 2021). Se reporta que, desde el afio 1500 DC a la fecha, las especies invasoras
son la principal causa de extincion de animales y de plantas a nivel mundial (Blackburn et al.,
2020); y en el caso de las islas, representan el 86% de las extinciones de especies endémicas
(Bellard et al., 2016). Los efectos nocivos de las especies invasoras sobre los ecosistemas
insulares y sus especies son bien respaldados por diversas investigaciones (Green et al., 1997,
Gill & Beardall, 2001; O’Dowd et al., 2003; Rooney & Waller, 2003; Koda & Fujita, 2011).

Debido a que las especies invasoras tienen el potencial de detener o secuestrar el proceso de
sucesion, y alterar la diversidad y la productividad del ecosistema; sus efectos sobre las
comunidades nativas han sido determinados por diversos indicadores como la tasa de ramoneo,
la pérdida de especies, el desplazamiento de especies y la ocupacion de nichos, entre otros (Gill
& Beardall, 2001; Green et al., 1997; Koda & Fujita, 2011; O’Dowd et al., 2003; Rooney & Waller,
2003). En relacion con la fauna y, en especial, con los herbivoros, los experimentos de exclusion
han demostrado su efectividad para determinar sus efectos en los bosques (Clay et al., 2005;
Leader-Williams et al., 1987; Relva et al., 2010; Rooney, 2009; T. P. Young etal., 1997),
permitiendo cuantificar el impacto sobre la vegetacion, al tiempo que permiten disefiar medidas
de manejo y mitigacién de su impacto.

Jugadores ocultos: el rol de los microorganismos del suelo en la diversidad de

plantas y la regeneracion de los bosques.

Recientes investigaciones han demostrado que la comunidad de microorganismos del suelo o
microbiota representa un nuevo paradigma en los procesos de regeneracion natural de bosques.
Mangan et al. (2010) determinaron que la regeneracién es menor cuando crecen con enemigos
de los arboles adultos, evidenciando fuertes relaciones negativas planta-suelo mediada por la
biota del suelo. Los hallazgos de estos autores tienen sus implicaciones en la ecologia, ya que
las especies arbdreas con fuerte relacién negativa son menos comunes como adultos, sugiriendo
qgue las relaciones negativas de retroalimentacion (feedback) planta-suelo es un importante

mecanismo que mantiene la diversidad y el patron de distribucion de especies en el bosque.

En el suelo, los microorganismos establecen interacciones mutualistas, comensales o patégenas
con las diferentes especies de plantas en un sitio; de tal manera que pueden favorecer o impedir
la colonizacion de las plantas (Bever, 2003; Bever et al., 2012; Meli, 2003; Van Der Heijden et al.,
2006; Vogelsang et al., 2006). Otras investigaciones han determinado que la microbiota influye
en procesos de invasiones de plantas (Callaway et al., 2004; Engelkes et al., 2008; Klironomos,

2000; Reinhart et al., 2003; Vogelsang & Bever, 2009), en la dinamica de la sucesiéon (Kardol
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et al., 2007; Middleton & Bever, 2012) y en la diversidad y la estructura de la comunidad vegetal
(Bever, 2003; Klironomos, 2000; Mangan et al., 2010; Packer & Clay, 2000; Petermann et al.,
2008).

El estudio de la microbiota se realiza por medio de técnicas de secuenciacion de ADN genémico
del suelo que permiten acceder al 99% de los microrganismos que no son cultivables (Schloss &
Handelsman, 2003, 2005); lo cual no es factible con técnicas de cultivo tradicionales. Esta
condicién particular produjo por muchos afios el desconocimiento de los potenciales efectos de
la comunidad de microorganismos sobre el desarrollo de comunidades vegetales en su estructura
y diversidad (Bever, 2003; Klironomos, 2000; Mangan et al., 2010; Packer & Clay, 2000;

Petermann et al., 2008).

Dado los avances en ecologia de microorganismos y en técnicas de extraccion y secuenciacion
de ADN, en la actualidad es posible conocer la diversidad, taxonomia y funciones de muchos de
los microorganismos en diferentes ambientes o muestras clinicas (Rasheed, 2013). El desarrollo
de la metagendmica y los analisis de comunidades (“amplicon sequencing”), han permitido
caracterizar los microorganismos de una muestra por su taxonomia y funcién (Zepeda Mendoza
et al.,, 2015). En los ultimos afios, estas nuevas metodologias también se han aplicado en el
campo de la ecologia con el fin de describir y conocer la composicion de microorganismos
presentes en diferentes ecosistemas que van de suelos (Arnold, 2016; Eaton, McGee, Hoke,
et al., 2020), océanos (Rojas-Jiménez, 2018), insectos (Mufioz-Benavent et al., 2021), anfibios
(Abarca et al., 2018), entre otros.

El conocimiento de la microbiota de los ecosistemas en la Isla del Coco es pobre; a la fecha, en
las recopilaciones del estado e interés de las investigaciones realizadas en el PNIC hechas por
Montoya (2016) y Cortés (2012), se reporta solamente un estudio afin a microrganismos del suelo

enfocado en mixomicetes (Rojas & Stephenson, 2008).

Restauraciéon del bosque del Parque Nacional Isla del Coco, una prueba a las

teorias y conceptos de la ecologia

Anthony Bradshaw sugirié que la restauracion ecolégica es la prueba acida de las teorias de la
ecologia (Jordan, 1985). Desde este punto de vista, se entiende que la restauracion ecolégica
se encarga de falsear las teorias de la ecologia con su puesta en la practica, e informar a la

comunidad cientifica de su aplicabilidad bajo ciertas condiciones en los diferentes ecosistemas.
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Son muchas las teorias y conceptos de la ecologia que pueden ser puestos a prueba, para el

caso del Parque Nacional Isla del Coco, se presenta una lista junto a la pregunta de investigacion

relacionada (Tabla 1).

Tabla 1. Teorias y conceptos de la ecologia probados en el ensayo de restauracion y su

respectiva pregunta de investigacion asociada. Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica, 2020.

Teoria/Concepto de la ecologia

Preguntas e implicaciones para esta investigacion

Teoria de la sucesidon secundaria
(Guariguata & Ostertag, 2002).

.Se encuentra la sucesion secundaria inactivada o
secuestrada por accion de plantas invasoras?
¢ Qué factores abidticos impiden la
secundaria?

¢Cuenta el bosque de la Isla del Coco con los
mecanismos biologicos y capacidades necesarias para
regenerarse por si mismo?

¢, Como afecta la degradacion del sitio?

¢,Coémo influy6 la fisiologia y ecologia de las diferentes
especies en la colonizacion o no del sitio de ensayo?

sucesion

Teoria de la silvigénesis (Hallé
et al., 1978).

¢En Isla del Coco, la silvigénesis sigue el planteamiento
tedrico del desarrollo de los boques?

Teoria de la biogeografia de islas
(MacArthur & Wilson, 1963).

¢Aplica la teoria de biogeografia de islas en las areas
deforestadas de la Isla del Coco?

Arreglos de especies: facilitacion vs
competencia (L6pez-Barrera,

¢La actual composicion de la flora esta limitando el
proceso de sucesion secundaria en el sitio de estudio?

2014).
Banco de semillas (Garwood, | ¢Como responde a los tratamientos de restauracion y
1989). cual es la composicibn de especies nativas e

introducidas en el banco de semillas?

Ciclos biogeoquimicos

¢Como ha afectado la degradacion en los ciclos
biogeoquimicos en el area de ensayo?

Coevolucién de especies
(New England Forests, 2019).

¢Existen  procesos  enérgicamente  ineficientes
evidenciados en dominancia de algunas especies?

Dinamica de claros

¢Lograron los tratamientos de restauracion simular la
apertura de claros?

microrganismos (Bever, 2003).

Dispersion ¢Cuentan las especies arbéreas con mecanismos de
dispersion eficientes?
Teoria “Feedback” plantas- | ¢ Es posible evidenciar por medio de los analisis de

microbiomas la existencia de relaciones de

retroalimentacion (feedback) en el ensayo?

Grupos funcionales

¢ Estan representados todos los grupos funcionales que
aseguren el proceso de regeneracion y la permanencia
de las especies arboreas en los bosques del PNIC?

22



Tabla 1. Continuacion...

Heterogeneidad topografica ¢Es la diversidad topografica (microtopografica) de la
Isla del Coco un filtro a la recuperacion del bosque?
Ingenieros ecosistémicos ¢Coémo  acttan los  herbivoros  introducidos

redireccionando y construyendo el bosque?

Nicho ecolégico (Hutchinson & | ¢La degradacion que se produjo en el sitio llevd a que
MacArthur, 1959) se perdiera el nicho para las especies arbéreas nativas,
obligando asi a la sustitucién del bosque nativo?
Poblaciones dormidas (Spear et al., | ¢Existen poblaciones dormidas (plantas) que puedan

2021). responder a cambios del medio fisico y las vuelva?

Redes tréficas ¢, Como se alterd la red trofica con la introduccion de
herbivoros y cuales son sus repercusiones sobre los
bosques?

Resiliencia ¢La resiliencia del sitio estd comprometida por la

diversidad de especies, grupos funcionales o posible
ausencia de procesos ecoldgicos?

Hipotesis
El bosque nativo de la Isla del Coco fue degradado como consecuencia de los disturbios
antropogénicos provocados durante dos periodos de colonizacion y la introduccién de especies

de floray fauna exéticas. En las areas degradadas se establecié una comunidad vegetal diferente

en su estructura y composicion al bosque nativo.

Hasta el momento se desconocen las causas que no permiten al bosque nativo recuperarse en
dichas areas degradadas. Sin embargo, se maneja la hipétesis que, provocando un nuevo
disturbio y eliminando los agentes de degradacion (flora y fauna exoticas), se reactivara la

regeneracion natural y se alterara la microbiota del suelo en el sitio de ensayo.

La hipétesis en sus dos aristas se sustenta en conceptos y postulados de teorias de la ecologia.
El sitio de ensayo se encuentra en estado homeostético del ciclo de la silvigénesis, caracterizado
por la poca energia libre (Hallé et al., 1978). Esta condicién ha dado como resultado el secuestro
del proceso de sucesion, condicién que se caracteriza por la imposibilidad del sitio de avanzar
en las fases de la sucesién, que conducen a la formacién de un bosque secundario (Guariguata
& Ostertag, 2002).

Se sabe que los bosques no son ecosistemas estaticos, al contrario, estdn sujetos a
perturbaciones naturales como la apertura de claros del dosel y los deslizamientos (Denslow,
1987); estos disturbios, permitiran la coexistencia de especies en el tiempo y el espacio

(Guariguata & Ostertag, 2002). Ademas, la sucesién secundaria se nutre de la lluvia de semillas
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y de los bancos de semillas, estos ultimos de mayor significancia (Garwood, 1989). Para el
ensayo, al eliminar la cobertura en el sitio, se crea un disturbio semejando la apertura de claros,
con cambios inmediatos por el aumento en la luminosidad y la temperatura, que estimularan la
germinacion del banco de semillas (Dalling, 2002). Al incrementar la luminosidad y aumentar la
temperatura en el suelo y dado que, las dos especies arboreas con potencial de colonizar el sitio
de estudio en el PNIC presentan latencia condicional se espera que, Cecropia pittieri al igual que
las otras especies en el género, rompa la latencia por efecto del incremento de la luminosidad y
en el caso de Ochroma pyramidale lo haga por temperatura (Dalling, 2002; Vazquez-Yanes &
Orozco-Segovia, 1994); adicionalmente algunas “malezas” y helechos lo haran al cambiar estas
variables ambientales (Dalling, 2002). En el caso de semillas enterradas a gran profundidad,
estas podrian tener poca injerencia en la regeneracién excepto cuando se remueve el suelo por
la caida de un arbol (Garwood, 1989), de aqui la justificacion de arrancar la vegetacién como uno

de los tratamientos aplicados.

Un mecanismo que modifica las interacciones planta-planta es la retroalimentacién (feedback,
Bever, 2003) de la comunidad planta-suelo, que se basa en cambios de la densidad y
composicion de los microorganismos, y que puede ser ventajosa o perjudicial para las plantas
gue interacttan. Bever, (2003; Bever et al., 2012), mencionan dos tipos de retroalimentaciones
(feedback), las positivas donde se da la relacion de una especies de planta con un mutualista
gue cambia su densidad (Dickie et al., 2005), esta relacion seria la causa de invasiones por
ciertas especies de plantas y con ello la reduccién de la diversidad de un sitio. En el caso de
retroalimentaciones negativas, se dan por la presion selectiva de patdégenos, donde semillas y
plantulas seran mas afectadas por su cercania a las plantas adultas (Mangan et al., 2010; Packer
& Clay, 2000) que resisten mejor los patdgenos; este mecanismo estaria incrementando la
diversidad (Bever et al., 2010), y explica la existencia de especies con abundancias relativas

bajas en los bosques (Mangan et al., 2010).

Dentro de los grupos de microrganismo que han sido reportados en con retroalimentaciones
positivas estan las ectomicorrizas (Dickie et al., 2005) las cuales juegan un papel importante
variando el acceso al N orgénico y el fosforo (Tibbett & Sanders, 2002). Por lo anterior, se ha
hipotetizado que la microbiota podria llegar a modificarse en respuesta a cambios en la
vegetacion del sitio de ensayo como producto de los tratamientos de restauracion aplicados, en
particular los grupos de ectomicorrizas y algunos patdgenos considerando lo expuesto en el
trabajo de Bever et al. (2010).
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Importancia de lainvestigacion y de los objetivos de esta tesis

Este estudio investiga diferentes barreras bidticas y abitticas que interfieren con la regeneracion
natural en un area deforestada en el PNIC; donde la sucesion secundaria ha estado secuestrada
por cerca de 140 afios. Esta afirmacion se basa en que la vegetacién arbustiva en estado climax
en el sitio donde se realizé el ensayo no corresponde a la estructura y composicion del bosque

nativo.

Hoy, es poco lo que se conoce de la ecologia de los bosques y las plantas del PNIC. Por otra
parte, el campo de los microrganismos del suelo es practicamente inexplorado. Por lo anterior,
los resultados que aqui se presentan y las posibles acciones por tomar para superar las barreras
a fin de lograr la recuperacion del bosque, constituyen grandes aportes para la conservacion de
los bosques del PNIC y de otros ecosistemas insulares, donde la necesidad de restaurarlos es

inminente y urgente.
Para alcanzar los aportes antes citados, este estudio cumplié con los siguientes objetivos:
Objetivo general

Valorar el efecto de diferentes tratamientos de restauracion sobre la regeneracion de la flora
vascular y la comunidad microbiana del suelo, como base para definir estrategias de
restauracion ecolégica en el Parque Nacional Isla del Coco.

Objetivos especificos

1. Comparar en el campo la efectividad de diferentes tratamientos de restauracion para
determinar el potencial de regeneracion de las especies arbdreas nativas a partir del
banco de semillas del suelo.

2. Determinar los potenciales filtros biéticos y abibticos que las especies arbéreas nativas
enfrentan para definir la necesidad de intervenir el sitio activamente.

3. Evaluar en el campo la expresion del banco de semillas del suelo de especies
oportunistas o invasoras, para definir medidas de manejo adaptativo del sitio a fin de
lograr la restauracion del bosque.

4. Discriminar si la composicién taxonémica de la comunidad de bacterias y hongos del
suelo se modifica con la aplicacion de los tratamientos de restauracion, para sugerir
posibles asociaciones con un tipo de cobertura vegetal en particular.

5. Relacionar las caracteristicas quimicas y la textura del suelo con la composicion

taxondmica de la microbiota del suelo, para sugerir las posibles correlaciones de las
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variables del suelo con la diversidad y abundancia de la comunidad de bacterias y
hongos.

Metodologia aplicada

Para alcanzar los objetivos se utiliz6 una combinacién de técnicas empleadas en ecologia,
respaldadas por su efectividad, asimismo, técnicas novedosas para evaluar los microrganismos
del suelo-En el Articulo 1 se hace referencia a la utilizacion de cercos de exclusion para aislar el
efecto de los cerdos y los venados del sitio de estudio, para su posterior comparacion con el
testigo sin excluir (Clay et al., 2005; Relva et al., 2010), acompafiados de las técnicas de corta 'y
arranque de vegetacion, basadas en la teoria de la sucesion secundaria y la dinamica de claros
del bosque (Lamprecht, 1989; Whitmore, 1998).

En el Articulo 2 se menciona el analisis de comunidades microbianas, en particular bacterias y
hongos, haciendo uso de ADN gendmico del suelo que, con el apoyo de los analisis
bioinformaticos, permitié determinar la diversidad y abundancia relativa de los principales grupos
taxondmicos de bacterias y hongos del suelo; ademas, se siguieren posibles vias metabdlicas
asociadas a la comunidad bacteriana. En los articulos se da el detalle los métodos de campo,
laboratorio y de andlisis estadisticos empleados. Por lo anterior, se invita a revisarlos.

Permisos de investigacién

El proyecto cont6 con los permisos 2016-1-ACMIC-002, 2017-1-ACMIC-004 y 06-2018-I-ACMC
otorgados por el Area de Conservacion Marina Cocos para aplicar los tratamientos de
restauracion y el muestreo de suelos. Ademas, el permiso R-012-2016-CONAGEBIO-OT
otorgado por la Comision Nacional para la Gestién de la Biodiversidad (CONAGEBIo) para el

acceso al ADN gendmico del suelo
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Articulo 1. Efectividad de dos tratamientos para propiciar la regeneraciéon arborea:
implicaciones paralarestauracion del bosque en el Parque Nacional Isla del Coco,

Costa Rical

Recibido: 29-01-2019 Corregido: 27 04-2019 Aceptado 01-10-2019

Resumen

La Isla del Coco es la Unica del Pacifico Oriental con bosque tropical himedo. Su diversidad
abarca desde arboles hasta helechos. El endemismo alcanza el 19,3%. El bosque fue degradado
por deforestacién e introduccion de flora y fauna como cerdos cimarrones y venados cola blanca.
Con el objetivo de restaurar las areas deforestadas, se probd la corta y el arranque de vegetacion
como tratamientos para estimular la regeneracion natural. Utilizando un disefio de bloques
completos al azar, se ubicaron dentro de un cerco de exclusion los tratamientos de corta y
arranque de vegetacion y testigos. Luego de 22 meses se registrd regeneracion de las especies
endémicas Cecropia pittieri con 35 individuos y Sacoglottis holdridgei con tres; la regeneracion
se establecio principalmente durante los primeros 15 meses. La cobertura en los tratamientos
cambid la estructura y la composicion. Las especies mas abundantes son el pasto Paspalum
conjugatum (39%) en la nueva cobertura, Entada gigas (28%) y Clidemia strigillosa (12%) en la
cobertura original eliminada. La liana E. gigas tiene un alto potencial de re-invasién pues su tasa
de crecimiento de 1,6+£0,2 m/mes. Se concluye que los herbivoros tienen un fuerte impacto
negativo en el desarrollo del bosque, el banco de semillas de especies arbéreas esta agotado y
la dispersion de semillas no se da a falta de dispersores. Por lo tanto, para restaurar el sitio se
debe recurrir a la restauracion asistida en una serie de etapas que incluyen la plantacién de las

especies arbéreas mas importantes.

Palabras clave: herbivoria, Isla del Coco, regeneracion natural, restauracién, venados cola

blanca, cerdo

1 Acosta-Vargas, L. G., Rovere, A. E., & Camacho-Sandoval, J. (2020). Effectiveness of two treatments to promote
tree regeneration: Implications for forest restoration in the Isla del Coco National Park, Costa Rica. Revista de Biologia
Tropical, 68(S1), S103-S114.
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Introduccién

La Isla del Coco, al igual que otras islas oceénicas, constituye un sitio Unico. Su aislamiento ha
direccionado la evolucién de sus especies y ecosistemas, permitiendo el desarrollo de fauna y
flora particulares (Losos & Ricklefs, 2009) y de alto endemismo. La alta humedad en la isla ha
favorecido la diversidad y el endemismo de helechos, igual que al endemismo de las
angiospermas, condicidn gue no se ha encontrado en ninguna otra isla (Trusty et al., 2006). Esto
genera un ecosistema de importancia mundial por su aporte a la biodiversidad (Sanchez Pacheco
et al., 2000).

En el Parque Nacional Isla del Coco (PNIC), se reportaron 263 especies de plantas, de ellas 81
son pteridofitas (helechos), las 182 restantes son plantas vasculares. Se reportan 37 especies
endémicas para un 19,3%; de estas, 16 especies son helechos, tres orquideas, cuatro arboles,
ocho arbustos, cinco hierbas y una liana. Dentro de las especies arboreas estan Cecropia pittieri
B. L. Rob., 1912 y Sacoglottis holdridgei Cuatrec., 1964 (Trusty et al., 2006).

Los ecosistemas terrestres del PNIC han sido afectados por la intervencion humana desde su
descubrimiento. Dentro de los principales hitos de degradacion estan la introduccion de 103
especies de plantas con potencial invasor, la introduccion de ratas (Rattus rattus y R. norvegicus),
cerdos cimarrones (Sus scrofa) en 1973, gatos (Felis silvestris catus) y venados cola blanca
(Odocoileus virginianus) en 1934. Ademas, se deforesté para establecer una colonia penal entre
1879 y 1881 en Bahia Chatham, y una colonia agricola liderada por Augusto Gissler entre 1894
y 1906 en Bahia Wafer (Montoya, 2016).

Los ecosistemas insulares, por su propio aislamiento y pequefio tamafio en la mayoria de los
casos, son altamente fragiles ante cambios climaticos y a la introduccién de especies, ya que
con facilidad se rompen sus umbrales de equilibrio y son propensos a las extinciones. Se reporta
gue el 75% de las extinciones han ocurrido en islas y el 67% de estas, han sido a causa de

introduccion de especies (Donlan et al., 2000; Sanchez Pacheco et al., 2000).

Los efectos nocivos de las especies invasoras sobre ecosistemas insulares y sus especies
nativas son respaldados por diversas investigaciones, las cuales mencionan el estancamiento o
secuestro de los procesos de sucesion, alteraciones en la diversidad y pérdida de productividad
del ecosistema; efectos que han sido cuantificado por la tasa de ramoneo, ocupacion de nichos,
pérdida y desplazamiento de especies, entre otros (Gill & Beardall, 2001; Green et al., 1997,
Koda & Fujita, 2011; O’Dowd et al., 2003; Rooney & Waller, 2003).
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En el PNIC, los efectos de la deforestacion aln son visibles en el paisaje de la isla, las areas
deforestadas abandonadas por mas de un siglo no lograron recuperar el bosque nativo. Ademas,
otras investigaciones reportan los efectos negativos en erosion de suelos (Sierra, 2001) y la
regeneracion y estructura de los bosques a causa de la herbivoria selectiva sobre algunas
especies (Acosta-Vargas, 2016; Montoya, 2016). Sin embargo, los efectos producto de la
introduccion de flora y fauna en el PNIC han sido poco estudiados, aunque se ha sugerido que

han causado un gran impacto.

Parte de los esfuerzos de manejo de especies introducidas en el PNIC fue el proyecto de
restauracion de ecosistemas en el 2004 (Madriz-Masis, 2008), que buscé el control de especies
introducidas y la recuperacién del bosque nativo en las areas deforestadas de Chatham y Wafer;
proyecto que brindé informacién para ser considerada en futuras investigaciones sobre este

tema.

La restauracion de ecosistemas es una disciplina que en el caso de bosques, trasciende la
reforestacion per se, ya que se deben tomar en cuenta los diferentes atributos del ecosistema,
mas alla de la composicién de las especies. Dentro del proceso, deben considerarse los diversos
factores bidticos y abiéticos que entran en juego como lo son especies, genética de poblaciones,
integridad de procesos ecolégicos, suelos, microorganismos y factores climaticos, entre otros. Al

mismo tiempo, deben ser consideradas las interacciones entre los elementos antes citados.

Este trabajo tuvo como objetivos comparar la efectividad de diferentes tratamientos de
restauracion en la regeneracion natural de las especies arbdreas nativas, determinar potenciales
filtros al proceso de regeneracién natural y evaluar la expresion de especies invasoras presentes
en el banco de semillas. Lo anterior con el fin de definir las estrategias de restauracién y manejo
adaptativo del sitio. Como hipétesis de trabajo se planteé que, la regeneracion natural de las
especies arbéreas se expresaria al provocar un nuevo disturbio y se controlaran filtros de agentes

de degradacién de flora y fauna introducida.
Métodos

Area de estudio: Isla del Coco es la Gnica isla oceénica con clima tropical himedo en el Pacifico
Oriental y el Unico punto emergido de la Dorsal de Coco; posee un area de 24 km? y se ubica
500 Km al suroeste de la masa continental de Costa Rica, en los 5°307-5°34" y N 87°01"-87°06"
O (Cortés, 2008). Fue declarada Parque Nacional en 1978 y Sitio de Patrimonio Mundial de la
Humanidad por la UNESCO desde 1997. El Parque Nacional Isla del Coco (PNIC) esta dentro
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de la zona de convergencia intertropical, la temperatura media anual es 25,5°C y la precipitacion
anual varia entre los 5000-7000 mm (Herrera, 1986).

El area de estudio seleccionada se ubica en la ladera noreste del Sector del Aguacate, Bahia
Chatham. Tiene un area de 10 ha, las cuales fueron deforestadas en 1881 con la creacion de
una colonia penal, y posteriormente abandonadas (Montoya, 2016). Hoy dia, el area tiene una
cobertura relativamente homogénea de arbustos de Clidemia strigillosa (Sw.) Dc. 1828
(Melastomataceae), el pasto Hypolytrum amplum Poepp. & Kunth, 1837 (Cyperaceae) y la liana
Entada gigas (L.) Fawc. & Rendle 1920 (Fabaeace).

Unidad experimental: Consistié en parcelas de 10X10 m delimitadas en campo. Cada unidad

experimental albergd un tratamiento diferente y su asignacion fue de manera aleatoria.

Disefio experimental: Se trabajé con un disefio de bloques completos al azar; en campo se
establecieron cuatro bloques en agosto de 2016. Los bloques fueron ubicados en el area de
estudio teniendo como criterio de seleccién pendientes menores al 40%, la seleccién de la
ubicacién de los bloques se hizo al azar de entre los posibles puntos para su ubicacién. El bloque

se orient6 siguiendo la curva de nivel, para dar la misma condicién de fertilidad y humedad.

Para cada bloque se construy6 un cerco de exclusion de 1,7 m de alto y de 10X30 m para evitar
el ingreso de herbivoros: cerdos cimarrones (Sus scrofa Linnaeus 1758) y venado cola blanca
(Odocaoileus virginianus Zimmermann 1780). Dentro de los cercos se aplicaron los tratamientos

de arranque de vegetacion, corta de vegetacién y un testigo.

Los tratamientos de restauracion consistieron de la aplicacion de varias técnicas, estos fueron:
1. Corte de vegetacion dentro del cerco exclusion (CVEX), se corté la vegetacion a nivel del suelo,
su efecto: liberacion de luz; 2. Arranque de vegetacion dentro del cerco de exclusiéon (ArEx), las
plantas fueron arrancadas y sacudidas para dejar el suelo en el area de tratamiento, su efecto:
libera luz y se remueve el suelo exponiendo el banco de semillas enterrado; 3. Testigo positivo
dentro del cerco de exclusion (TEX), aisla el efecto de herbivoros; 4. Testigo negativo fuera del
cerco de exclusion (TsEx), mantiene la condicién permanente de disturbio del sitio de estudio; 5.
Corte sin cerco de exclusion (CsEx), evalu6 el efecto de herbivoros en el establecimiento de
especies arboreas, se aplicé 11 meses después y se hizo guiado por resultados preliminares del

ensayo. El orden de los tratamientos se aleatoriz6 en cada bloque (Figura 1).

Toma de datos: En cada visita, dentro de cada tratamiento se registro la regeneracion de las
especies arboreas, las cuales fueron identificadas y marcadas con un cddigo Unico en una placa

de aluminio. A cada arbol se le midi6 la altura en metros utilizando una vara telescopica; en
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arboles >1.5 m de altura, se midié el diametro en milimetros a 1,3 m de altura, utilizando una

cinta diamétrica.

La cobertura de herbaceas, de hojarasca, suelo desnudo y roca fue estimada por el Método
Braun-Blanquet (Newton, 2007). En cada unidad experimental, se tomaron al azar diez puntos
de muestreo de 1x1 my se dejo un metro alrededor para evitar el efecto borde.

En el caso de la liana E. gigas, se realiz6 una medicién de los rebrotes que crecian sobre los
cercos, provenientes de los bordes de la vegetacion remanente. A cada brote se le midi6 su

longitud total, nimero de brotes secundarios y longitud del brote secundario.

El periodo experimental se extendi6 entre agosto de 2016 a julio de 2018, realizando mediciones

en promedio cada cuatro meses, contabilizando en total cinco mediciones.

Analisis de datos: Se aplico la prueba de Shapiro Wilk (Shapiro & Wilk, 1965) para determinar
la normalidad de los datos y la prueba de Levene (Levene, 1961) para la homocedasticidad. El
analisis de los resultados del ensayo para determinar la efectividad de los tratamientos se realiz
por medio de un analisis de varianza (ANOVA). En caso de no cumplirse alguno de los supuestos

de normalidad y homocedasticidad, se utilizé la prueba de Friedman (Friedman, 1937).

El andlisis multivariado se us6 para determinar los cambios dados en las coberturas en la
composicion de especies y sus abundancias. Se utilizaron las pruebas descritas por Clarke
(1993) de escalamiento no métrico multidimensional (NMDS: Non-metric multidimensional
scaling) ya que utiliza una matriz de similaridad Bray-Curtis que permite valores nulos; la prueba
de andlisis de similitudes (ANOSIM: Analysis of Similarity) para determinar las similitudes entre
coberturas de los diferentes tratamientos y el analisis de porcentajes de similaridad (SIMPER:
Similarity percentage analysis) para determinar las especies que dan la similaridad entre los
tratamientos. En todos los casos se utilizaron distancias Bray-Curtis y 9999 permutaciones. Los
datos fueron analizados utilizando el software estadistico PAST version 3.21 liberada en octubre
de 2018 (Hammer et al., 2001).

31



Resultados

Regeneracién de especies arbdreas: Entre los tratamientos de corta y arranque de la
vegetacion, no hay diferencias en su efectividad para estimular la regeneracion de las especies
arbdreas (Friedman= 0.3377). El testigo excluido reporté dos individuos en el borde por lo que

no es atribuible al tratamiento y el testigo sin exclusién no report6 regeneracion (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de pruebas estadisticas realizadas a los datos del ensayo de restauracion.

Prueba Valor de p Chi? Chi?, corregido
Shapiro <0,05

Levene 0,2442 (>0,05)

Kruskal-Wallis 0,1146 4,106 4,333
Friedman 0,34673 2,625 2,8

Durante el periodo experimental de 22 meses, se registraron 63 individuos, 58 de C. pittieri y
cinco de S. holdridgei. De ellos, dos fueron individuos preexistentes al ensayo y tres que
germinaron del banco de semillas del suelo. A dos meses de iniciado el ensayo, se observé
regeneracion de C. pittieri junto con algunos pastos, a los siete meses se registran 32 individuos
con una altura promedio de 43,8+9,8 cm (n= 32; SD: 28,16), correspondiendo al momento de
mayor reclutamiento de regeneracion. A los 15 meses, se reportaron 49 individuos vivos;
cantidad que decay6 a los 22 meses a 38 individuos (Figura 3), distribuidos en 35 arboles (437,5
arboles/ha) de C. pittieri y tres (37,5 arboles/ha) de S. holdridgei; con altura promedio de
2,37£0,43 m (n = 42; SD = 1,43).

De los 63 individuos registrados, 21 se monitorearon de la primera a la quinta medicidn, entre la
segunda y cuarta medicion se reclutaron 31 arboles (Figura 3). La mortalidad se registr6 en todas
las mediciones y no present6 un patrén regular. Al final del periodo experimental, se registraron
25 individuos de C. pittieri muertos; de ellos, 21 mueren por causas de seleccién natural y los
cuatro restantes que regeneraron en el tratamiento de corta sin exclusién fueron comidos por

herbivoros, en este tratamiento no se registraron mas reclutamientos.
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Figura 3. Regeneracion, reclutamiento y mortalidad de las especies arboéreas registradas en el

ensayo de restauracion.

Cambio de cobertura: Luego de 22 meses de periodo experimental, las unidades
experimentales donde se aplicaron los tratamientos de corta de vegetacion y arranque de
vegetacion dentro de los cercos de exclusion lograron recuperar su cobertura al 100%, mientras
los testigos conservaron su cobertura vegetal original. En términos de cobertura no hay
diferencias entre tratamientos (Friedman p< 0,3528). Sin embargo, la comunidad vegetal
presentd cambios en la estructura y la composicibn de especies entre los testigos y los

tratamientos de corta y arranque de vegetacion.

Durante la ejecucién del ensayo de restauracion se registraron un total de 16 especies de plantas
(Tabla 3). En términos de cambios en la estructura, la vegetacion paso de arbustos de hasta 1,5
m de alto de C. strigillosa e H. amplum, a una densa cobertura de pastos y algunas hierbas y
helechos de hasta 60 cm de alto, dominada por Paspalum conjugatum P.J. Bergius 1772 y
Nephrolepis biserrata (Sw.) Schott 1834 (Figura 4).

33



Tabla 3. Valores del andlisis de similitudes porcentuales (SIMPER) para las especies registradas

en el ensayo de restauracion.

Disimilidaridad Porcentaje de Porcentaje

Especie promedio contribucién acumulado
Paspalum cojugatum 31,94 39,6 39,6
Entada gigas 22,74 28,19 67,79
Clidemia strigillosa 10,03 12,44 80,24
Hypolytrum amplum 5,44 6,745 86,98
Pterium feei 1,917 2,377 89,36
Paspalum decumbens 0,9316 1,155 94,55
Dicranopteris pectinata 0,9266 1,149 95,7
Cecropia pittieri 0,8242 1,022 96,72
Nephrolepis biserrata 0,7658 0,9495 97,67
Rolandra fruticosa 0,5402 0,6698 98,34
Urena lobata 0,3403 0,422 98,76
Phytolacca rovinoides 0,264 0,3273 99,09
Coffea arabica 0,2092 0,2594 99,35
Pityrogramma calomelanos 0,1766 0,2189 99,57
Panicum polygonatum 0,1565 0,194 99,76
Miconia prasina 0,1247 0,1546 99,92
Panicum maximum 0,03292 0,04082 100
Cyathea nesiotica 0 0 100

El NMDS sugiere la formacién de dos grupos (stress= 0,1152, Figura 5), debido a los cambios

gue se presentaron en la composicion de especies. El primer grupo corresponde a la cobertura

gue se establecio en las unidades experimentales donde se aplicaron los tratamientos de corta

de vegetacion y arranque de vegetacion y, el segundo, a la cobertura original presente en los

testigos sin exclusion y en tres de los testigos excluidos. El testigo excluido del Bloque 4, cambid

su cobertura siendo mas afin al grupo de los tratamientos de corta y arranque (Figura 5). La

prueba ANOSIM (permutaciones: 9999) comprobd que los grupos sugeridos por el analisis

NMDS presentan diferencias entre sus muestras (p= 0,0349), aunque la disimilaridad es baja (R=

0,2951) y se dan entre TsEx y AVEx (p= 0,0284).
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Figura 4. Cambios de cobertura en el ensayo de restauracion: A. Cobertura original del sitio en
testigo excluido, formada por Entada gigas, Hypolytrum amplum y Clidemia strigillosa. B. Nueva
cobertura dominada por Paspalum conjugatum.
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Figura 5. Resultados del analisis multivariado. A. Agrupaciones por medio de escalamiento
multidimensional no métrico de la cobertura; B. Aporte porcentual de las seis principales especies
gue establecen la similitud del 34,77%, determinado por el andlisis de porcentajes de similaridad
(SIMPER) entre los tratamientos evaluados en el ensayo de restauracion. AVEx: arranque
vegetacion dentro del cerco, CVEX: corta vegetacion dentro del cerco, TEX: testigo dentro del
cerco, TsEx: testigo fuera del cerco.

Las diferencias entre TSEx y AVEXx analizadas por la prueba SIMPER pueden ser explicadas en
un 80% por la disimilaridad entre tres especies: P. conjugatum en un 39%, E. gigas un 28% y C.
strigillosa un 12% (Figura 5, Tabla 3). La similitud global entre tratamientos fue del 26%.

Reocupacion del sitio por especies de la cobertura original: Las especies E. gigas, C.
strigillosa e H. amplum, no lograron recolonizar el sitio luego de aplicados los tratamientos (Figura
5). Entada gigas presentdé una alta capacidad de reocupacion del sitio desde el borde de la
vegetacion original remanente. Esta liana reporté un crecimiento del brote principal de 1,6+0,2
m/mes (n= 38, SD= 0,6164), produce en promedio 6,7+1,6 (n= 38, SD= 4,5772) brotes
secundarios con una longitud de 1,2+0,27 m (n= 38, SD= 0,8229).
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Discusion
Efecto de tratamientos en la regeneracién de especies arbéreas del PNIC: El proceso de
regeneracion natural es influenciado por maltiples factores biéticos y abioticos (Whitmore, 1998).

Para Isla del Coco, la polinizacién, la dispersion de semillas y la regeneracién natural son

procesos ecoldgicos pobremente conocidos.

Los tratamientos aplicados fueron pensados para activar la regeneracion natural al aumentar la
temperatura, permitir la entrada de luz y liberar espacio y nutrientes. Ademas, en el tratamiento
arranque de vegetacion, se removié el suelo, simulando la caida de arboles en el bosque,

exponiendo asi el banco de semillas enterrado.

Isla del Coco al igual que otras islas, esta sujeta al aislamiento de la masa continental, lo cual le
confiere limitaciones en procesos ecologicos como la polinizacion y dispersion de semillas, como
resultado de la ausencia de especies clave o grupos funcionales (Cushman, 1995). En el PNIC,
hay reportadas 16 especies de arboles para sus bosques (Porras Jiménez, 2012; Porras-Jiménez
et al., 2014). De estas especies, solo C. pittieri con 58 individuos y S. holdridgei con cinco
individuos reportaron regeneracion en el ensayo, lo cual indica un banco de semillas pobre y la

ausencia del proceso de dispersion de semillas para las especies arboreas.

Sacoglottis holdridgei es la especie de mayor abundancia e importancia en el dosel. Al igual que
otras especies de la familia Humiriaceae por tipo y tamafio de fruto, su dispersion debe ser
realizada por mamiferos y algunas aves especificas (Zamora et al., 2004; Bufalo et al., 2016;
Fernandez-Vega et al., 2017), dispersores que estan ausentes en Isla del Coco. Por ende, la
dispersién para S. holdridgei se limita a la gravedad y por accién del agua, tomando estos
mecanismos reportados para la especie continental Sacoglottis trichogyna Cuatrec, 1968
(Hartshorn, 1978), dado la similitud de los frutos. Estos mecanismos de dispersion son
insuficientes para colonizar las areas deforestadas en el PNIC, donde la pérdida del boque se
dio desde la parte alta de la montafia hasta su base, y la dispersion de manera lateral es poco

probable (Figura 6).
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Figura 6. Sitio de ubicacién del ensayo de restauracion. Notese la pendiente del sitio y la

deforestacion de la cima a la base de la montafa.

De igual manera, el banco de semillas de S. holdridgei estd agotado por el largo periodo
trascurrido desde la deforestacion del sitio en 1881 a la fecha, se espera que todas las semillas
hayan superado su periodo de dormancia y viabilidad, asumiendo un periodo similar a la especie
continental S. trichogyna que es de 18 a 24 meses (Hartshorn, 1978). Garwood (1983), propone
gue la dormancia en especies tropicales ha sido reemplazada por los tiempos de dispersion, que
para esta especie se ha observado que tiene fructificacién durante la mayor parte del afio, con

lo cual asegura su provision de semillas.

En el caso de C. pittieri, present6é los mayores valores de regeneracion, aunque la distribucion
espacial de la regeneracion fue irregular y no condicionada por la presencia de arboles madre
cercanos a las areas de ensayo. El género Cecropia es dispersado por murciélagos (Horsley
et al., 2015), que a su vez, favorecen la germinacién al pasar las semillas por tracto digestivo
(Carvalho et al., 2018), pero estan ausentes en el PNIC (Isaac Chinchilla conv. per.). Ademas,
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se reporta que es dispersada por aves y mamiferos (Fleming & Williams, 1990; Medellin, 1994).
Se ha observado el pinzén de cocos (Pinaroloxias inornata) visitando los frutos de esta especie,
lo cual supone que estd ocupando esta funcion por su habito de alimentacion. Esto a su vez,
supone patrones de dispersion irregulares, condicionados a la existencia de sitios de percha.
Stiles & Skutch (2007), reportan dentro de los habitos alimenticios del pinzén de cocos, la visita

y consumo de frutos de diferentes plantas.

En lo referente al banco de semillas, se reporta para el género Cecropia una viabilidad mayor a
62 meses (Holthuijzen y Boerboom en Lamprecht (1989). Condicibn que supone una mayor
disponibilidad de semillas para su desarrollo natural. Sin embargo, el banco de semillas no
mostré mayor estimulo por alguno de los tratamientos de corta o arranque de vegetacién. Por el
patrén espacial de la regeneracion, la condicién de sitio y el cerco de exclusiéon, fueron los

factores que favorecieron el establecimiento de regeneracion de C. pittieri.

De las especies restantes del dosel, Ocotea insularis (Meisn.) Mez, 1889 y Euterpe precatoria
Mart. var. longevaginata (Mart.) A.J. Hend. 1995, son dispersadas por aves (Stevenson et al.,
2017). Sin embargo, al igual que las especies anteriores, la falta de dispersores y un banco de
semillas agotado hace que no se registraran en el ensayo.

Los herbivoros introducidos al PNIC tienen un fuerte impacto sobre la regeneraciéon del
bosque: El efecto nocivo de los herbivoros en islas ha sido estudiado en distintas partes del
mundo y comprobado utilizando cercos de exclusion (Cété et al., 2014; Relva et al., 2010). Los
resultados obtenidos, confirman la fuerte presion que los herbivoros tienen sobre la regeneracion,
ya que, la regeneracion de las especies arboreas solo se establecié dentro de los cercos de
exclusién, caso contrario en testigos y tratamiento de corta sin cerco de exclusion. En el
tratamiento de corta sin cerco de exclusion, se contabilizé regeneracion de C. pittieri y S.
holdridgei en la primera medicion, para la segunda medicion, la regeneraciéon marcada no estaba
y se encontraron pruebas de presencia de venados cola blanca en las unidades experimentales.
De forma consistente, en las cuatro unidades experimentales sin cerco de exclusion, donde se
cortd la vegetacion, no se ha registrado regeneracion de las especies arbéreas, confirmando que
estas especies son palatables. La regeneracion de estas especies es consumida por herbivoros

en su estado de plantulas y brinzales (Guillermo Blanco-Segura conv. per.).

Entada gigas y otras especies en la nueva cobertura: Entaga gigas, H. amplum y C. strigillosa
son las especies que dominan en el area donde se establecio el ensayo (Figura 4, Figura 5b,
Testigo Sin Exclusion), al ocupar el sitio por un largo periodo de tiempo. La prediccion era que

estas mismas especies llegaran a ocupar el sitio después de aplicados los tratamientos de corta
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y arranque de la vegetacion. Sin embargo, la prediccion no se dio, demostrando que estas
especies tienen baja capacidad de ocupar nuevamente el sitio desde su banco de semillas o por
rebrote. En el caso de E. gigas logré recolonizar el sitio, ya que tiene gran capacidad de invasion
desde los bordes de la cobertura original, por lo cual requirié de control en los cercos.

Otro factor que influyé en el cambio de la cobertura fue la alta disponibilidad de semillas viables
del pasto P. cojugatum en el banco de semillas del suelo. Esta especie no se reportd al momento
de eliminar la vegetacion en los tratamientos de corta y arranque de vegetacion. Paspalum
conjugatum presenté alta capacidad de ocupacion del sitio, llegd a representar el 55% de
cobertura a los siete meses, tiene altas tasas de crecimiento en el sitio por lo que forma un manto
denso. Otros estudios han reportado que los pastos tienen un efecto negativo sobre el desarrollo
de la regeneracién, composicion y estructura del bosque (Flory & Clay, 2010; Litton et al., 2006).
Segun el comportamiento observado y el reportado, P. conjugtum esta impidiendo que la
regeneracion principalmente de C. pittieri se establezca; efecto que queda comprobado con la
disminucion del reclutamiento, que a partir de los 15 meses se reduce considerablemente hasta
los 22 meses, donde no se registra ingreso alguno (Figura 3). Paspalum conjugatum forma un
manto denso de hasta 60cm de alto, que impide la entrada de luz y suprime cualquier plantula
gue germine. Esta condicion implica que se debe realizar una nueva intervencion controlando el
P. conjugatum, o bien, plantando arboles con una altura mayor a 50 cm, que en promedio es la

altura que alcanza este pasto, como estrategia de restauracion del sitio.

Paspalum conjutum y E. gigas son las especies de mayor importancia al momento de definir los
cambios registrados en la cobertura (Figura 5). Por lo cual, deben de ser considerados prioritarios
al momento de definir indicadores de éxito de la restauracion, por su capacidad de detener y

modificar la regeneracion natural de las especies arboreas del PNIC.

Acciones paralarestauracion del PNIC: La estrategia para restaurar el area de estudio, incluye
una serie de acciones secuenciales para lograrlo. En primer lugar, se debe de dar el retiro de los
herbivoros del sitio, ya que las especies del dosel son consumidas en su estadio de plantulas y
brinzales, logrando escapar del efecto del ramoneo una vez que logran alcanzar una altura
superior a la del venado. En segundo lugar, se requiere controlar la liana E. gigas, especie que
se comprobo puede ser manejada por medio de su corta o arranque por su baja capacidad de
rebrote segun resultados del ensayo, requiriendo un control menor por rebrotes que se presenten
y crecimiento desde los bordes. En tercer lugar, dejar el sitio responder por si mismo, donde se
espera el establecimiento de arboles de C. pittieri, arbol pionero presente en el banco de semillas

del suelo y que esta siendo dispersado naturalmente en la isla. Cuarto, una vez establecida la

40



sombra de C. pittieri, se hace la introduccién de las otras especies del dosel como O. insularis y
S. holdridgei. Para S. holdridgei se ha observado que su crecimiento se favorece cuando esta
bajo sombra parcial (Acosta-Vargas no publicado), condicion de especie tolerante a la sombra
esperada por el reporte de S. trichogyna (Fernandez-Vega et al., 2017).

Conclusiones

Se concluye que los herbivoros tienen un fuerte impacto negativo en la regeneracion del sitio
bajo estudio. La ausencia de dispersores, junto con un banco de semillas agotado, son las
principales causas por las cuales se reporta una baja regeneracion y representatividad de
especies arboreas en el sitio de ensayo. Esta condicion limita la capacidad de regeneracion
natural del sitio. Por lo tanto, la opcion viable para el restablecimiento del bosque en las areas
deforestadas requiere de una serie de etapas que incluyen la propagacion y posterior plantacion

en el sitio de las especies arboreas nativas.
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Articulo 2. Microbioma del suelo asociado a dos tipos de cobertura vegetal en el
Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica.

Resumen

El Parque Nacional Isla del Coco es una isla oceanica de 24 km? ubicada en el Pacifico Oriental
Tropical a 500 km de Costa Rica. Alberga un exuberante bosque humedo tropical, que ha sido
degradado por la deforestacion e introduccion de plantas, cerdos y venados cola blanca. En este
estudio se evalud la respuesta de la comunidad de bacterias y hongos del suelo a diferentes
tratamientos de restauracion, asi como la influencia de las variables quimicas del suelo y la
textura en la comunidad. Se realizdé un ensayo de bloques completos al azar, aplicando dos
tratamientos de restauracion, corta de vegetacién y remocion de la vegetacion, dentro de un
cerco de exclusion. Ademas, se incluyeron dos controles de la vegetacién original, uno con cerco
de exclusion y otro sin cerco. Adicionalmente, se realiz6 una réplica por cada bloque en el
bosque, como referencia. La microbiota se analizé6 tomando muestras de suelo entre 0-10 cm de
profundidad para cada tratamiento, a las cuales se les extrajo el ADN gendmico para amplificar
y secuenciar el gen que codifica para el ARNr 16S para bacterias y la regiéon del espaciador
transcribible interno o ITS-2 para hongos. EI ADN gendémico se extrajo utilizando el kit DNA Power
Soil y fue enviado al Departamento de Bacteriologia de la Universidad de Wisconsin-Madison
para ser secuenciado por lllumina MiSeq. Las secuencias de bacterias obtenidas fueron
analizadas en QIIME2, agrupandolas en ASVs. (Amplicon Sequence Variants). Para hongos,
dada su mayor variabilidad se utiliz6 Mothur, ya que este permiti6 manejar mas parametros al
momento de analizar las secuencias, y las secuencias se agruparon en OTUs (Operational
Taxonomic Units). Para analizar la influencia de las variables quimicas y la textura del suelo en
la microbiota, las muestras de suelos para analisis quimico y para extraccion de ADN se tomaron
una junto a la otra hasta 20 cm de profundidad. Las suelos fueron analizados por el método KCI-
OLSEN para las variables quimicas y el método de Bouyoucos para la textura. Con PICRUSt2
se pronosticé el potencial metabdlico del microbioma, haciendo énfasis en las vias metabdlicas
del metano y el nitrégeno. Los analisis realizados indicaron que los tratamientos aplicados no
produjeron cambios estadisticamente significativos en la composicion de la microbiota del suelo
durante el periodo de monitoreo. Acorde con este hallazgo, se determind que el magnesio, el
manganeso, el porcentaje de limo y el pH son los parametros del suelo que mas influyen en la
composicion de la comunidad microbiana, parametros que estan ligados a los sitios evaluados
mas que a los tratamientos empleados. ElI microbioma present6 un rasgo particular, la alta

abundancia de secuencias pertenecientes al filo Planctomicetes, comparativamente con otros
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estudios, este filo mayormente marino es el tercero en abundancia relativa en el suelo entre los
39 filos reportados. En total, se identificaron 162 géneros bacterianos, presentes en su mayoria
en el area del ensayo y el bosque; los géneros Bryobacter (76 ASVs), el candidato Solibacter (71
ASVs) y Acidothermus (41 ASVs) fueron los mas abundantes; ademas se detectaron ASVs
clasificados dentro de los géneros Bradyrhizobium, Hydrogenispora y Nitrospira que participan
en el ciclo del nitrégeno y Methylovirgula que participa en el ciclo del metano. En hongos, se
identificaron siete filos, con Ascomycota y Basidiomycota como los mas abundantes; y en el caso
del filo Zygomycota estd enriquecido en el area del ensayo. Los OTUs identificados fueron
asignados a 143 géneros de hongos, los mas abundantes fueron Mortierella (15 OTUs),
Acaulospora (11 OTUs) y Mycena (11 OTUs); ademas se identificaron géneros potencialmente
fitopatdbgenos como Fusarium, Fusidium, Magnaporthe y Verticillium. A nivel de OTUs propios de
cada cobertura, Otu0002 Mortierella chlamydospora y Otu0006 Mycena spl, son propios del
suelo de la zona del ensayo, mientras Otu0013 Ascomycota, Otu0014 Agaricales y Otu0016
Fungi son propios del bosque. Finalmente, la prediccion de funciones metabdlicas no determiné
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos ni tampoco entre el area de
ensayo y el bosque. En vias metabdlicas especificas, el metabolismo del metano esta
enriquecido (p<0,05) en el &rea del ensayo. El metabolismo del nitrégeno esta enriquecido en el
bosque, aunque la diferencia no es estadisticamente significativa (p>0,05). Dado que los analisis
indican que los tratamientos aplicados no lograron cambiar la composicion del microbioma, al
tiempo que consistentemente se mantuvo diferenciado el microbioma de la zona de ensayo
respecto al bosque, es probable que esta condicién sea producto de los efectos heredados del
proceso de deforestacion y agricultura en el area de ensayo. Dichas actividades antropogénicas,
habrian alterado las concentraciones de las variables quimicas del suelo, creando rasgos propios
y diferenciadores para el area de ensayo, los cuales perduran y son responsables de modelar la

comunidad microbiana.

Palabras clave: Isla del Coco, metabolismo, microbioma, diversidad, restauracion, cerdos,

micorrizas.
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Introduccién

Los microrganismos estan presentes en los diferentes ecosistemas del planeta, desde los frios
polos a los secos desiertos, se replican en abundancia en los suelos y se hayan en el subsuelo
a profundidades de hasta 3000 m, estan presentes en aguas continentales y en los mares y han
logrado colonizar y prosperar en ambientes hostiles (Madigan et al., 2021). Para estos autores,
esta diversidad de adaptaciones a diferentes ambientes implica que muchos microorganismos
han desarrollado altos grados de especializacion para obtener y aprovechar las fuentes de
energia de su entorno, generando a su vez diferentes funciones metabodlicas (Paul, 2014),
llevandolos a ser la base de los ciclos biogeoquimicos (Jansson & Hofmockel, 2020; Van Der
Heijden et al., 2008; Wagner, 2011). En los suelos, la alta diversidad de microrganismos es
producto de las interacciones entre especies que sustentan su propia existencia y el uso de
estrategias como la creacion de biopeliculas o0 mantos que se encargan de aprovechar recursos
existentes en la rizosfera (Madigan et al., 2021).

El estudio de los microrganismos ha tenido su apogeo en las ultimas décadas, en especial, los
microbiomas asociados al intestino (Qin et al., 2010), la piel (Byrd et al., 2018) y la cavidad bucal
de los seres humanos (Sharma etal., 2018; Willis & Gabaldén, 2020), y a raiz de las
investigaciones realizadas, cada dia se devela mas y mas su participacion e importancia en la
salud y bienestar de las personasy los ecosistemas. Paralelamente, este interés se ha trasladado
a areas relacionadas con la ecologia microbiana asociada a artropodos (Warnecke et al., 2007)),
anfibios (Abarca et al., 2018) y suelos (Daniel, 2005; Kardol et al., 2007; S. Sun & Badgley, 2019).

En suelos, el estudio del microbioma ha expandido su horizonte para comprender mejor su
ecologia y con ello sus funciones, ya que los microorganismos gobiernan los procesos
biogeoquimicos ligados a ciclos del carbono, el fésforo, el nitrdgeno, entre otros (Bais et al., 2006;
Jansson & Hofmockel, 2020; Van Der Heijden et al., 2008; Wagner, 2011). Dado que la existencia
del ser humano y su impacto sobre la naturaleza ha sido marcada con la revolucion industrial y
el desarrollo tecnolégico (Rodrigues, 2013), sus efectos se han hecho sentir en la microbiota del
suelo a causa de la deforestacion (Chen et al., 2021; Rocha et al., 2021), cambios de cobertura
(Ortiz-Alvarez et al., 2018), introducciones de microrganismos invasores (Lowe et al., 2004),
introduccion de fauna, en particular grandes herbivoros (Relva et al., 2010; Wehr et al., 2019) y

por el uso de fertilizantes (Lekberg et al., 2021), entre otros.

El estudio del microbioma se ha intensificado gracias al desarrollo de las ciencias -6micas que
han abierto un nuevo panorama a las investigaciones, permitiendo hurgar dentro de la genética

y la bioquimica de miles de especies de microorganismos. La aplicacién de técnicas de analisis
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de comunidades y la metagendmica permiten acceder en diferentes grados a la estructura y
composicion de la comunidad de microrganismos. Estas técnicas han reducido su costo
considerablemente, permitiendo un mayor uso. En particular, el analisis de comunidades por
medio de los genes que codifican para el ARNr 16S de bacterias y la region del espaciador
transcribible interno o ITS2 para hongos (ITS por sus siglas en inglés), permiten estudiar y
monitorear la estructura y composicién del microbioma del suelo bajo diferentes circunstancias
tales como cambios de la cobertura vegetal (Gellie et al., 2017), las alteraciones en la estructura

del suelo (Hartmann et al., 2014) y los efectos del cambio climatico (Dubey et al., 2019).

El desarrollo de los métodos de secuenciacién de nueva generacién permitié ampliar el grado de
conocimiento a las comunidades de microrganismos a porcentajes mayores del 1% alcanzado
con técnicas de cultivo (Schloss & Handelsman, 2005, Schloss & Handelsman, 2003).
Paralelamente, se introdujo la interrogante de cuan confiables eran estos métodos, cuando se
trata de determinar el origen de la secuencia con el objetivo de asignarle taxonomia, dado que
errores de secuenciacion pueden ser tomados como organismos incorrectos o incluso la
deteccidn de organismos falsos. Para minimizar los efectos de los errores de secuenciacion se
desarrollaron dos estrategias para agrupar y analizar las secuencias obtenidas, las unidades
taxondémicas operativas (OTU: Operational Taxonomic Units) y los variantes de secuanciacion
de amplicones (ASV: Amplicon Sequencing Variants), cada uno con sus ventajas, desventajas y

particularidades.

El enfoque en OTUs realiza una agrupacién en clisteres, basado en el razonamiento que
organismos relacionados o similares tendrian secuencias genéticas similares (Blaxter et al.,
2005). Los OTUs se generan realizando agrupaciones a un umbral de similaridad de secuencias
gue usualmente es del 97%. Como principal riesgo de este enfoque es agrupar varias especies
en un solo OTU, perdiendo asi su identidad. Este riesgo de pérdida se puede minimizar utilizando
umbrales de agrupacion cercanos al 100%; sin embargo, esta latente el riesgo de identificar como

especies nuevas errores de secuenciacion, creando asi una falsa diversidad (Kunin et al., 2010).

El enfoque en ASVs se inicia identificando las secuencias exactas existentes y su cantidad, datos
gue luego se emplean en un modelo de error para determinar la probabilidad (p) que una
secuencia dada sea un error de secuenciacion, y el valor de p obtenido se utiliza para filtrar las
secuencias a un umbral especifico. Dentro de sus ventajas esta que al ser secuencias exactas
pueden ser comparadas entre estudios, siempre y cuando se use la misma region objetivo del
ARNr 16S. Ademas, pueden ser comparadas con una base de referencia para obtener una

resolucion mayor, permitiendo la identificacion de especies (Callahan et al., 2017).
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Dado los dos enfoques, hay que considerar los casos de usabilidad. Para el estudio de
secuencias de baja abundancia se ha considerado que los OTUs tienen mayor probabilidad de
retener secuencias raras, sin que esto elimine la posibilidad de retener errores (Edgar, 2017). En
esta misma linea, el uso de ASVs se ha visto beneficiado empleando el paquete de andlisis
DADAZ2 por su mayor sensibilidad a secuencias de baja abundancia (Nearing et al., 2018). Hoy
dia, se ha extendido el uso de ASVs, en parte motivado por un deseo de obtener una taxonomia
mas refinada, aun cuando el uso de ASVs o OTUs con umbrales cercanos al 100% supone el
riesgo de dividir una misma especie en grupos o clisteres separados, trayendo consigo conflictos
por las inferencias en ecologia que se hagan de ASVs pertenecientes a una misma especie
(Schloss, 2021).

Un factor adicional por considerar para la asignacion de taxonomia a OTUs y ASVs es que aln
existe un vacio en la identificacién de especies y la descripcion de especies nuevas. Es por ello
gue es comun obtener géneros o especies candidatas de bacterias, donde un candidato es aquel
gue no puede ser cultivado y por ende no se obtiene informacién relevante como estructuras y
reproduccidon que permita ser descrita (Murray & Schleifer, 1994). Posterior al analisis de
comunidades microbianas, ya sea bajo el enfoque de OTUs o ASVs y teniendo en cuenta los
vacios de taxonomia, el abanico de posibilidades se abre al uso de otras técnicas, como la
metagendmica y la metaprotedmica, que de acuerdo con Abiraami et al. (2020) el rol critico de
los microrganismos del suelo en ciclos geoquimicos y de nutrientes con enfoque de estudio a
nivel de comunidad, permitira una la descripcion detallada de microbiomas especializados en los
procesos del suelo como la degradacion de la biomasa, la restauracion y la biorremediacion, lo

gue contribuira a un futuro sostenible.

En el caso particular de los suelos, los microrganismos encuentran condiciones para su
desarrollo inmersos dentro de una matriz compuesta de arcillas, limos y arenas, donde
encuentran microambientes que les permite prosperar. En el suelo, las principales limitantes para
su desarrollo son el agua y los nutrientes. Los nutrientes necesarios para el crecimiento de los
microrganismos varian en su concentracion y disposicién siguiendo el gradiente de profundidad;
es asi como en las capas superiores del horizonte O y A del suelo hay una mayor cantidad de

materia organica y por ende, mayor actividad microbiana (Madigan et al., 2021).

En el caso de los suelos del Parque Nacional Isla del Coco (PNIC), podria suponerse en primera
instancia que representan una condicion inalterada, ya que sus bosques no son sometidos a las
amenazas tipicas del continente como lo son la deforestacion, caza furtiva y la agricultura; por

tanto, el mayor estresor seria el cambio climatico. Sin embargo, la degradacién de sus suelos y
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los bosques se ha dado desde su descubrimiento, en primer lugar, con la introduccion de 103
especies de plantas y de fauna como ratas (Rattus rattus y R. norvegicus), cerdos cimarrones en
1973 (Sus scrofa) y venados cola blanca en 1934 (Odocoileus virginianus) (Madriz-Masis, 2009).

En especial, la introduccion de herbivoros cred una red tréfica incompleta en el PNIC, al tiempo
gue ejerce una alta presion por el consumo de la regeneracion. Ademas, los efectos nocivos de
las especies invasoras sobre ecosistemas insulares y sus especies nativas son respaldados por
diversas investigaciones, las cuales mencionan el estancamiento o secuestro de los procesos de
sucesion, alteraciones en la diversidad nativa, pérdida de productividad del ecosistema y
alteraciones en la estructura de la microbiota (Green et al., 1997; Gill & Beardall, 2001; O’Dowd
et al., 2003; Rooney & Waller, 2003; Mohr et al., 2005; Koda & Fuijita, 2011). Adicional a la
introduccion de especies, la Isla del Coco sufrié deforestacidén para establecer una colonia penal
entre 1879 y 1881 en Bahia Chatham y una colonia agricola liderada por Augusto Gissler entre

1894 y 1906, en Bahia Wafer (Montoya, 2016). Estos eventos de degradacién perduran hoy dia.

El estudio que aqui presentamas es el primero en su tipo para el PNIC, por ende, sienta las bases
del estudio de los microorganismos del suelo. Para desentrafar las asociaciones o influencia
entre las comunidades microbianas de los sitios estudiados con las variables de cobertura
vegetal, quimica del suelo (fertilidad) y la textura del suelo, combinamos un experimento de
exclusién con dos tratamientos de restauracion. Para lograr los objetivos, utilizamos un conjunto
de datos de ADN gendmico del suelo correspondientes al gen que codifica para el ARN 16S para
bacterias y la region ITS para hongos, que al unirse en los andlisis con los datos de las variables
guimicas y de textura del suelo, nos permitieron determinar hasta qué punto la respuesta del
microbioma correspondio al efecto de los tratamientos o a las variables del suelo propias de cada
sitio. Se prob6 la prediccion que el microbioma del area de ensayo cambiaria en respuesta a los
cambios de la cobertura vegetal; donde lo esperado era que dicho cambio la asemejara a la
comunidad microbiana del bosque. Contrario a nuestra prediccion, los tratamientos no mostraron
un efecto significativo sobre la composicion del microbioma, sugiriendo la necesidad de cambiar
las intervenciones. Ademas, los resultados mostraron que los cambios en las variables quimicas
del suelo entre sitios, probablemente causados por la deforestacion y actividades agricolas, son

el factor que mejor explica las diferencias en estructura y diversidad de los microbiomas.
Métodos

Ubicacidn: El Parque Nacional Isla del Coco (PNIC) es la Unica isla oceanica con clima tropical
humedo en el Pacifico Oriental Tropical; posee un area de 24 km? y se ubica 500 km al suroeste

de la masa continental de Costa Rica enlos N 5°307-5°34" y O 87°01"-87°06, y es el Unico punto
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emergido de la Dorsal de Coco (Cortés, 2008). La Isla del Coco esta dentro de la zona de
convergencia intertropical, la temperatura media anual es de 25,5°C y la precipitacién anual varia
entre los 5000-7000 mm (Herrera, 1986).

Area de ensayo: El ensayo se ubic6 en el sector del Aguacate, en la ladera noreste de la Bahia
Chatham del PNIC. El sitio seleccionado tiene un area de 10 ha, que fueron deforestadas en
1881 para establecer una colonia penal (Montoya, 2016); es un sitio con topografia variable,
incluyendo algunos sectores con pendientes mayores al 40%. En el 2004 se realizé una
intervencion para restaurar el sitio que consistié en la eliminacion de especies vegetales,
principalmente la plantacion de café (Coffea arabica). En la actualidad, el area tiene una
cobertura arbustiva homogénea de 1,5 m de alto y dominada por las especies Entada gigas, liana
de répido crecimiento conocida como corazén de mar (Acosta-Vargas et al., 2020), el pasto

Hypolytrum amplum y el arbusto Clidemia strigillosa.

Adicionalmente, en el bosque aledafio al sitio de ensayo, se ubicaron unidades de referencia de
la microbiota del bosque premontano del PNIC dentro de la red de parcelas permanentes de
monitoreo de bosques (PPM) establecidas por Rivera (2006). El bosque premontano se
caracteriza por ser poco diverso en especies arboreas, el dosel es dominado por el arbol
endémico Sacoglottis holdridgei que llega a alcanzar los 22 m de altura, el sotobosque es poco
denso y estd compuesto por arbustos de la familia Melastomataceae e H. amplum,
principalmente (Bonilla-Mata & Acosta-Vargas, 2020).

Disefio experimental empleado en la investigacion: El ensayo se realizé entre junio de 2016
y julio de 2018. Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar, con cinco tratamientos y
cuatro repeticiones (Figura 1). El experimento conté con 12 grados de libertad, sugeridos para
este tipo de investigacion (Stern, 2004). Cada bloque de 10 X 30 m fue ubicado siguiendo la
curva de nivel en su mayor longitud, para dar igualdad de condiciones en fertilidad y humedad
del suelo, y fueron clausurados utilizando malla metalica hasta 1,7 m de altura. Los bloques
fueron ubicados en el area de estudio de manera aleatoria, para ello se utilizé un banco de puntos
preseleccionados por restricciones de pendiente mayores al 40%. Cada tratamiento ocup6 un
area de 10 X 10 m y fueron ubicados de manera aleatoria dentro y fuera del bloque excluido.

Como tratamientos de restauracion se emplearon:

¢ Eliminacién de la vegetacion por corte a nivel del suelo excluido (CVEX): Se aplicé cortando
toda la vegetacién a nivel del suelo y se coloc6 fuera el area de tratamiento. La base

ecoldgica que justifica este tratamiento es la apertura de claros en bosques (Lamprecht,
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1989), en este caso simulando la muerte en pie del arbol, que da paso a la entrada de luz a
nivel de suelo.

e Eliminacion de la vegetacion por arranque excluido (AVEX): Se aplicé arrancando de raiz las
plantas, que fueron sacudidas para dejar el suelo en el area del tratamiento y posteriormente
colocadas fuera del area de ensayo. La base ecoldgica corresponde a la apertura de claros
(Lamprecht, 1989), simulando la caida del &rbol, lo cual genera la entrada de luz y la
estimulacion del banco de semillas al remover el suelo.

e Testigo positivo dentro del cerco de exclusién TEXx: En este caso, se colocé el cerco y no se
realizaron manipulaciones adicionales.

e Testigo negativo fuera del cerco de exclusion (TsEx): Mantuvo la condicién permanente de
disturbio del sitio de estudio. Mantiene la condicién de linea base (Afio 0).

e Testigo en bosque (Bosque): Actué como ecosistema de referencia para analizar la
microbiota del suelo bajo la cobertura del bosque nativo de la isla. Estas fueron
seleccionadas dentro de la red de PPM (Rivera, 2006), cercanas al area de estudio y
ubicadas a una distancia mayor a los 100 m del borde del bosque.

Monitoreo del ensayo: El monitoreo se realizé por intervalos de cuatro meses entre el 2016 y
el 2018, cuyo objetivo fue evaluar el desarrollo de la vegetacion y dar mantenimiento a los cercos
de exclusién. Los cambios de la vegetacion y el impacto de especies invasoras se evaluaron
mediante el método Braun Blanquet para la estimacion de coberturas en el caso de herbaceas y
el registro de ingreso para las especies arboreas (Acosta-Vargas et al., 2020). Para el monitoreo
de la microbiota, se realiz6 una primera medicion de linea base o Afio 0 (julio 2016); luego se
repitid en dos ocasiones, en el Afio 1 (junio 2017) y Afio 2 (junio 2018), manteniendo los mismos
meses de muestreo para minimizar las posibles fluctuaciones de las poblaciones que se puedan

dar por cambios estacionales (Kieft, 1987).

Muestreo de suelos para analisis fisico y quimico: Se tomaron muestras en dos ocasiones,
en el Ao 0 (linea base) y para el Afio 2. Cada muestra se obtuvo a partir de cinco submuestras
tomadas en las esquinas y centro de las parcelas a una profundidad de 0-20 cm, las cuales
fueron colocadas dentro de un balde plastico para homogenizarlas, de esta muestra compuesta
se tom0 aproximadamente 1 Kg para la muestra para andlisis. El equipo de recolecta del suelo
fue limpiado después de cada muestreo. Las muestras fueron almacenadas hasta el momento
de su traslado dejando las bolsas plasticas abiertas para que el suelo secara al aire y se movian

a diario. Al momento del traslado, las bolsas se cerraron y transportaron a temperatura ambiente
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hasta las instalaciones del Centro de Investigaciones Agronémicas (CIA) de la Universidad de
Costa Rica (UCR), para su andlisis.

Se realiz6 un analisis quimico completo por el método KCI-OLSEN (Olsen, 1954); para
determinar los valores de los elementos zinc (Zn), cobre (Cu), hierro (Fe) y potasio (K) se utilizo
un espectrometro de absorcion atomica marca Analytik Jena modelo novAA 400P. El fosforo (P)
se leyé en un Analizador de Inyeccién de Flujo (FIA) marca Lachat, modelo QuikChem 8500
Series2. El carbono (C) y el nitrégeno (N) totales se analizaron por el método de combustion seca
utilizando un auto analizador marca Elementar, modelo vario MACRO Cube. Finalmente, el pHy
la conductividad se midieron con un pHmetro y conductimetro marca Mettler-Toledo, modelo

Seven Excellence.

Muestreo de suelos para andlisis de microbiota: Para analizar adecuadamente la relacién
entre la microbiota con las propiedades fisicas y la textura del suelo, las muestras se tomaron al
lado de la muestra para analisis quimicos. La muestra tomada no incluyé la capa organica o de
hojarasca y fue tomada dentro del area de influencia de cada blogue o tratamiento; para lo cual,
se dejo un area de exclusion (“buffer”’) de un metro en el borde. Cada muestra para analisis
correspondié a una muestra compuesta, la cual se obtuvo de mezclar cuatro submuestras
tomadas en cada una de las esquinas del area asignada al tratamiento a una profundidad entre
1-10 cm.

Se realizaron tres muestreos, el primero al momento de establecer el ensayo (Afio 0 o linea base)
en la condicion inicial del sitio antes de aplicar los tratamientos, se tomé un muestra por bloque
y para el bosque como referencia. Posteriormente, se muestre6 al Afio 1y Afio 2, en estos afios

se recolect6 una muestra por cada tratamiento y cada bloque (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion de muestras recolectadas durante el periodo de monitoreo del ensayo.

Muestras recolectadas por afio

Muestra Afo 1 Ao 2 Afo 3
Bosque 4** 4 4**
Ensayo: CVEX -- 4 4x*
Ensayo: AVEX -- 4 4**
Ensayo: Tex 4x* 4 4**
Ensayo: TsEX -- 4 4**
Total gr* 20 20**

** Para estas muestras se hizo la toma de suelo para andlisis quimicos y de textura.
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Las muestras se colocaron en tubos plasticos estériles de 50 ml. El equipo utilizado fue lavado y
esterilizado por flameo entre sitios; no asi, entre submuestras de un mismo sitio ya que las
mismas serian unidas. Las muestras se recolectaron y manipularon utilizando guantes de nitrilo

gue se descartaron entre cada muestra.

Traslado de muestras de suelos para andlisis de microbioma: Después de recolectados los
suelos, se congelaron a -20°C en el PNIC hasta su traslado al barco, donde continuaron
congeladas a -20°C. Al llegar al muelle de Puntarenas se colocaron en una hielera con hielo seco
para su transporte al Centro de Investigacion en Estructuras Microscopicas (CIEMic) de la
Universidad de Costa Rica (UCR). Una vez en el CIEMic, las muestras se almacenaron en un

congelador a -80°C hasta su procesamiento.

Extraccion del ADN gendémico de suelos y secuenciacion: Las extracciones se realizaron en
los laboratorios del CIEMic. Se extrajo el ADN de las 48 muestras recolectadas, utilizando 0,25
g de suelo y el kit comercial DNeasy PowerSoil Kit de QIAGEN siguiendo el protocolo de
extraccién sugerido por el fabricante. La concentraciéon y pureza del ADN gendmico del suelo
extraido se determinaron utilizando un espectrofotémetro NanoDrop 1000 (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA), mediante la relacion de absorbancias a las longitudes de onda de 260
nm y 280 nm (A260/A280). Adicionalmente, se empleé la técnica de electroforesis en gel de
agarosa al 1%, para determinar la integridad y el tamafio de las moléculas de ADN.

La secuenciacion fue realizada por el Departamento de Bacteriologia de la Universidad de
Wisconsin-Madison, mediante lllumina MiSeq (paired-end). Para bacterias, se amplifico la region
V4 del gen que codifica para el ARNr 16S mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
utiizando un cebador bacteriano universal (F-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA; R-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT), obteniendo secuencias de 250 bp (Kozich et al., 2013). Para el
analisis de hongos, se amplifico la regién del espaciador transcriptible interno o ITS-2 (ITS por

sus siglas en inglés) que contiene entre 300-500 bp (Taylor et al., 2016).

Los archivos fastq resultantes obtenidos del secuenciador fueron limpiados y analizados
utilizando QIIME 2 (Bolyen et al., 2018) para los analisis de la comunidad bacteriana utilizando
el gen ARNr 16S. Se inici6 con la construccion de la tabla de metadatos que contiene la
informacion de los andlisis quimicos y de textura para los suelos del Afio O y el Afio 2 (Tabla 5).
Las secuencias fueron cargadas y se realizo la demultiplexacion de las secuencias (giime
tools import), posteriormente se hizo el resumen del proceso (giime demux summarize)

y se verificd el archivo demux3.qzv en el visor de Qiime (https://view.qiime2.org/), determinando
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los puntos de corte de las secuencias (trunc-len-f 220, trunc-len-f 132). Elcontrol de

calidad se realizé6 mediante el comando giime dada2 denoise-paired.

Posteriormente, se ligo la tabla de metadatos con los datos de las secuencias, donde se generé
la tabla de secuencias estandarizada a 253 pb (rep-seqgs-dada2.gza). Acto seguido, se creé el
arbol filogenético (giime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree) generando los
archivos tree unrooted-tree.qza y rooted-tree rooted-tree.qza. Los andlisis de diversidad se
corrieron mediante el comando giime diversity core-metrics-phylogenetic, y se
definié la profundidad de secuenciacién en 5071 secuencias logrando conservar el 96,43%
(131917 secuencias), lo que implico la eliminacidon de una muestra (358 secuencias). Con los
arboles filogenéticos generados se realizaron los analisis de alfa diversidad (giime diversity
alpha-rarefaction) y beta diversidad (giime diversity beta-group-

significance).

Finalmente, se realiz6 la asignacion taxondmica utilizando la base SILVA 138.1 (Pruesse et al.,
2007) mediante el comando giime feature-classifier extract-reads, (p-f-primer
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA, p-r-primer GGACTACHVGGGTWTCTAAT) para la extraccion de las
secuencias de referencia, para su posterior clasificacion por medio del comando giime
feature-classifier <classify-sklearn, Yy eliminando aquellas secuencias con
asignaciones que no correspondian a bacterias y arqueas. Los archivos generados
corresponden a la tabla de ASVs (Amplicon Sequence Variant), la asignacion taxondmica y los

metadatos, los cuales se utilizaron en el programa R para los analisis posteriores.

Para el analisis de la comunidad de hongos se utilizé Mothur v1.43.0 (Schloss et al., 2009), ya
en QIIME2 no se pudo realizarse al verse limitado por la calidad de la secuencias; Mothur permitié
manejar los parametros de control de calidad ambigiiedad, homopolimeros y longitud para
obtener secuencias de calidad. El primero paso consisti6 en realizar la superposicion de las
secuencias combinando las secuencias “forward” y “reverse” utilizando make.contings. En
este paso, el primer control de calidad utiliz6 los parametros maxima ambigiiedad= 6, maximos

homopolimeros= 12, minima longitud= 300, méxima longitud= 600.

A continuacion, las secuencias se filtraron (filter.seqgs) y las secuencias idénticas se
agruparon utilizando nuevamente unique . segs. Seguidamente, se agruparon secuencias muy
similares usando pre.cluster, incorporando los parametros diferencias (diffs)= 4, y para el
alineamiento de secuencias se utilizd align=needleman. Luego se removieron las quimeras

con chimera.uchime Yy remove.segs. Las secuencias se clasificaron utilizando la base de
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datos UNITEV6 (Abarenkov et al., 2010) y se eliminaron las secuencias que no correspondian a
hongos (desconocidos, Protista, Plantae).

Las secuencias Unicas (singletons) en el conjunto de datos se eliminaron (split.abund) para
minimizar el sesgo debido al error de secuenciacion; luego, se calcularon las distancias por pares
sin corregir entre las secuencias (pairwise.seqgs). Las secuencias se asignaron a unidades
taxondmicas operativas (OTU) con cluster.split (método = opti, cutoff= 0,05) con una
similitud de secuencia del 95% (Gonzalez-Martinez et al., 2018). La taxonomia de las OTU se
determind utilizando la UNITEV6. Las muestras se normalizaron utilizando sub.sample a 3119.
Finalmente, utilizando summary.single se determind para cada muestra la cobertura, nimero

de secuencias y el indice de Shannon.

Los analisis estadisticos se realizaron en R version 3.4.3 (R Core Team, 2013) y PAST v3.1
(Hammer et al., 2001). Para el andlisis se construy6 la tabla de metadatos con informacién de
bloques, tratamientos, afio, cobertura y variables quimicas y textura del suelo (Tabla 5). Para
determinar los cambios en la estructura del microbioma con respecto a indices de diversidad,
efecto de los tratamientos de restauracion y cambios de cobertura se utilizaron 48 muestras
correspondientes al Afio 0, Afio 1 y Aflo 2. Para el andlisis de la influencia de las variables
quimicas y la textura del suelo sobre la diversidad de la comunidad de bacterias y hongos, se
utilizé un subconjunto de datos correspondientes a las muestras del Afio 0 y el Afio 2, para las

cuales se hizo los analisis quimicos y de textura del suelo.

Se utiliz6 la prueba de Shapiro Wilk para normalidad de los datos y la prueba de Levene para la
homocedasticidad en los datos del indice de diversidad de Shannon. Seguin el cumplimiento de
los supuestos de normalidad y homocedasticidad se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) o la
prueba de Kruskal-Wallis (Rius et al., 2000).

Para el analisis del microbioma se utilizaron las pruebas de escalamiento multidimensional no
métrico (NMMS), analisis de similitudes (ANOSIM: Analysis of similarity) y el analisis de
porcentajes de similaridad (SIMPER: Similarity percentage andlisis; Clarke, 1993). En el analisis
multivariado se utiliz6 como método exploratorio el escalamiento no métrico multidimensional
(NMDS: Non-metric multidimensional scaling), como parametro de visualizacion para valores de
Stress <0,2 se utilizaron graficas en dos dimensiones (Clarke, 1993). El NMDS es un método de
mapeo (Paliy & Shankar, 2016) que se acompafia de la prueba de analisis de similitudes
(ANOSIM: Analysis of Similarity) y el analisis de porcentajes de similaridad (SIMPER: Similarity

percentage andlisis; Clarke, 1993). En todos los casos se utilizaron distancias Bray-Curtis o

56



Jaccard con 9999 permutaciones. Se utilizo el analisis de varianza multivariado no paramétrico
(PERMANOVA , Anderson, 2001), para determinar los efectos de los tratamientos sobre el
microbioma. Finalmente, la diversidad beta fue analizada por medio de NMDS.

Para determinar la influencia de las variables quimicas y la textura del suelo en la diversidad alfa
de las comunidades bacteriana y fungica, se emple6 el modelo general lineal (GLM por sus siglas
en inglés), y para la influencia sobre la beta diversidad se utilizé el andlisis de correspondencia

candnico (Greenacre, 2008).

La prediccién de rutas metabdlicas presentes en los microbiomas analizados se realizd con el
complemento para QIIME2 de PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Communities by
Reconstruction of Unobserved States; Douglas et al., 2020). Este andlisis hace las predicciones
de genes reportadas en la base de datos de familias de genes y genomas de la enciclopedia de
Kyoto (KEGG por sus siglas en inglés; Kanehisa & Goto, 2000) y ort6logos (KOs), utilizando las
abundancias del gen ARNr 16S entre las comunidades microbianas y comparandola con la
informacion de 20 000 genomas anotados de referencia (Douglas et al. 2020). Del conjunto de
predicciones obtenidas, se seleccionaron las correspondientes a las vias metabdlicas del
metano y del nitrégeno para su posterior andlisis y visualizacion en STAMP (Statistical Analysis
of Taxonomic and Functional Profiles; Parks et al., 2014), mediante el andlisis de componentes
principales (PCA) y la prueba estadistica de Kurskal-Wallis.

Resultados

El microbioma del suelo permanece estable durante los tratamientos de restauraciéon en
el periodo de andlisis: Para bacterias se obtuvieron 502 781 secuencias de buena calidad de
27 muestras y que se agruparon en 3470 ASVs, y para hongos se obtuvieron 149 712 secuencias
de 28 muestras las cuales se agruparon en 1552 OTUSs; para este grupo de ASVsy OTUs se les
asoci6 informacién de variables quimicas y de textura del suelo (Tabla 5). El ensayo se monitored
por 23 meses, durante este tiempo no se observaron diferencias estadisticamente significativas
gue indicaran que el arreglo de blogues y tratamientos influyeran en el indice de Shannon (p
>0.05). Sélo en el caso de bacterias se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p

< 0,05) entre el &rea de ensayo y el bosque (Tabla 6).
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Tabla 5. Valores de las variables quimicas y de textura del suelo medidas en el Afio 0 (2016) y Afo 2 (2018) para los diferentes
tratamientos aplicados en el ensayo de restauracion.

Bl Trat Edad Arena Limo Arcilla pH CE C N CN Acidez Ca Mg K CICE SA P Zn Fe Mn
B1 Base 0 47 18 35 42 02 531 043 123 32 023 017 032 392 816 9 13 509 10
B2 Base 0 45 15 40 4,2 0,2 526 0,39 135 304 017 02 02 361 842 43 1 562 5
B3 Base 0 55 10 35 42 02 477 042 114 303 0,22 0,18 0,23 366 828 10 16 395 12
B4 Base 0 55 15 30 43 02 538 051 105 286 0,19 0,19 029 3,53 81 9 18 435 18
Bl Bg 0 37 13 50 48 0,1 426 0,27 158 19 0,18 0,38 019 2,71 723 5 09 524 4
B2 Bqg 0 35 18 47 49 01 3,09 0,22 14 2,09 02 032 025 286 731 4 1,1 489 5
B3 Bqg 0 35 15 50 44 0,2 429 0,39 11 323 0,25 0,37 0,25 41 788 9 24 484 9
B4 Bqg 0 33 10 57 47 01 3,71 031 12 566 0,21 039 017 6,43 88 6 2,1 485 5
B1 CVEXx 2 40 13 47 44 02 512 046 111 223 052 0,22 0,14 311 72 3 0,7 563 9
Bl AVEx 2 25 23 52 43 0,1 4,64 044 105 242 039 02 011 3,12 78 5 1 662 7
Bl TsEx 2 30 13 57 42 0,2 6,59 0,55 12 3,19 043 0,21 0,13 3,96 81 5 02 752 4
Bl TEx 2 27 18 5 42 0,2 534 045 11,9 266 051 022 0,13 3,552 76 7 02 720 6
B2 Bqg 2 35 15 50 46 0,2 575 0,37 155 226 062 058 019 3,65 62 3 04 618 5
B2 CVEx 2 37 13 50 42 0,1 541 043 12,6 294 042 0,19 0,12 3,67 80 31 0,2 1035 2
B2 AVEXx 2 32 16 52 42 02 481 0,37 13 3,56 0,3 016 0,09 411 87 8 0 813 3
B3 Bg 2 37 11 52 44 0,2 598 0,38 157 2,43 0,74 063 015 3,95 62 2 03 607 4
B3 CVEx 2 32 18 50 43 02 6,09 056 109 257 055 029 017 3,58 72 6 05 299 11
B3 AVEx 2 32 18 50 4,2 0,3 553 051 108 2,74 045 024 0,16 3,59 76 3 06 375 11
B3  TsEx 2 25 15 60 42 0,2 398 0,37 10,8 24 048 022 0,11 321 75 2 01 411 12
B3 TEx 2 20 13 67 42 02 595 05 11,9 2,72 047 024 015 3,58 76 3 0 385 8
B4 Bqg 2 20 25 55 44 03 7,43 0,66 11,3 3,02 052 044 0,15 4,13 73 3 04 473 11
B4 CVEx 2 32 16 52 44 02 44 043 10,2 232 048 031 013 3,24 72 5 03 389 11
B4  TsEx 2 25 18 57 44 0,2 581 057 10,2 236 046 0,25 0,24 3,21 74 4 11 562 17
B4 TEx 2 25 28 47 44 02 346 035 99 2,74 057 032 02 383 72 6 24 378 27
B5 Bqg 2 25 13 62 44 0,3 6 0,46 13 4,16 053 0,54 0,13 5,36 78 2 11 554 3
B2 TsEx 2 35 18 47 42 02 57 043 133 3,07 038 0,17 0,09 371 83 38 0,2 852 1
B2 TEx 2 32 18 50 4 0,2 6,35 0,49 13 341 045 0,25 0,11 4722 81 5 0 756 3

Donde: Tratamiento: Trat, Bloque: BI, calcio: Ca, magnesio: Mg, fosforo: P, potasio: K, cobre: Cu, hierro: Fe, cinc: Zn, Manganeso: Mn,
carbono: C, nitrégeno: N, capacidad de intercambio cationico: CICE, conductividad eléctrica: CE, saturacion: SA




Tabla 6. Resultados de la prueba de varianza utilizando el indice de Shannon vs las variables de
tratamientos, blogues y cambios de cobertura vegetal en el ensayo durante el tiempo de

monitoreo.
ANOVA Bacterias Kruskal-Wallis Hongos
F calculado F tabular Chi? p
Bloques 1,364 0.279 0,76361 0,8582
Tratamientos 1,894 0,138 10,481 0,0627
Ensayo-Bosque 3,787 0,0172** 3,9138 0,4178

La diversidad observada de bacterias en los diferentes niveles taxonomicos fue mayor que la
diversidad de hongos. Se determind la presencia de 39 filos de bacterias, siendo los més
abundantes en orden descendente Acidobacteriota, Proteobacteriota, Planctomycetota y
Verrucomicrobiota. A nivel de familias, dentro de las 15 con mayor abundancia relativa se
detectaron ASVs asociados con: Bacteriodacea, Beijerinckiaceae, Burkholderiaceae,
Chthoniobacteraceae, Gemmataceae, Koribacteraceae, Ktedonobacteraceae, Muribaculaceae,
Solibacteraceae y Xanthobacteraceae. Las familias detectadas Enterobacteraceae,
Burkholderiaceae y Xanthomonadaceae contienen especies de importancia por ser patégenas,
y el caso de Burkholderiaceae contiene especies de los géneros Caballeronia y Paraburkholderia
gue participan del ciclo del nitrégeno. Adicionalmente a estas 10 familias, hay cinco mas que son
candidatas o estan adn sin ser reconocidas a la fecha (Figura 7A, Figura 7B). A nivel de ASVs,
se determinaron 37 cuya prevalencia es mayor al 90% (24 de 27 muestras), de estos tres fueron
identificados a nivel de género ASV-de2ch6d Nitrospira, ASV-1975f0f Acidothermus y ASV-
37cc6ba Acidibacter (Figura 7C).

El cladograma de los principales ASVs no evidencio la formacién de clisteres concordantes con
sitios, bloques o tratamientos. Dos agrupaciones que muestran una tendencia fueron tres
muestras del Bloque 2 (Figura 8 Subgrupo 1), y tres muestras correspondientes al bosque en el

sexto nivel del dendrograma (Figura 8 Subgrupo 2).
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microbioma del suelo A) Filos, B) Familias. C) Géneros donde en los nombres C. =Candidato.
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Figura 8. Mapa de calor para los 20 ASV’s bacterianos identificados a nivel de género presentes

en mas del 90% de las muestras (n=27).

A nivel de género, se identificaron 162, incluyendo 17 géneros candidatos. De ellos, Bryobacter

con 76 ASVs (9257) es el género con mayor diversidad, seguido por el candidato Solibacter con

71 ASVs (29105 secuencias). Se detectaron 28 géneros con cinco a tres ASVs y 97géneros con

menos de 2 ASVs, dentro de este grupo con menos de cinco ASVs estan Bradyrhizobium (2

ASVs), Hydrogenispora (5 ASVs) y Nitrospira (4 ASVs) que participan en

el ciclo del nitrogeno y

Methylovirgula (2 ASVs) que participa en el ciclo del metano (Figura 7C, Tabla 7, Tabla

suplementaria 1).
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Tabla 7. Géneros bacterianos que reportaron seis 0 mas ASVs para el &rea de ensayo y el

bosque de referencia, representados por abundancias relativas proporcionales por bloque

(Blogues 1, 2y 3, n =5; Bloque 4, n = 4; Bosque n = 8).

Bloque Bloque Bloque Bloque

Género ASVs 1 2 3 4 Bosque
Bryobacter 76 0.00451 0.00351 0.00386 0.00525 0.01635
Candidatus_Solibacter 71 0.00928 0.00797 0.01260 0.01533

Acidothermus 41 0.00207 0.00421 0.00252 0.00265 0.01130
Aquisphaera 34 0.00093 0.00140 0.00142 0.00246 0.01677
Candidatus_Koribacter 30 0.00789 0.00303 0.00682 0.00717 0.03255
Acidibacter 27 0.00626 0.00762 0.00678 0.00717 0.03062
Bdellovibrio 26 |0.00006 0.00018 0.00011 0.00023  0.00055
Aguicella 24 0.00033 0.00025 0.00023 0.00020 0.00031
Pajaroellobacter 21 0.00199 0.00182 0.00172 0.00221 0.00565
Haliangium 19 0.00064 0.00051 0.00066 0.00064 0.00232
Roseiarcus 18 0.00287 0.00358 0.00332 0.00537 0.01697
Reyranella 13 0.00085 0.00097 0.00070 0.00113 0.00189
Chthonomonas 13  0.00042 0.00026 0.00035 0.00056 0.00164
Candidatus_Udaeobacter 13 0.00525 0.00138 0.00536 0.00649 0.04265
Thermosporothrix 12 0.00039 0.00043 0.00023 0.00032 0.00079
Candidatus_Xiphinematobacter 11 0.00161 0.00157 0.00208 0.00278 0.00932
Gemmata 11 0.00017 0.00131
Puia 10 0.00111 0.00046 0.00066 0.00090 0.00394
Anaeromyxobacter 10 0.00027 0.00129
Chthoniobacter 10 0.00047 '0.00022 0.00021 0.00029 0.00179

Conexibacter
Candidatus_Berkiella
Lacunisphaera
Parcubacteria
Neochlamydia
Ktedonobacter
Rhodomicrobium
Actinospica
Clostridium
Edaphobacter
Bacillus
Mucilaginibacter
Singulisphaera
Opitutus
Prevotella
Burkholderia-Caballeronia-
Paraburkholderia

OO0 N~N~N~N~N N0 0o oo

()]

0.00026

0.00051

0.00093

0.00140

0.00027

0.00024 0.00018 0.00027

0.00072 0.00069 0.00069

0.00043 0.00089 0.00087

0.00140 0.00303 0.00091

0.00032

0.00034

0.00023
0.00123
0.00237
0.00044
0.00018
0.00096
0.00051
0.00018
0.00030

0.00049

0.00284

Menor abundancia relativa
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Las arqueas estan presentes en todas las muestras, aunque estan enriquecidas en el area del
ensayo (Tabla 8) y en el caso del Methanobrevibacter wolinii (Methanobacteriaceae) solo se
reporta para el bosque (Figura 9). A este dominio, correspondié un 0.81% de las secuencias de
calidad analizadas, y se incluyen por su rol de metanotrofos.

Tabla 8. Familias de arqueas presentes en el &rea de ensayo y bosque de referencia,

representados por abundancias relativas proporcionales por bloques (Blogues n =5 cada bloque;

Bosque n = 8).
Filo / Familia ASVs Bloquel Bloque2 Bloque3 Bloque4 Bosque
Crenarchaeota
Bathyarchaeia 7 8.36E-05 0.000212
Group_1l.1c 18 | 0.000107 0.000494 0.000297 0.000743 0.000195
Methanomethyliaceae 1
Nitrososphaeraceae 2 0.000213 0.000413 0.000485 0.000278 | 6.96E-05
Nitrosotaleaceae 8 0.000464 0.000706 0.00043 _ 0.00013
Euryarchaeota
Methanobacteriaceae 1

Micrarchaeota

Micrarchaeales 1 _

Thermoplasmatota
uncultured 11 0.000345 0.000611 0.000447 0.000716  0.000225

Menor abundancia relativa - _ Mayor abundancia relativa
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Figura 9. Abundancias de arqueas por blogues del ensayo y el bosque (n = 27) presentes en el

microbioma del suelo.

Para hongos, se identificaron siete filos, siendo los mas importantes Ascomycota y

Basidiomycota. Se detect6 un tercer grupo de importancia que solamente se logro6 identificar a

nivel de reino. El filo Zygomycota tiene una mayor presencia en los suelos del ensayo (Figura

10A). A nivel de familias fungicas, las de mayor abundancia relativa fueron Mortierellaceae,

Nectriaceae y Trichomanaceae, junto a un importante grupo catalogado a niveles taxonémicos

inferiores (Figura 10B).
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Figura 10. Abundancias de hongos por blogues del ensayo y el bosque (n = 28) para el

microbioma del suelo A) Filos, B) Familias, C) Géneros.
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Se identificaron 143 géneros fungicos, de estos Mortierella (15 OTUs), Acaulospora (11 OTUSs),
y Mycena (11 OTUs) agruparon el mayor nimero de OTUSs; los restantes 42 géneros agrupan
entre seis y dos OTUs, los dltimos 98 cuentan con un solo OTU. Dentro de este grupo hay
géneros de interés por ser reconocidos como fitopatégenos, entre ellos Fusarium, Fusidium,
Magnaporthe y Verticillium, reportados solo para el area de ensayo y ausentes en el &rea boscosa
(Figura 10C, Tabla 9, Tabla suplementaria 2).

Los OTUs detectados exclusivamente en el suelo del area del ensayo fueron Otu0002 Mortierella
chlamydospora, Otu0006 Mycena spl y Otu00018 Mycena sp., mientras que en el caso del
bosque los OTUs exclusivos mas abundantes fueron Otu0013 Ascomycota, Otu0014 Agaricales
y Otu0016 Fungi. Adicionalmente, los Otu00013 (Ascomycota) y Otu00016 (Fungi) enriquecidos

en el bosque aportan a la diferenciacién entre el ensayo y el bosque (Figura 11).
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Figura 11. Mapas de calor para los 20 OTUs de hongos de mayor abundancia relativa en el
estudio (N = 48).
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Tabla 9. Géneros de hongos que agrupan tres 0 mas OTUs presentes en el area de ensayo y
bosque de referencia, representados por abundancias relativas proporcionales por bloque
(Blogues n =5 cada bloque; Bosque n = 8)

Género OTUs Bloquel Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4 Bosque
Mortierella 14 0.014210 0.013633  0.015082 0.010311  0.002958
Acaulospora 11 0.000911 0.000834
Mycena sp 10 0.007477  0.000423 0.006489  0.004024

Chaetosphaeria 6 0.000218 | 0.000064 0.000077 0.000744  0.000120
Glomus 6 0.000128 | 0.000038 0.000269  0.000115  0.000665
Entoloma 5 0.000551  0.000885  0.000757  0.000500  0.000409
Fusarium 5 0.000449  0.001308  0.000616  0.000346 -
Cladophialophora 4 - 0.000077 | 0.000038 0.000282  0.000080
Penicillium 4 0.000154 0.000167 0.000141  0.000218 ' 0.000056
Bjerkandera 3 0.000038 0.000361
Chaetomium 3 0.000475  0.000372  0.000859  0.000936 | 0.000032
Conlarium 3 0.001141  0.001629  0.001718  0.002744  0.000088
Fusidium 3 0.000128 - 0.000077  0.000077
Gymnopilus 3 0.000064 0.000090  0.000218  0.001872 | 0.000048
Hydropus 3 0.001475  0.000385 0.000641
Phaeoacremonium 3 0.000167 0.000136
Phlebia 3 0.000167  0.000218  0.000080
Pseudorobillarda 3 0.002493
Resinicium 3 0.000038

3

Trichosporon

- 0.007887  0.014954  0.009375 0.009747

Menor abundancia relativa - _ Mayor abundancia relativa

El andlisis de beta diversidad determiné que las comunidades de bacterias y hongos del suelo

son diferentes entre el bosque y el sitio de ensayo, dejando sin efecto el disefio experimental de
blogues y tratamientos, lo que es consistente con los andlisis de alfa diversidad (Tabla 6). Las
agrupaciones por bosque y ensayo se observan en las graficas del analisis NMDS utilizando
distancia Bray Curtis y Jaccard (Figura 12). Este andlisis sugirié un ordenamiento natural de los
sitios conforme a su cobertura vegetal preexistente relacionada con el uso del suelo en el sitio
de ensayo y el bosque. Esta agrupacion se mantuvo durante el periodo de monitoreo. La
consistencia de la agrupacion fue mayor al evaluarlas por medio del indice de Jaccard, basado
en la presencia o ausencia de ASVs en el caso de bacterias y OTUs en el caso de hongos (Figura

12B y Figura 12D). En el ensayo, se observé una afinidad de agrupamiento en dos grupos: el
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Bloque 2 y un segundo grupo constituido por los Bloques 1, 3y 4 (Figura 12). Los nuevos grupos
fueron estadisticamente significativos (Bacterias PERMANOVA p= 0,0001, ANOSIM R= 0,8689
y Hongos PERMANOVA p=0,0001, ANOSIM R= 0,6922).
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Figura 12. Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) para beta diversidad entre los sitios
de estudio de bosque y cuatro blogues del ensayo: A) Bacterias distancia Bray Curtis, B)
Bacterias distancia Jaccard, C) Hongos distancia Bray Curtis, D) Hongos distancia Jaccard.
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Influencia de las variables fisicoquimicas del suelo en la diversidad y estructura del
microbioma: Por medio de los modelos lineales generales (MLG) utilizando el indice de
Shannon de diversidad alfa como variable dependiente, se determiné para bacterias que el limo
(p= 0,0134), la relacion carbono/nitrogeno (p= 0,0259) y el manganeso (p= 0,00456) son las
principales variables quimicas del suelo que inciden en la diversidad. Para hongos, las variables
guimicas que inciden fueron el magnesio (p= 0,0349) y, en un grado de significancia menor (a=
0,1), el pH (p= 0,0975, Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de analisis estadistico en R del modelo general lineal, influencia de las

variables fisicoquimicas del suelo en el indice de Shannon.

Bacterias Hongos
Variables te ES tT Pr(>|t|) te ES tT Pr(>|t|)
Acidez -0,04125 0,04232 -0,975 0,339 -0,0537 0,1233 -0,435 0,667
Arcilla -0,0000717 0,003912 -0,018 0,986 0,0002 0,0115 0,016 0,987
Arena -0,003818 0,003453 -1,106 0,279 -0,0025 0,0104 -0,246 0,808
Calcio 0,14261 0,20538 0,694 0,494 0,6043 0,6011 1,005 0,324
Carbono -0,02678 0,03136  -0,854 0,401 -0,0327 0,0940 -0,348 0,731
CICE -0,03347 0,04257  -0,786 0,439 0,0132 0,1244 0,106 0,916
Cinc 0,06649 0,04163 1,597 0,123 0,1051 0,1252 0,840 0,409
Fosforo -0,003312 0,002912 -1,137 0,266 -0,0038 0,0088 -0,429 0,671
Hierro -0,0002277 0,000179 -1,27 0,216 -0,0002 0,0005 -0,381 0,706
Limo 0,017798 0,006688 2,661 0,0134* 0,0111 0,0223 0,499 0,622
Magnesio -0,05583 0,24661  -0,226 0,823 1,4912 10,6697 2,227 0,035*
Manganeso  0,01465 0,004701 3,116 0,00456**  0,0043 0,0160 0,266 0,792
Nitrégeno 0,1557 0,335 0,465 0,646 -0,8100 0,9670 -0,838 0,410
pH 0,02872 0,15602 0,184 0,855 0,7538 0,4385 1,719 0,097
Potasio 0,5114 0,52911 0,967 0,343 -0,1067 1,5880 -0,067 0,947

Relacion C/N  -0,04069 0,01718 -2,368  0,0259* 0,0614 0,0540 1,138 0,265
Saturacion

(SA) -0,004689 0,004951 -0,947 0,353 -0,0193 0,0138 -1,394 0,175

te: valor t estimado; tt: valor tabular de t Student; ES: error estandar; Pr: probabilidad

Valores de significacncia: 0 *** 0,001 ** 0.,01 * 0,05 "’ 0,1 *’ 1

A nivel de beta diversidad, el andlisis de correspondencia canoénico (ACC) determind
correlaciones positivas entre el microbioma y las variables quimicas y la textura del suelo para el
bosque y el Blogue 2. Los bloques restantes (1, 3 y 4) se agrupan como uno solo, agrupacion

gue es coincidente con el MNDS de beta diversidad. Para el bosque, las variables que mejor
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correlacionan con la comunidad bacteriana son el porcentaje de arcilla, el pH y magnesio (Mg);
estas dos ultimas con una fuerte magnitud y compartiendo direcciones similares de los vectores
en el plano XY y XZ (Figura 13A y 13B). Para el Bloque 2, las correlaciones més fuertes se dan
para el fésforo (P), el hierro (Fe) y el porcentaje de saturacién (Figura 13A, Figura 13B). En el
caso de los bloques restantes las principales correlaciones corresponden a nitrogeno (N),
manganeso (Mn) y el porcentaje de limo.

A ¢ Mn B
4.5 * ® Bloque 1
W Bloque 2
A Bloque 3
3.0 + Bloque 4
Bosque

EjeY

EjeY
Eje Z

o

-3 2 1 -3 2 4 0

Eje X Eje X
Figura 13. Andlisis de correspondencia canodnico correlacionando las variables quimicas y la
textura del suelo de los sitios de estudio con la composicién del microbioma: A. Bacterias (X, Y),

B. Bacterias (X, Z), C. Hongos (X, Y), D. Hongos (X, Z), vectores de variables del suelo
aumentadas para mejor visualizacion.
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Anélisis de potencial metabdlico de las comunidades microbianas: Se generd la prediccion
del potencial funcional del microbioma utilizando PICRUSt2. Los resultados exploratorios del
andlisis de componentes principales (PCA) realizado en STAMP utilizando los resultados de
PICRUSt2, sugieren en primera instancia que no existe una separacion del bosque y del area de
ensayo con base en su potencial funcional, dado que no se visualizan agrupaciones por afinidad
de bloques y bosque (Figura 14). El resultado exploratorio del PCA lo confirmé la prueba
estadistica ANOSIM (R=0,08178), indicando que no hay disimilitud significativa entre los grupos.
El PERMANOVA indic6 que hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p =
0,0412); puntualmente en el par Bloque3-Bosque utilizando valores de p sin correccion (p=
0,00285). Sin embargo, con valores corregidos de p se pierde la significancia estadistica (0,285),

concordando con los resultados obtenidos en el PCA y el ANOSIM.
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Figura 14. Analisis de componentes principales (PC) utilizando las predicciones de PICRUSt para

vias metabolicas de la comunidad bacteriana del suelo.

Dado que los resultados del andlisis de las variables quimicas y la textura del suelo indicaron
gue la relacion carbono/nitrégeno (C/N) influye en la diversidad microbioma del PNIC, se
seleccionaron las rutas metabdlicas del nitrégeno y del carbono para los analisis posteriores,
dada su importancia en los ciclos biogeoquimicos, energia y nutricion para las plantas. En el caso
de la via metabdlica del carbono, se analizé la subunidad de la ruta del metano, para la cual se
obtuvieron predicciones. Los resultados sugieren un enriquecimiento de la ruta metabdlica del
metano (p< 0,05) en el &rea de ensayo en comparacion con el bosque. En el caso de la ruta del
nitrégeno no hay diferencias significativas (p> 0,1; Figura 15). Adicionalmente, hay un grupo de

ortélogos (niumeros KO) pronosticados pertenecientes a ambas vias metabdlicas, y aunque si
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estan enriquecidas en el area de ensayo, las diferencias no son estadisticamente significativas
(p> 0,05).

A. Metabolismo del metano Intervalo de confianza al 95% Valor p
Ensayo : Bosque _ } O { <0.05
L | 1 |
0.0 1.3 0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030 0.035 0.040 0.045

B. Metabolismo del nitrégeno
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Figura 15. Vias metabdlicas predichas por PICRUSt2 para las comunidades bacterianas del

suelo del bosque y el ensayo.

Discusion

Este estudio, pionero en el Parque Nacional Isla del Coco (PNIC) exploré la composicién del
microbioma de los suelos, documentando la diversidad de arqueas, bacterias y hongos, y
pronosticando algunas funciones de la microbiota residente de los suelos; ademas, sienta las
bases para continuar con el estudio de la ecologia microbiana de este ecosistema insular. Esta

contribucién pasa a engrosar la lista de la riqueza biolégica reportada para el PNIC; biodiversidad
gue posee caracteristicas propias y unicas (Cortés, 2008, 2012).

Para Isla del Coco se reportan filos bacterianos cosmopolitas, mostrando un arreglo particular en
el filo de Plactomycetos que lo hace diferir de otros microbiomas reportados (Castafieda &
Barbosa, 2017; McGee et al., 2019; Y. Sun et al., 2020). Planctomycetes es un filo principalmente
marino, con alta representacion en aguas del Corredor Marino Isla del Coco-Galapagos (Rojas-
Jiménez, 2018), y reportado en menores cantidades en ambientes terrestres (Buckley et al.,
2006); en los suelos de la Isla del Coco, es el tercero de mayor abundancia con 555 ASVs
(15,99%) después de Proteobacteria (18,01% de los ASVs, Figura 7). Por su parte, Acidobacteria
es el filo mas abundante, el cual ve favorecida su abundancia en suelos &cidos (Janssen, 2006)
y ricos en hierro (Dedysh & Damsté, 2018) como los del PNIC (pH 4,34+0,81, n=27; Fe: 558,78

+ 68,52 mg/L; n=27; Tabla 5), que son producto de la alta pluviosidad imperante en la zona
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(Herrera, 1986) que provoca el lavado de bases del suelo. Adicionalmente, este trabajo
constituye el primer reporte de arqueas, y aunque estan en baja abundancia dentro de los datos
de secuenciacion (Tabla 8, Figura 9), estas tienen un rol determinante en el ciclo del metano
(Vanwonterghem et al., 2016). En hongos, se determiné la presencia de siete filos, siendo
Ascomycota el principal (Figura 10), filo que participa en diversas funciones dada su abundancia
a nivel global (Tedersoo et al., 2014; Universidad de Almeria, 2019). Ademas, se detectd un

grupo de hongos patdgenos y micorricicos que seran discutidos mas adelante.

La diversidad y abundancias observadas en los microbiomas no se vieron alteradas con los
tratamientos de restauracién aplicados en el ensayo, aun cuando los tratamientos de corta y
arranque de la vegetacion llevaron al reemplazo de la vegetacién original en el sitio de ensayo
(Acosta-Vargas et al., 2020). De esta manera, contrario a nuestra hipétesis, los tratamientos no
hicieron cambiar el microbioma (a > 0,05), y en su lugar se mantuvieron diferenciados entre el
bosque y al sitio de ensayo (Tabla 5, Figura 12). Luego de realizar los analisis, se propone que
el periodo de monitoreo relativamente corto y el tipo de muestra empleado son factores que
pudieron incidir en la baja respuesta de la comunidad microbiana a los tratamientos empleados.
El periodo de monitoreo de 23 meses se considera corto para observar cambios ya que, otros
estudios reportan que los cambios en la comunidad de microrganismos del suelo responden a
escalas de tiempo mayores (Arnold, 2016; Gellie et al., 2017; Ngugi et al., 2018; Strickland et al.,
2017). Con relacion a la muestra, existen dos posibles fuentes de error o circunstancias en los
experimentos realizados que podrian afectar los resultados obtenidos; el primero, la composicién
de la muestra y como fue homogenizada a fin de obtener una muestra representativa y, en
segundo lugar, el uso de muestras del interespacio, en lugar de muestras de rizosferas. Se ha
reportado que en la comunidad de la rizosfera hay asociaciones de la microbiota con las plantas,
como en el caso de las bacterias simbib6ticas fijadoras de nitrégeno (Wagner, 2011), o bien,
hongos micorricicos arbusculares (Klironomos, 2000), que se detectarian al cambiar la
composicion de plantas. Sin embargo, el interespacio representa un ecosistema diferente para
los microorganismos, no sélo por la aparente carencia de asociaciones, sino que también, es

mas diverso y esta compuesto por microrganismos de vida libre (Baldrian, 2016).

Los andlisis realizados demostraron consistentemente que el microbioma del bosque es distinto
al sitio de ensayo; la diferenciacion es probable que se deba a la condicion preexistente de ambos
sitios y atribuible al periodo de labranza que sufrié el sitio de ensayo que habria alterado la
estructura del microbioma hasta la actualidad. Adicionalmente, este hallazgo también es

atribuible a variaciones entre los sitios en el pH, concentracion de manganeso y magnesio, la
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relacion C/N y el porcentaje de limo, variables quimicas y de la textura del suelo que
correlacionan significativamente con la composicion del microbioma (Figura 13). A su vez, estas
variables del suelo han sido reportadas correlacionando con el microbioma en otros estudios
dentro y fuera de Costa Rica (Baldrian, 2016; Bonner, 2017; Fierer, 2017; McGee et al., 2019).
Por lo tanto, los cambios a pequefia escala espacial observados en las variables del suelo (Mn,
Mg, relacion C/N, pH y limo) en el PNIC, superaron los umbrales que definen y dan estabilidad
al microbioma del suelo (Bonner, 2017); confirmando asi que es posible que el microbioma

cambie a pequefia escala (Wubs et al., 2016).

En referencia al microbioma del suelo en el sitio del ensayo, no se observaron diferencias entre
los tratamientos. En cuanto a los bloques, para bacterias se observo la tendencia de los Bloques
1, 3y 4 a agruparse entre si y separarse del Bloque 2, manteniendo en ambos casos su
separacion del bosque (Figura 12). El Blogue 2, a diferencia de los demas, tiene una correlacion
positiva con el hierro y fésforo (Figura 13); en estudios controlados, se ha identificado que el
hierro influye en la composicién del microbioma, segun sus concentraciones (Pii et al., 2016), de
igual manera se reporta un efecto similar causado por el fésforo (Bulgarelli et al., 2022). Una
variable por considerar a futuro es la humedad del suelo, ya que esta influye en la estructura de
la microbiota y es un factor predictor de la biomasa microbiana (Fierer, 2017). Investigar el efecto
de la humedad podria ayudar a explicar las diferencias del Bloque 2 con el resto de los bloques,
ya que, por su posicién en la parte alta de la ladera y suelos con gravas, se presume que el agua

se pierde antes que en los otros sitios.

Se mencion6 que el microbioma del bosque y el ensayo son diferentes. Al ser el sitio de ensayo
un estado temprano de sucesién no superado o secuestrado por décadas abre la posibilidad que,
existan microorganismos dominantes con funciones o roles cruciales que estén afectando la
restauracion del bosque nativo en este sitio. Los microrganismos benéficos del suelo contribuyen
en la disponibilidad y absorcion de nutrientes, en especial los hongos micorricicos y bacterias
fijadoras de nitrogeno (Jasper, 2007). Los hongos fue el grupo que mejor definié especies propias
del bosque y del ensayo (Figura 11); sin embargo, la taxonomia asignada no permite investigar
mas sobre roles especificos y sus efectos sobre la restauracién del bosque, como por ejemplo el
Otu0016 Fungi. Adicionalmente, se identificaron géneros de hongos micorricicos presentes en
los suelos del bosque y el ensayo, por ejemplo, Acaulospora (11 OTUs, Tabla 9) enriquecido en
el area del ensayo y Glomus (6 OTUs, Tabla 9) y Cortinarius (1 OTU, Tabla suplementaria 2),
solamente detectados en el sitio del ensayo. En particular, miembros del género Glomus

(Glomeromycota) son simbiontes obligatorios (Naranjo-Ortiz & Gabaldén, 2019); esta
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dependencia de las raices podria estar creando asociaciones especificas hongo-planta, que
estarian condicionando la vegetacion en cada sitio, siguiendo el comportamiento de la teoria del
“Feedback” que plantea que bajo relaciones positivas, las comunidades serian menos diversas
y dominadas por una o pocas especies (Bever, 2003; Bever et al., 2012). Lo anterior explicaria
en parte la mayor dominancia de especies arbustivas en el sitio de ensayo (Acosta-Vargas et al.,
2020). En bacterias, hay un grupo asociado al proceso de fijacion del nitrégeno, de estos,
Bradyrhizobium esta enriquecido en el bosque (Tabla suplementaria 1), lo que se interpretaria
como una mayor necesidad de nitrégeno en esta cobertura (Madigan et al., 2021). Por su parte,
la presencia exclusiva de arqueas de la familia Methanomethyliaceae (Tabla 8) en el bosque,
sugeriria una mayor condicién anoxica del suelo, al ser esta la condicién para la produccién de
metano (Vanwonterghem et al., 2016). Pensando en la restauracién del bosque nativo en el sitio
del ensayo, los factores antes descritos son potenciales filtros al proceso de recuperacién del
bosque, donde las opciones dentro de la restauracién activa implican acciones como reintroducir

al sitio las especies vegetales y las micorriza asociadas.

Los microorganismos cumplen diferentes roles y funciones en los suelos que se veran afectados
por su presencia y abundancia. En este estudio se observé un grupo de bacterias y hongos que
son propias del sitio de ensayo o del bosque, y los cuales podrian estar afectando el proceso de
regeneracion natural del bosque. En bacterias, se identificé para el area del ensayo la presencia
de Ralstonia (Tabla suplementaria 1), género fitopatégeno que afecta las semillas (Navarrete
Maya et al., 2014); dado su estilo de vida, podria afectar la germinacién y consiguientemente
limitar la regeneracion de las especies arbéreas propias de la isla. En hongos, se determiné la
presencia de los géneros patdgenos Magnaporthe y Verticilium (Gémez Expésito et al., 2017,
Quispe, 2017; Tabla 8). Para los suelos del bosque se reporté la familia Cerasricystidaceae,
reconocida por las especies del género Ceratocystes, como C. fimbriata, causante de la
mortalidad en arboles de Gmelina arborea (Méndez-Alvarez et al., 2020). Este género en
particular es de interés en investigaciones futuras, ya que es propio del bosque, donde se reporta
la alta mortalidad del arbol endémico Sacoglottis holdridgei y que a futuro representa una seria

amenaza para su conservacion y la del bosque del PNIC (Bonilla-Mata & Acosta-Vargas, 2020).

Adicionalmente, hay una grupo de posibles microorganismos patégenos presentes en ambos
sitios, entre estos Burkholderia (Tabla 7), bacteria fitopatégena que ataca las semillas y que fue
reportada por Navarrete Maya et al. (2014) en otro estudio. En cuanto a los hongos, la familia
Nectriaceae merece atencion, ya que el género Nectria fue reportado en muestras aéreas de S.

holdrigeii por Corrales-Retana (2018) y reportado junto con Fusarium como causante de
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mortalidad de G. arborea en la Zona Norte de Costa Rica (Gamboa et al. 2018). Este estudio no
identifico Nectria, pero si se identificdé su fase asexual Fusarium (Otu0078, Otu0625, Otu0835,
Otul1358, Otul1482), donde se reconocen especies fitopatégenas como F. oxysporum que causa
la enfermedad de la marchitez, de gran importancia en cultivos agricolas (Seminis, 2017). Para
los bosques y su salud en el PNIC, es de especial interés investigar los efectos que miembros
de la familia Nectriaceae puedan tener por si mismos, asi como analizar si son favorecidos por
los mamiferos introducidos, sea por las deposiciones de urea que inducen a la proliferacién de
hongos patégenos (Veresoglou et al., 2013; Walters & Bingham, 2007) o bien por su papel como

medio de transporte de esporas e hifas dentro de la isla (Relva et al., 2010).

Las prediccién de funciones metabdlicas, determind que el area de bosque y el area de ensayo
son similares en cuanto a los genes funcionales pronosticados (Figura 14). Sin embargo, se
observaron diferencias entre el ensayo y el bosque en las vias metabdlicas del metano y el
nitrégeno (Figura 15). Los resultados obtenidos sobre la prediccion de genes en la via metabélica
del metano mostraron la existencia de una comunidad de metanégenos compuesta de arqueas,
la cual se desarrolla en condicion anaerébica, como también encontraron otros autores (Reay
et al., 2010). En el PNIC la alta y constante pluviosidad son factores que estarian favoreciendo
suelos con pobre oxigenacion, condicion evidenciada en el campo por la coloracion azul cobalto
en algunas de las muestras de suelos recolectadas en este trabajo. Esta condicion de anoxia
crea el ambiente requerido para el crecimiento de microorganismos metandgenos detectados en
este estudio, los cuales pertenecen a la clase candidata Bathyarchaeia y la familia
Methanomethyliaceae, reportadas como metandgenos por Evan et al. (2015) y Vanwonterghem
et al, (2016) respectivamente (Tabla 8). Las arqueas estan enriquecidas en el sitio del ensayo
(Tabla 8), concordando con el enriquecimiento pronosticado para esta via para este mismo sitio
(Figura 15). Entre los potenciales metanotrofos identificados en este estudio, estan miembros de
la familia Beijerinckiaceae que cuenta con miembros que participan de en esta via segun Tveit

et al. (2019) y los géneros Clostridium y Methylovirgula (Tabla 7, Tabla suplementaria 1)

Aunque el metabolismo del nitrégeno esta enriquecido en el bosque no es estadisticamente
significativa la diferencia (p> 0,1; Figura 15), lo cual se explicaria por la abundancia similar de
taxones bacterianos funcionales relacionados con el ciclo del nitrbgeno en ambos sitios,
resultado que coincide con lo reportado por Y. Sun et al. (2020). Este enriquecimiento estaria
asociado a una comunidad sensible al nitrégeno, que estaria promoviendo una mayor expresion

de esta via metabdlica para cubrir requerimientos del sitio (Madigan et al., 2021).

76



Del ciclo del nitrégeno participan microrganismos que se desarrollan en ambientes acuaticos y
terrestres, con estrategias de vida libre o con relaciones asociativas y aquellas que forman
simbiosis con leguminosas y otras plantas (Wagner, 2011). Dentro de los géneros de vida libre
identificados presentes en ambos sitios estan Bacillus (7 ASVs) y Clostridium (9 ASVs). Por su
parte, Bradyrhizobium (2 ASVs) que esté enriquecido en el bosque (Tabla 7, Tabla suplementaria
1) ha sido reportado por Wagner (2011) estableciendo asociaciones especificas. Adicionalmente,
hay un grupo de ASVs asignados a diferentes filos y familias con potencial participacion en el
ciclo del nitrégeno. Entre estos el filo Cianobacteria (85 ASVs) que incluye miembros de vida libre
de acuerdo con Wagner (2011) y Acidobacteria (625 ASVs), cuyo metabolismo es diverso, y de
su ecologia se conoce que la mayoria de especies son heterotréficas y que utilizan el nitrato
como fuente de nitrogeno (Kielak etal.,, 2016). Asimismo, se suman las familias

Enterobacteriaceae.

Aun cuando se logré describir diversidad y funciones del microbioma del suelo, su estudio a
profundidad tiene el potencial de describir nuevas especies, ya que los porcentajes de
identificacion a nivel de género fueron bajos, alcanzando un 4,84% para bacterias (Tabla 7), y un
10,89% para los hongos (Tabla 9). Para determinar nuevas especies se debe trabajar en su
identificacion, descripcion e incorporacion dentro de las bases de referencia, para lo cual es
necesario aplicar el enfoque metagendémico en lugar de secuenciar solamente un fragmento de
genes que codifican para el ARNr. Los resultados presentados en este trabajo son solo el inicio
de las investigacion en la microbiota de los suelos del PNIC, por lo que develar en mayor
porcentaje y precision la estructura, nuevas especies y funciones del microbioma, conllevara el
empleo de otras técnicas y analisis, para lograr una mejor comprension de este universo bajo

nuestros pies.
Conclusiones

Los tratamientos aplicados no lograron cambiar la composicién de la microbiota, y como se
mantuvo diferenciada entre el ensayo y el bosque, se concluye que los efectos heredados del
proceso de deforestacién y agricultura en el area de ensayo junto a la introduccién de herbivoros
crearon rasgos propios y diferenciadores entre el bosque y el ensayo. Por lo tanto, podria ser
necesario hacer intervenciones mas dréasticas, como, por ejemplo, la traslocacion de suelos o
modificaciones al pH y plantar las especies de bosque en el sitio alterado, para propiciar el
ensamblaje de la comunidad del bosque como ecosistema de referencia. Ademas, se debe
considerar que el tiempo de evaluacién de 23 meses podria no ser suficiente para detectar

cambios en la estructura y funciones del microbioma.
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El estudio del microbioma mostré que la microbiota del suelo presenta cambios a pequefia escala
en respuesta de los parametros quimicos del suelo que condicionan su estructura, diversidad y
abundancia: por lo anterior, se concluye que la seleccion del punto de muestreo y toma de la
muestra tendran un peso importante en los resultados que obtengan; por ende, se debe
considerar el muestreo como una etapa critica de la cual dependera el logro de los objetivos de

investigacion planteados.
Recomendaciones

Con respecto al proceso de restauracion ecolégica, no hay evidencia clara de que el microbioma
se afectara por las intervenciones en el tiempo de monitoreo y los cambios producidos. Por lo
cual, es de interés extender la investigacién haciendo nuevas intervenciones mediante nuevos
tratamientos de restauracién, a fin de determinar cuéles producen los cambios esperados en el

microbioma y la recuperacion del bosque.

Dada la abundancia y caréacter distintivo de los Planctomycetes, se recomienda investigar [1] la
interaccion permanente que se da entre la tierray el mar, [2] el efecto de las altas precipitaciones
en la isla que permite suelos himedos y [3] su participacion en la oxidacion anaerobia del ion
amonio (Anammox) en el PNIC.

Si bien hay indicios del efecto de degradacion por parte de los herbivoros, se recomienda guiar
experimentos especificos para determinar sus efectos en la comunidad de microrganismos del
suelo, tales como alteraciones en la comunidad microbiana, incremento en la actividad
microbiana por incremento de nitrdgeno via heces y orina y alteracion de funciones metabdlicas
del suelo (Wehr et al., 2019). Para ello, se recomienda utilizar el area de ensayo por sus mayores

densidades de herbivoros y el bosque nuboso por sus bajas densidades.

Los resultados obtenidos plantean una serie de interrogantes para futuras investigaciones, pues
con el uso de técnicas mas avanzadas es posible desentrafiar la influencia en la composicion del
microbioma de la humedad del suelo, los efectos de los herbivoros introducidos, las asociaciones
especificas planta-microrganismo (Bever, 2003) e incluso el efecto de cambios inducidos

mediante la translocacion de suelos del bosque al &rea de ensayo.
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Tablas suplementarias

Tabla suplementaria 1. Géneros bacterianos con cinco o menos ASVs reportados en el area de
ensayo Yy bosque de referencia, representados por abundancias relativas proporcionales a cada
blogue (Blogues 1, 2y 3, n = 5; Bloque 4, n = 4; Bosque n = 8). Parque Nacional Isla del Coco,
Costa Rica, 2022.

Género ASVs Bloquel Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4 Bosque
Roseisolibacter 5 0.00040 0.00057 0.00038 0.00011 0.00079
Occallatibacter 5 0.00047 0.00041 0.00034 0.00016 0.00104
Coxiella 5 0.00009 0.00008
Pedosphaera 5 0.00009 0.00064
Edaphobaculum 5 0.00008 0.00009
Hydrogenispora 5 0.00005
Candidatus_Jorgensenbacteria 5 0.00010 0.00005

Chitinimonas 4 0.00005
Sporocytophaga 4 0.00021
Candidatus_Ovatusbacter 4 0.00007
Cupriavidus 4 0.00032 0.00087 0.00026 0.00035
Nitrospira 4 0.00192 0.00073 0.00235 0.00415 0.00781
Fimbriiglobus 4 --- 0.00067
Candidatus Paracaedibacter 4 0.00005 0.00005 0.00012
Acidipila 3 0.00046  0.00055 = 0.00007 0.00016 0.00055
Rhodanobacter 3 0.00038 0.00012 0.00033 0.00019 0.00051
Telmatospirillum 3

Crenobacter 3

Acidisoma 3 0.00020 0.00011 0.00025 0.00025 0.00111
Mycobacterium 3 0.00023 0.00020 0.00044 0.00051 0.00175
Sericytochromatia 3
Faecalibacterium 3 0.00007

Legionella 3 ---

Novosphingobium 3 0.00012 0.00005 0.00020
Rhodoblastus 3 0.00049 0.00016 0.00059 0.00041 0.00097
Dinghuibacter 3 0.00011
Acidicaldus 3 0.00022  0.00043 0.00018
Candidatus_Nucleicultrix 2
Megasphaera 2 -
Catenulispora 2 0.00008
Bradyrhizobium 2 0.00088 0.00074 0.00170 0.00205 0.01049
Spirochaeta 2 000001 @ - ~ 0.00001 0.00002
Dyella 2 0.00032 0.00019 0.00031 0.00025 0.00021
Kitasatospora 2 - - 0.00121
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Tabla suplementaria 1. Continuacion ...

Género ASVs Bloguel Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4 Bosque
Granulicella 0.00008 0.00019
Akkermansia --- 0.00005

Bauldia 0.00011 0.00020
Rudaea _ 0.00007
Pedomicrobium 0.00013 0.00024 0.00029 0.00038 0.00333
Silvanigrella ---

Acidocella 0.00006
Sphingomonas 0.00034 0.00023 0.00028

Phaselicystis
Spirochaeta_2
Phenylobacterium
Syntrophobacter
Phycisphaera
Candidatus_Jidaibacter
Pirellula

Alloprevotella
Methylovirgula
Terracidiphilus
Candidatus_Brownia
Chryseolinea
Candidatus_Nitrosotalea
Clostridia_ UCG-014
Veillonella

Rickettsia

Agathobacter
Abditibacterium
Candidatus_Peregrinibacteria
Subdoligranulum
Candidatus_Protochlamydia
Tumebacillus
Alicyclobacillus
Rhizomicrobium
Candidatus_Nitrotoga
Haemophilus

Neisseria

Romboutsia
Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium

Ruminiclostridium
Nevskia
Labrys

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0.00010

0.00070

0.00006

0.00014

0.00007
0.00079
0.00014

0.00005 0.00009

0.00007

0.00008

0.00010
0.00186

0.00006

0.00005

0.00006

0.00007
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Tabla suplementaria 1. Continuacion ...

Género

ASVs Bloque 4 Bosque

Leptotrichia
Carboxydothermus
Longispora

Dongia
Luteolibacter
Candidatus_Kaiserbacteria
Vampirovibrio
Paenibacillus
Caedibacter
Cerasicoccus
Chromobacterium
Paraclostridium
Rhodococcus
Parafilimonas
Asticcacaulis
Berkelbacteria
Rickettsiella
Parvimonas
Holophaga
Pasteuria
Hyphomicrobium
Candidatus_Obscuribacter
Anaerosporobacter
Escherichia-Shigella
Silvimonas
Phascolarctobacterium
Citrifermentans
Chitinophaga
Leptospirillum
Ferrovum
Steroidobacter
Ammoniphilus
Sulfobacillus
Fimbriimonas
Luedemannella
Flavobacterium
Terrimicrobium
Pseudoflavonifractor
Treponema
Pseudolabrys
Tundrisphaera

P PP RPRRPRPRRPRPRRPRPRPRRPRRPRPRRPRPRRPRPRRPRRPRPRRPRRPRPRRPRRPRRPEPRLRRERRRLPRLSR

0.00015

0.00006

0.00007 0.00064 0.00016 --—-

0.00011
0.00048

0.00134
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Tabla suplementaria 1. Continuacion ...

Género ASVs Bloguel Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4 Bosque
0.00005
0.00004
0.00006

Blautia
Lysinibacillus
Ralstonia
Wolbachia
Ramlibacter
Massilia 0.00009
Fusobacterium 0.00004

Micromonospora 0.00006

Menor abundancia relativa _:— Mayor abundancia relativa

N e

Tabla suplementaria 2. Géneros de hongos con dos 0 menos OTUs reportados en el area de
ensayo y bosque de referencia, representados por abundancias relativas proporcionales a cada
blogue (Blogues 1, 2y 3, n = 5; Bloque 4, n = 4; Bosque n = 8). Parque Nacional Isla del Coco,
Costa Rica, 2021.

Género OTUs Bloquel Bloque2 Bloque3 Bloque4 Bosque
Arthrobotrys 0.000321  0.000834  0.000218  0.000090

Auxarthron 0.000051 ---
Chloridium 0.000282 = 0.000077  0.000077  0.000308 0.000104
Clavaria 0.000048
Clitopilus 0.000051

Coprinopsis 0.000346  0.000539  0.000167  0.000256

Hypoxylon

Leucoagaricus
Lophiostoma

- [H0000088Y o.000282

0.000308 0.000090 0.000192 0.000090

Mariannaea 0.003578 0.004142 0.008734 0.001372 0.002020
Microdiplodia 0.000090 0.001064 0.000539 0.001834 0.000112
Myrothecium _ 0.000120
Oidiodendron 0.000115 0.000282 0.000167 0.000192
Podospora 0.001436 0.000128 0.000269 0.000975
Pseudocercospora
Psilocybe 0.000359 0.000090 0.000449 0.000056
Pyrenochaetopsis 0.000590 0.000180 0.000744 0.000154 0.000152
Roussoella 0.000077 0.000141
Scolecobasidium 0.000128

0.000167 - 0.000141

Sphaerobolus 0.000090
Thelonectria

Vermispora

N NN DN DNDNDNDNMDNDNDDNDDNDNDNDMDNMNDNNMDNMNDNNMDNMNDNMNMDNNMNDNDDN
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Tabla suplementaria 2. Continuacion ...

Género OTUs Bloque 1
Verticillium 0.000372
Xylaria 0.001436  0.000256
Amauroderma 0.000064 0.000192
Arnium 0.000051 —
Aspergillus 0.000064
Bionectria

Blastobotrys
Brunneodinemasporium
Caliciopsis
Calonectria
Campylocarpon
Cephalotheca
Ceratobasidium
Chaunopycnis
Cladorrhinum
Cladosporium
Codinaeopsis
Conocybe
Coprinellus
Cordyceps
Cortinarius
Crepidotus
Cryptococcus
Cunninghamella
Cyberlindnera
Cylindrocarpon
Cyphellophora
Delicatula
Dentiscutata
Devriesia
Exophiala
Faurelina
Ganoderma
Geminibasidium
Gliocephalotrichum
Gliocladiopsis
Gliocladium
Gongronella
Gymnopus
Helicosporium
Hirsutella

P PP RPRRPRPRRPRPRRPRPRPRRPRRPRRPRRPRPRRPRRPRRPRPRRPRPRRPRRPRRPRPRREPRLRRERRERNDN

0.000077

0.000936  0.001513
0.000693  0.003296
0.000115 ---

--- 0.000090
0.003706  0.006207
0.000064 ---
0.000256  0.000744
0.002821 ---

--- 0.000064
0.000385  0.002180

--- 0.000051
0.001129  0.001116

--- 0.000128

0.000295 ---
0.000103

0.000872
0.000167

0.000680

0.001411

0.000128

0.000128

0.004219

0.000641
0.000128
0.000859

0.000744

0.003706

0.000090

0.000205
0.000987
0.000103

0.000398

0.000821

0.003681

0.000449

0.000282

0.000231

0.000641

Bosque

0.000080
0.000882

0.000144

0.002789

0.001595

0.000056
0.001258
0.000585
0.000176



Tabla suplementaria 2. Continuacion ...

Género

OTUs

Bloque 1 [ Bloque2 Bloque3 | Bloued | Bosque

Hygrocybe
Hyphoderma
Hyphodontia
Hypholoma
Hypocrea
Idriella
Inonotus
Jobellisia
Kappamyces
Kretzschmaria
Lasiodiplodia
Lecythophora
Lipomyces
Magnaporthe
Massariosphaeria
Metarhizium
Mucor
Myrmecridium
Nawawia
Neoscytalidium
Ochroconis
Penicillifer
Peniophora
Pestalotiopsis
Pezicula
Phialemoniopsis
Phialocephala
Pilidiella
Pseudallescheria
Pseudobotrytis
Pseudolagarobasidium
Pterula
Ramichloridium
Rhinocladiella
Rhizophydium
Rhodotorula
Rotiferophthora
Scytalidium
Sebacina
Spirosphaera
Sporothrix

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0.000218

0.000308

0.000218

0.000308
0.000077

0.000115

0.001642

0.000423

0.000385
0.000487

0.000282
0.000180
0.000154
0.000154

0.000308

0.000180

0.000321

0.000192

0.000115

0.000256

0.000090

110/000026 " 0.000410

0.000064

--- 0.002557

0.000321
0.000160

0.000072

0.000205

0.000128  0.000176
0.000090 ---

--- 0.002204

--- 0.000497
0.000090 ---

--- 0.000080




Tabla suplementaria 2. Continuacion ...
Género OTUs Blogque 1
Stachybotrys 0.000141
Staphylotrichum
Teratosphaeria
Tetraplosphaeria
Thozetella

0.000064
0.000051
0.000115

0.000141 0.000051 0.000077
Tilletiopsis 0.000051

Tinctoporellus _ 0.000051 _ 0.000038 0.000152

1
1
1
1
1
1
1
Trechispora 1 0.000090
1
1
1
1
1
1
1

Trimmatostroma
Tubeufia
Vertexicola
Volutella
Wallrothiella
Xylogone
Zopfiella

Menor abundancia relativa - _ Mayor abundancia relativa

0.000051 0.000141 _ 0.000080

- - - --- 0.000152

Discusion general

Desde la perspectiva de las teorias y conceptos de la ecologia (Figura 16), con este estudio se
detectaron filtros para la regeneracion del bosque propios de la Isla del Coco; asi como, los que
son activados por la introduccién de herbivoros, que en accion conjunta evitan la regeneracion
natural en las areas deforestadas. Este conocimiento generado, contribuy6 a llenar vacios de

conocimiento existentes, al dar una mayor comprension de la ecologia de los bosques del PNIC.

Para el caso de los bosques del PNIC, se tiene un buen conocimiento de su flora (Estrada-
Chavarria et al., 2020), de ciertos grupos de hongos (Ruiz-Boyer & Rodriguez-Gonzalez, 2020)
y de la dinamica y el crecimiento de sus bosques (Bonilla-Mata & Acosta-Vargas, 2020; Porras
Jiménez, 2012; Porras-Jiménez et al., 2014). Sin embargo, y a pesar de los estudios realizados,
el conocimiento del estado de los procesos ecoldgicos y la propia ecologia de las especies de la
Isla del Coco, eran poco o nada conocidos; lo cual ha dificultado poner en préctica la restauracion
y la propia conservacion de los bosques. Aun mayor habia sido el desconocimiento de la
diversidad y ecologia de la comunidad de microrganismos del suelo. El conocimiento aqui
presentado, lleva a una mejor comprension de los multiples estados de desarrollo del bosque, de

las especies de flora, del microbioma del suelo y sus interacciones con los herbivoros
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introducidos, de cara a emprender el esfuerzo de detener la degradacion del bosque e iniciar su

restauracion, que se sintetiza en tres resultados generales:

e Se logré explicar el secuestro de la sucesion por medio de diferentes teorias y conceptos de
la ecologia, contribuyendo asi, a la restauracién en la Isla del Coco y al desarrollo de la
disciplina de la restauracion ecoldgica (Figura 16).

e Entre los principales fatores que impiden la recuperacion de los bosques estan la falta de
dispersores y la presencia de herbivoros y especies de flora nativas oportunistas; mismas
gue acttan de forma sinérgica y que, para poner en marcha la restauracion del bosque se
deben evaluar las posibles trayectorias dados los nuevos procesos coevolutivos.

e Se dio a conocer la diversidad y estructura de las comunidades bacteriana y flngica del
suelo, las cuales son diferentes entre el bosque y el sitio de ensayo; sugiriendo que, en parte,
las diferencias observadas son producto de la presencia de la fauna introducida y herencia
del periodo agricola.

Silvigénesis | - Pregunta 1 I -+ ~ > Pregunta 3
| v v ) \
Grupos Arreglo de Dispersion
funcionales especies | J
\ A S S A A Teoria
Flora Coevolucion de Grupos _/ feedback”
disarmonica | especies | | funcionales |
| Redes trdficas | Pregunta 4 Pregunta 1
ﬁ—J L LS E—
A Ingenieros Sucesidn Nicho ecolégico T
/ ecosistémicos | | | | [ Mi :
- | e e ) | sromEETE kf) Microbioma |
————
| Resiliencia |
Pregunta 2 e
Pregunta2 | -
Ol —
Ensamble de » Pregunta 5 ‘
B ~4——— comunidadesy cid
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Figura 16. Mapa conceptual de como se ve limitado el proceso de regeneracion natural y la

relacion de la microbiota en los bosques del Parque Nacional Isla del Coco.
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La sucesién secundaria en los bosques de la Isla del Coco

El conocimiento de la sucesion secundaria, registrado en este estudio para los bosques de la Isla
del Coco con la aplicacién de clausuras, permitio la aplicacion de teorias y los conceptos de
ecologia para poder generar técnicas propias de restauracion. Este estudio de base es de gran
importancia para la restauracion del bosque de la Isla del Coco, ya que permitié comprender las
dificultades que enfrenta el mecanismo de sucesidén secundaria que impide la recuperacion del

bosque.

Asi como Guariguata & Ostertag (2002) definen la sucesiéon secundaria como “aquel proceso
mediante el cual la vegetacién lefiosa vuelve a crecer en un sitio deforestado”, esta investigacion
permitié6 comprobar que las observaciones de campo sobre problemas en la sucesion estaban
bien fundamentadas, al determinar la existencia de filtros que evitan el establecimiento de
vegetacion lefiosa, en particular de &rboles. Con los resultados obtenidos se afirma que, para el
sitio de estudio la sucesién secundaria es un proceso limitado y de alta complejidad a causa de
diferentes factores que impiden que se dé, y donde el concepto de linealidad del sistema sensu
stricto (Clements, 1916), que es basado en la estructura fisica de la vegetacion y caracterizado
por el remplazo de herbaceas por arbustos y estos por arboles no se cumple. En su lugar, se
debe de analizar bajo conceptos emergidos de la base propuesta por Clements (1916), dando
paso a diferentes teorias, entre ellas la dinamica de la vegetacion (Pickett et al., 2009). Esta
complejidad y sinergia es explicada por medio de las diferentes teorias y conceptos de la ecologia
(Figura 16) y soportadas por los resultados del ensayo de restauracion, con lo que se da
respuesta a las preguntas de investigacion relacionadas con el proceso de sucesion secundaria
,Se encuentra la sucesién secundaria inactivada o secuestrada por accion de especies
invasoras nativas o introducidas?, ¢ Qué factores de tipo abiético estan impidiendo que se dé la
sucesion secundaria?, ¢ Cuenta el bosque de la Isla del Coco con los procesos ecolégicos para
regenerarse por si mismo?, ¢ Como afecté y afecta la degradacién dada en el sitio de ensayo? y
¢, Cémo influyd el disturbio provocado con los tratamientos y la ecologia de las diferentes especies

en la colonizacion del sitio de ensayo?.

[1] ¢ Se encuentra la sucesion secundaria inactivada o secuestrada por accion de

especies invasoras nativas o introducidas?

Esta pregunta se responde sustentada en la teoria de la silvigénesis y la teoria de la estabilidad
de estados alternativos y puntos cuspide, y los conceptos de la ecologia de arreglo de especies,
procesos co-evolutivos, ingenieros ecosistémicos, especies clave y redes tréficas. Inicialmente,

el arreglo de especies impide la regeneracion de otras especies dado que, las especies tienen
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hébitos y demanda luminica diferentes. Donde la especie Entada gigas saca provecho de su
rapida tasa de crecimiento [Articulo 1], su habito escandente y estrategia de planta trepadora;
logrando asi, crecer sobre la demés vegetacién, propiciando una constante supresion de las
demés especies al formar un manto monoespecifico, que se traduce en bajas tasas de
crecimiento, baja fructificacién y aumento de la mortalidad de las especies bajo ella y reduce la
regeneracion (Caballe, 1980; Dube, 2017; Vos, 2004). En este sentido, estamos ante un
secuestro de la sucesién secundaria, que impide que se cumpla la teoria de la silvigénesis y se
dé la recuperacion del bosque. Por otro lado, después de aplicar los tratamientos, los cambios
observados contrarios a la hipétesis se explican en parte por la teoria de la estabilidad de estados
alternativos y puntos cuspide, retomados mas adelante.

La silvigénesis se define como el proceso mediante el cual se construye la arquitectura del
bosque (Hallé et al., 1978). Este proceso de construccion incluye varias etapas y en cada una se
dan los estados homeostético y dinAmico relacionados con flujos energéticos. En Isla del Coco,
el sitio de ensayo ha estado estancado en algo cercano a la primera fase de la silvigénesis en
estado homeostético, donde se identifican alteraciones en el flujo energético dado el
comportamiento de E. gigas. De acuerdo con el proceso co-evolutivo de las especies (New
England Forests, 2019), E. gigas con su comportamiento perjudica a las otras especies, al
impedir el acceso a la luz y evitando que las demas especies prosperen.

Los tratamientos aplicados lograron activar el estado dinamico de la silvigénesis al cambiar el
flujo energético, tal como sucede con la apertura de claros en el bosque (Hallé et al., 1978), tema
gue se desarrolla mas adelante en la Pregunta 5. Reactivar la dinamica en el sitio, produjo
cambios en la diversidad y la estructura de la vegetacion, logrando avanzar a la primera fase de
la silvigénesis, caracterizada por la presencia de arboles pioneros como Cecropia pittieri [Articulo
1]. Esta primera fase dura unos 20 afios. Sin embargo, es previsible una nueva fase
homeostatica, a falta de mas especies pioneras que contribuyan a formar un dosel mas cerrado
gue controle los pastos, ya que este grupo funcional es muy poco diverso, caracteristico de la
flora disarménica (Madriz-Masis, 2009; Montoya, 2016) de la Isla del Coco.

De acuerdo con lo expuesto por Matthews et al. (2009), de no haber otra intervencion activa por
medio de plantacion o dispersion de semillas que lleven al ensamble de especies del bosque de
la isla y se superen los actuales filtros a la regeneracion, lo mas probable es un retroceso a un
estado similar de secuestro de la sucesion, al cabo de un par de décadas, cuando se dé la muerte
de las cecropias y E. gigas sofoque la vegetacion. Finalmente, si se logra reactivar la silvigénesis,
manejar los filtros y lograr un ensamble similar al bosque donde Sacoglottis holdridgei es

dominante y su baja tasa de crecimiento de 0,25+0,05 cm (Bonilla-Mata & Acosta-Vargas, 2020;
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Porras Jiménez, 2012), la recuperacion del bosque en el sitio de ensayo tomaria entre 200 y 250
afos para alcanzar arboles con didmetros de 50 cm.

Lo anterior encaja dentro del concepto de la teoria de la estabilidad: estados alternativos y puntos
cuspide estados estables (Palmer et al., 2016), la cual da paso a replantearse la necesidad de
conocer mas a fondo los procesos ecoldgicos y su vinculo con la restauracion (Palmer, 2016).
Para el PNIC, un aspecto determinante sobre los estados alternativos que alcance el sitio es la
presencia de cerdos y venados cola blanca. Estas especies introducidas son especies clave, las
cuales, por su comportamiento y uso del habitat, tienen la capacidad de modificarlo; por ende,
tienen un rol ingenieros ecosistémicos (Palmer, 2016) entendidas como aquellas especies que
son capaces de cambiar el medio fisico y/o la estructura de la vegetacion.

Al introducir herbivoros en el PNIC se cre6 una red tréfica incompleta (Lindeman, 1942), ya que
no hay depredadores que ejerzan un control poblacional, siendo limitado el crecimiento
poblacional por la densidad y capacidad de soporte de la Isla (Sierra et al., 2020). Esta nueva
reconfiguracién afecta al nivel productor por el consumo de la vegetacién y, en particular, a la
regeneracion. Ademas, alteran los flujos energéticos, potencian dominancia de otras especies
vegetales y producen alteraciones en la microbiota de suelos [Articulo 2].

En el caso del cerdo, este impacta fuertemente al suelo por su habito de hozar, favorece la
erosion y el arranque de la vegetacion, incluyendo la regeneracion de los arboles del dosel
(Sierra, 2001). Ademas, es consumidor de frutos S. holdridgei limitando su disponibilidad; caso
contrario, es un eficiente dispersor de Annona glabra y pastos, favoreciendo su expansion y
presencia en el banco de semillas del suelo en la isla. El venado por su parte, su impacto es
directo sobre la regeneracion, la cual consume tanto en bosque como en zonas deforestadas
[Articulo 1]. Ademas, se ha visto que se encarga de “podar” los brotes de E. gigas en zonas
deforestadas, lo que hace que esta area se mantenga abierta y se pueda caminar en ella
utilizando las mismas sendas creadas por los venados. Un estado alternativo posible al eliminar
los venados sera que E. gigas cubra totalmente la vegetacion formando un manto denso como
se reporta en otras investigaciones (Vos, 2004), y como ya se registré en el Bloque 2 del ensayo,
dejado sin manejo luego del periodo de medicion cerrado en el 2018 para comprobar esta teoria

(Acosta-Vargas, datos sin publicar).

[2] ¢Qué factores de tipo abibtico estan impidiendo que se dé la sucesion secundaria?

La teoria de ensamble de comunidades (Weihr y Keddy 1999), se refiere al proceso mediante el

cual un grupo potencial de especies en un sitio, colonizan e interactlian para crear un ensamble
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en particular. Sin embargo, dicho ensamble esta condicionado por tres filtros: las interacciones
bidticas [Pregunta 1], el medio fisico [Pregunta 2] y la dispersién [Pregunta 3] (Suding et al., 2016)
Referido a filtros del medio fisico, el sitio de ensayo presenta limitaciones asociadas a la
heterogeneidad topogréfica a nivel macroescala y microescala, y se relacionan con cambios en
la humedad, temperatura, fotosintesis, disponibilidad de nutrientes, etc (Kimball et al., 2016).
Todos estos filtros, actdan en conjunto, dificultando la recuperacion del sitio. Estos efectos son
atribuibles a la heterogeneidad topografica en el PNIC, diferencias en fertilidad, humedad relativa
(datos sin publicar), temperatura (Chacén-Granados, 2021) y microbiota [Articulo 2] entre los
blogues del ensayo y entre el sitio de ensayo y el bosque como referente. En particular, entre los
blogues del ensayo, el Bloque 3 en la parte baja de la ladera y mas cercano al bosque, registréd
el mayor reclutamiento y sobrevivencia de arboles de C. pittieri. Caso contrario, el Bloque 2 en la
cima de la ladera reporté menor reclutamiento, tasas de crecimiento menores y mayor mortalidad
(Figura 1). El gradiente antes descrito genera micrositios, en los cuales la vegetacién responde
a diferentes condicionales y en el caso particular de C. pitteiri, como especie de rapido
crecimiento, es mas demandante de nutrientes (Guariguata & Kattan, 2002; Guariguata &
Ostertag, 2002). Esta observacion viene a explicar en parte el comportamiento de la
regeneracion. Sin embargo, se requiere replicar este patron en el campo para constatar la
veracidad de la observacion. Otros factores ligados a la topografia que pudieron incidir son la
intensidad luminica, circulacién del viento y retencion de la humedad del suelo.

Un aspecto fisico adicional es el aislamiento del area de ensayo; donde, si bien esta rodeado de
bosques, existen barreras de orden fisico como la direccion del viento y sus efectos en la
dispersién, o bien, de orden bioldgico como la ausencia de dispersores para muchas de las
especies en el PNIC [Pregunta 3] que fuerzan al aislamiento, evitando la regeneracion del
bosque. En sentido amplio, el sitio de ensayo se comporta como una isla de acuerdo con la teoria
de la biogeografia de islas (MacArthur & Wilson, 1963), dado que el medio fisico impone una
barrera para la colonizacion. Esta barrera afecta el equilibrio entre la inmigracién y la extincion.
Una “iisla’ es todo habitat propicio para cualquier especie rodeado de un entorno que no lo es”
(Garrido-Pérez, 2020).

[3] ¢ Cuenta el bosque de la Isla del Coco con los procesos ecoldgicos pararegenerarse

por si mismo?

Como se ha se discutido anteriormente, el proceso de regeneracion es dependiente de multiples
factores, que interactian entre si. Dos conceptos clave por analizar en Isla del Coco son la

dispersion ligada a la teoria de ensamble de comunidades [Pregunta 2] y los grupos funcionales.
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El proceso de dispersion ya ha sido mencionado; sin embargo, es en esta pregunta donde se
analiza su papel en la recuperacion de los bosques del PNIC. De acuerdo con Dalling (2002), la
lluvia de semillas serd4 el mecanismo mas importante en sitios sometidos a fuego o cultivo
constante para repoblarlos.

La dispersion es dada por mecanismos de orden biético como la zoocoria (animales) y autocoria
(autodispersién) o, bien, por mecanismos abiéticos y dependientes del entorno como la hidrocoria
(agua), la anemocoria (viento) y la barocoria (gravedad). Los arboles del PNIC, en su mayoria,
corresponden a los sindromes de dispersion de zoocoria y en menor cantidad a la anemocoria
barocoria [Articulo 1]. Jordano (1995) propone que los sindromes de dispersidn estarian
representando patrones de convergencia evolutiva, donde las planta se adaptarian a los
dispersores mas eficientes. Aceptando el postulado de Jordano (1995), para el PNIC este no
tiene sentido, ya que sus especies dependen mayormente de la fauna para dispersarse, algo
muy acorde con el sindrome de dispersién por zoocoria en bosques hiumedos, donde representa
un 75% de las especies (Buitrén-Jurado & Ramirez, 2014; Ganesh & Davidar, 2001). Segun lo
anterior y en el contexto de una isla oceanica, la dispersién es limitada a causa de la ausencia
de la fauna dispersora asociada a las diferentes especies; lo que hace hipotetizar que el
ensamblaje actual es producto del proceso de colonizacién y establecimiento de las diferentes
especies en accion con medios de dispersion abidticos en la isla. Conociendo y comprendiendo
las implicaciones de la ausencia de fauna para llevar a cabo la dispersion, este debe guiar las
estrategias de conservacion y restauracion de los bosques del PNIC.

Si los arboles del PNIC, en su mayoria, requieren de fauna para dispersarse surge la interrogante
de ¢CoOmo estas especies llegaron a colonizar toda la isla? A la fecha, no hay evidencias de la
fauna asociada a dichas especies, sin embargo, algunas especies de aves como el pinzon de
coco (Pinaroloxis inornata) estarian cumpliendo parte de esta funcion, al menos en C. pittieri
[Articulo 1]. Esto es ejemplo de la necesidad de redundancia de grupos funcionales para sostener
un proceso como la dispersién de semillas, dando una prueba mas de la fragilidad de los bosques
del PNIC vy, por lo cual, las medidas de conservacién son urgentes ya que bajo las condiciones

actuales no se dara la regeneracién de las areas deforestadas.
[4] ¢Como afecto y afecta la degradacion dada en el sitio de ensayo?

Previo a la deforestacion y la introduccion de especies, se puede considerar que la Isla del Coco
representaba el nicho realizado para sus especies (Hutchinson, 1959). Al deforestarse y labrarse

el suelo por algunos afios y quedar a la exposicion de cerdos y venados, el sitio cambié sus
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umbrales bidtico y abiético impidiendo la regeneracién; sin embargo, estos cambios, a falta de
informacion, no es posible indicar si se mantiene el nicho ecolégico.

Es claro que el sitio tiene baja resiliencia, ya que como se ha analizado la sucesién esta
comprometida por problemas de dispersion, grupos funcionales ausentes o incompletos y
presencia de especies invasoras que secuestran la sucesion. Dada la condicion actual del sitio,
el bosque no es resiliente, ya que no logré recuperarse luego de su tala, aunque el sitio si llego
a revegetarse. En este caso, la resiliencia debe ser abordada desde las capacidades de las
especies, del sitio y de la isla en si misma; donde, los grupos funcionales favorecen a especies
no propias del bosque como lianas, pastos y helechos. Ante esta baja resiliencia se hace

necesario intervenir activamente los sitios para lograr la recuperacién del bosque.

[5] ¢Coémo influyo el disturbio provocado con los tratamientos y la ecologia de las

diferentes especies en la colonizacion del sitio de ensayo?

A la pregunta ¢ Si lograron los tratamientos de remocién de la vegetacion simular la apertura de
claros, entendida como el estimulo requerido para activar la regeneracion?, la respuesta es si.
La apertura, independientemente del tratamiento, tuvo un efecto positivo al estimular la
regeneracion en el area de ensayo; donde, la principal evidencia apunta que la germinacion fue
activada por el aumento de luz (Song et al., 2018) y basandose en los grupos que se expresaron:
pastos y C. pittieri arbol heliéfito. En este sentido, el sitio entr6 de nuevo al régimen de disturbio,
entendido como un evento discreto que cambia recursos y disrumpe el ecosistema y que es
esencial activando la dindmicay el mantenimiento de funciones ecolégicas (Suding et al., 2016).
Segun (Guariguata & Ostertag, 2002), periodos prolongados sin apertura de claros, tienden a
suprimir el reclutamiento de especies que requieren altos niveles luminicos. Adicionalmente, los
periodos sin apertura de dosel, junto a especies con alta densidad de copa que impidan la entrada
de luz al piso del bosque, afectan la trayectoria de la sucesion al condicionar las especies que
pueden germinar y establecerse (Kabakoff & Chazdon, 1996); condicién que se agrava cuando
se trata de arbustos densos (Guariguata et al., 1997; Laska, 1997).

En el &rea de ensayo se presentaban las condiciones antes descritas, no habia apertura del dosel
y alta densidad de arbustos, lo cual evitaba la regeneracion; donde, ademas, las semillas de otras
especies arboreas habrian excedido su periodo de latencia y perdiendo su capacidad de
germinar [Articulo 1], dado el largo periodo sin aperturas. Al propiciar la apertura, se expreso in
situ el banco de semillas con las especies presentes y para las cuales se dieron las condiciones
apropiadas del entorno fisico para su regeneracion. Sin embargo, la respuesta del banco de

semillas no fue el deseado al expresarse una gran abundancia de pastos.
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El banco de semillas es de alta significancia en la sucesion secundaria, y la diversidad de
especies que contiene esta ligada a la lluvia de semillas; la cual, se ve seriamente afectada por
la distancia (Cardoso da Silva et al., 1996; Holl, 1999) y ausencia de dispersores. Lo anterior,
genera diferencias en la composicion floristica, aiin bajo condiciones de edad y degradacion
similares de un sitio (Guariguata et al., 1997). Por su parte, la respuesta de las semillas de las
diferentes especies obedece a estimulos diferentes, en este sentido para el PNIC al tratarse de
especies endémicas, es necesario llevar a cabo investigaciones para conocer sus
requerimientos; ya que, los resultados obtenidos mostraron baja diversidad y abundancia de
especies arbdreas y arbustivas en el banco de semillas y, en su lugar, se dio una alta expresion
de pastos introducidos [Articulo 1]. En este sentido, dada la ocupacion de los pastos en el sitio
de ensayo luego de aplicados los tratamientos de restauracion, sugiere que es una poblacion
dormida (Spear et al., 2021) en el banco de semillas del suelo, que fue activada por los cambios
en temperatura, luz, humedad u otro. La expresion de los pastos a partir del banco de semillas,
representa un aspecto por manejar en futuros proyectos de restauracion dado su potencial
invasor y de secuestro de la sucesién (Flory & Clay, 2010).

Finalmente, en el caso particular de C. pittieri, el banco de semillas no mostré que se relacionara
con la cercania a arboles remanentes; ya que, los blogues del ensayo que tuvieron arboles de
C. pittieri a su alrededor, no fueron los que mostraron mayor regeneracion de esta especie, en
su efecto, el bloque de mayor regeneracion estuvo cerca del borde del bosque (Bloque 3), donde
factores asociados a dispersion (arboles percha, calidad de habitat) y heterogeneidad de sitio
(mayor humedad vy fertilidad del suelo) estarian condicionando su regeneracion. Lo anterior,
evidencia la importancia de los cambios a pequefia escala (Teoria de heterogeneidad
topografica) y los postulados de la teoria de la dinamica de la vegetacion, que enfatiza que la
vegetacion esta relacionada con el diferencial de la disponibilidad de sitio, el diferencial de la

disponibilidad de especies y con el desempenfio de las especies (Pickett et al., 2009).
El microbioma del suelo: indicador de la degradacién y restauracion del bosque

Este estudio es pionero en el estudio de microrganismos del suelo en el PNIC, con el que se
aporta al conocimiento de la diversidad, la ecologia del microbioma del suelo y es la base para
futuras investigaciones. Como es ampliamente reconocido, los microorganismos son de gran
importancia para el desarrollo del suelo, de las plantas y los ciclos biogeoquimicos; un gramo de
suelo contiene miles de microrganismos, y su composicion puede cambiar en tan solo pocos
centimetros (Fierer, 2017), en respuesta a parametros quimicos y fisicos del suelo (Bonner, 2017;

McGee et al., 2019), a variables climéaticas (Wehr et al., 2019), a la vegetacién dominante (Bever
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et al., 2012; Mangan et al., 2010) y por la presencia de grandes mamiferos (Mohr et al., 2005).
En restauracion, cada dia son mas los estudios que buscan ligar el microbioma con los resultados
obtenidos en diferentes investigaciones (SER, 2021), dando paso a un nuevo enfoque de la

restauracion y coémo esta puede ser medida.

Segun los conceptos de las teorias de la ecologia, el microbioma se asocia por un lado con la
teoria de ensamble de comunidades y sucesion, la cual se relaciona con la teoria de la
retroalimentacion (feedback; Bever, 2003), y por parte con el concepto de ingenieros
ecosistémicos que podrian causar alteraciones en los ciclos biogeoquimicos. De lo anterior se
desprenden las interrogantes ¢ existen relaciones de retroalimentacion en el sitio de ensayo?,
¢hay indicios de degradacion en los ciclos biogeoquimicos que se asocien a la degradacién de

los bosques de la Isla del Coco?
[1] ¢Existen relaciones de retroalimentacion en el sitio de ensayo?

La teoria del “feedback” (Bever, 2003), habla de cambios de la comunidad de microrganismos
del suelo ligados a cambios de la vegetacion, que se expresan en retroalimentaciones positivas
y negativas, en el primer caso se da por mutualismos que a su vez conducen a invasiones y la
reduccion de diversidad. En el caso de las retroalimentaciones negativas se dan por patégenos
y como resultado llevan al aumento de la diversidad de plantas. Por ejemplo, la invasion de
Cinchona pubescens en Hawaii esta asociada a su mayor capacidad de asociarse con micorrizas
arbusculares en contraste con las plantas nativas (Jager et al.,, 2007). Para este estudio, se
esperaba que dado el cambio de cobertura en el sitio ensayo (Acosta-Vargas et al., 2020), se
cumpliera la hipétesis de determinar retroalimentaciones; sin embargo, los resultados no son
determinantes para asegurar su existencia.

El bajo porcentaje de asignacion taxonémica a nivel de géneros, por ejemplo, no permitio
determinar la presencia de ectomicorrizas en el sitio, y se esperaria que exista esta simbiosis
con la liana E. gigas por la asociacion de la familia Fabaceae (leguminosas) con ectomicorrizas
(Pérez-Moreno & Read, 2004), con lo cual sugeriria de manera parcial una retroalimentacion
positiva. En el caso de retroalimentacion negativa se determiné la presencia de los géneros de
hongos fitopatégenos Fusarium, Fusidium, Magnaporthe y Verticillium (Gémez Expésito et al.,
2017; Quispe, 2017; Tabla 9), y la bacteria Ralstonia que afecta las semillas (Navarrete Maya
et al., 2014) de forma exclusiva en el area de ensayo, lo cual puede sugerir una retroalimentacion
negativa.

Esta aparente retroalimentacion negativa deja abierta la interrogante de cuéles especies se

estarian afectando, o bien, si es esta la causa por la cual no se regeneran los arboles y se dio la
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mortalidad de la regeneracion en los primeros meses del ensayo realizado (Acosta-Vargas et al.,
2020). Por otro lado, Bever et al., (2010) menciona que la labranza cambia la microbiota de un
sitio, donde mas el registro de estos fitopatdgenos serian la herencia de la introduccién de
cultivos al area de ensayo.

Adicionalmente, con los resultados del analisis de los microbiomas, se logré determinar que el
microbioma del bosque y el ensayo son diferentes. Sin embargo, las diferencias de acuerdo con
los andlisis empleados indican que estan relacionadas a parametros del suelo como el
manganeso, el magnesio, la relacién carbono- nitrégeno (C/N), el limo y, en menor significancia,
con el pH [Articulo 2], mismas que han sido reportadas en otros estudios. Dado este panorama,
la teoria del “feedback” requiere de estudios adicionales que permitan comprobar su aplicabilidad

en el PNIC y como el periodo agricola influy6 sobre los microorganismos.

[2] ¢Hay indicios de degradacién en los ciclos biogeoguimicos que se asocien ala

degradacion de los bosques de la Isla del Coco?

Tanto la deforestacién como la quema de bosques producen afectaciones en la disponibilidad de
nutrientes en el suelo. Inicialmente, implican un aumento de algunas bases sobre todo en sitios
gue han sido quemados, las cuales son facilmente lixiviadas. Los efectos de la deforestacion han
sido reportados a nivel de pérdidas de carbono y elementos como el nitrdgeno (Guariguata &
Ostertag, 2002). La fertilidad del sitio de ensayo presentd diferencias entre las muestras del
ensayo y el bosque; aunque no fueron estadisticamente significativas. Sin embargo, estas
pequefias diferencias no perceptibles por un valor de p en estadistica si pueden ser significativas
en la ecologia del microbioma. En este caso, las variaciones de las propiedades quimicas y la
textura del suelo fueron en las escalas necesarias para inducir cambios entre los microbiomas.
Se ha reportado que la microbiota del suelo puede responder a cambios originados a pequefia
escala (Wubs et al., 2016); cambios ligados a diferencias en las variables quimicas del suelo,
fuera de los umbrales que definen y mantienen estable a una microbiota en particular (Bonner,
2017).

El estudio de las vias metabdlicas determind que hay diferencias significativas entre el ensayo y
el bosque en la vias metabdlica del metano y en el caso del nitrégeno esta enriquecida en el
bosque, aunque no es estadisticamente significativa. Lo anterior, es consistente con las
diferencias encontradas entre los microbiomas de los mismos sitios, sin que se encontrara que
el area de ensayo o el bosque tuviera mayor abundancia para todas las rutas metabolicas
pronosticadas [Articulo 2]. En su lugar, los patrones observados en el estudio realizado estarian

asociados a cambios por la alteracién en los rasgos funcionales del suelo (Roberts et al., 2009),
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gue para el PNIC, se asocia a la deforestacion sufrida que impacté modificando la composicion
de plantas y las propiedades del suelo en el &rea del ensayo.

Con respecto a lo anterior, estudios han demostrado que las rutas metabdlicas se ven alteradas
en respuesta a cambios de la diversidad bacteriana debido a la sustitucion de las especies de
plantas. Esto, a su vez, repercute en la dinAmica de la acumulacion de hojarasca que se da en
el sitio y los exudados a nivel radical (Wardle et al., 2004). Algunos factores adicionales que
apoyan las diferencias entre sitios bosque y ensayo son que, en el sitio de ensayo, hay mayor
abundancia e intensidad de uso de hébitat por cerdos y venados (Sierra et al., 2020). Se ha
reportado que la presencia de grandes mamiferos provocan alteraciones en la comunidad
microbiana (Mohr et al., 2005; Wehr et al., 2019), y se han asociado a un incremento en la
actividad microbiana producto del potencial incremento de nitrégeno aportado por las heces y
orina (Mohr et al., 2005; Parkes et al., 2015). En particular, los cerdos ferales (Sus scofra)
influencian fuertemente la diversidad de la microbiota y alteran la diversidad de funciones
metabolicas del suelo, por los disturbios que causan en la estructura del suelo y la pérdida de
nutrientes (Wehr et al., 2019). Adicionalmente, se atribuye a los cerdos, en la Isla del Coco, la
pérdida de suelo (Sierra, 2001) y alteraciones en la acumulaciéon de carbono en el suelo
(Castanedo-Escoto, 2017).

Consideraciones finales para la investigacion y la restauracion de los bosques en
el Parque Nacional Isla del Coco

La Isla del Coco es un laboratorio vivo que ofrece multiples oportunidades para investigar sobre
la ecologia de sus bosques y sus especies, y cOmo estas han logrado adaptarse a fin de
reconfigurar asociaciones y redefinir funciones. Con esta investigacion se logré dilucidar algunos
rasgos propios de la ecologia del bosque, de las interacciones de las especies introducidas con
las nativas y sobre la ecologia de la comunidad microbiana del suelo. Especialmente, el estudio
de los microbiomas y su potencial para utilizarlos como herramienta de monitoreo en proyectos
de restauracion, le dieron un caracter innovador y de exclusividad, al ser el primero en realizarse
en el PNIC, y se une a los realizados en continente en microbiomas de suelos (Eaton, McGee,
Alderfer, et al., 2020; Eaton, McGee, Hoke, et al., 2020; McGee et al., 2019), suelos en el dosel
(Pittl et al., 2010) y anfibios (Abarca et al., 2018). En este sentido, es imprescindible que Costa

Rica, como pais, no quede rezagada en el desarrollo de la ecologia microbiana.

Como consideraciones para futuros estudios, es necesario continuar investigando la ecologia de
las especies de plantas, a fin de conocer sus requerimientos para la regeneracioén, desarrollo y

permanencia dentro de los bosques de la Isla del Coco. Esto supone investigar temas basicos
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de ecologia, pero necesarios ya que se desconocen en la Isla del Coco, y los referentes
continentales solo son eso, un referente, una idea de como se dan procesos como la polinizacion,

dispersion de semillas, los flujos energéticos, las interacciones entre especies, etc.

Respecto de los microbiomas, se puede decir que existe un gran potencial para la investigacion;
aun cuando este estudio ha proporcionado informacion valiosa para el conocimiento y
comprension de la comunidad de microrganismos del suelo. El gran numero de ASV'sy OTU’s
de bacterias y hongos respectivanmente con asignaciones a hiveles taxonémicos bajos (reino,
filo, orden y clase) abre paso a que se esté en presencia de numerosas especies nuevas, que
revelen un microbioma particular para el PNIC. Es necesario continuar las investigaciones en
este campo, apoyandose en técnicas como la metagendémica, con la cual se lograr4 un mayor

conocimiento y comprension de la comunidad de microrganismos y sus funciones.

Como aporte de este estudio a la restauracién, utilizar el microbioma del suelo como herramienta
de monitoreo es un elemento importante por considerar por las mdltiples funciones que
desempefia; ya que su monitoreo, en la trayectoria de la restauracion, representa una medida
del éxito alcanzado. De igual manera, dadas las necesidades y desafios actuales en temas de
recuperacion de ecosistemas y de salud ambiental que ligan la microbiota a ciclos
biogeoquimicos, la posicionan como elemento focal de estudio; ya que, de su recuperacion o
reemplazo en ciertos ambientes, repercutira positivamente en recobrar ecosistemas y los
servicios ecosistémicos asociados. Sin duda, este es un campo para desarrollar dado su

potencial y su alto valor asociado a los servicios que presta la microbiota del suelo a nivel global.

Para la restauracion del bosque es necesario actuar en varios frentes. Se debe iniciar con la
eliminacion de los herbivoros introducidos, ya que estos son uno de los mayores filtros para la
restauracion. Seguidamente, se debe de establecer un programa de investigacion, reproduccion
y reintroduccion de especies arbdreas nativas, ya que, por la carencia de dispersores, estas no
lograran colonizar los sitios. Ademas, se debe controlar la liana E. gigas como principal planta

con potencial de secuestrar la sucesion y degradar el bosque.
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Conclusiones globales

1. Luego de aplicados los tratamientos propuestos en el ensayo de restauracién, se concluye
gue la restitucion del ciclo de disturbios en el area de ensayo logro reactivar el proceso de
regeneracion tal como se planteé en la hipotesis. Sin embargo, la respuesta dada por la
regeneracion no fue satisfactoria, ya que no se expresaron las especies arboreas de la isla.

2. En relacién con la microbiota y de acuerdo con la hipotesis planteada, los tratamientos de
restauracion aplicados no provocaron cambios en su la estructura y composicion que fueran
estadisticamente significativos entre los bloques y tratamientos, con lo que se concluye que,
la comunidad de microrganismos tiene dependencia de otros pardmetros diferentes a la
cobertura vegetal, ya que el cambio de la composicion de especies de plantas no indujo a
cambios de la comunidad de microrganismos.

3. El proceso de sucesion secundaria es complejo. En este confluyen diferentes condicionantes
para que se dé, segun su planteamiento tedrico. Inicialmente, requiere de fuentes de
propagulos, sean estas el banco de semillas, la lluvia de semillas o de forma vegetativa los
tocones de la vegetacion cortada que logran rebrotar. En el caso de la Isla del Coco se
concluye que, aunque los bosques son aledafios al sector de ensayo, la gran mayoria de
estas semillas no lograron colonizar las areas deforestadas, ya que requeririan de fauna
especifica para su dispersién, segln la ecologia. En este sentido, el proceso de sucesion
secundaria no se da en toda su magnitud, dadas las limitaciones y carencias de grupos
funcionales que hagan la dispersion de las especies de arboles nativos. Aunado a lo anterior,
el proceso de labranza del sitio hizo que los tocones fueran eliminados, no permitiendo la
recuperacion de algunas especies por rebrote y, de igual manera, el periodo de labranza
agot6 el banco de semillas ya que la regeneracion habia sido vista como malas hierbas y
fueron eliminadas. Lo anterior, demuestra que el proceso de dispersion es deficiente para
los arboles de la Isla del Coco, dejando la interrogante al pasado de la isla de ¢ Cémo estas
especies lograron colonizar la totalidad de la isla en el gradiente altitudinal existente?

4. En su mayoria, las teorias de la ecologia evaluadas desde el punto de vista de la sucesion
del sitio, no se cumplen parcial o totalmente. Esto, por las condiciones que impone un
ecosistema insular; donde las limitaciones en recursos aunados a una flora disarmoénica y la
carencia de grupos funcionales que soporten procesos ecoldgicos como la dispersion y la
polinizacién, condicionan la sucesién secundaria, hacen mas desafiante comprender la
dinamica de la vegetacion y la restauracion del bosque. Ante este panorama, se concluye

gue, para el PNIC, la prioridad debe ser la conservacion de los bosques, para lo cual debe
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detener la actual degradacion de estos, que es dada principalmente por accion de las
especies invasoras. Una vez eliminada la amenaza de las especies invasoras, se debe de
monitorear la respuesta del bosque a la liberacion de los agentes de degradacion para, en
una segunda fase, implementar un plan de accién que permita restaurar el bosque, y donde
la direccion de las acciones de restauracion necesarias deberian de tomar en cuenta los
disturbios por provocar, controlar la colonizacion de los sitios y controlar la competencia,
(Rosenberg & Freedman, 1984), y para lograr del objetivo de restauracion sea dirigido por el
manejo adaptativo que se basa en el monitoreo del proceso de restauracion. De forma
pasiva, es sin duda el ecosistema mas degradado y con menos atencion en el PNIC.

La introduccién de mamiferos en el PNIC es el mayor hito de degradacion de sus
ecosistemas. Este comportamiento ha sido reportado de igual manera en otras islas, donde
sus efectos nocivos sobre los ecosistemas nativos se dan en diferentes vias. Respecto de
la Isla del Coco, tras las investigaciones realizadas, es posible concluir para el caso de
cerdos y venados, que son un eslabdn determinante en el secuestro de la sucesion, inciden
en los bajos porcentajes de regeneracion de las especies arbéreas por cuanto consumen
plantulas, semillas y remueven el suelo provocando el arranque de los arbolitos. Ademas,
se sugiere por primera vez con esta investigacion, que sus efectos van mas alla de lo visible,
como lo es, llegando a impactar en la ecologia de los microorganismos y su relacion con las
funciones del suelo.

La ecologia, en sentido amplio, involucra una serie de interacciones entre las especies, y
estas con su entorno. Luego de estudiar la ecologia en la Isla del Coco, se concluye que, los
resultados presentados, mas alla de llegar a ser determinantes, sugieren la necesidad de
ampliar las investigaciones en los bosques, a fin de llegar a comprender los procesos
coevolutivos que llevaron al actual arreglo de especies y como estas han llegado a ser
exitosas y permanentes en el tiempo. El valor de dichas investigaciones radica en el caracter
Unico de la Isla del Coco, mas alla de si los temas son considerados de actualidad o no; lo

anterior, por los vacios de informacion existentes.
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Recomendaciones

1. Restaurary conservar los bosques del Parque Isla del Coco implica diferentes pasos (Figura
13), estos son:

1.1. Eliminar o erradicar los herbivoros de los bosques de la isla, ya que las especies del
dosel son consumidas en su estadio de plantulas y brinzales, logrando escapar del efecto
del ramoneo una vez que logran alcanzar una altura superior a la del venado.

1.2. Controlar la liana E. gigas, especie nativa que se comprobd puede ser manejada por
medio de su corta 0 arranque por su baja capacidad de rebrote, segun resultados del
ensayo, requiriendo un control mayor por los rebrotes que se dan desde los bordes.

1.3. Darle tiempo al sitio, a fin de permitir el establecimiento de la especie de &rbol pionero
C. pittieri, presente en el banco de semillas del suelo y potencialmente dispersado por el
pinzén de cocos.

1.4. Una vez establecida la especie C. pittieri, bajo su dosel es posible la introduccién o
enriguecer con otras especies acompafiantes como Ochroma pyramidale, O. insularis y
S. holdridgei. Para S. holdridgei se ha observado que su crecimiento se favorece cuando
estd bajo sombra parcial (Acosta-Vargas, observacion personal), condicion de especie
tolerante a la sombra esperada por el reporte de otra especie del mismo género S.
trichogyna (Fernandez-Vega et al., 2017).

2. Dar seguimiento a las investigaciones que lleven a entender mejor la ecologia de los bosques
de la Isla del Coco. Lo cual, permitira sumar nuevo conocimiento al ya generado (Anexo 3) y
continuar divulgando los hallazgos (Anexo 4), en pro de la restauracion y conservacion de los
bosques de la Isla del Coco.

3. Utilizar secuenciacion metagendmica para lograr dilucidar mejor las especies, funciones y
vias metabdlicas asociadas al microbioma y su relacion con el suelo y la vegetacion.

4. Realizar ensayos de inoculacion a los arboles plantados, por medio de translocacion de
suelos del bosque al area deforestada.

5. Se recomienda profundizar en los analisis de ASVs y OTUs sin identificacion, ademas de
correr los andlisis del microbioma del suelo incorporando nuevas variables del suelo como
temperatura, contenidos y retencién de humedad, contenidos de biomasa, respiracion y

biomasa microbiana.
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Restauracién de areas sin bosque del
Parque Nacional Isla del Coco
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Figura 17. Diagrama de procedimientos para la restauracion de areas deforestadas y
desprovistas del bosque nativo en el Parque Nacional Isla del Coco.
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ABSTRACT. Introduction: Islands are essential for world biodiversity. Isla del Coco National Park 15 an oce-
anic 1sland in which a tropical ram forest grows; however, its ecolegy and the effect of introduced species are
pootly understood. Objective: To evaluate the moertality, recruitment, regeneration, and growth of forest canopy
species. Methods: We measured 135 permanent sampling plots (PSP). nine in the Premontane Pluvial Fainforest
(PPE), and six in the Cloud Forest (CF); trees with DBH = 5 cm (diameter at breast height) were measured. The
sampling regeneration was done within every PSP, along two transeets of 1 X 50 m. Data analyses were per-
formed using data obtamed m 2 (06 and 2012 as baseline. Fesults: In the penied 2012-2017, the annual mortality
rate in the PPR was 5.75 % and for CF 6.31 %. The yearly recruitment rate in the PPR. was 5.38 %, and 5.90 %
for CF. For the PPE. the total registered regeneration was 3 6356 individuals and 8 700 for the CF. Sacoglottis hold-
ridgei reported the highest mortality and the lowest values of recruitment and regeneration. Forest structure fits
the mverted J model for most of the tropical forests. Sacogloitis holdridgei define the forest population structure
above DEH = 20 cm. But, diameters under 20 cm are strongly influenced by H. succosa, because it reported the
highest abundance of regeneration and recnuitment. The annmual average increase in diameter between forest was
statically different (p = 0.0414; N =15), 0.36 cm/year in the PPE._ and 0.33 em/year the in CF. Conelusions: The
PPE. and CF differ in the pattemns of mortality, recruitment. and regeneration, confirming the uniqueness of these
ecosystems. More successful regeneration of H. succosa will lead to changes in structure and composition of
forests, mainly PPE. The changes in forest structure will have a strong impact on epiphytic flora, microclimate
conditions, and bird nesting such as Gygis alba (White Tem) due to the loss of mature trees of Sacoglomis. The
low regeneration of 5. holdridgei is associated with the presence of infroduced herbivores, their management 1s
needed for restoring the forest.

Key words: Forest structore; mortality; recnuitment; regeneration; growth; basal area.
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