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i) RESUMEN GENERAL 

La conversión de bosques templados a sistemas agrícolas intensivos constituye una de las 

principales fuerzas de cambio global en dichos ecosistemas, con efectos tanto en la pérdida de 

cobertura forestal como en la alteración de los procesos ecológicos. La expansión de los huertos de 

aguacate en México es un ejemplo de este tipo de conversión, en la que las respuestas de las plantas 

y sus comunidades deben evaluarse conjuntamente. Debido a sus condiciones edafológicas y 

climáticas, el estado de Michoacán presenta tasas elevadas de cambio de uso del suelo, ya que es 

ideal para el cultivo de aguacate. En dicho contexto, en este trabajo se evaluó el impacto del cambio 

en el uso del suelo de bosque a huerto de aguacate en los atributos funcionales foliares de las 

especies de encino Quercus castanea y Q. obtusata, en sus interacciones bióticas de herbivoría por 

insectos y de daño por patógenos, y en la diversidad de hongos endófitos foliares. En ambas 

especies de encino se encontraron niveles más altos de área foliar, de contenido de clorofila y de 

área foliar específica, en sitios dominados por huertos de aguacate, mientras que en los sitios con 

mayor cobertura de bosque, las hojas presentaron mayor contenido de agua, mayor grosor y mayor 

densidad foliar. Estos resultados indican que el cambio en el uso del suelo, además de alterar la 

estructura del hábitat, impone un filtro ecológico que modifica los atributos funcionales foliares, 

lo que favorece estrategias más adquisitivas en los encinos. En el tejido foliar de ambas especies 

de Quercus se observó un incremento significativo tanto de la herbivoría por insectos como del 

daño causado por patógenos en sitios con una mayor proporción de huertos de aguacate que en 

aquellos dominados por bosque, lo que sugiere una mayor vulnerabilidad de las plantas en 

ambientes transformados. De 112 cepas de hongos endófitos foliares aisladas en cultivo axénico 

de ambas especies de encinos, todas pertenecieron al phylum Ascomycota y se distribuyeron en 

cuatro clases, diez órdenes y 32 géneros. Los patrones de exclusividad de género y los índices de 

riqueza mostraron de manera consistente una mayor diversidad en los paisajes dominados por 

bosque que en los dominados por huerto. El análisis de metabarcoding de la mycobiota foliar se 

correlacionó con dichos resultados, ya que mostró comunidades dominadas por Ascomycota, 

distribuidas en 169 géneros. La diversidad alfa no difirió significativamente entre las coberturas de 

bosque, pero la diversidad beta de las comunidades fúngicas sí. Lo que indica que la conversión de 

bosque a huerto conlleva cambios en la estructura de las comunidades de hongos endófitos foliares 

cultivables de especies de encinos y una tendencia a la reducción de la diversidad en paisajes más 

alterados por la actividad agrícola. La riqueza y la composición de hongos endófitos estuvieron 
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más fuertemente determinadas por la identidad del hospedero que por el cambio de uso del suelo, 

lo que revela que las comunidades endofíticas no responden directamente a la perturbación, sino 

que lo hacen a través de mecanismos mediados por la planta y su contexto ecológico inmediato. El 

análisis integrador mediante modelos de ecuaciones estructurales confirma que los efectos del 

cambio de uso del suelo operan predominantemente de forma indirecta. Además, se detectó un 

efecto positivo significativo de los atributos funcionales sobre la herbivoría y de la herbivoría sobre 

el daño por patógenos, mientras que las relaciones directas con el daño por patógenos y con la 

riqueza de hongos endófitos no resultaron significativas. Este resultado es relevante, ya que no se 

confirma la expectativa de que la transformación del hábitat impacte directamente en las 

comunidades microbianas. 

Este trabajo demuestra que el cambio en el uso del suelo desencadena efectos en cascada que 

reconfiguran el funcionamiento del bosque, pero con impactos no lineales ni directos. Los 

resultados evidencian los efectos indirectos mediados por atributos funcionales foliares sobre las 

interacciones bióticas y, de manera conjunta, determinan la estructura de las comunidades 

asociadas. En particular, la ausencia de efectos directos sobre la riqueza de hongos endófitos 

sugiere que la complejidad de la red ecológica actúa como amortiguador frente a la perturbación. 

Estos hallazgos subrayan la necesidad de realizar estudios integrales que permitan comprender la 

multidimensionalidad de las respuestas ecológicas ante la intensificación agrícola y aporten una 

base sólida para replantear estrategias de manejo y conservación en paisajes forestales altamente 

transformados. 

Palabras clave: hongos endófitos, Quercus, atributos funcionales foliares, fragmentación de 

bosque, bosques templados. 
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ii) ABSTRACT 

 
The conversion of temperate forests into intensive agricultural systems is a key driver of global change in 

these ecosystems, affecting both forest cover loss and ecological processes. The expansion of avocado 

orchards in Mexico illustrates this type of land-use change, where plant responses and their communities 

must be considered together. Due to its soil and climate characteristics, the State of Michoacán experiences 

high rates of land-use change, making it ideal for avocado cultivation. This study examined the impact of 

land-use change from forest to avocado orchard on the foliar functional traits of Quercus castanea and Q. 

obtusata, their interactions with insects and pathogens, and the diversity of foliar endophytic fungi. In both 

oak species, higher leaf area, chlorophyll content, and specific leaf area were found in sites dominated by 

avocado orchards. Conversely, in areas with more forest cover, leaves had higher water content, were 

thicker, and showed higher leaf density. These results suggest that land-use change not only alters habitat 

structure but also creates an ecological filter that modifies foliar functional traits, promoting more resource-

acquisitive strategies in oaks. Notably, there were significant increases in insect herbivory and pathogen 

damage on the leaves of both Quercus species in sites with a higher proportion of avocado orchards 

compared to forest-dominated areas, indicating increased plant vulnerability in altered environments. 

Among 112 endophytic fungal strains isolated from axenic cultures of both oak species, all belonged to the 

phylum Ascomycota and included four classes, ten orders, and 32 genera. Patterns of genus exclusivity and 

richness indices consistently demonstrated greater diversity in forest-dominated landscapes than in orchard-

dominated ones. Metabarcoding analysis of foliar mycobiota supported these findings, revealing 

communities dominated by Ascomycota across 169 genera. While alpha diversity did not differ significantly 

between forest and orchard sites, the composition of fungal communities indicated that converting forests 

to orchards alters the structure of cultivable foliar endophytic fungal communities in oak species, with trends 

toward reduced diversity in landscapes more heavily impacted by agriculture. The richness and composition 

of endophytic fungi were more strongly influenced by host identity and biotic interactions than by land-use 

change, suggesting that endophytic communities do not respond directly to disturbance but through plant-

mediated mechanisms within their immediate ecological context. Structural equation modeling confirmed 

that the effects of land-use change mainly operate indirectly. A significant positive relationship was found 

between foliar functional traits and herbivory, and between herbivory and pathogen damage, whereas direct 

links between these traits and pathogen damage or endophytic fungal richness were not significant. This 

finding is important because it does not support the idea that habitat transformation directly impacts 

microbial communities. Overall, this research demonstrates that land-use change triggers cascading effects 

that modify forest functioning, with non-linear and indirect impacts. The results highlight the role of foliar 

functional attributes in mediating biotic interactions and shaping community structure. The lack of direct 



 

4 
 

effects on endophytic fungal richness suggests that the complexity of ecological networks buffers 

ecosystems from disturbance. These findings emphasize the importance of comprehensive research to 

understand the multidimensional responses of ecosystems to agricultural intensification and to develop 

informed strategies for managing and conserving highly altered forest landscapes. 
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iii) INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

Los bosques templados se encuentran entre los ecosistemas más distribuidos a nivel global, 

cubriendo entre el 16 % y el 26 % de la superficie forestal mundial (Keenan et al., 2015; Riitters 

et al., 2016; FAO y UNEP, 2020). Estos ecosistemas son de gran importancia ecológica porque 

albergan una alta diversidad de especies y conforman la asociación más extensa de pinos (Pinus 

spp.) y encinos (Quercus spp.) a nivel mundial (Singh y Zobel, 2025). En México, los bosques 

templados ocupan el segundo lugar en extensión entre los tipos de vegetación, cubriendo el 16.96 

% de la superficie vegetal (INEGI, 2014), proporcionando múltiples servicios ambientales (Galicia 

y Zarco-Arista, 2014). El género Quercus es uno de los principales representantes arbóreos de los 

bosques templados (Manos y Hipp, 2021), con una amplia distribución global (Denk et al., 2017; 

Backs y Ashley, 2021). México es el segundo centro de diversificación de este género (Hipp et al., 

2018), ya que alberga aproximadamente 161 especies de encino, de un total de alrededor de 450 

descritas a nivel mundial (Denk et al., 2017), de las cuales 109 son endémicas del país (Galicia et 

al., 2015). Este alto nivel de endemismo hace que los encinos mexicanos sean un tema de gran 

interés científico y ecológico, no solo por los servicios ambientales que proporcionan, sino también 

porque son considerados superhospederos debido a la alta diversidad biológica que albergan, 

incluyendo plantas epífitas (Martínez-Meléndez et al., 2022), artrópodos (García-Jain et al., 2023), 

hongos endófitos (Nguyen et al., 2021; Menkis et al., 2022), entre otros. 

Entre las principales amenazas que enfrentan los bosques templados a nivel global se encuentran 

la deforestación y el cambio de uso de suelo asociados a la producción maderera no regulada, la 

expansión de asentamientos urbanos, el pastoreo de ganado y el incremento de la superficie 

destinada a la agricultura, procesos que han aumentado en México en los últimos años (Legarreta-

Miranda et al., 2021; Ramírez-Mejía et al., 2024). Estas transformaciones provocan cambios en la 

estructura del paisaje y del microclima, la modificación de los ciclos biogeoquímicos, la 

degradación del suelo y la pérdida de especies (Viljur et al., 2022). La fragmentación forestal 

representa la pérdida progresiva de hábitat a partir de una matriz forestal continua, lo que da lugar 

a múltiples fragmentos con diferentes formas y tamaños, así como niveles de aislamiento (Haddad 

et al., 2015; Fahrig et al., 2019). Una de las principales características de los paisajes fragmentados 

es la reducción tanto del tamaño como de la calidad del hábitat boscoso, lo que incrementa la 

distancia entre parches y dificulta el desplazamiento y la conectividad de las especies que los 
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habitan (Ziv y Davidowitz, 2019). Estas condiciones se relacionan con una disminución de la 

riqueza de especies y una alteración en la composición de las comunidades biológicas 

(Cunningham et al., 2014; Maney et al., 2022). 

En México, los bosques templados han experimentado una fragmentación creciente. Entre 1976 y 

2000, se reportaron tasas de cambio del 0.25 % anual, asociadas principalmente a procesos de 

deforestación y degradación del hábitat (Mas et al., 2002; Castro-Navarro et al., 2017; Mas y 

González, 2015). Como consecuencia, entre 2001 y 2014 se registró un incremento de 291,000 

hectáreas en la superficie destinada a actividades agrícolas (Bonilla-Moheno y Aide, 2020). Debido 

a la alta deforestación y al cambio de uso del suelo hacia agrosistemas, más del 40 % de la cobertura 

de los bosques templados se ha perdido en México, lo que ha generado paisajes altamente 

fragmentados (Klooster y Masera, 2000). Particularmente, el estado de Michoacán representa una 

de las regiones más amenazadas en términos de degradación del hábitat y de extinción de 

comunidades forestales (Molina Sánchez et al., 2019; Denvir et al., 2021). Presenta un alto grado 

de fragmentación y pérdida de hábitat (Mas et al., 2017), con tasas de deforestación anuales del 

0.09 al 0.16 % (Mas et al., 2017). Se estima que, entre 2001 y 2017, cerca del 20 % de la 

deforestación total en Michoacán estuvo relacionada con la expansión del cultivo de aguacate (Cho 

et al., 2021), lo que constituye la principal actividad antrópica crítica que impulsa la conversión de 

bosques nativos en huertos en esta región (Brown, 2003). Los huertos de aguacate han reemplazado 

los bosques de pino-encino (Denvir et al., 2021), con una superficie plantada de 213,422 hectáreas 

en 2019 (INEGI, 2019), lo que genera fragmentos de bosque intercalados con cultivos y amenaza 

la biodiversidad (Pérez-Solache et al., 2022). 

El consumo de aguacate a nivel mundial ha aumentado en las últimas décadas, alcanzando una 

producción de 5, 575, 358 toneladas anuales (Arias et al., 2018). México contribuye con el 45.95 

% de las exportaciones mundiales (SAGARPA, 2017a), lo que lo posiciona como el principal 

productor global. El estado de Michoacán es considerado el área productora de aguacate más 

importante de México y del mundo, ya que aporta el 84 % de la producción nacional (Villanueva-

Tomas y Zepeda-Anaya, 2018) y es el único estado que presenta producción durante todo el año 

(CEDRSSA, 2015). Esto se debe a que la región aguacatera de Michoacán presenta condiciones 

climáticas adecuadas para la producción intensiva de aguacate (Barsimantov y Navia Antezana, 
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2012), similares a las requeridas por los bosques de pino-encino, lo que ha derivado en una matriz 

de bosque fragmentada en la zona de cultivo (Chávez-León et al., 2012). 

En los fragmentos de bosque, las condiciones abióticas difieren de las del bosque continuo, ya que 

presentan una mayor intensidad de luz solar, una temperatura más alta y menor humedad (Tuff et 

al., 2016; Ziv y Davidowitz, 2019). Esto ocurre porque el bosque original se fragmenta en parches 

más pequeños, lo que facilita la entrada de luz solar e incrementa la velocidad del viento. La 

temperatura suele aumentar debido a una mayor incidencia de radiación solar, lo que provoca una 

disminución de la humedad (Laurance, 2004; Tuff et al., 2016). Las plantas responden a estas 

nuevas condiciones ambientales modificando distintos atributos de sus hojas para adaptarse a 

ambientes cambiantes (Viscosi, 2015; Kusi y Karsai, 2020). Los rasgos funcionales foliares se 

consideran características medibles que reflejan respuestas evolutivas y ecológicas a variaciones 

en las condiciones abióticas, influyendo en el desempeño y la aptitud de las plantas (Lavorel et al., 

2011; Pérez-Harguindeguy et al., 2016; Zambrano et al., 2020). Por lo tanto, la disposición, la 

forma, el tamaño y la anatomía de las hojas difieren considerablemente según las condiciones de 

crecimiento de la planta (Bruschi et al., 2003). 

Por ejemplo, el área foliar es importante en el balance de agua y energía de la planta y, en general, 

hojas más pequeñas se asocian con ambientes de alta radiación, calor, frío o sequía (Cornelissen et 

al., 2003; Lara-De La Cruz et al., 2020). En Quercus castanea, Lara-de la Cruz et al. (2020) 

encontraron que las hojas en sitios más húmedos eran más grandes. De manera similar, en Q. ilex 

se ha reportado una relación positiva entre la disponibilidad de agua y el tamaño foliar (Niinemets, 

2015). El grosor foliar está vinculado con las tasas fotosintéticas por unidad de área foliar y se ha 

correlacionado positivamente con la temperatura media y la radiación solar (Onoda et al., 2011). 

El área foliar específica (SLA, por sus siglas en inglés) se define como el área foliar por unidad de 

masa foliar seca (M2/Kg) (Ali et al., 2017). En ambientes fragmentados, se ha reportado que el 

SLA se relaciona positivamente con la temperatura y la incidencia de luz solar, como se observó 

en Ulmus elongata (Liu et al., 2017). En las hierbas del sotobosque de un paisaje fragmentado, se 

observó una relación negativa entre el área foliar específica y el tamaño de los parches de bosque 

(Vanneste et al., 2019). A escala global, se ha documentado que el contenido de masa seca foliar 

disminuye en ambientes con temperaturas más bajas (Kuppler et al., 2020). 
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Estudios recientes en Q. castanea y Q. obtusata, bajo diferentes proporciones de cobertura vegetal 

entre bosque nativo y huerto de aguacate, indican que en fragmentos con mayor proporción de 

bosque que de huerto se observa un mayor grosor foliar, un mayor contenido de agua y una mayor 

masa fresca foliar. En contraste, en sitios con proporciones menores de bosque que de huerto, se 

registraron valores más altos de área foliar específica, contenido de clorofila y área foliar (Pérez-

Solache et al., 2023). Estos resultados sugieren que la estructura del paisaje y el cambio en el uso 

del suelo generan respuestas funcionales en las hojas, con implicaciones ecológicas más amplias. 

Los insectos herbívoros y los patógenos foliares explotan recurrentemente, de manera simultánea 

o no, una misma planta hospedera, impactando el desempeño de cada uno y la aptitud de la planta, 

y, eventualmente, modificando la abundancia, la distribución de las plantas y la estructura de las 

comunidades (Biere y Bennett, 2013; Hauser et al., 2013; Ratnadass y Deguine, 2020; Van Dijk et 

al., 2022). Por ejemplo, los insectos herbívoros interactúan directamente con los patógenos foliares 

al consumir o transportar sus esporas, e indirectamente cuando ocurren cambios químicos en sus 

plantas hospederas como resultado del daño causado por los insectos herbívoros, lo que, a su vez, 

influye en la ocurrencia de patógenos (Costa et al., 2021; Ohgushi et al., 2007). La fragmentación 

del bosque provoca la pérdida no aleatoria de especies, lo que modifica las interacciones entre las 

plantas y sus hospederos asociados (Liu et al., 2018). Este proceso afecta negativamente la 

abundancia y la riqueza de insectos herbívoros, y las especies especialistas son las más vulnerables 

(Rossetti et al., 2017). Además, las plantas que habitan en fragmentos más pequeños suelen estar 

más expuestas al ataque de herbívoros y patógenos, ya que las condiciones microclimáticas pueden 

favorecer su proliferación (Benítez-Malvido y Lemus-Albor, 2005; Fontúrbel y Murúa, 2014). Se 

ha documentado que en hábitats fragmentados y agrosistemas, la abundancia de insectos herbívoros 

aumenta debido a la disminución o pérdida de enemigos naturales (efectos top-down) (Cuevas-

Reyes et al., 2013; García-Jain et al., 2023), y los fragmentos más pequeños son los más expuestos 

a patógenos foliares debido a condiciones microclimáticas que favorecen su proliferación 

(Fontúrbel y Murúa, 2014). 

Los cambios fisiológicos y morfológicos en los atributos funcionales foliares pueden influir 

directamente en las interacciones antagónicas, como la incidencia de insectos herbívoros (Barbour 

et al., 2015) y de hongos patógenos (González-Teuber et al., 2021), lo que, a su vez, afecta la 

dinámica poblacional y la estructura de sus comunidades (Fonseca et al., 2000; Poorter et al., 
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2004). De esta manera, los atributos funcionales actúan como reguladores de las interacciones 

planta-herbívoro-patógeno (Schöb et al., 2013; van Dijk et al., 2022). Algunos caracteres 

funcionales foliares están relacionados de diferentes maneras con los mecanismos de resistencia de 

las plantas contra el ataque de insectos herbívoros y hongos patógenos, tales como defensas físicas, 

como el área foliar específica, la dureza y el grosor foliares, y las defensas químicas, como la 

producción de metabolitos secundarios (Costa et al. 2021). Las defensas físicas pueden incluir la 

resistencia estructural, que dificulta la penetración de patógenos en los tejidos vegetales, y/o el 

consumo de las hojas por insectos (Onoda et al., 2011; González-Teuber et al., 2020, 2021). Otros 

caracteres, como el contenido de clorofila y el tamaño foliar, constituyen indicadores importantes 

de la calidad de la planta y pueden aumentar la incidencia de enemigos naturales (Aguilar-Peralta 

et al., 2021; García-Jain et al., 2023). 

Se ha demostrado que tanto la calidad nutricional de las plantas (p. ej., contenido de agua y de 

nitrógeno) como los caracteres morfológicos (p. ej., área foliar específica, tamaño, grosor, 

pubescencia y dureza) influyen en la incidencia y el desempeño de insectos herbívoros y de hongos 

patógenos foliares (Poorter et al., 2004; González-Teuber et al., 2020). Por ejemplo, se ha 

reportado una relación positiva entre el área foliar específica y la herbivoría (Ruiz-Carbayo et al., 

2020) y una relación negativa entre la herbivoría y el grosor foliar (Aguilar-Peralta et al., 2021). 

Asimismo, se ha observado que las plantas con hojas más grandes y con menor número de tricomas 

son más susceptibles al consumo por parte de herbívoros (Barbour et al., 2015). En el caso del daño 

causado por patógenos, se ha encontrado una relación positiva con el contenido de clorofila (Costa 

et al., 2021) y una mayor susceptibilidad en hojas delgadas o con defensas estructurales reducidas 

(González-Teuber et al., 2021). En un estudio realizado a lo largo de un gradiente de 

fragmentación, se reportaron niveles más altos de herbivoría en Q. castanea y Q. deserticola en los 

fragmentos de bosque más pequeños (García-Jain et al., 2023; Maldonado-López et al., 2015, 

2016), así como un incremento del daño por patógenos cuando los parches estaban más aislados. 

En otro estudio realizado en 30 fragmentos de bosques mixtos y puros, se evaluaron 

simultáneamente los niveles de herbivoría por insectos y la incidencia de tizón foliar en álamos, 

encontrando mayores niveles de daño en los fragmentos más pequeños y aislados (Wang et al., 

2021). Además, se observó que un aumento en la riqueza de especies redujo el daño tanto por 

herbívoros como por patógenos. 
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Ejemplos específicos muestran cómo las interacciones entre plantas, insectos herbívoros y hongos 

patógenos pueden tener efectos diversos y especie-específicos. Klut et al. (2002) estudiaron la 

interacción entre Cirsium arvense, el hongo fitopatógeno Puccinia punctiformis y tres especies de 

insectos herbívoros. Encontraron que los insectos no solo actuaban como vectores al transportar 

esporas del hongo, incrementando las tasas de infección en plantas sanas, sino que, además, una de 

las especies de herbívoros presentaba un aumento de la mortalidad al alimentarse de plantas 

infectadas. Estos resultados sugieren que las interacciones planta-herbívoro-patógeno pueden tener 

efectos mutuamente beneficiosos o antagónicos, según las especies involucradas y el contexto 

ecológico. 

Además de los hongos patógenos, existen otros grupos de hongos que colonizan los tejidos de las 

plantas sin causar síntomas visibles ni daño aparente y que desempeñan un papel importante en las 

interacciones ecológicas (Jia et al., 2020). Este grupo es el de los hongos endófitos, cuya presencia 

y funciones aún son poco conocidas en muchas especies vegetales, especialmente en ambientes 

afectados por la fragmentación y el cambio de uso del suelo. Los hongos endófitos colonizan los 

tejidos vivos de las plantas, incluidos hojas, ramas, tallos y raíces (Grabka et al., 2022). Estos 

organismos habitan los órganos vegetales y, en algún momento de su vida, pueden colonizar los 

tejidos internos de la planta sin causar daño aparente a su hospedante (Petrini, 1991; Rodriguez et 

al., 2009). Sin embargo, bajo diferentes condiciones ambientales, pueden formar asociaciones que 

van desde el mutualismo hasta el comensalismo y el parasitismo (Grabka et al., 2022; Verma et 

al., 2022). Los hongos endófitos son un grupo polifilético muy diverso, conformado principalmente 

por ascomicetos y basidiomicetos, que establecen asociaciones mutualistas con múltiples especies 

vegetales (Verma et al., 2022).  

Se ha descrito la diversidad de especies de hongos endófitos de Quercus spp. en diferentes regiones 

geográficas (Fisher et al., 1994; Moricca y Ragazzi, 2008; Alidadi et al., 2019; Nguyen et al., 

2021). Además, se ha documentado que la comunidad de hongos endófitos en encinos varía según 

el estado fenológico de la planta, las condiciones climáticas, la región geográfica, los factores de 

estrés y entre especies simpátricas (Collado et al., 2000; Ragazzi et al., 2003; Moricca et al., 2012; 

Koide et al., 2017). Sin embargo, todavía es escaso el conocimiento sobre la diversidad de hongos 

endófitos presentes en los encinos mexicanos, a pesar de su relevancia ecológica y de su potencial 

para protegerlos de herbívoros y patógenos (Arnold y Lewis, 2005; Grabka et al., 2022). 
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Diversos estudios han demostrado que los hongos endófitos pueden influir en la resistencia de las 

plantas al estrés biótico y abiótico, mediante la producción de metabolitos secundarios y la 

inducción de defensas sistémicas (Fontana et al., 2021; Morales-Vargas et al., 2024). Lo anterior 

se ha demostrado en las especies de Quercus (Ferus et al., 2019; Jin et al., 2019; Costa et al., 2025), 

por lo que es importante comprender la diversidad de estos hongos y sus fluctuaciones, 

relacionadas con diversos factores del entorno, con la finalidad de establecer estrategias más sólidas 

para la conservación de los ecosistemas formados por estas especies arbóreas. Se ha planteado que 

los cambios en la estructura del hábitat, como la deforestación o la transformación del bosque en 

sistemas agrícolas, pueden alterar la composición y la diversidad de las comunidades endofíticas 

(Ngubane et al., 2023; Gowtham et al., 2024; Li y Dong, 2025). En particular, la pérdida de 

cobertura forestal puede reducir la diversidad microbiana asociada a las plantas, lo que podría 

afectar su salud y su capacidad de adaptación a entornos cambiantes (Matsumura y Fukuda, 2013). 

El análisis de la diversidad de hongos endófitos se ha realizado tradicionalmente mediante métodos 

de cultivo. Sin embargo, algunos hongos endófitos requieren condiciones especiales para su 

crecimiento y no es posible su reproducción en un medio de cultivo universal (Dos Reis et al., 

2022), lo que puede llevar a subestimar su diversidad real (Arnold y Lutzoni, 2007). En la última 

década, el uso de métodos moleculares de alto rendimiento ha transformado el estudio de las 

comunidades microbianas (Thangavel et al., 2025). Una de las técnicas utilizadas es el 

metabarcoding, que permite identificar de manera más eficiente a los hongos de una muestra 

ambiental mediante la secuenciación de marcadores genéticos (Milazzo et al., 2021). En los 

hongos, la región ITS (Internal Transcribed Spacer) se ha convertido en el "código de barras" 

universal para la identificación de especies, tanto de aislados fúngicos como en técnicas 

independientes de cultivo (Schoch et al., 2012; Nilsson et al., 2019). Con ayuda del metabarcoding 

se han descrito comunidades microbianas y su sensibilidad a factores ambientales y antropogénicos 

(Faticov et al., 2024). Estudios recientes han documentado la respuesta de los hongos endófitos al 

aclareo forestal (Liu et al., 2024) y a los gradientes de elevación (Zhang et al., 2024) en distintos 

grupos de plantas. Sin embargo, hasta la fecha no existe información sobre cómo las comunidades 

de hongos endófitos foliares responden a la fragmentación forestal asociada al cambio de uso de 

suelo. En particular, los encinos mexicanos, por su importancia ecológica y su amplia distribución, 

constituyen un modelo adecuado para evaluar estas dinámicas (Valencia-A, 2004).  
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A. JUSTIFICACIÓN 

Dado que una gran proporción de las especies de Quercus de México son endémicas, su estudio es 

prioritario por razones tanto ecológicas como evolutivas. Debido a la gran relevancia ecológica y 

social de los bosques templados de encino de Michoacán, su conservación es prioritaria a nivel 

global y nacional, tanto por los servicios ecosistémicos que prestan como por la diversidad de 

especies que albergan. En el contexto de alta deforestación y fragmentación en los bosques 

templados de Michoacán ocasionados por la expansión del cultivo de aguacate, así como la escasa 

información sobre los efectos de estos cambios en las interacciones ecológicas y la diversidad 

microbiana asociada a los encinos, en el presente estudio se planteó determinar la influencia del 

cambio de uso de suelo de bosque a huerto de aguacate tanto en los rasgos funcionales foliares 

como en la coocurrencia de daño por herbivoría y patógenos en Q. castanea y Q. obtusata. También 

se evaluaron, mediante técnicas de cultivo y metabarcoding, los cambios en la diversidad de hongos 

endófitos foliares asociados a estas especies de encino, debido a la modificación del uso de suelo 

de bosque a huerto. Específicamente, para el desarrollo del proyecto se buscó responder las 

siguientes preguntas: 

1) ¿Se observan cambios en los caracteres funcionales foliares de Q. castanea y Q. obtusata 

en función de la variación en la cobertura de bosque y de huertos de aguacate? 

2) ¿Cuál es la variación en la coocurrencia de insectos herbívoros y hongos patógenos en Q. 

castanea y Q. obtusata entre sitios con cobertura de bosque y de huertos de aguacate? 

3) Si los caracteres funcionales foliares de Q. castanea y Q. obtusata varían entre áreas con 

cobertura de bosque y huertos de aguacate diferentes, ¿cómo afecta esta variación en la 

cantidad de daño foliar causado por insectos herbívoros y hongos patógenos? 

4) ¿El cambio de uso de suelo de bosque a huerto de aguacate afecta la riqueza y la estructura 

de las comunidades de hongos endófitos foliares asociadas a estas especies de encino? 
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iv) PLANTEAMIENTO DE HIPÓTEIS 
El cambio de uso de suelo asociado al cultivo de aguacate en Michoacán modifica los atributos 

funcionales foliares de los encinos presentes en esas zonas: hojas más grandes, con mayor 

contenido de clorofila y mayor densidad foliar en zonas con menor cobertura de bosque que en 

zonas con mayor cobertura de huerto de aguacate. Además, las interacciones con herbívoros y 

patógenos foliares se verán afectadas, siendo más intensas en sitios con menor proporción de 

bosque frente a huerto de aguacate. Del mismo modo, la diversidad de hongos endófitos foliares 

se verá disminuida en encinos de sitios con menor proporción de cobertura de bosque que de huerto 

de aguacate. 
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v) OBJETIVOS 

A. GENERAL 

Determinar el efecto del cambio de uso de suelo en la fisiología e interacciones ecológicas foliares 

de especies de encinos en sitios con diferentes proporciones de cobertura vegetal entre bosque y 

huerto de aguacate en Michoacán 

B. PARTICULARES 

Evaluar los atributos funcionales foliares y el daño foliar causado por insectos herbívoros y 

patógenos foliares en Q. castanea y Q. obtusata que se encuentran bajo diferentes proporciones de 

cobertura vegetal entre bosque y huertos de aguacate en la franja aguacatera del estado de 

Michoacán. 

Comparar la diversidad y riqueza de hongos endófitos foliares cultivables presentes en Q. castanea 

y Q. obtusata, que se encuentran bajo diferentes proporciones de cobertura vegetal entre bosque y 

huertos de aguacate, en la franja aguacatera del estado de Michoacán. 

Evaluar la diversidad de hongos endófitos foliares en encinos bajo diferentes proporciones de 

cobertura vegetal mediante la técnica de metabarcoding. 
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1) ABSTRACT 

Plant-herbivore-pathogen interactions are influenced by biotic factors such as plant ontogeny, 

chemical defense, nutritional quality and phenological patterns. Little is known about the factors 

shaping biotic interactions in anthropized habitats such as avocado agrosystems. We determine the 

effects of the changes in foliar functional characters expression on the simultaneous incidence of 

chewing herbivorous insects and foliar pathogens in the same host oak species (Quercus castanea 

and Q. obtusata) along a mosaic of temperate forest and avocado orchards. We distinguish three 

forest/avocado cover classes (more forest cover than orchard, similar forest and orchard cover and 

less forest cover than orchard) in Michoacan state, Mexico. Ten adults of each host plant species 

were selected from each location to determine foliar functional characters, herbivore and pathogen 

damage. Foliar area, chlorophyll content, specific foliar area, leaf area damaged by herbivorous 

insects and leaf area damaged by pathogens were higher in individuals of both host plant species 

growing in locations with lower forest/avocado cover than individuals from locations with similar 

forest and orchard cover and locations with more forest cover than orchard. Contrary, higher values 

of foliar fresh mass, foliar water content, foliar thickness, foliar density and foliar dry matter 

content were detected in trees from sites with higher forest/avocado cover proportion. Trees from 

locations of less forest cover than orchard had higher herbivore and pathogen damage indexes 

followed by sites with similar and higher forest/avocado cover proportions. Our findings emphasize 

the responses and linkages of oak functional characters related with forest fragmentation and its 

consequences on multitrophic interactions between plants and their antagonist herbivorous insects 

and pathogens as well as the possibly detrimental impact on Q. castanea and Q. obtusata fitness as 

avocado cover increases in relation to forests in agrosystems and temperate forests. 

Keywords Agrosystems, avocado orchards, biotic interactions; chewing insect herbivores, 

functional plant traits, fungal pathogens, temperate forest  
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2) INTRODUCTION 

Herbivorous insects and foliar pathogens recurrently exploit, simultaneously or not, the same host 

plant, impacting each other’s performance and host plants fitness, eventually modifying plant 

abundance, distribution and the structure of communities (Biere & Bennett 2013; Hauser et al. 

2013; Ratnadass & Deguine 2020; Van Dijk et al. 2022). For example, herbivorous insects directly 

interact with foliar pathogens by consuming or transporting their spores; and indirectly when 

chemical changes in their host plants occur as a result of the damage caused by herbivorous insects, 

which in turn influence the pathogens occurrence (Costa et al. 2021; Ohgushi et al. 2007). Thus, 

the co-occurrence of herbivorous insects and foliar pathogens on the same host plants can generate 

multiple consequences: (i) complementary effects on survival and performance of host plants (i.e. 

no interactions); (ii) synergistic effects when the produced damaged by herbivorous insects and 

pathogens exceeds the sum of the individual damage from each of them (i.e. positive interactions); 

and (iii) antagonist effects when insect herbivores can induce plant resistance against foliar 

pathogens or vice versa (Biere & Bennett 2013; Costa et al. 2021; Hauser et al. 2013; Ratnadass & 

Deguine 2020).  

Plant-herbivore-pathogen interactions are frequently affected by biotic factors including plant 

chemical defense and their quality of nutrients, phenological patterns, plant ontogeny and foliar 

functional characters variation (Costa et al. 2021; González-Teuber et al. 2019, 2021; Lavorel et 

al. 2011). Particularly, foliar functional characters are considered as measurable traits that reflect 

evolutionary and ecological responses to variations in abiotic conditions, influencing plant 

performance and fitness (Lavorel et al. 2011; Pérez-Harguinegy et al. 2016; Zambrano et al. 2020). 

Some foliar functional characters are related in different ways to plant resistance mechanisms 

against the attack of herbivorous insects and pathogenic fungi, such as physical (e.g., specific foliar 

area, foliar toughness and thickness) and chemical defenses (e.g., secondary chemical compounds 

based in nitrogen and carbon) (Costa et al. 2021). For example, physical defenses provide structural 

resistance that makes it more difficult for pathogens to penetrate plant tissues and/or for insects to 

consume the leaves (González-Teuber et al. 2019, 2021; Onoda et al. 2011). Other characters 

including chlorophyll content and foliar size, represent important plant quality estimators that can 

increase the incidence of natural enemies (Aguilar-Peralta et al. 2021; García-Jain et al. 2022).  

Herbivorous insects and foliar pathogens co-occurrence may be also affected for human activities 

such as deforestation and land-use change to agrosystems, leading to forest fragmentation (Arnold 
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& Fonseca 2011; García-Guzmán 2016). Forest fragmentation represents the progressive habitat 

loss from a continuous forest matrix, resulting in the formation of multiple fragments with different 

shapes and sizes, as well as isolation levels (Fahrig et al. 2019; Haddad et al. 2015). In these 

fragments, abiotic conditions are different, with higher sunlight intensity and temperature and 

lower humidity (Tuff et al. 2016; Ziv & Davidowitz 2019), causing biodiversity loss and increasing 

the chance of colonization by invasive species (Shimrah et al. 2022). Particularly, it has been 

documented that in fragmented habitats and agrosystems, abundance of herbivorous insects 

increases due to natural enemies decreases or loss (i.e., top-down effects) (Cuevas-Reyes et al. 

2013; García-Jain et al. 2022), with smallest fragments being more exposed to foliar pathogens due 

to microclimatic conditions that favor their proliferation (Fontúrbel & Murúa 2014). Similarly, 

foliar functional characters change in response to variation of abiotic conditions in fragmented 

habitats, affecting the incidence of insect herbivores and pathogens (García-Jain et al. 2022; Pérez-

Solache et al. 2022). Thus, an increase of conservative functional foliar characters is expected for 

plants growing in small forest fragments and on the edges of medium and large fragments, which 

are characterized by high temperature and low water availability (Ramírez-Valiente & Cavender-

Bares 2017; Slattery & Fenner 2021).  

Due to high deforestation and land-use change to agrosystems, more than 40% of the temperate 

forest ecosystems cover has been lost in Mexico, generating highly fragmented landscapes 

(Klooster & Masera 2000). Particularly, the state of Michoacán represents one of the most 

endangered regions, with deforestation rates from 0.09 to 0.16 % per year (Mas et al. 2017). It is 

estimated that in 2001 and 2017, nearly 20% of the total deforestation in Michoacán was related 

with the avocado farming expansion (Cho et al. 2021), representing the main critical anthropic 

activity driving the conversion of native forests to orchards in this region (Brown 2003). Avocado 

orchards have replaced pine-oak forests (Denvir et al., 2021) with a planted area of 213,422 ha in 

2019 (INEGI 2019), generating forest fragments interspersed with crops and threatening 

biodiversity (Pérez-Solache et al. 2022). Our objective was to determine the influence of foliar 

functional characters on the co-occurrence of herbivory and pathogen damage in Quercus castanea 

and Q. obtusata in fragments with different forest and avocado orchards cover. The following 

questions were raised: (i) Do foliar functional characters of Q. castanea and Q. obtusata change in 

function of forest and avocado orchards cover variation? (ii) How the co-occurrence of herbivorous 

insects and fungal pathogens on Q. castanea and Q. obtusata vary among sites with different forest 
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and avocado orchards cover? And (iii) if functional foliar characters of Q. castanea and Q. obtusata 

vary among areas with different forest and avocado orchards cover, how does this variation affect 

the amount of foliar damage caused by herbivorous insects and fungal pathogens? 

 

3) MATERIAL AND METHODS 

Study area  

This research was carried out in the so-called “avocado belt” in Michoacán, Mexico, represented 

by a mosaic of temperate forest fragments interspersed with avocado orchards (Pérez-Solache et 

al. 2022). Forest cover and avocado crops variation was identified using satellite pictures such as 

Landsat, SPOT Sentinel and Rapid Eye with TM 5, ETM+, as well as OLI sensors (Neinavaz et al. 

2020). Based on this data, we selected six locations with different proportion of forest and avocado 

orchards, ensuring the presence of Quercus castanea and Q. obtusata: (a) two locations with more 

forest cover than orchard: (1) Llanitos: (84 %/16 %) and (2) La Yácata: (74/26 %); (b) two locations 

with similar forest and orchard cover: (1) El Embrujo: (52/48 %) and (2) Ex-hacienda (54/46 %), 

and (c) two sites with less forest cover than orchard: (1) Caramécuaro (38/62 %) and (2) Las Joyas 

(35/65 %) (Figure 1). All locations have a comparable management history, which consisted in 

clearing the original forest matrix and introducing organic avocado farming by eliminating the use 

of synthetic insecticides. In addition, all locations are both similar in age after logging (range 15-

20 years) and in size (range 60-80 ha). We made a buffer area of 1000 m radius at each location. 



 

20 
 

 

Figure 1 Distribution map of the study sites in the avocado belt in Michoacán state, México. The 

stars represent sites with higher forest cover. The triangles are the locations with similar 

proportions of forest cover and avocado orchards. The circles represent the locations with higher 

avocado orchard. 

 

Study system 

Quercus castanea Née. It's a deciduous tree distributed from Mexico to Central America from 

1,400 and 2,600 m a.s.l. Reaches up to 20 m of height with a trunk diameter of up to 60 cm. Leaves 

occur in the wet period (July to December) and are oblanceolate, oblong, lanceolate and obovate. 

Adaxial leaf surface is grayish, slightly shiny, while the adaxial part is yellowish with the presence 

of tomentum. Fruits are produced once a year (November to January), in groups of 2 or 3 ovoid 

acorns (Arizaga et al. 2009). 

Quercus obtusata Bonpl. It's a deciduous tree endemic to Mexico, but widely distributed from 

1,500 to 2600 m a.s.l., with 3 to 20 m in height. Leaves also occur in the wet period (July to 

December) with a green adaxial surface, shiny and tomentose base, while the abaxial part is 
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Las Joyas
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yellowish green hairy. Fruits are produced once a year (September to November), in groups of 2 

or 3 ovoid acorns (16 to 18 mm long by 13 to 15 mm in diameter) (Arizaga et al. 2009).  

 

Leaf damage measurements by herbivorous insects and fungal pathogens 

Sampling was performed from October to December 2022 at the end of the wet period, when the 

maximum abundance of herbivorous insects and pathogenic activities has been accumulated. In 

each location, ten trees of each plant species were selected (i.e., Q. castanea: N= 10 per site, N = 

60 in total; Q. obtusata: N= 10 per site, N = 60 in total). In each tree, we selected two branches 

from each canopy stratum (i.e., lower, medium and higher) (Maldonado-López et al. 2022) and 

then, 30 leaves were arbitrarily collected (N= 1800 leaves for each oak species) and photographed. 

The apparent injury caused by herbivorous insects and pathogenic fungi was cautiously examined 

on each collected leaf using ImageJ software 1.48 (Rasband 2016). The proportion of foliar area 

damaged by herbivorous insects and by pathogenic fungi was estimated separately for all collected 

leaves as (the foliar area damaged/total foliar area) * 100) (Costa et al. 2021; Cuevas-Reyes et al. 

2018) (Figure 2). After this, all leaves were separated into six different classes of area injury: (1) 0 

% undamaged/leaf complete; (2) 1-5 % of foliar area injured; (3) 6-12 % of foliar area injured; (4) 

13-25 % of foliar area injured; (5) 26- 50 % of foliar area injured; and (6) 50-100 % of foliar area 

injured (Costa et al. 2021). Three different signs of foliar damage were identified and classified: 

(a) foliar damage caused by herbivorous chewing insects; (b) foliar damage caused by pathogenic 

fungi considering leaf spots that consist of necrotic and collapsed tissue (i.e., spots with shades of 

orange to brown, with frequently circular and elliptical shapes) (Agrios 2005). 
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Figure 2. Leaf damage measurements by herbivorous insects and fungal pathogens for Q. castanea 

and Q. obtusata. a) Original leaf with fungal pathogen injury; b) Reconstructed leaf with fungal 

pathogen injury; c) Original leaf with herbivorous insects damage and d) Reconstructed leaf with 

herbivorous insects damage. The centimeter indicates the scale with which the measurements were 

made. 
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We used a pathogenic injury index per host plant (PII) and herbivore injury index per host plant 

(HII) (Dirzo & Domínguez 1995): PII or HII = Σ (ni x i)/n,” where ni represent the number of 

leaves for each damage category, i represent the damage class, and n is the total number of leaves 

sampled per plant. We estimated the total injure index per plant (TII) as the TII = PII + HII. 

 

Foliar functional characters analyses 

To determine the changes in foliar functional characters, we collected 30 complete leaves (without 

apparent injury by natural enemies) in each of the trees where the herbivorous insects and 

pathogenic fungi injury were estimated. We first weigh all leaves to estimate foliar fresh weight, 

fresh matter and foliar water content (Vaca-Sánchez et al. 2024), and then, we dry all leaves using 

an oven at 60 ˚C for 72 hours. 

We determined the following foliar characters, as indicators of plant water use: (i) foliar water 

content [(foliar fresh mass – foliar dry mass)/foliar area] and (ii) foliar fresh mass (foliar fresh 

weight/ foliar area). For light acquisition, we assessed (i) chlorophyll content with a transportable 

chlorophyll meter SPAD-502 Minolta (Pérez-Solache et al. 2022) and (ii) specific foliar area 

estimated by the foliar area/ foliar dry mass ratio. Finally, for nutrient use and conservation, we 

determine (i) foliar area as explained above, (ii) foliar thickness using a micrometer Mitutoyo 

(Kawasaki, Japan), (iii) foliar density estimated by [(foliar dry mass/ foliar area) * foliar thickness], 

and (iv) foliar dry matter content obtained by the proportion foliar dry mass/ foliar fresh mass 

(Pérez-Solache et al. 2022). 

 

Statistical analyses 

To determine the independence of the locations, a spatial autocorrelation analysis using Moran's I 

coefficient was made. This coefficient makes it possible to identify and characterize scattered, 

random, or grouped land cover conformations in accord to spatial position (García-Jain et al. 2021). 

Moran's I coefficient values range from -1 to 1. Values close to -1 to 1 show a great spatial 

autocorrelation between locations, while values close to zero indicate a random spatial distribution 

(Fu et al. 2014; Pérez-Solache et al. 2022).  
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We detected Moran’s I coefficient values nearby to 0 in all eight parameters associated to foliar 

functional characters (foliar area = -0.042, chlorophyll content = -0.046, specific foliar area = 

0.086, foliar fresh matter = 0.033, foliar water content = -0.219, foliar thickness = 0.072, foliar 

density = -0.051, foliar dry matter content = -0.211, foliar area damaged by herbivorous insects = 

-0.066 and the foliar area damaged by pathogenic fungi = 0.057) for individuals of Q. castanea and 

Q. obtusata occurring in fragments with different forest cover and avocado orchards, corroborating 

the independency of our sites in all analyses (Figure S1, supplementary material). 

A generalized linear mixed model (GLMM) was performed to identify the effects of the variation 

in the percentage of forest cover/avocado orchards on leaf functional traits, foliar area removed by 

herbivorous insects and foliar area injured by pathogenic fungi associated with oak species. We 

used a normal distribution of errors and identity function (Stokes et al. 2012). To build the model, 

we used the classes of the percentage of forest cover (more forest cover than orchard vs. similar 

forest and orchard cover vs. less forest cover than orchard), oak species (Q. castanea and. Q. 

obtusata) and the forest cover * oak species interaction on the eight- foliar functional characters, 

foliar area removed by herbivorous insects and foliar area injured by pathogens. We performed a 

distinct model for each dependent variable. The percentage of forest cover and oak species were 

used as independent variables, the locations were used as a random factor, foliar functional 

characters and foliar area removed by herbivorous insects and leaf area injured by pathogenic fungi 

were considered as dependent variables. We performed an LSMeans test for posteriori comparisons 

among foliar functional characters, foliar area removed by herbivorous insects and foliar area 

injured by pathogenic fungi, respectively (SAS 2000). We performed a Kolmogorov-Smirnov and 

Levene analyses to verified the homoscedasticity and normality of all foliar functional characters, 

foliar area removed by herbivorous insects and foliar area injured by pathogens (Aguilar-Peralta et 

al. 2021). 

To evaluate the effects of changes in forest cover on the percentage of foliar area removed by 

herbivorous insects, as well as on the proportion of damaged leaves by herbivorous insects and 

pathogenic fungi, two-way ANOVA tests were applied respectively. The percentage of foliar area 

removed by herbivorous insects, and the proportion of damaged leaves by herbivorous insects and 

pathogens were transformed by arcsin previous to analysis. 
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To determine the differences in herbivore injury index (HII), pathogen injury index (PII) and total 

injury index (TII) between the three forest-orchard coverages classes, we applied a logistic 

regression analysis using CATMOD process (SAS 2000). Considering that the dependent variable 

data does not fit a normal distribution, we used a distribution type Poisson with a logarithmic link 

function. Finally, we performed a Mann–Whitney U to determine the differences in HII, PII and 

TII between forest-orchard coverages (Stokes et al. 2012). 

We performed a logistic regression analysis applying CATMOD method for each injury index 

separately (SAS 2000) to evaluate the changes in the frequency of damaged leaves between the 

different damaged categories as well as among forest-orchard coverages. 

To rule out the collinearity of our data set (i.e., between foliar functional characters), a variance 

inflation factor (VIF, V) was estimated applying the standard least squares regression test (Dascălu 

& Cozma 2009). For all leaf functional traits analyzed, we detected multicollinearity effects only 

in leaf water content (V = 8.33) and leaf density (V = 10.2) for both oak species studied. Therefore, 

these leaf functional traits were not included in the multiple regression analysis and the Principal 

Component Analyses (PCAs). A multiple regression analysis was performed to determine the 

association among foliar functional characters with foliar area removed by herbivorous insects and 

foliar area injured by pathogens. The models considered foliar area removed by herbivorous insects 

and foliar area injured by pathogens as dependent variables (two separate models) and six foliar 

functional characters (foliar area, foliar fresh mass, specific foliar area, chlorophyll content, foliar 

dry matter content and foliar thickness) as independent variables (Guerra et al. 2010). We also 

performed PCAs separately for Q. castanea and Q. obtusata to evaluate the relationship among the 

six foliar functional characters, foliar area removed by herbivorous insects and foliar area injured 

by pathogens in the three forest/orchard coverage classes. We implemented the statistical analyses 

applying JMP statistical software version 15.1.0 (SAS 2000). 

 

4) RESULTS 

Landscape effects on foliar functional characters, foliar area removed by herbivorous insects and 

foliar area injured by pathogens  

We detected differences in all eight foliar functional characters examined, foliar area damaged by 

herbivorous insects and foliar area injured by pathogens among the three different forest percentage 



 

26 
 

classes and between Q. castanea and Q. obtusata. We also detected a substantial effect in the forest 

cover * oak species interaction for all variables with the exception of foliar area damaged by 

herbivorous insects (Table 1). In particular, Quercus castanea and Q. obtusata individuals occurred 

in locations with low forest/avocado cover proportion had higher values of foliar area, chlorophyll 

content, specific foliar area, foliar area damaged by herbivorous insects and foliar area injured by 

pathogens than individuals from locations with similar forest and orchard cover and locations with 

more forest cover than orchard (Figures 3a, b, c, i, j). In contrast, higher values of foliar fresh mass, 

foliar water content, foliar thickness, foliar density and foliar dry matter content were detected in 

trees from sites with high forest/avocado cover proportion (Figures 3d, e, f, g, h). 
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Table 1. Results of mixed model testing the effects of different percentages of forest cover, oak species (Q. castanea and Q. obtusata) 1 

and their interaction (Percentage Forest cover * oak species) on leaf functional traits, leaf area removed by herbivores and leaf area 2 

damaged by pathogens.  3 

Response variable Explanatory variables Num DF Den DF F P < 

Foliar area (cm2) Percentage of forest cover  1 4 43.92 0.001* 

Oak species 1 112 3754.50 0.0001* 

Percentage of forest cover * oak species 1 112 40.65 0.001* 

Chlorophyll content (SPAD units) Percentage of forest cover  1 3.9 297.35 0.0001* 

Oak species 1 112 22.05 0.0001* 

Percentage of forest cover * oak species 1 112 14.98 0.0002* 

Foliar thickness (mm) Percentage of forest cover  1 4 67.20 0.001* 

Oak species 1 112 92.05 0.0001* 

Percentage of forest cover * oak species 1 112 24.15 0.0001* 

Foliar water content (g cm-2) Percentage *forest cover  1 4 37.36 0.003* 

Oak species 1 112 33.79 0.0001* 

Percentage of forest cover * oak species 1 112 11.23 0.0001* 

Foliar fresh mass (g cm-2) Percentage of forest cover  1 4 44.29 0.002* 

Oak species 1 112 21.89 0.0001* 



 

28 
 

Percentage of forest cover * oak species 1 112 10.29 0.001* 

Specific Foliar area (cm2g-1) Percentage of forest cover  1 4 61.04 0.0001* 

Oak species 1 112 46.23 0.0001* 

Percentage of forest cover * oak species 1 112 10.91 0.0001* 

Foliar density (g.cm-3) Percentage of forest cover  1 4 52.79 0.001* 

Oak species 1 112 6.22 0.001* 

Percentage of forest cover * oak species 1 112 4.011 0.04* 

Foliar dry matter content (g2cm2) Percentage of forest cover  1 3.9 99.29 0.0006* 

Oak species 1 112 13.42 0.0004* 

Percentage of forest cover * oak species 1 112 35.89 0.0001* 

Foliar area removed by herbivores (%) Percentage of forest cover  1 4 59.13 0.001* 

Oak species 1 112 11.54 0.0009* 

Percentage of forest cover * oak species 1 112 5.21 0.04 

Foliar area damaged by pathogens (%) 

 

Percentage of forest cover  1 4 29.37 0.005* 

Oak species 1 112 8.96 0.009* 

Percentage of forest cover * oak species 1 112 35.57 0.0001* 

*Significant values P< 0.05 4 

 5 
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 6 

Figure 3. Foliar functional characters, herbivory and pathogen damage variation: Foliar area, chlorophyll content, specific foliar area, 7 

foliar fresh mass, foliar water content, foliar thickness, foliar density, foliar dry matter content, foliar area removed by herbivorous 8 

insects and foliar area injured by pathogens for Quercus castanea and Q. obtusata in different forest-orchard cover. Asterisks indicate 9 

significant differences according to the LSMeans test (P < 0.05). 10 
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Patterns of foliar damage by herbivorous insects and pathogens 12 

Total leaf area damaged by herbivorous insects and leaf area injured by pathogens differed 13 

significantly among forest orchard cover classes (see Table 1). In the first case, levels of leaf area 14 

damaged by herbivorous insects were higher in locations with less forest cover than orchard 15 

followed by locations with similar forest and orchard cover and locations with more forest cover 16 

than orchard (F= 121.3; d.f. = 2; P < 0.001) (Figure 4a). Similarly, foliar area injured by pathogens 17 

was higher in trees occurring in locations with less forest cover than orchard in both oak species, 18 

decreasing a forest cover increases (F= 111.4; d.f. = 2; P < 0.001) (see Figure 4a). Furthermore, 19 

we observed significant differences in the levels of HII, PII and TII among the three forest/avocado 20 

cover classes (χ2 = 124.1; d.f. = 2; P < 0.0001). Q. castanea and Q. obtusata individuals showed 21 

higher levels of HII (χ2 = 213.3; d.f. = 2; P < 0.002), PII (χ2 = 127.6; d.f. = 2; P < 0.001), and TII 22 

(χ2 = 139.4; d.f. = 2; P < 0.001) in locations with low forest/avocado cover proportion followed 23 

by sites with similar and high forest/avocado cover proportions (Figure 4b). 24 
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 25 

Figure 4 Patterns of foliar damage by herbivorous insects and pathogens. (a) Differences in 26 

herbivory levels and foliar pathogen injury between the three forest-orchard covers in accordance 27 

with the mixed-effect models. Different letters indicate significant differences according to the 28 

LSMeans test test (P < 0.05). (b) Comparison of herbivore injury index (HII), pathogen injury 29 

index (PII) and total injury index (TII) among the different forest/orchard coverages. The asterisk 30 

indicates significant differences according a Mann–Whitney test (P < 0.05). 31 
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Frequency of distribution of herbivore injury index (HII) and pathogen injury index (PII)  32 

We found significant differences in HII among the six damage categories (χ2 = 341.4; d.f. = 4; P 33 

< 0.0001) and between forest cover classes (χ2 = 217.7; d.f. = 2; P < 0.0001) (Figure 5a). 34 

Particularly, the most frequent category of leaf damage was index 2 (1-5%) in Q. castanea and Q. 35 

obtusata for all forest cover classes (Figure 4a). However, the categories 3 (6-12 %), 4 (13-25%) 36 

and 5 (26-50%) increased as forest cover decreased (Figure 5a). Similarly, significant differences 37 

frequency of leaves among categories were observed for the PII (χ2 = 132.4; d.f. = 4; P < 0.0001) 38 

and among forest cover classes (χ2 = 136.5; d.f. = 2; P < 0.001) (Figure 5b). The low-damage 39 

categories (2 to 4) were more frequent in sites with similar and high forest/avocado cover 40 

proportions for both oak species, whereas the categories of greatest damage (5 and 6) were the 41 

more predominant in sites with low forest/avocado cover proportion (Figure 5b). 42 
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 43 

Figure 5 Frequency of distribution of herbivore injury index (HII) and pathogen injury index (PII) 44 

of Quercus castanea and Q. obtusata. Categories of damage were as follows: classes of area injury: 45 

(1) 0 % undamaged/leaf complete; (2) 1-5 % of foliar area injured; (3) 6-12 % of foliar area injured; 46 

(4) 13-25 % of foliar area injured; (5) 26- 50 % of foliar area injured; and (6) 51-100 % of foliar 47 

area injured. 48 
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 49 

Relationships among foliar functional characters, foliar area damaged by herbivorous insects and 50 

foliar area injured by pathogens 51 

The PC axis-1 and axis-2 of leaf functional traits, foliar area damaged by herbivorous insects and 52 

foliar area injured by pathogens for Q. castanea accounted for 88.6 % and 3.2 % of total variance, 53 

respectively, and separated three main groups: (i) individuals from locations of low forest/avocado 54 

cover proportion showed an association with foliar area, specific foliar area, chlorophyll content, 55 

foliar area damaged by herbivorous insects and foliar area injured by pathogens, located in the left 56 

of the PCA biplot ; (ii) individuals of locations with similar forest/avocado cover proportion were 57 

located at the center; and (iii) individuals of locations with high forest/avocado cover proportion 58 

were located in the right of the PCA biplot associated with foliar thickness, foliar dry matter 59 

content, foliar water content and foliar fresh mass (Figure 6a). Similarly, in PCA of Q. obtusata, 60 

the scores of the axes 1 and 2 described the 87.6 % and 3.8 % of overall variance, separately (Figure 61 

6b), showing the same separation pattern observed for Q.castanea (Figure 6b). 62 
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 63 

Figure 6 Results of principal component analysis of foliar functional characters, foliar damage by 64 

herbivorous insects and pathogens between different forest/orchard coverages in a) Quercus 65 
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castanea and b) Quercus obtusata. Foliar area (FA), chlorophyll content (CC), foliar thickness 66 

(FT), specific foliar area (SFA), foliar dry matter content (FDMC), foliar fresh mass (FFM), foliar 67 

area removed by herbivorous insects (FARHI) and foliar area injured by pathogens (FAIP). 68 

 69 

According of multiple regression analysis, we detected positive relationships of both foliar area 70 

damaged by herbivorous insects (Full model= R2 = 0.69; d.f. =53; F= 34.2; P< 0.001) and foliar 71 

area injured by pathogens (Full model= R2 = 0.71; d.f. =53 F= 51.56; P< 0.001) with acquisitive 72 

foliar characters: foliar area, chlorophyll content and specific foliar area for Q. castanea. Contrary, 73 

a negative relationship was detected between foliar area damaged by herbivorous insects and foliar 74 

area injured by pathogens with conservative foliar characters: foliar thickness, foliar fresh mass 75 

and foliar dry matter content (Table 2a). For Q. obtusata, the multiple regression indicated a similar 76 

trend, showing positive relationships of foliar area damaged by herbivorous insects (Full model: 77 

R2 = 0.77; d.f. = 53; F= 44.2; P< 0.001) and foliar area injured by pathogens (Full model: R2 = 78 

0.81; d.f. = 53; F= 71.56; P< 0.001) with acquisitive foliar characters (i.e. foliar area, chlorophyll 79 

content and specific foliar area) and negative relationships with conservative foliar characters 80 

(foliar thickness, foliar fresh mass and foliar dry matter content) (Table 2b).  81 

 82 
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Table 2. Multiple regressions test of foliar area removed by herbivorous insects, foliar area injured by pathogens against foliar functional 83 

characters with percentages of forest cover.  84 

a) Q. castanea 

Variable response Explanatory variable R2 d.f. F P < 

Foliar area removed by herbivores (%) Foliar area 0.82 1 31.6 0.0001* 

 Specific foliar area 0.85 1 35.2 0.0001* 

 Chlorophyll content 0.85 1 26.6 0.0001* 

 Foliar fresh mass -0.86 1 39.4 0.0001* 

 Foliar dry matter content -0.83 1 46.4 0.0001* 

 Foliar thickness -0.78 1 34.6 0.0001* 

Foliar area injured by pathogens (%) Foliar area 0.85 1 12.7 0.0001* 

 Specific foliar area 0.92 1 49.7 0.0002* 

 Chlorophyll content 0.82 1 16.6 0.0001* 

 Foliar fresh mass -0.84 1 19.4 0.0001* 

 Foliar dry matter content -0.91 1 26.4 0.0001* 

 Foliar thickness -0.89 1 14.6 0.0004* 

b) Q. obtusata 

Variable response Explanatory variable R2 d.f. F P < 

Foliar area removed by herbivores (%) Foliar area 0.75 1 22.7 0.0001* 

 Specific foliar area 0.79 1 29.7 0.0001* 

 Chlorophyll content 0.79 1 26.6 0.0001* 
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 Foliar fresh mass -0.81 1 19.4 0.0001* 

 Foliar dry matter content -0.85 1 26.4 0.0002* 

 Foliar thickness -0.83 1 14.6 0.0004* 

Foliar area injured by pathogens (%) Foliar area 0.86 1 24.1 0.0001* 

 Specific foliar area 0.89 1 19.7 0.0002* 

 Chlorophyll content 0.90 1 36.6 0.0001* 

 Foliar fresh mass -0.94 1 39.4 0.0001* 

 Foliar dry matter content -0.83 1 26.4 0.0002* 

 Foliar thickness -0.82 1 24.6 0.0001* 

*Significant values P< 0.05 

 85 
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5) DISCUSSION 

Landscape effects on foliar functional characters, foliar area damaged by herbivorous 

insects and foliar area injured by pathogens. 

Foliar functional characters shape plant responses associated with changes in environmental 

conditions, influencing plant fitness and thus having important consequences on ecosystem 

functions and biotic interactions (Gong et al. 2023). We detected differences in foliar 

functional characters between locations with different forest cover and avocado orchards for 

Q. castanea and Q. obtusata. Individuals from locations with more forest cover than orchard 

exhibited greater foliar thickness, foliar density, foliar dry matter content (i.e., conservative 

characters), leaf fresh mass and leaf water content (i.e., acquisitive traits) for both species. 

Instead, Q. castanea and Q. obtusata individuals from locations with higher percentage of 

avocado orchards displayed higher chlorophyll content, foliar area and specific foliar area 

(i.e., acquisitive characters), as well as higher foliar area removed by herbivorous insects 

(FARHI) and foliar area injured by pathogens (FAIP). These results are consistent with the 

“leaf economics spectrum” (LES) (Wright et al. 2004), which states that variation in foliar 

characters within species reflects a gradient in resource-use from conservative to acquisitive 

strategies (e.g., Hayes et al. 2019; Martin et al. 2018). Oaks occurring in locations with less 

forest cover than avocado orchard had greater soil nutrient availability such as nitrogen, 

magnesium and phosphates (Vaca-Sánchez et al. 2024), leading to acquisitive foliar 

characters (i.e., high foliar area, specific foliar area, chlorophyll content), affecting plant-

insect interactions. Some studies indicate that agrosystems, including polycultures, favor 

nutrient capture and recycling processes, leading to an improvement in carbon sequestration 

and storage, as well as the hydrological cycle, increasing soil fertility and nutrient availability 

for plants (Isaac et al. 2017; Kimaro et al. 2011). 

We observed that Q. castanea and Q. obtusata individuals displayed higher foliar herbivory 

damage in locations with less forest cover than avocado orchard. This result is in line with 

the “The plant vigor hypothesis” (Price 1991), which states that insect herbivores show a 

greater preference for feeding on larger plants with more vigorous growth (i.e., acquisitive 

traits) due to their higher nutritional quality. This agrees with other studies that have 

documented higher levels of herbivory as forest fragmentation increases (García-Jain et al. 

2021; Maldonado-López et al. 2015; Pérez-Solache et al. 2022); suggesting that small forest 
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fragments (i.e., locations with higher percentage of avocado orchards in the landscape) 

experience more drastic environmental changes than larger fragments, resulting in an 

increase on plant quality (e.g., canopy cover) and more acquisitive foliar characters (e.g. 

specific foliar area, foliar area, chlorophyll content). In addition, as result of the avocado 

areas increase water and nutrient availability for oaks due to irrigation and nutrient addition 

in crops. Thus, these plant tissues represent resources of high nutritional value for insect 

herbivores (García-Jain et al. 2021; Maldonado-López et al. 2015; Vaca-Sanchez et al. 2024). 

Additionally, our results of multiple regressions tests, indicated a strong positive relationship 

among herbivory and leaf area, specific leaf area, chlorophyll content and leaf fresh mass 

(e.g., acquisitive characters), but a negative relationship with foliar thickness and foliar dry 

matter content; which are associate with plant defense against herbivorous insects. 

In an earlier study, Pérez-Solache et al. (2022) detected that the trees growing in locations 

with higher orchard cover had higher quantity and quality of tree resources for herbivorous 

insects. This fact could be associated with the higher herbivory values in these locations. 

Therefore, lower levels of herbivory in trees from locations with low orchard cover (i.e., high 

forest cover) suggests a resource conservation strategy, with higher resources allocation to 

plant defense against herbivorous insects (e.g., increased leaf thickness and chemical defense 

production) (Stevens et al. 2016). An alternative explanation is the fact that herbivorous 

insect abundance increases with forest fragmentation due to the loss or decrease of natural 

enemies such as parasitoids and predators (i.e., top-down effects) (García-Jain et al. 2022; 

Pfeifer et al. 2017). Some studies have documented that organisms of higher trophic levels 

are more susceptible to forest fragmentation effects as a result of greater resource 

requirements and forest cover (e.g., locations with higher orchard cover) than lower trophic-

level organisms (Martinson & Fagan 2014; Murphy et al. 2016; Rossetti et al. 2017; Slattery 

& Fenner 2021).  

The multiple regression models also exhibited a positive association among foliar area 

injured by pathogens and foliar area, specific foliar area, chlorophyll content, and a negative 

relationship with foliar characters associated with plant defense (e.g., foliar thickness and 

foliar dry matter content). It has been suggested that foliar thickness and density can limit the 

penetration and proliferation of pathogens in the mesophyll tissue (Van Bael et al. 2017). 
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Therefore, we could expect a negative association between foliar density and foliar area 

injured by pathogens. Our results also showed a positive relationship between herbivory and 

pathogen damage, both being higher in sites with higher orchard cover. Kluth et al. (2002) 

found that insect herbivores had significantly increased the infection rate by pathogens in 

healthy plants after consuming infected leaves, suggesting that herbivores can carry spores 

and increase the possibility of fungal infections in healthy plants. This is in accordance with 

our results, where trees of Q. castanea and Q. obtusata present in locations with less forest 

cover than avocado orchards experience greater foliar damage by herbivorous insects, which 

could make them more susceptible to infections by pathogens in these sites. 

 

Patterns of foliar damage by herbivorous insects and pathogens 

We detected higher levels of foliar area injured by pathogenic fungi than herbivorous insects 

in hosts from the three different forest/avocado cover classes, increasing in locations with 

higher percentages of avocado orchards. Our findings are consistent with the described by 

Wang et al. (2021), who carried out a study in a landscape mosaic of riparian forest fragments 

of Populus species which are intermixed with different types of agricultural lands. They 

found that P. laurifolia and P. alba individuals had higher frequency of foliar injury produced 

by pathogenic fungus (44.88%) than foliar damage produced by herbivores (19.1%) in the 

small forest fragments. This could be explained by a low concentration of chemical defenses 

in these plants as a result of a synergistic effect between herbivorous insects and pathogenic 

fungi, which can modify the biochemical defense pathways of plants to their own benefit 

(McDowell & Simon 2008; Rostás et al. 2003; Zarate et al. 2007). The simultaneous co-

occurrence of herbivorous insects and pathogenic fungus negatively affects plants, 

influencing different metabolic ways, decreasing plant performance, and thus, changing the 

structure of the plant population (Berger et al. 2008; Myers & Sarfraz 2017). Furthermore, 

simultaneous pathogens and insect herbivore attacks can not only affect host plant, but it also 

affects other subsequent attackers as a result of induced responses (Van Dijk et al. 2022), 

indicating that the impact of natural enemies does not always go in the same direction, having 

certain asymmetry in attacker’s responses (Kaplan & Denno 2007). 
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Relationships among foliar functional characters, foliar area damaged by herbivorous 

insects and foliar area injured by pathogens. 

We detected a positive association between leaf damage by herbivores and pathogen 

infection in all our study areas. This could indicate systemic susceptibility in both oak 

species, leading to increased infection by pathogens associated with increased damage by 

herbivores. Furthermore, it is known that the fungal infection can either increase or decrease 

the nutrient availability (e.g., amount and distribution), influencing herbivorous insects 

performance (Fernandez-Conradi et al. 2018). On the other hand, it has been proposed that 

the interaction between herbivorous insects and phytopathogenic fungi on the same host plant 

can be altered by variations in foliar functional characters of their host plants, affecting the 

defense against insect herbivores and phytopathogenic fungi (Castagneyrol et al. 2017). 

Some studies have indicated that slender leaves, which exhibit fewer structural and chemical 

complexity, but higher nutritional quality, tend to be more susceptible to fungal establishment 

in comparison with well-defended thick leaves (González-Teuber et al. 2019, 2021). This 

agrees with our results, where Q. castanea and Q. obtusata individuals present in the 

locations with higher percentage of avocado orchards display a positive correlation between 

foliar damage by chewing herbivorous insects and pathogenic fungus with foliar area, 

specific foliar area, and chlorophyll content.  

Instead, we found a negative association among herbivory levels and pathogen injury with 

foliar thickness, corroborating what has been described by González-Teuber et al. (2021) and 

Onoda et al. (2011). Thus, our findings can be explained by the fact that leaves found in 

locations with more forest cover than orchard are thicker and, therefore, less palatable to 

herbivores, reducing their level of damage in those locations. Numerous studies have 

identified some foliar functional characters such as specific foliar area (Agrawal & Fishbein 

2006; Ruiz-Carbayo et al. 2020), chlorophyll content and foliar thickness (Aguilar-Peralta et 

al. 2021; Costa et al. 2021) as the major drivers of intraspecific variation in insect herbivory 

and pathogen attack (Cornelissen et al. 2003). Moreover, in our case the foliar dry matter 

content showed a negative association with herbivory and pathogen damage. This fact can 

be explained due leaves with high levels of foliar dry matter content have a tendency to be 

hard, being more resistant to herbivory and pathogenic fungi attack (Blumenthal et al. 2020; 
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Jager et al. 2015; Pérez-Harguinegy et al. 2016). Our results suggest that physiological and 

morphological changes in leaf functional traits affect the population dynamics and the 

community structure of herbivorous insects and pathogenic fungi (Fonseca et al. 2000; 

González-Teuber et al. 2021; Poorter et al. 2004). Thus, our study provides evidence that 

foliar functional characters are essential regulators of tri-trophic interactions involving 

plants, herbivorous insects and pathogenic fungus (Schöb et al. 2013; Van Dijk et al. 2022). 

 

6) CONCLUSIONS 

Our findings provide valuable information on the ecosystem functioning in temperate forests 

and agrosystems in Mexico, with evidence that fragmentation has a significant and possibly 

detrimental impact on Q. castanea and Q. obtusata fitness as avocado cover increases in 

relation to forests. These changes alter leaf functional traits and increase leaf damage by 

herbivores and pathogens. Our study is one of the first to elucidate the functional effects of 

land-use change from temperate forests to avocado orchards, specifically focusing on foliar 

characteristics of Quercus species and their interactions with herbivorous insects and 

pathogenic fungus. Therefore, landscape management based on functional trait data from 

local species is necessary to identify both the potential relative abundances of oaks, as well 

as monitor the ecosystem services provided by Quercus species in fragmented, 

environmentally deteriorated and transformed landscapes. 
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Figure S1 Graphic representation of scatter plots of values of Moran index of each response variable analyzed in all study sites. The x-

axis is represented by the original variable studied, the y-axis represents the spatially lagged variable, and the slope of the linear fit is the 

value of Moran's coefficient according to Bonada et al. (2012).
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1) ABSTRACT 

 

Temperate oak forests are biodiversity-rich ecosystems, and Mexico is a 

significant center of species diversification for Quercus, with high endemism. 

In Michoacán (central Mexico), the rapid expansion of avocado cultivation has 

reduced oak forest cover and increased landscape fragmentation. Foliar 

endophytic fungi can contribute to host performance under biotic and abiotic 

stress, yet their diversity in Mexican endemic oaks and their response to land-

use change remain poorly characterized. Here, we assessed the cultivable 

foliar endophytic fungal community of Quercus castanea and Quercus obtusata 

along a forest–avocado orchard cover gradient. We isolated 112 endophytic 

fungal strains from leaves of Q. castanea (n = 56) and Q. obtusata (n = 56). All 

isolates belonged to Ascomycota and were assigned to four classes, 10 orders, 

and 32 genera based on nrITS sequences and genus-level phylogenetic 

placement. The most abundant genera were Nigrospora (8%), Xylaria (7%), 

Nodulisporium (6%), and Daldinia (6%). Genus exclusivity patterns and 

Margalef’s richness index indicated higher diversity in forest-dominated 

landscapes than in orchard-dominated sites. These results suggest that 

converting oak forests to avocado orchards may be associated with changes 

in the structure of cultivable foliar endophytic fungal communities of oak 

species. Further work combining culture-dependent and culture-independent 

approaches is needed to evaluate functional consequences for host health and 

resilience. 

Keywords: Quercus castanea; Quercus obtusata; foliar endophytic fungi; 

cultivable fungi; land-use change; avocado orchards; endemic oaks 
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2) INTRODUCTION  
Temperate forests are among the most widely distributed natural 

ecosystems, covering approximately 16–26% of the global forested area [1-3]. 

These ecosystems are ecologically significant for their high biodiversity and 

their role as the primary global association of pines (Pinus spp.) and oaks 

(Quercus spp.) [4]. In Mexico, temperate forests are the second most extensive 

vegetation type, covering 16.96% of the national territory [5], and host 

exceptional plant diversity, including 55 pine species and 161 oak species [6]. 

Beyond their floristic richness, these forests provide essential ecosystem 

services, including carbon sequestration, soil stabilization, water regulation, 

and habitat for a wide range of organisms [7]. 

Despite their ecological importance, temperate forests face growing 

threats from deforestation and land-use change linked to timber extraction, 

urban expansion, livestock grazing, and agricultural intensification. In 

Mexico, these pressures have intensified over the past few decades, resulting 

in substantial forest loss and fragmentation [8, 9]. These transformations alter 

landscape structure and microclimatic conditions, disrupt biogeochemical 

cycles, degrade soils, and lead to biodiversity loss across multiple trophic 

levels [10]. Although the effects of land-use change on vegetation structure 

and the diversity of vertebrates and invertebrates are increasingly 

documented, its consequences for microbial biodiversity, particularly plant-

associated fungi, remain comparatively understudied. 

In central Mexico, the state of Michoacán is among the regions most 

affected by forest degradation, driven mainly by the rapid expansion of 

avocado (Persea americana Mill.) plantations [11, 12]. Over the past eight years 

alone, avocado cultivation has resulted in the loss of approximately 1,343 

hectares of temperate forest [9], driven primarily by export demand and 

favorable economic conditions [13]. Avocado plantations require climatic and 

edaphic conditions similar to those of temperate forests, intensifying 

competition for suitable land and accelerating forest conversion, particularly 

in Michoacán [14, 15]. These land-use changes not only fragment forest 

habitats but also alter ecological interactions among organisms, potentially 

affecting host-associated microbial communities [15]. 

The genus Quercus is a dominant and ecologically foundational 

component of temperate forests worldwide [16] and has a broad geographic 

distribution across the Northern Hemisphere [17, 18]. Mexico is the second-

largest center of oak diversification worldwide, harboring approximately 161 

of the ~450 described species, of which 109 are endemic [19, 20]. This high 

level of endemism confers exceptional conservation value to Mexican oak 

forests. Moreover, oaks are widely regarded as “super-hosts” for the 

extraordinary biological diversity they support, including epiphytic plants 

[21], arthropods [22-25], and a rich assemblage of microbial symbionts [26, 

27]. Among these, endophytic fungi represent a remarkably diverse and 

ecologically relevant group. 

Endophytic fungi colonize internal plant tissues without causing visible 

symptoms and exhibit broad taxonomic and functional diversity, 
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predominantly within the subkingdom Dikarya [28,29]. In Quercus species, 

foliar endophytic fungi have been shown to contribute to host fitness by 

enhancing resistance to pathogens, mediating responses to abiotic stress, and 

influencing nutrient cycling during leaf senescence [30-32]. Numerous studies 

have documented variation in oak endophytic fungal communities across 

geographic regions, climatic conditions, host species, phenological stages, and 

stress gradients [33-37]. However, despite the high diversity and endemism 

of Mexican oaks, the diversity of their associated endophytic fungi remains 

poorly characterized, particularly in relation to land-use change and 

agricultural expansion. 

Addressing this knowledge gap is essential for understanding how 

forest-to-orchard conversion affects microbial biodiversity and, by extension, 

the ecological resilience of temperate forest ecosystems. Therefore, the 

objective of this study was to characterize the diversity of cultivable foliar 

endophytic fungi associated with Quercus castanea and Quercus obtusata, two 

endemic oak species of Mexico [20, 38]. Additionally, we evaluated how 

endophytic fungal diversity and community composition vary across 

landscapes with differing proportions of forest and avocado orchard cover. 

By integrating taxonomic, phylogenetic, and landscape-level analyses, this 

study provides new insights into the responses of oak-associated endophytic 

fungi to land-use change in a biodiversity hotspot. 
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3) MATERIALS AND METHODS  

Quercus castanea belongs to the section Lobatae (red oaks) and has a wide 

geographic and altitudinal distribution in Mexico [20], with populations in 

the Sierra Madre Occidental, the Central Plateau, the Trans-Mexican Volcanic 

Belt, and the Sierra Madre del Sur [39]. Although Quercus castanea has a wide 

geographic and altitudinal distribution in Mexico, its natural range is 

restricted to the country and does not extend beyond its borders. Therefore, it 

is considered endemic to Mexico. It is a monoecious, wind-pollinated tree that 

reaches 10-18 meters in height. Adults produce flowers from March to June 

and mature acorns from October to December [38].  

Quercus obtusata is an endemic Mexican species, among the most widely 

distributed, occurring throughout the western, central, southern, and 

southeastern regions of the country [40]. It belongs to the section Quercus 

(white oaks). It occurs between 620 and 2,800 meters above sea level, with a 

height range of 6 to 30 meters. It blooms in April and May and bears fruit from 

August to November [38]. 

Sampling was conducted in December 2021 at six sites with varying 

proportions of forest and orchard cover (Figure 1), as described in Pérez-

Solache et al. [15]. Sites were categorized as forest-dominated (F>O), mixed 

forest–orchard (F=O), or orchard-dominated (F<O), following the vegetation-

cover approach used in the referenced landscape characterization. These 

mixed temperate forests are mainly composed of species from the families 

Asteraceae, Fabaceae, and Poaceae, with pines such as Pinus montezumae, P. 

oocarpa, P. hartwegii, P. pringlei, P. pseudostrobus, and P. lawsoni. Other common 

tree species include Abies religiosa, Pseudotsuga menziesii, Juniperus deppeana, J. 

flaccida, and several oak species (Quercus magnoliifolia, Q. calophyla, Q. castanea, 

Q. laurina, Q. rugosa, Q. laeta, Q. crassipes, Q. obtusata and Q. crassifolia) [20]. At 

each site, three adult trees of Q. castanea and three of Q. obtusata, at least 5 

meters tall and 15 cm in diameter at breast height, were selected. From each 

tree, three undamaged leaves were collected with sterile scissors, at a height 

of between two and three meters above the ground, and immediately 

transported to the laboratory in a cooler with ice packs, placed in sterile plastic 

bags, for processing within 24 hours of collection. 
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Figure 1. Distribution map of sampling sites in the avocado-growing region of the state 

of Michoacán, Mexico. 

 

For the isolation of endophytic fungi, Potato Dextrose Agar (PDA) 

medium (BD Difco™, Sparks, MD, USA) was prepared according to the 

manufacturer's instructions and sterilized in an autoclave at 15 lb/in² for 15 

minutes. After cooling, amoxicillin/clavulanic acid was added to the medium 

at 0.005 g/L to suppress bacterial growth, and the mixture was then dispensed 

into 10 cm diameter Petri dishes.  

Surface sterilization of the leaves was performed following the method 

of Kusari et al. [41], with modifications. The leaf tissues were thoroughly 

washed with running tap water, then with deionized water, to remove any 

adhering organic residues. The leaf surface was sterilized by sequential 

immersion in 5% (v/v) sodium hypochlorite for 3 minutes and 70% (v/v) 

ethanol for one minute. The sterilized leaves were rinsed three times in sterile 

double-distilled water for 30 seconds each to remove excess sterilization 

solutions from the surface. Finally, the leaves were dried by placing them on 

sterilized filter paper in a laminar flow hood. The Q. obtusata leaves were cut 

into approximately 20x20 mm fragments using a sterilized scalpel, with the 

blade sterilized by a flame from a burner. Because Q. castanea leaves are 

smaller, they were divided in half along the central vein, and each half was 

further subdivided into four segments with a sterilized scalpel. The surface-

sterilized leaf fragments were evenly spread on the surface of PDA medium 

(four fragments per plate), with one half facing up and the other half with the 

underside facing the medium. The Petri dishes containing the inoculated 

medium were incubated at 28 ± 1°C in the dark until fungal colonies formed. 

From the emerging colonies, mycelium fragments from the colony edge 

were collected with a 6-mm-diameter cork borer and inoculated into the 

center of a Petri dish containing PDA medium. For each initiated subculture, 

sampling and inoculation were repeated several times until a 
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morphologically homogeneous colony was observed. In this way, axenic 

cultures of each isolated strain were established. As a control for the surface 

sterilization process, the 'print technique' was used, in which several sterilized 

leaf fragments, prepared as previously described, were pressed multiple 

times onto the surface of the PDA medium and incubated without the leaf 

fragments under the same conditions as the cultures with the foliar tissue 

samples [42]. No fungal growth was observed on these control plates. 

The classification of the isolated strains by colonial morphology followed 

Agostinelli et al. [43]. Briefly, macroscopic colony characteristics on PDA were 

considered, including shape, color, margin, elevation, texture, presence or 

absence of surface secretions, changes in the color of the culture medium, and 

growth rate at the isolation temperature (28 °C). When distinguishing 

between two colonies was difficult, mycelial observations were made using 

bright-field microscopy. Based on these characteristics, a strain was defined 

as a unique morphotype (MT) if it could not be grouped with any other strain. 

During the study, each isolate in axenic culture was maintained by re-

inoculation onto PDA medium. For long-term storage, several cylindrical 

plugs were taken from the edge of an actively growing colony on PDA 

medium at 28 °C using a 6-mm-diameter punch. Five mycelial plugs from 

each isolate were placed in cryovials (Corning®, Union City CA, USA) 

containing 10% glycerol (v/v) and stored at -80 °C.  

DNA extraction was performed using the phenol-chloroform protocol on 

actively growing mycelial colonies on PDA medium at 28 °C. The recovered 

mycelium from the cultures was transferred to a 1.5 mL microcentrifuge tube 

with Lysing Matrix Y (MP Biomedicals®, Irvine CA, USA). Then, 400 μL of 

lysis buffer (0.5% w/v SDS, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 200 mM Tris-HCl, 

pH 8.5) was added, and the mixture was processed for cell disruption in a 

FastPrep-24 machine, shaking at 4 m/s for 40 seconds. The resulting lysate was 

centrifuged for 10 minutes at 1500 × g. The supernatant was recovered and 

transferred to a new tube, and an equal volume of phenol-chloroform (1:1 v/v) 

was added. The mixture was vortexed for 5 minutes. It was then centrifuged 

again as previously described, and the supernatant was transferred to a new 

tube, with an equal volume of cold isopropanol added. The mixture was 

gently mixed by inversion and incubated at -20 °C for 60 minutes. Afterward, 

the sample was centrifuged again for 10 minutes at 1500 × g, and the 

supernatant was discarded. The resulting pellet was washed with 300 μL of 

70% ethanol and left to dry at room temperature. The DNA pellet was 

dissolved in 70 μL of sterile deionized water and stored at -20 °C for later use. 

The quality of the DNA was assessed using 1% agarose gels (w/v) stained 

with Sybr Safe (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) at a final concentration of 0.5 

μg/mL. 

Amplification of the ITS region of the Nuclear Ribosomal Unit (ITS1-

5.8S-ITS2) by PCR was performed using primers ITS1 (5’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) and ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) [44]. The PCR reaction was carried out in 

a total volume of 15 µL containing lysis buffer (Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, 
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MgCl₂ 1.5 mM), 0.25 mM of each dNTP, 0.2 U of Taq DNA polymerase 

(Invitrogen, Carlsbad CA, USA), and 2.5 ng of DNA, with the final volume 

adjusted with sterile deionized water to 15 µL. PCR was performed in a 

Veriti™ thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City CA, USA) with the 

following conditions: initial denaturation at 95°C for 3 minutes, 35 cycles at 

95°C for 1 minute, 52°C for 30 seconds, 72°C for 2 minutes, and a final 

extension at 72°C for 10 minutes. PCR products were verified by 

electrophoresis on a 2% agarose gel stained with Sybr Safe (Invitrogen, 

Carlsbad CA, USA) and visualized under UV light. The concentration of each 

PCR product was determined with a Varioskan LUX (Thermo Fisher 

Scientific, Carlsbad CA, USA). The PCR products were sent to Elim 

Biopharmaceuticals Inc. (Hayward CA, USA) for bidirectional sequencing. 

Electropherograms were reviewed in BioEdit [45] to assess sequence quality 

and manually edited to remove sequences with indeterminate positions at the 

ends. The ITS sequences obtained for each fungal isolate were deposited in 

GenBank. Accession numbers (PX884095 to PX884189) are provided in the 

Supplementary Table S1. 

Each of the obtained sequences was compared with the curated database 

of the Internal Transcribed Spacer (ITS) region of fungi type and reference 

material from the National Center for Biotechnology Information (NCBI, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov) using the Basic Local Alignment Search Tool 

(BLASTn). When the similarity between a study sequence and a reference 

sequence was ≥99%, the sequences were considered congeneric [46]. 

Sequences with the highest similarity to those obtained in this work were 

selected to generate a FASTA file for each set of study sequences. Depending 

on the taxonomic group in which the BLASTn search placed each study 

sequence, additional sequences not present in the curated database were 

added, selected based on phylogenetic analyses of recent publications for each 

taxonomic group. This was done to obtain the most robust phylogenetic 

analysis possible for each identified genus. The sequences from the FASTA 

files obtained for each genus in the BLASTn search were aligned using the 

MAFFT v.7 server [47]. The best evolutionary model was inferred, and 

phylogenetic reconstruction using the Maximum Likelihood (ML) method 

was performed for each fungal genus on the IQ-TREE web server [48, 49]. The 

robustness of the internal branches was evaluated with 1,000 bootstrap 

replicates. The resulting phylogenetic trees were edited in iTOL [50]. 

Diversity was evaluated at the genus level. Genus richness was assessed 

using the Margalef index (Dmg = (S − 1)/ln(N)), where S is the number of 

genera and N is the total number of isolates per sample. Diversity was 

measured using Shannon (H = −ΣPi lnPi) and Simpson (D = 1 − ΣPi²) indices, 

where Pi = ni/N. Evenness was evaluated using Pielou’s index (J = H/lnS). 
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4) RESULTS  

Identification of foliar endophytic fungi isolated from Q. castanea and Q. obtusata 

A total of 112 cultivable foliar endophytic fungal strains were isolated 

from Quercus castanea (56 isolates) and Quercus obtusata (56 isolates) collected 

in avocado-growing regions of Michoacán, under vegetation-cover conditions 

ranging from forest-dominated sites to avocado orchards. Of the 112 isolates, 

95 distinct morphotypes were selected for sequencing. The remaining 17 

isolates were not sequenced because their macro- and microscopic 

characteristics were indistinguishable from those of isolates already included 

in the analysis. All isolates belonged to Ascomycota and were assigned to four 

classes (Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Sordariomycetes, and 

Pezizomycetes), 10 orders (Botryosphaeriales, Capnodiales, Pleosporales, 

Eurotiales, Pezizales, Diaporthales, Glomerellales, Hypocreales, Sordariales, 

and Xylariales), and 32 genera, based on nrITS sequence comparisons and 

genus-specific phylogenetic placement. 

Sordariomycetes was the most abundant class (68.68%), followed by 

Dothideomycetes (25.25%), Eurotiomycetes (5.05%), and Pezizomycetes 

(1.00%) (Figure 2). The relative abundances of genera across both oak species 

and vegetation-cover categories are shown in Figure 3. Of the 32 genera, 11 

had relative abundances ≤1%. The most abundant genera 

were Nigrospora (8%), Xylaria (7%), Nodulisporium (6%), and Daldinia (6%). 

 

 

 
 

Figure 2. Distribution of endophytic foliar fungi isolated from Q. castanea and Q. 

obtusata at sites with varying proportions of forest and avocado orchard vegetation 

cover, according to the class level. 
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Figure 3. Relative abundance at the genus level of endophytic foliar fungi isolated 

from Q. castanea and Q. obtusata at sites with varying proportions of forest and avocado 

orchard vegetation cover. 

Genus-specific phylogenetic reconstructions (31 trees, Figure 4 and 

Supplementary Figures S1-S27) enabled species-level identification for a 

subset of isolates (Supplementary Table S1) and provided a detailed 

assessment of intra-generic diversity. For example, Nigrospora isolates were 

distributed across four clades, three of which included strains assignable 

to Nigrospora sphaerica (Figure 4A). In 

contrast, Nodulisporium and Daldinia isolates did not form terminal clades that 

supported confident species-level identification (Figures 4B and 4C). 

In Nectria, one isolate was assigned to Nectria pseudotrichia (Figure 4D). 

Similar patterns of variable taxonomic resolution were observed across other 

genera (Supplementary Figures S1-S27). Therefore, subsequent diversity 

analyses were conducted at the genus level. 
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Figure 4. Examples of phylogenetic reconstructions of fungal strains from genera with 

higher and lower abundance in samples of Q. castanea and Q. obtusata. Phylogenetic 

trees of strains from the major genera Nigrospora (A, best-fit evolutionary model: 

TNe+I), Nodulisporium (B, best-fit evolutionary model: TIMe+G4), and Daldinia (C, 

best-fit evolutionary model: TIMe+G4), as well as the only strain from the genus 

Nectria (D, best-fit evolutionary model: TIMe+I+G4), are shown. In the Nectria tree, the 

corresponding clades are shown at the ends of the terminal branches. All phylogenetic 

trees were constructed using the Maximum Likelihood (ML) criterion, with 1000 

bootstrap iterations to generate the values shown at each bifurcation. For details, see 

Materials and Methods. 

 

Distribution of endophytic fungal genera across forest–orchard cover categories 

Across all samples, 27 genera were isolated from F>O sites, 17 from F=O 

sites, and 12 from F<O sites (Figure 5). Six genera (Colletotrichum, 

Neofusicoccum, Nigrospora, Diaporthe, Daldinia, and Xylaria) were shared 

among all categories. The F>O and F<O sites shared four genera, whereas F>O 

and F=O sites shared seven. One genus was shared between F=O and F<O 

sites. Ten genera were exclusive to F>O sites, three to F=O sites, and one to 

F<O sites. 

D 
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Figure 5. Venn diagram showing the distribution of endophytic foliar fungi isolated 

from Q. castanea and Q. obtusata across sites with varying proportions of forest and 

avocado orchard vegetation cover. 

For Q. castanea, 25 genera were identified: 18 in F>O, 12 in F=O, and nine 

in F<O sites (Figure 6). Nigrospora and Xylaria were present across all 

categories. Ten genera were exclusive to F>O sites, whereas Diaporthe and 

Sordaria were detected only in F=O sites. Aspergillus, Colletotrichum, and 

Talaromyces were isolated exclusively from F<O sites. 
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Figure 6. Venn diagram showing the distribution of endophytic foliar fungi isolated 

from Q. castanea across sites with varying proportions of vegetation cover between 

forest and avocado orchard. 

For Q. obtusata, 24 genera were identified: 19 in F>O, 12 in F=O, and seven 

in F<O sites (Figure 7). Nigrospora, Chaetomium, and Penicillium were shared 

between F>O and F<O sites, whereas Colletotrichum, Nodulisporium, and 

Pestalotiopsis were shared between F>O and F=O sites. No genera were shared 

exclusively between F=O and F<O sites. Four genera occurred across all 

categories, nine were exclusive to F>O sites, five to F=O sites, and none to F<O 

sites. 

 

Figure 7. Venn diagram showing the distribution of endophytic foliar fungi isolated 

from Q. obtusata at sites with varying proportions of vegetation cover between forest 

and avocado orchard. 

Richness and diversity indices 

Genus richness and diversity were assessed using Margalef’s index 

(Dmg), Shannon, Simpson, and Pielou’s evenness (Table 1). Margalef’s values 

for Q. castanea and Q. obtusata were the lowest at F<O sites (3.219 and 3.083), 

intermediate at F=O sites (4.168 and 4.427), and the highest at F>O sites (5.102 

and 5.525), indicating the greatest genus richness in forest-dominated 

landscapes. 

Shannon values ranged from 1.79 to 2.6, with the lowest at F=O sites 

for Q. obtusata. Simpson values exceeded 0.83 at all sites. Pielou’s evenness 

was moderate to high (>0.5), reaching 0.821 at F>O sites for Q. obtusata. 
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Table 1. Analysis of the diversity of endophytic foliar fungi isolated from Q. castanea and Q. obtusata in 

sites with different proportions of forest cover and avocado orchard. 

 F>O F=O F<O 

Fungal Genera 
Q. 

castanea 
Q. 

obtusata 
Q. 

castanea 
Q. 

obtusata 
Q. 

castanea 
Q. 

obtusata 

Alternaria 1 - 3 1 - 1 

Apiosordaria 1 - - - - - 

Apiospora 1 - - - - - 

Aspergillus - - 1 1 1 - 

Biscogniauxia - 1 - 1 - - 

Chaetomium 2 1 1 - - - 

Cladosporium - - 1 - - - 

Colletotrichum 2 2 - - - 1 

Curvularia 1 - 1 - 1 - 

Daldinia 2 4 - - - 1 

Diaporthe - 3 1 3 - - 

Diplodia - 1 1 - 1 - 

Epicoccum 2 - 3 1 1 2 

Fusarium - - - 1 - - 

Gnomoniopsis 1 2 - - 2 - 

Hypoxylon 1 1 - 3 - - 

Murinectria - 1 - - - - 

Neofusicoccum 2 3 1 - - - 

Neopestalotiopsis - - - - - 1 

Neurospora 1 1 1 1 - - 

Nigrospora 6 1 - 2 - - 

Nodulisporium 1 3 - 1 - 1 

Penicillium 1 1 - - - - 

Pestalotiopsis - 2 - - 1 - 

Phyllosticta - - - - 1 - 

Preussia 1 - - - - - 
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Sordaria - 1 - - - - 

Talaromyces 1 - - - - - 

Tricharina 1 - - - - - 

Trichoderma - - 1 1 - - 

Tubakia 2 - - 1 - - 

Xylaria 3 3 - - - 1 

Total 33 31 15 17 8 8 

Species richness (S) 20 17 11 12 7 7 

Margalef’s richness 
(Dmg) 

5.434 4.659 3.693 3.883 2.885 2.885 

Shannon’s index (H’) 2.657 2.845 2.138 1.792 2.441 2.458 

Simpson’s index (D) 0.922 0.935 0.875 0.833 0.908 0.911 

Pielou Evenness index 
(E) 

0.767 0.821 0.617 0.517 0.704 0.709 
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5) DISCUSSION 

Endophytic foliar fungi can contribute to tree survival and adaptation, 

particularly under changing biotic and abiotic conditions [51, 52]. Across both 

host species, forest-dominated sites (F>O) consistently supported higher 

genus richness and more exclusive taxa than orchard-dominated sites (F<O), 

indicating that landscape context is a major predictor of cultivable foliar 

endophytic fungal diversity in this oak–avocado mosaic. Michoacán is a 

biodiversity-rich region and a reservoir of endemic species, yet it is 

experiencing a decline in temperate forest cover associated with avocado 

expansion [53]. In this study, we characterized the cultivable foliar 

endophytic fungal community of Quercus castanea and Quercus obtusata, two 

endemic Mexican oaks, across a forest–orchard vegetation-cover gradient. 

Foliar endophytic fungal communities associated with Q. castanea and Q. 

obtusata were dominated by Ascomycota, a pattern consistently reported 

across oak species in temperate, Mediterranean, and subtropical regions [37, 

54-56]. Studies of Q. cerris, Q. pubescens, and Q. ilex have similarly documented 

strong dominance of Sordariomycetes and Dothideomycetes in leaf-

associated endophytic assemblages, suggesting these fungal classes are 

particularly well adapted to oak foliar tissues [36, 37, 57]. 

Twenty-six genera of foliar endophytic fungi were identified in Q. 

castanea and 24 in Q. obtusata, representing greater diversity than reported in 

previous studies of cultivable foliar endophytes in Quercus spp. For example, 

in Q. gambelii, eight genera and strains from three orders were identified, with 

40 isolates from foliar tissue, all within Ascomycota [58]. A subsequent study 

on the same oak species, starting with 763 foliar endophyte isolates and using 

morphological grouping of vegetative mycelium colonies, identified 49 

strains, representing only 11 fungal species [59]. In Q. brantii, only six genera 

and 23 strains were found, assigned only at the family level to Gnomoniaceae, 

without identifying the genera [56]. In healthy and deteriorated leaves of Q. 

robur and Q. cerris from northeastern Italy, strains from 13 endophytic fungal 

species were isolated and assigned to 5 and 7 genera, respectively [54]. In 

these same oak species, seven genera of foliar endophytic fungi were 

identified in Q. cerris and only 6 in Q. robur and Q. pubescens, also included in 

the study [34].  

At the genus level, Nigrospora was the most abundant endophyte across 

both oak species and vegetation-cover categories evaluated in this study. To 

the best of our knowledge, the genus Nigrospora has not previously been 

reported as a foliar endophyte of Quercus species, though it has been reported 

in other tissues. In this context, Nigrospora sphaerica was isolated from annual 

shoots of Q. robur [60], whereas N. oryzae was isolated from branches of Q. 

pyrenaica and Q. macranthera [61, 62]. The high abundance and phylogenetic 

diversity of Nigrospora observed within Q. castanea and Q. obtusata suggest 

that this genus may be an essential functional component of these oak 

endophytic mycobiomes, potentially contributing to pathogen suppression or 

stress tolerance. The Xylaria and Daldinia genera have previously been 

associated with oak tissues. They are thought to play a role in the 
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decomposition of wood and leaf litter following host senescence while 

remaining endophytic throughout the host’s life cycle [63, 64]. The 

phylogenetic clustering observed within Daldinia suggests the presence of 

taxa not currently represented in reference databases, reinforcing previous 

assertions that tree foliar fungal communities, particularly in under-sampled 

regions such as Mexico, harbor substantial undocumented diversity [65-67]. 

Although ITS-based phylogenetic analyses enabled species-level 

identification for some isolates, such as Nigrospora sphaerica and Nectria 

pseudotrichia, many oak-associated endophytes could not be confidently 

resolved beyond the genus level. The limitations of the ITS region as a unique 

marker for fungal identification stem from its intraspecific and intragenomic 

variability, low interspecific divergence, and incomplete taxonomic coverage, 

all of which complicate species delimitation in ecological studies [68-70]. 

These challenges are particularly pronounced in fungi associated with 

endemic plants or poorly studied ecosystems, where hidden diversity and 

new taxa remain to be discovered [71-73]. It has also been widely documented 

that fungal identification at the species level cannot rely solely on BLASTn to 

find the best matches. In contrast, multiple-alignment phylogenetic analysis 

correctly places the sequence in a clade, at least at the genus level. This is 

because BLAST searches can be misleading due to database errors and 

mislabeling, and because similarity-based identifications are not a substitute 

for phylogenetic inference when accuracy and precision are essential [68, 74-

76]. 

Consequently, conducting diversity analyses at the genus level, as done 

in this study, is a robust and conservative approach widely used in oak 

endophyte research. The apparent presence of undescribed taxa further 

underscores the need for multilocus phylogenetic or metabarcoding 

frameworks for the oak species examined here. 

Using a culture-dependent strategy in this study enabled the recovery of 

viable foliar endophytic fungi associated with Q. castanea and Q. obtusata, 

facilitating taxonomic identification, phylogenetic placement, and future 

functional analyses. Culture-based approaches remain particularly valuable 

in oak endophyte research because they provide living material for 

downstream studies of ecological function, host interactions, and potential 

biotechnological applications that cannot be achieved with sequence-based 

methods alone [35, 58, 74, 77]. Moreover, many of the dominant genera 

recovered here, such as Nigrospora, Xylaria, and Daldinia, are readily 

culturable and have been consistently reported in culture-based surveys of 

oak foliar endophytes, underscoring the ecological relevance of the detected 

taxa [62, 78-80]. 

However, it is essential to acknowledge the inherent limitations of 

culture-dependent methods. This approach likely underestimates total 

endophytic diversity, as fast-growing or sporulating fungi are 

overrepresented, whereas slow-growing, obligately biotrophic, or 

nutritionally fastidious taxa may remain undetected [35, 74, 81]. Across tree 

species, comparisons between culture-dependent and high-throughput 
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sequencing approaches have shown that only a subset of the endophytic 

community is recoverable in culture, with metabarcoding revealing 

additional lineages not detected by isolation techniques [81-83]. In some cases, 

although the cultivation approach detected lower fungal richness, the results 

for the stem were consistent with those for fungal community composition 

and richness. Consequently, the patterns reported here should be interpreted 

as reflecting the diversity and structure of the cultivable fraction of the foliar 

endophytic community rather than the full mycobiome. 

Despite these limitations, the consistency of community patterns across 

hosts and vegetation-cover gradients suggests that culture-dependent data 

capture biologically meaningful responses of oak-associated endophytes to 

landscape modification. Integrative approaches that combine culture-based 

isolation with culture-independent sequencing will be essential for future 

studies to more fully characterize the diversity, dynamics, and functional 

roles of foliar endophytic fungi in the Quercus species examined here [83]. 

Patterns of genus sharing and richness indices indicate that endophytic 

fungal assemblages varied markedly along the forest–orchard vegetation-

cover gradient, with sites dominated by forest cover (F>O) exhibiting higher 

genus richness and more exclusive taxa. This pattern aligns with findings 

from temperate and boreal forests across Europe, Asia, and North America, 

where structurally complex, less disturbed stands support more diverse 

endophytic communities than managed or fragmented landscapes [61, 84-87]. 

However, other studies report no differences in isolation rates or endophyte 

diversity between forest fragmentation levels or between declining and 

healthy trees [36, 43, 88, 89]. 

The reduced richness at orchard-dominated sites (F<O) suggests that 

land-use change linked to avocado cultivation may negatively affect oak 

endophytic communities. In forest systems, changes in canopy structure, 

humidity, temperature, and surrounding vegetation have been shown to 

influence endophyte colonization dynamics and community composition [61, 

90, 91]. The intermediate diversity at F=O sites likely reflects transitional 

conditions in which both forest-associated oak endophytes and disturbance-

tolerant taxa coexist, a pattern also reported in fragmented oak woodlands 

[87, 92]. 

Although Q. castanea and Q. obtusata shared several dominant genera, 

differences in community composition across vegetation-cover categories 

indicate that host identity shapes foliar endophytic assemblages. Host-

specific patterns in endophytic fungi have been documented among oak 

species and are attributed to interspecific differences in leaf chemistry, 

phenology, and defensive compounds [34, 37, 85, 93-95]. By contrast, the 

consistent presence of Nigrospora and Xylaria across both hosts and at all 

coverage levels suggests that these genera may constitute a core foliar 

endophytic microbiome of Mexican oaks. Similar “core” assemblages have 

been proposed for European oak species, supporting the idea that specific 

fungal lineages maintain stable associations with Quercus hosts across broad 

environmental gradients [37,96]. 
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Taken together, the results presented here demonstrate that forest cover 

is a critical determinant of foliar endophytic fungal diversity across the 

Quercus species studied. Given emerging evidence that oak endophytes 

contribute to host resilience, pathogen resistance, and ecosystem functioning 

[51, 52], the erosion of endophytic diversity in orchard-dominated landscapes 

may have long-term consequences for oak persistence in agroforestry 

mosaics. For example, agroforestry management of oak forests can increase 

insect-caused foliar damage [97]. Interactions between endophytic fungi on 

oak leaves and gall-forming or leaf-mining insects are complex, with positive, 

negative, and neutral effects reported depending on the oak species, the 

endophyte, and the insect [98]. Therefore, future work should evaluate how 

the composition of the endophytic fungal community in Q. castanea and Q. 

obtusata affects insects that can impact the tree's vitality. 

Environmental changes can also trigger transitions from endophytic to 

phytopathogenic lifestyles in oak fungi, with interspecific variation in 

outcomes [35, 96, 99, 100]. These transitions are driven by multiple stressors 

that, together, can contribute to oak decline, underscoring the need for 

evaluation in the oak-avocado orchard ecosystem examined here. 

Additionally, various species of foliar endophytes in oaks can initiate leaf 

tissue decomposition after leaves senesce [58, 59]. By initiating decomposition 

immediately upon senescence, these fungi increase nutrient cycling efficiency, 

thereby benefiting biogeochemical cycles in the forest. 
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6) CONCLUSIONS 

This study shows that Quercus castanea and Q. obtusata, two endemic 

Mexican oaks, harbor taxonomically diverse cultivable foliar endophytic 

fungal communities dominated by Ascomycota. Across the forest–orchard 

cover gradient, forest-dominated sites exhibited higher genus richness and 

more exclusive genera than orchard-dominated sites, indicating that forest 

cover is an essential predictor of foliar endophytic fungal diversity in oak–

avocado landscapes. Maintaining native forest patches within agricultural 

matrices may therefore help conserve not only endemic oak populations but 

also their associated fungal biodiversity [43, 89]. Future studies integrating 

metabarcoding and functional assays will be essential to determine how these 

community shifts influence oak performance, resilience, and ecosystem 

processes. 
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ITS Internal Transcribed Spacer of the Nuclear Ribosomal Unit 

NCBI National Center for Biotechnology Information 
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7) SUPPLEMENTARY TABLE 
Supplementary Table S1. Data of the ITS sequences from the endophytic fungal strains of Q. castanea and Q. obtusata.  

Oak species 

Fungal 

Strain 

Code 

GenBank 

Accession 

Number 

BLASTn Species 

Sequence 

Identity 

(%) 

Closest Sequence 

Accession 

Number 

Phylogeny assignment 

Quercus 

castanea 
CY9 PX884097 

Alternaria doliconidium 99.8 NR_158361.1 Alternaria gaisen 

 CC15 PX884099 Alternaria doliconidium 100.0 NR_158361.1 Alternaria sp. 

 CY6 PX884096 Alternaria destruens 99.4 NR_137143.1 Alternaria doliconidium 

 CY18 PX884098 Alternaria destruens 99.8 NR_137143.1 Alternaria doliconidium 

 CY24 PX884100 Apiospora intestini 96.7 NR_154698.1 Apiospora sp. 

 CE1 PX884103 Aspergillus fumigatus 99.5 NR_121481.1 Aspergillus sp. 1 

 CY25 PX884107 Chaetomium subaffine 99.8 NR_144825.1 Chaetomium sp.  

 CC9 PX884108 
Cladosporium 

chasmanthicola 99.8 NR_152307.1 

Cladosporium 

pseudocladosporioides 

 CE5 PX884111 
Colletotrichum 

phyllanthi 100.0 NR_111698.1 Colletotrichum phyllanti 

 CC8 PX884112 Curvularia lunata 98.6 NR_138223.1 Curvularia sp. 1 

 CY14 PX884113 
Curvularia 

pseudobrachyspora 99.3 NR_164423.1 Curvularia aeria 

 CE6 PX884115 Daldinia bambusicola 94.1 NR_152464.1 Daldinia sp. 1 

 CJ5 PX884116 Daldinia bambusicola 93.8 NR_152464.1 Daldinia sp. 2 

 CJ10 PX884122 Diaporthe caatingaensis 98.0 NR_168159.1 Diaporthe sp. 3 

 CJ9 PX884123 Diaporthe caatingaensis 97.9 NR_168159.1 Diaporthe sp. 2 

 CC4 PX884125 Diplodia corticola 99.8 NR_111152.1 Diplodia corticola 

 CL2 PX884127 Diplodia sapinea 99.8 NR_152452.1 Diplodia sp. 

 CL11 PX884128 Epicoccum dendrobii 99.8 NR_158261.1 Epicoccum dendrobii 

 CY8 PX884130 Epicoccum italicum 99.8 NR_158264.1 Epicoccum italicum 
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 CY20 PX884132 Epicoccum thailandicum 99.2 NR_152926.1 Epicoccum sp. 2 

 CC13 PX884131 Epicoccum thailandicum 99.2 NR_152926.1 Epicoccum sp. 1 

 CL14 PX884133 Fusarium inflexum 98.8 NR_152941.1 Fusarium cugenangense 

 CJ6 PX884137 
Gnomoniopsis 

smithogilvyi 93.7 NR_166040.1 Gnomoniopsis sp. 2 

 CJ8 PX884138 
Gnomoniopsis 

smithogilvyi 94.3 NR_166040.1 Gnomoniopsis sp. 2 

 CE2 PX884136 
Gnomoniopsis 

smithogilvyi 93.9 NR_166040.1 Gnomoniopsis sp. 2 

 CE10 PX884135 
Gnomoniopsis 

paraclavulata 99.2 NR_137003.1 Gnomoniopsis sp. 1 

 CL1 PX884142 
Hypoxylon 

griseobrunneum 99.4 NR_155184.1 Hypoxylon sp. 2 

 CY28 PX884140 Hypoxylon fraxinophilum 84.2 NR_172224.1 Hypoxylon sp. 3 

 CE12 PX884149 Neofusicoccum italicum 99.6 NR_168164.1 Neofusicoccum sp. 2 

 CJ7 PX884145 Neofusicoccum italicum 99.6 NR_168164.1 Neofusicoccum sp. 1 

 CE14 PX884156 Neurospora tetraspora 99.1 NR_077163.1 Neurospora sp. 1 

 CY5 PX884154 Neurospora dictyophora 98.5 NR_163513.1 Neurospora sp. 2 

 CE17 PX884157 Nigrospora hainanensis 99.6 NR_153480.1 Nigrospora sp. 2 

 CY12 PX884158 Nigrospora hainanensis 99.8 NR_153480.1 Nigrospora sp. 2 

 CY11 PX884159 Nigrospora magnoliae 97.8 NR_172443.1 Nigrospora sphaerica 

 CJ2 PX884163 Nigrospora osmanthi 99.6 NR_153474.1 Nigrospora sphaerica 

 CY23 PX884167 
Nodulisporium 

verrucosum 98.8 NR_175083.1 Nodulisporium sp. 

 CL10 PX884166 
Nodulisporium 

verrucosum 99.2 NR_175083.1 Nodulisporium sp. 

 CL3 PX884151 Pestalotiopsis parva 99.6 NR_145237.1 Pestalotiopsis sp. 1 
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 CY16 PX884174 Preussia persica 98.3 NR_137730.1 Preussia sp. 

 CJ3 PX884175 Sordaria equicola 98.5 NR_173047.1 Sordaria sp. 

 CE16 PX884176 Talaromyces adpressus 99.4 NR_171595.1 Talaromyces adpressus 

 CY22 PX884177 Tricharina praecox 88.4 NR_103690.1 Tricharina sp. 

 CY7 PX884179 Trichoderma rifaii 99.6 NR_137305.1 Trichoderma sp. 1 

 CY13 PX884180 Tubakia seoraksanensis 98.6 NR_165992.1 Tubakia suttoniana 

 CL18 PX884181 Tubakia seoraksanensis 98.6 NR_165992.1 Tubakia suttoniana 

 CY15 PX884182 Tubakia seoraksanensis 97.5 NR_165992.1 Tubakia sp. 

 CJ4 PX884183 Xylaria ellisii 89.3 NR_172972.1 Xylaria sp. 1 

 CL9 PX884186 Xylaria wallichii 94.3 NR_184978.1 Xylaria sp. 3 

 CE4 PX884189 Xylaria wallichii 93.9 NR_184978.1 Xylaria sp. 4 

 CE11 PX884188 Xylaria wallichii 94.2 NR_184978.1 Xylaria sp. 4 

Quercus 

obtusata 
OY18 PX884095 

Alternaria destruens 99.4 NR_137143.1 Alternaria doliconidium 

 OL11 PX884101 
Apiosordaria 

yaeyamensis 94.94 NR_175053.1 Cladorrhinum sp. 

 OY9 PX884102 
Aspergillus 

aflatoxiformans 99.6 NR_171606.1 Aspergillus sp. 2 

 OY13 PX884104 Biscogniauxia dendrobii 91.3 NR_172733.1 Biscogniauxia mediterranea 

 OE10 PX884106 
Chaetomium 

pseudoglobosum 99.6 NR_144854.1 Chaetomium pseudoglobosum 

 OL7 PX884105 Chaetomium nepalense 98.2 NR_159782.1 Chaetomium globosum 

 OY19 PX884110 
Colletotrichum 

phyllanthi 99.6 NR_111698.1 Colletotrichum karsti 

 OJ10 PX884109 
Colletotrichum 

cobbittiense 99.4 NR_163538.1 Colletortichum jiangxiense 
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 OC9-2 PX884114 
Curvularia 

pseudointermedia 96.38 NR_170007.1 Curvularia sp. 2 

 OJ2 PX884117 Daldinia korfii 97.0 NR_152500.1 Daldinia sp. 4 

 OE8 PX884119 Daldinia korfii 97.1 NR_152500.1 Daldinia sp. 3 

 OL12 PX884120 Daldinia korfii 97.2 NR_152500.1 Daldinia sp. 5 

 OL4 PX884118 Daldinia korfii 97.2 NR_152500.1 Daldinia sp. 5 

 OJ1 PX884124 Diaporthe caatingaensis 98.0 NR_168159.1 Diaporthe sp. 3 

 OY2 PX884121 Diaporthe brasiliensis 97.8 NR_111844.1 Diaporthe sp. 1 

 OC2-2 PX884126 Diplodia corticola 99.8 NR_111152.1 Diplodia corticola 

 OY21 PX884129 Epicoccum thailandicum 99.6 NR_152926.1 Epicoccum catenisporum 

 OC1 PX884134 
Gnomoniopsis 

paraclavulata 99.2 NR_137003.1 Gnomoniopsis sp. 1 

 OY4 PX884141 Hypoxylon blackburniae 94.1 NR_182618.1 Hypoxylon sp. 1 

 OY12 PX884143 Hypoxylon blackburniae 94.3 NR_182618.1 Hypoxylon sp. 1 

 OY11 PX884139 Hypoxylon fraxinophilum 83.5 NR_172224.1 Hypoxylon sp. 3 

 OJ6 PX884144 Murinectria vaileae 98.5 NR_185823.1 Nectria pseudotrichia 

 OL6 PX884148 Neofusicoccum italicum 99.4 NR_168164.1 Neofusicoccum sp. 2 

 OJ3 PX884147 Neofusicoccum italicum 99.6 NR_168164.1 Neofusicoccum sp. 2 

 OE11 PX884146 Neofusicoccum italicum 100.0 NR_168164.1 Neofusicoccum italicum 

 OC9 PX884152 Pestalotiopsis grevilleae 99.3 NR_147548.1 Pestalotiopsis sp. 1 

 OL14 PX884153 Pestalotiopsis kenyana 99.6 NR_147549.1 Pestalotiopsis sp. 2 

 OY22 PX884150 Neopestalotiopsis cocois 99.4 NR_156312.1 Neopestalotiopsis sp. 

 OY5 PX884155 Nuerospora tetraspora 99.1 NR_077163.1 Neurospora sp. 1 

 OL8 PX884162 Neurospora tetraspora 99.1 NR_077163.1 Neurospora sp. 1 

 OY3 PX884164 Nigrospora rubi 99.6 NR_153470.1 Nigrospora sp. 1 

 OE2 PX884161 Nigrospora osmanthi 99.6 NR_153474.1 Nigrospora sp. 3 
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 OY7 PX884160 Nigrospora magnoliae 97.7 NR_172443.1 Nigrospora sphaerica 

 OY16 PX884165 
Nodulisporium 

verrucosum 98.8 NR_175083.1 Nodulisporium sp. 

 OY10 PX884169 
Nodulisporium 

verrucosum 99.0 NR_175083.1 Nodulisporium sp. 

 OL3 PX884170 
Nodulisporium 

verrucosum 99.0 NR_175083.1 Nodulisporium sp. 

 OJ4 PX884168 
Nodulisporium 

verrucosum 99.0 NR_175083.1 Nodulisporium sp. 

 OL10 PX884172 Penicillium crustosum 99.6 NR_077153.1 Penicillium sp.2 

 OE6 PX884171 Penicillium citrinum 99.6 NR_121224.1 Penicillium sp. 1 

 OC10 PX884173 Phyllosticta capitalensis 99.7 NR_144914.1 Phyllosticta capitalensis 

 OY15 PX884178 Trichoderma atroviride 99.5 NR_077207.1 Trichoderma sp. 2 

 OJ7 PX884184 Xylaria ellisii 89.4 NR_172972.1 Xylaria sp. 2 

 OE1 PX884187 Xylaria wallichii 93.8 NR_184978.1 Xylaria sp. 3 

 OY20 PX884185 Xylaria wallichii 93.8 NR_184978.1 Xylaria sp. 4 
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8) SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

Figure S1. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Alternaria. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TIMe+I+G4 evolutionary model. Stemphylium carpobroti (NR 171994) served as the outgroup. 

At the ends of the terminal branches, the corresponding sections of the genus are indicated. 

Bootstrap values of 50 or higher, obtained from 1000 iterations, are shown at each node. Isolates 

from this study are in bold. 
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Figure S2. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Apiosordaria. The 

tree was inferred using the Maximum Likelihood (ML) criterion with the TIM2e+G4 evolutionary 

model. Xylaria hypoxylon (AM9931141) served as the outgroup. At the ends of the terminal 

branches, the corresponding sections of the genus are indicated. Bootstrap values of 50 or higher, 

obtained from 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from this study are in bold. 
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Figure S3. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species from the genera Apiospora and 

Arthrinium. The phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) 

criterion with the TNe+G4 evolutionary model. Sporocadus trimorphus (NR 161079) served as the 

outgroup. Bootstrap values of 50 or higher, obtained from1000 iterations, are shown at each node. 

Isolates from this study are in bold. 
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Figure S4. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Aspergillus. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+I+G4 evolutionary model. Penicillium solitum (NR 119494) and Penicillium biforme (NR 

138325) served as the outgroup. Bootstrap values of 50 or higher, obtained from 1000 iterations, 

are shown at each node. Isolates from this study are in bold. 
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Figure S5. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Biscogniauxia. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+G4 evolutionary model. Anulohypoxylon cohaerens (EF026140) and Hypoxylon 

rubiginosum (NR 155152) served as the outgroup. Bootstrap values of 50 or higher, obtained from 

1000 iterations, are shown at each node. Isolates from this study are in bold. 
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Figure S6. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Chaetomium. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+G4 evolutionary model. Papulaspora equi (NR 154293) served as the outgroup. At the 

ends of the terminal branches, the corresponding Groups of the genus are indicated. Bootstrap 

values of 50 or higher, obtained from 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from this 

study are in bold. 
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Figure S7. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Cladosporium. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+I+G4 evolutionary model. Cladosporium coloradense (NR 156347) served as the 

outgroup. At the ends of the terminal branches, the corresponding species complexes are indicated. 

Bootstrap values of 50 or higher, obtained from 1000 iterations, are shown at each node. Isolates 

from this study are in bold. 
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Figure S8. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Colletotrichum. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the SYM+I+G4 evolutionary model. Colletotrichum magnum (NR 160836) and Colletotrichum 

cattleyicola (NR 160832) served as the outgroup. At the ends of the terminal branches, the 

corresponding clades of the genus are indicated. Bootstrap values of 50 or higher, obtained from 

1000 iterations, are shown at each node. Isolates from this study are in bold. 



 

81 
 

 

Figure S9. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Curvularia. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+I+G4 evolutionary model. Bipolaris maydis (NR 138224) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, obtained from 1000 iterations, are shown at each node. Isolates 

from this study are in bold. 
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Figure S10. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Diaporthe. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TIM2e+I+G4 evolutionary model. Valsa ambiens (KR045617) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S11. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Diplodia. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the K2P+I evolutionary model. Lasiodiplodia margaritacea (NR 136998) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S12. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Epicoccum. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+I evolutionary model. Didymella gardenia (NR 135966) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S13. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Fusarium. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TIM2e+I+G4 evolutionary model. Fusarium domesticum (NR 145050) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S14. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Gnomoniopsis. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+I+G4 evolutionary model. Melanconis alni (NR 171751) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S15. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Hypoxylon. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the SYM+I+G4 evolutionary model. Xylaria hypoxylon (KY610407) served as the outgroup. At 

the ends of the terminal branches, the corresponding subclades of the genus are indicated. Bootstrap 

values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from this study 

are in bold. 
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Figure S16. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Neofusicoccum. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TIMe+I+G4 evolutionary model. Botryosphaeria dothidea (NR 111146) served as the 

outgroup. Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. 

Isolates from this study are in bold. 



 

89 
 

 

Figure S17. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Neurospora. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the K2P+I evolutionary model. Sordaria fimicola (NR JX273473) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S18. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Penicillium. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the evolutionary model TIN2e+I+G4. Xeromyces bisporus (NR 154540) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S19. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species from the genera Pestalotiopsis 

and Neopestalotiposis. The phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum 

Likelihood (ML) criterion with the TIM3e+G4 evolutionary model. Nothoseridium podocarpi (NR 

170823) served as the outgroup. Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are 

shown at each node. Isolates from this study are in bold. 

 

 

Figure S20. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Phyllosticta. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+I+G4 evolutionary model. Melanops chinensis (NR 172867) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S21. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Preussia. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+I+G4 evolutionary model. Forliomyces uniseptate (NR 154006) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S22. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Sordaria. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+G4 evolutionary model. Neurospora sitophila (KM588213) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S23. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Talaromyces. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TNe+I+G4 evolutionary model. Talaromyces palmae (NR 103617) served as the outgroup. 

Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. Isolates from 

this study are in bold. 
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Figure S24. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Tricharina. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TIM2e+I+G4 evolutionary model. Sphaerosporella brunnea (MF066094) served as the 

outgroup. Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. 

Isolates from this study are in bold. 

 

 

 

Figure S25. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Trichoderma. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TIM2e+I+G4 evolutionary model. The different Trichoderma sections served as outgroups and 

are shown at the ends of the terminal branches. Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 

iterations, are shown at each node. Isolates from this study are in bold. 
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Figure S26. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Tubakya. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TIM2e+I+G4 evolutionary model. Sphaerosporithyrium mexicanum (MG591895) served as 

the outgroup. Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. 

Isolates from this study are in bold. 



 

97 
 

 

Figure S27. Phylogenetic tree based on ITS sequences of species in the genus Xylaria. The 

phylogenetic reconstruction was performed using the Maximum Likelihood (ML) criterion with 

the TIM2e+I+G4 evolutionary model. Biscogniauxia mediterranea (KT253501) served as the 
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outgroup. At the ends of the terminal branches, the corresponding aggregates of the genus are 

indicated. Bootstrap values of 50 or higher, based on 1000 iterations, are shown at each node. 

Isolates from this study are in bold. 
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C. CAPÍTULO III 

Diversidad y composición de hongos endófitos foliares mediante análisis de metabarcoding en 

encinos por cambio de uso de suelo en Michoacán 

 

1) RESUMEN 

Los bosques templados de México albergan una gran diversidad biológica, pero se encuentran 

amenazados por el cambio de uso del suelo, en particular en el estado de Michoacán, debido a la 

expansión de cultivos como el aguacate. En este estudio se evaluó la diversidad y la composición 

de hongos endófitos foliares en Quercus castanea y Q. obtusata a lo largo de un gradiente de 

cobertura forestal en una parte de la franja aguacatera de Michoacán, México. Se recolectaron hojas 

en seis sitios, con proporciones distintas entre el bosque y el huerto de aguacate. El ADN de las 

hojas de encino se extrajo y la región ITS1 se secuenció con la tecnología MiSeq de Illumina. Los 

datos se procesaron con DADA2 para generar variantes de secuencia (ASVs) y se realizaron 

análisis de diversidad alfa y beta, asignación de gremios funcionales, análisis de abundancia 

diferencial y de especies indicadoras. Los resultados mostraron que las comunidades estuvieron 

dominadas por Ascomycota. Aunque la diversidad alfa no difirió significativamente entre las 

coberturas de bosque, la composición de las comunidades fúngicas sí presentó diferencias 

significativas. Además, se identificó un mayor número de taxones indicadores en sitios con menor 

cobertura forestal, lo que sugiere que el cambio en el uso del suelo modula la estructura de estas 

comunidades microbianas. 

 

2) INTRODUCCIÓN 

Los bosques templados de México constituyen uno de los ecosistemas de mayor biodiversidad 

vegetal. No obstante, se encuentran entre los más amenazados por el cambio de uso del suelo y la 

fragmentación del bosque (Mas y González, 2015; Bonilla-Moheno y Aide, 2020). Particularmente 

en el estado de Michoacán, la transformación del paisaje asociada a la expansión de cultivos 

agrícolas ha provocado la pérdida de comunidades forestales, afectando directamente las 

interacciones ecológicas entre las plantas y sus comunidades asociadas (Mas et al., 2017; Denvir, 

2023). 



 

100 
 

Entre las comunidades menos visibles, pero más importantes, se encuentran los hongos endófitos. 

Estos organismos habitan en los órganos vegetales y, en algún momento de su vida, pueden 

colonizar los tejidos internos de la planta sin causar daño aparente a su hospedante (Petrini, 1991). 

Sin embargo, bajo diferentes condiciones ambientales, pueden formar asociaciones que van desde 

el mutualismo hasta el comensalismo y el parasitismo (Grabka et al., 2022; Verma et al., 2022). 

Los hongos endófitos se consideran cosmopolitas, ya que se han encontrado en todas las plantas 

hospederas estudiadas hasta ahora. Su importancia radica en los beneficios que confieren a su 

planta hospedera, pudiendo mejorar su resistencia al estrés abiótico, modular las defensas frente a 

herbívoros y patógenos, e influir en la productividad y la supervivencia (Rodríguez et al., 2009; 

Hardoim et al., 2015). 

El análisis de la diversidad de hongos endófitos se ha realizado tradicionalmente mediante métodos 

de cultivo de estos microorganismos. Sin embargo, algunos hongos endófitos requieren 

condiciones especiales para su crecimiento y no es posible su reproducción en un medio de cultivo 

universal (Dos Reis et al., 2022), lo cual puede llevar a subestimar su diversidad real (Arnold y 

Lutzoni, 2007). En la última década, el uso de métodos moleculares de alto rendimiento ha 

transformado el estudio de las comunidades microbianas (Thangavel et al., 2025). Una de las 

técnicas utilizadas es el metabarcoding, que permite identificar de manera más eficiente los hongos 

de una muestra ambiental mediante la secuenciación de marcadores genéticos (Milazzo et al., 

2021). Se utiliza la región ITS (Internal Transcribed Spacer), aceptada como el "código de barras" 

universal para la identificación de hongos (Schoch et al., 2012; Nilsson et al., 2019). 

Con ayuda del metabarcoding (o metagenómica de amplicones) se han podido describir 

comunidades microbianas y su sensibilidad a factores ambientales y antropogénicos (Faticov et al., 

2024). Por ejemplo, estudios recientes han documentado cómo los hongos endófitos responden al 

aclareo forestal (Liu et al., 2024), a los gradientes de elevación (Zhang et al., 2024) y latitudinales 

(Gaytán et al., 2022), en distintos grupos de plantas. Sin embargo, hasta la fecha no existe 

información sobre cómo las comunidades de hongos endófitos foliares responden a la 

fragmentación forestal asociada al cambio de uso de suelo. En particular, los encinos mexicanos, 

por su importancia ecológica y su amplia distribución, constituyen un modelo adecuado para 

evaluar estas dinámicas (Valencia-A, 2004). 
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En este capítulo, se caracterizaron la diversidad y la composición de hongos endófitos foliares en 

dos especies de encino sometidas a distintos grados de perturbación por el cambio de uso del suelo, 

mediante análisis de metabarcoding. Buscamos verificar si el cambio de uso de suelo, de bosque a 

huerto de aguacate, afecta la riqueza y la estructura de las comunidades de hongos endófitos. Los 

resultados permitirán identificar grupos fúngicos sensibles o resilientes, así como aportar 

información clave sobre los impactos ecológicos menos visibles de la deforestación en Michoacán. 

 

3) MATERIALES Y MÉTODOS 

Muestreo y procesamiento de muestras 

Se muestrearon seis sitios distribuidos a lo largo de un gradiente de cambio en el uso del suelo en 

Michoacán, México. Tres sitios con mayor proporción de cobertura vegetal entre el bosque y el 

huerto de aguacate, y otros tres con menor proporción de cobertura de aguacate (Fig. 1). La 

clasificación de los sitios se realizó según se describe en Pérez-Solache et al. (2023). Se 

seleccionaron cuatro individuos de Q. castanea y cuatro de Q. obtusata en cada sitio, aplicando 

criterios de selección consistentes: árboles adultos con diámetro a la altura del pecho (DAP) ≥ 10–

20 cm, ausencia de daños visibles y separación mínima de ≥ 30 m entre individuos de una misma 

especie. Por individuo se recolectaron 10 hojas maduras y aparentemente sanas, preferentemente 

del tercio medio del dosel, evitando brotes muy jóvenes y hojas con herbivoría por insectos 

masticadores. La colecta se realizó en diciembre de 2021 bajo condiciones de clima templado. 
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Figura 1. Mapa de ubicación de los sitios de muestreo. 

Las hojas se cortaron con tijeras esterilizadas y se manipularon con guantes de nitrilo estériles. Las 

muestras se colocaron en bolsas estériles etiquetadas con un esquema de trazabilidad (sitio–especie 

de encino–número de árbol–fecha). El material se mantuvo en hielera con gel refrigerante 

congelado (~4 °C), donde permaneció como máximo 3 días, y se trasladó al laboratorio para su 

congelación a −80 °C. 

Para eliminar los microorganismos epífitos, las hojas se lavaron con agua estéril y se sometieron a 

desinfección secuencial con ayuda de la técnica reportada por Chi et al. (2019), con algunas 

modificaciones: etanol al 70% (1 min), hipoclorito de sodio al 1% (2 min) y etanol al 70% (30 s), 

seguida de tres enjuagues con agua estéril. Entre individuos se desinfectó el área de trabajo y los 

utensilios con etanol; además, se desinfectaron los guantes entre cada árbol. De cada árbol se formó 

una muestra compuesta (submuestras de 10 hojas; masa total de ~50–100 mg de tejido fresco). El 

tejido se maceró con nitrógeno líquido en un mortero y con un pistilo; ambos se lavaron y 

esterilizaron entre cada muestra mediante autoclave para prevenir la contaminación cruzada. Los 

homogenizados se almacenaron a −80 °C hasta su procesamiento molecular. 
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Extracción de ADN y secuenciación 

La extracción de ADN se realizó con el kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN), siguiendo el 

protocolo del fabricante. La calidad del ADN se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 1% y mediciones con un espectrofotómetro Nanodrop. Las muestras fueron enviadas a la Unidad 

Universitaria de Secuenciación Masiva y Bioinformática (UUSMB-UNAM) para la amplificación 

de la región ITS1, entre los genes 18S y 5.8S del ADN ribosomal fúngico, usando los iniciadores 

ITS1-F (TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG) e ITS2 

(GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG) reportados por Bellemain et al. 

(2010), ampliamente utilizados en estudios de códigos de barras fúngicos. Posteriormente, se 

secuenciaron en un equipo Illumina MiSeq con lecturas de 2 × 300 pares de bases. 

 

Procesamiento bioinformático 

Los archivos de secuenciación (FASTQ) fueron procesados en el software estadístico R (Versión 

4.5.2) mediante el paquete DADA2 ITS (Callahan et al., 2016), que incluyó los siguientes pasos: 

Importacion de archivos FASTQ (lecturas directas e inversas), identificación y eliminación de 

secuencias cebadoras (primers), inspección de los perfiles de calidad de lecturas para el filtrado y 

recorte de secuencias utilizando umbrales de calidad Phred de 25. Después se estimaron las tasas 

de error y se procedió a la inferencia de variantes de secuencia (ASVs) y la fusión de lecturas 

pareadas. Las secuencias obtenidas fueron depuradas mediante la eliminación de quimeras y se 

generó una tabla de secuencias. La asignación taxonómica se realizó con ayuda de la base de datos 

UNITE v9.0 (Nilsson et al., 2019), utilizando las funciones integradas en DADA2 ITS. La 

organización, manipulación, y análisis de los datos se llevaron a cabo con los paquetes phyloseq y 

Biostrings. La visualización de los resultados se realizó con ggplot. Se generaron tres tablas: (1) 

matriz de abundancia de ASVs por muestra, (2) tabla de taxonomía asignada para ASVs, y (3) tabla 

de metadatos ecológicos de cada muestra. 

 

Análisis estadístico 

Diversidad alfa y beta 
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La riqueza observada y los índices de diversidad de Shannon y de Simpson se calcularon para cada 

muestra utilizando el paquete vegan en el entorno estadístico R (Versión 4.5.2). Posteriormente, se 

estimaron los intervalos de confianza para cada nivel de cobertura forestal. Debido a que los datos 

no cumplieron los supuestos de normalidad, las diferencias entre sitios con mayor y menor 

cobertura forestal se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon de sumas de 

rangos. La diversidad beta se analizó a partir de una matriz de distancias de Bray-Curtis y se 

visualizó mediante un análisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) con el 

paquete vegan (Oksanen et al., 2025). Se realizaron análisis de PERMANOVA (función adonis) 

para determinar diferencias significativas en la composición de las comunidades entre sitios y entre 

especies de encino. 

 

Análisis funcional por gremios ecológicos 

Para inferir el posible papel ecológico de los hongos endófitos, se utilizó la base de datos FUNGuild 

(Nguyen et al., 2016). El procesamiento, análisis y visualización de los datos se llevaron a cabo en 

el entorno R (Versión 4.5.2), utilizando los paquetes dplyr, tidyr, vegan y ggplot2. La tabla de 

taxonomía fue formateada y se ingresó a la herramienta para asignar a cada ASV un gremio 

funcional (por ejemplo, endófito, patógeno foliar, saprótrofo). Se consideraron únicamente las 

asignaciones con un nivel de confianza “probable” o “altamente probable”. Los resultados se 

guardaron en la tabla de abundancia para calcular la proporción relativa de cada gremio en cada 

muestra. Posteriormente, se comparó la distribución de gremios entre los sitios mediante pruebas 

de Kruskal-Wallis y se visualizó en gráficos de barras apiladas. 

 

Análisis diferencial de abundancia 

Para identificar géneros de hongos endófitos con abundancias diferenciales asociadas a los distintos 

niveles de cobertura forestal, se utilizó el entorno R (Versión 4.5.2) mediante el paquete DESeq2 

(Love et al., 2014), a partir de objetos generados con phyloseq. El procesamiento y la visualización 

de los resultados se realizaron con dplyr, tidyr y ggplot2. La cobertura forestal se empleó como 

variable explicativa principal y la especie de encino como cofactor. Las ASVs de baja abundancia 

se filtraron antes del análisis. Los resultados se ajustaron por FDR con el método de Benjamini-
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Hochberg, y se consideraron significativos aquellos con padj < 0.05. Los valores de log2 de Fold 

Change se visualizaron en un volcano plot para los ASVs más relevantes. 

 

Análisis de especies indicadoras 

Para identificar las especies asociadas significativamente a cada categoría de uso de suelo, se 

realizó un análisis de especies indicadoras con ayuda del método propuesto por Dufrêne y Legendre 

(1997). El valor indicador de una especie se calcula a partir de dos componentes: (1) su afinidad o 

especificidad (A), definida como la proporción de la abundancia total de la especie registrada en 

un grupo determinado, y (2) su fidelidad o frecuencia (B), que corresponde a la proporción de sitios 

del grupo en los que la especie está presente. El valor indicador se obtiene como el producto de 

ambos componentes (IndVal = A × B × 100), de modo que alcanza su valor máximo (100) cuando 

una especie está presente en todos los sitios de un grupo y ausente en los demás. La significancia 

estadística de los valores indicadores se evaluó mediante una prueba de permutación de Monte 

Carlo con 999 permutaciones, comparando los valores observados con los esperados al azar. El 

análisis se realizó en el programa R (R Core Team, 2025), utilizando el paquete indicspecies (De 

Cáceres et al., 2010) y la función multipatt. 

 

4) RESULTADOS 

La composición taxonómica de los hongos endófitos estuvo dominada por el filo Ascomycota en 

ambos tipos de sitio, seguida de Basidiomycota y de un porcentaje menor de secuencias no 

asignadas. En los sitios con mayor cobertura forestal, la proporción de Ascomycota fue mayor, con 

predominio de la clase Dothideomycetes, mientras que en los sitios con menor cobertura forestal 

se observó una representación relativamente mayor de Basidiomycota y de secuencias no asignadas 

(Fig. 2). Los análisis de diversidad alfa no mostraron diferencias significativas entre las diferentes 

proporciones de cobertura forestal (Tablas 1 y 2). 

Tabla 1. Riqueza observada y diversidad de hongos endófitos foliares por muestra en sitios con 

mayor y menor cobertura forestal. Bosque mayor indica que son sitios con una proporción mayor 

de bosque que de huerto. Bosque menor indica que son sitios con proporciones menores de bosque 

que de huerto. 
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Muestra Cobertura Riqueza Shannon Simpson 

CE1PL Bosque menor 146 3.85719 0.9606312 

CE2PL Bosque menor 189 3.754148 0.9446577 

CJ1PS Bosque menor 293 4.805263 0.9841528 

CJ3PS Bosque menor 156 3.918075 0.9639011 

OD4PL Bosque menor 14 2.331195 0.8858903 

OE4PL Bosque menor 233 5.093131 0.9924621 

OJ1PS Bosque menor 124 4.12891 0.9751681 

OJ4PS Bosque menor 241 4.825834 0.9865823 

OL2PG Bosque mayor 132 4.113948 0.9720118 

OY1PG Bosque mayor 139 3.453016 0.9364975 

OY2PG Bosque mayor 106 3.729445 0.9571224 

OY3PG Bosque mayor 114 4.048578 0.9697938 

CL1PG Bosque mayor 97 3.715748 0.9576794 

CL3PG Bosque mayor 59 2.993264 0.9176967 

CL4PG Bosque mayor 93 3.852559 0.9681061 

CY1PG Bosque mayor 49 3.125758 0.9340261 

CY2PG Bosque mayor 76 4.030501 0.9772305 

CY4PG Bosque mayor 313 5.041424 0.9895753 

     

Tabla 2. Riqueza observada y diversidad según las proporciones de cobertura vegetal entre bosque 

y huerto de aguacate. Los valores representan la mediana y los intervalos de confianza de cada 
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índice. Las diferencias entre coberturas se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de 

Wilcoxon. Bosque mayor indica que son sitios con una proporción mayor de bosque que de huerto. 

Bosque menor indica que son sitios con proporciones menores de bosque que de huerto. 

  

 

Figura 2. Composición taxonómica relativa de las comunidades de hongos endófitos foliares a nivel 

de filo y de clase en sitios con menor (less forest) y mayor (more forest) cobertura forestal. El 

círculo interno indica la abundancia relativa de divisiones fúngicas. El círculo externo muestra 

abundancia relativa a nivel de clase.  

El análisis de diversidad beta basado en una ordenación NMDS (distancia Bray–Curtis) muestra 

una separación parcial entre las comunidades asociadas a los sitios con mayor y menor cobertura 

    

Cobertura Riqueza Shannon Simpson 

Bosque mayor 101.5 (80.25–127.5) 3.79 (3.52–4.04) 0.96 (0.94–0.97) 

Bosque menor 172.5 (140.5–235) 4.02 (3.83–4.81) 0.97 (0.96–0.98) 

p (Wilcoxon) 0.06759907 0.2369852 0.4597559 
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forestal (Fig. 3). Aunque existe superposición entre ambos grupos, lo que sugiere cierta similitud 

en la composición, la separación de sus centroides indica una diferencia estructural entre ellos. Los 

resultados del análisis PERMANOVA (F = 2.05, p = 0.021, R² = 0.114) confirman que estas 

diferencias son estadísticamente significativas; esto explica aproximadamente el 11% de la 

variación en la composición comunitaria. 

   

Figura 3. Análisis de NMDS (Bray–Curtis) de la composición de las comunidades de hongos 

endófitos foliares en sitios con cobertura forestal distinta. Bosque > huerto: mayor proporción de 

cobertura de bosque que de huerto, color verde. Bosque < huerto: menor proporción de cobertura 

de bosque que de huerto, color rojo. El nombre de la muestra está al lado de cada punto. 

El análisis de distribución de grupos funcionales mostró una distribución similar en ambos tipos 

de sitio. El modo trófico predominante corresponde a los patótrofos-sapótrofos, que representan 

más del 60 % de la comunidad fúngica. Este grupo incluye especies capaces tanto de descomponer 

materia orgánica como de causar enfermedades, lo que sugiere una gran plasticidad ecológica. Le 

siguen los sapótrofos, que contribuyen a la descomposición y al reciclaje de nutrientes, y los 

patótrofos-sapótrofos-simbiótrofos, que combinan múltiples estrategias tróficas. Los patótrofos-

simbiótrofos, patótrofos puros y simbiótrofos se encuentran en menor proporción (Fig. 4). 
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Figura 4. Distribución funcional de los gremios tróficos de hongos endófitos foliares en sitios con 

menor (Less) y mayor (More) cobertura forestal. Las barras apiladas representan la proporción 

relativa de cada modo trófico asignada a partir de la clasificación funcional. 

El gráfico de volcán obtenido a partir del análisis DESeq2 muestra las diferencias en la abundancia 

de las unidades de secuencia de amplicón (ASVs) entre sitios con menor (Less) y mayor (More) 

proporción de cobertura forestal. La mayoría de los ASVs significativamente diferentes se 

encuentran hacia el lado positivo del eje de cambio de pliegue (log2 Fold Change). En particular, 

las ASVs 186, 692, 569 y 342 destacan por valores muy altos de cambio de pliegue y por alta 

significancia estadística, lo que sugiere que estos taxones responden a condiciones de menor 

cobertura forestal. Por otro lado, solo la ASV570 mostró una mayor abundancia en los sitios con 

mayor proporción de bosque, lo que indica un menor número de taxones característicos de dichas 

condiciones (Fig. 5). 
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Figura 5. Gráfico de volcán del análisis DESeq2 que muestra ASVs diferencialmente abundantes 

entre sitios con menor y mayor cobertura forestal. Los ASVs significativos (p ajustado < 0.05) se 

destacan en rojo. 

 

El patrón observado revela una clara diferenciación en la composición fúngica entre ambos tipos 

de cobertura. Varias ASVs, como Laetisaria lichenicola, Ascomycota no clasificada y 

Papulaspora bissyna, se asocian principalmente con los sitios de baja cobertura forestal, mientras 

que otras, como Parapyrenochaeta no clasificada y algunos miembros de las familias 

Trichomeriaceae y Phaeosphaeriaceae, presentan mayor abundancia en los sitios de alta cobertura 

forestal (Fig. 6).  
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Figura 6. Mapa de calor de las ASVs más significativas de sitios con mayor y menor cobertura 

forestal. 

El análisis de especies indicadoras (IndVal) a nivel de género reveló diferencias claras en la 

asociación de los taxones fúngicos con los sitios según la cobertura forestal (Fig. 7). Se 

identificaron varios géneros significativamente asociados a sitios con menor cobertura forestal, que 

presentaron valores elevados de IndVal (≈0.70–0.85). Algunos de estos taxones mostraron niveles 

de significancia altos (p < 0.01), mientras que otros fueron significativos a p < 0.05. En contraste, 

un menor número de géneros se asoció significativamente con los sitios de mayor cobertura 

forestal, con valores de IndVal cercanos a 0.70–0.75 y p < 0.05. En general, la mayoría de los 

taxones indicadores identificados correspondieron a ambientes con menor cobertura de bosque. 
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Figura 7. Análisis de especies indicadoras (IndVal) a nivel de género de comunidades de hongos 

endófitos foliares en sitios con cobertura forestal distinta. 

5) DISCUSIÓN 

En los últimos años, las técnicas de secuenciación masiva han revolucionado los estudios sobre la 

diversidad y la composición de las comunidades microbianas. En este trabajo, se utilizó el 

metabarcoding, una técnica de secuenciación masiva, para describir la diversidad y la composición 

de hongos endófitos foliares de encinos ubicados en sitios con diferentes niveles de cobertura entre 

el bosque y los huertos de aguacate.  

La composición taxonómica de las comunidades de hongos endófitos foliares estuvo dominada por 

el filo Ascomycota en ambos tipos de cobertura forestal, seguida por Basidiomycota, un patrón 

ampliamente reportado en estudios sobre endófitos foliares de ecosistemas templados y tropicales 

(Arnold et al., 2007; Malarvizhi et al., 2023; Molina et al., 2025). La dominancia de Ascomycota 

refleja su elevada diversidad y su capacidad para colonizar tejidos foliares bajo una amplia gama 

de condiciones ambientales (Schoch et al., 2009; Wang et al., 2010; Rashmi et al., 2019). En el 

grupo de los Ascomycota, los Dothideomycetes fueron los más abundantes, especialmente en sitios 

con mayor cobertura de bosque que de huerto de aguacate, donde representaron más del 50% de la 

abundancia. Los Dothideomycetes incluyen numerosos endófitos persistentes, con ciclos de vida 

estrechamente ligados al hospedero y una alta capacidad para tolerar las defensas químicas foliares 
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(Ametrano et al., 2019; Hongsanan et al., 2020). En contraste, la mayor representación relativa de 

secuencias no asignadas en sitios con mayor cobertura forestal podría reflejar comunidades más 

dinámicas y menos estudiadas, influenciadas por condiciones ambientales asociadas a bosques con 

menor grado de perturbación (Eberly et al., 2024; Diez-Hermano et al., 2024).  

Los análisis de diversidad alfa no mostraron diferencias significativas entre los tipos de cobertura 

forestal. Sin embargo, la diversidad beta, evaluada mediante NMDS con la distancia de Bray–

Curtis, evidenció una separación parcial entre las comunidades fúngicas asociadas a sitios con 

mayor y menor cobertura forestal. Este resultado sugiere que, aunque la riqueza de ASVs se 

mantiene relativamente constante, la identidad de los taxones que componen estas comunidades 

varía entre los ambientes. Este desacoplamiento entre la diversidad alfa y la composición 

comunitaria ha sido documentado previamente en gradientes latitudinales (Gaytán et al., 2022), 

donde la pérdida o sustitución de especies no necesariamente se traduce en una reducción inmediata 

de la riqueza total. Aunque existe traslape entre grupos, la separación de sus centroides y los 

resultados del PERMANOVA indican diferencias estructurales estadísticamente significativas, que 

explican aproximadamente el 11 % de la variación total en la composición comunitaria. Este 

resultado es coherente con estudios de campo en los que múltiples factores bióticos y abióticos, 

incluidos el microclima, la identidad del hospedero y las características del paisaje, contribuyen a 

estructurar las comunidades (Peay et al., 2016; Jia et al., 2020). 

El análisis funcional reveló una distribución similar de los grupos tróficos en ambos tipos de sitio, 

con predominio de patótrofos–sapótrofos, que representaron más del 60 % de la comunidad. Este 

resultado ha sido reportado previamente en otras especies de plantas, coincidiendo con nuestros 

hallazgos (Kaniyassery et al., 2024). Este grupo incluye taxones con alta plasticidad ecológica, 

capaces de transitar entre estilos de vida endofíticos, saprotróficos o patogénicos, según las 

condiciones del hospedero y del ambiente (Boddy, 2016; Bard et al., 2024; Martin y Tan, 2025). 

Su dominancia sugiere que los hongos endófitos foliares desempeñan un papel clave tanto en la 

dinámica de la salud vegetal como en los procesos de reciclaje de nutrientes tras la senescencia 

foliar, independientemente de la cobertura forestal. 

Sin embargo, la diferenciación funcional se vuelve más evidente al analizar la abundancia 

diferencial de ASVs mediante DESeq2. El gráfico de volcán mostró que la mayoría de los ASVs 

significativamente diferenciados son más abundantes en los sitios con menor cobertura forestal, lo 
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que indica un claro sesgo hacia estos ambientes alterados. Taxones como Laetisaria lichenicola y 

Papulaspora bissyna han sido previamente asociados con ambientes perturbados, suelos agrícolas 

o condiciones de estrés para el hospedero, lo que sugiere un carácter oportunista o tolerante a la 

alteración (Grabka et al., 2022; Singh et al., 2023). Esta segregación sugiere que la pérdida de 

cobertura boscosa influye significativamente en la estructura taxonómica de las comunidades 

fúngicas, favoreciendo ciertos grupos oportunistas o tolerantes a la perturbación en ambientes más 

alterados, y promoviendo la presencia de taxones más especializados o sensibles en áreas mejor 

conservadas. 

Por el contrario, el bajo número de ASVs enriquecidos en sitios con mayor cobertura forestal 

sugiere que los ambientes más conservados albergan comunidades más estables, pero menos 

dominadas por taxones altamente diferenciales. La mayor abundancia de grupos como 

Trichomeriaceae, Phaeosphaeriaceae y Parapyrenochaeta en estos sitios coincide con reportes que 

indican que muchos endófitos especializados presentan mayores requerimientos microambientales 

y menor tolerancia a la perturbación (Christian y Perlin, 2024; Saikkonen, 2024). 

En los últimos años, la diversidad de hongos endófitos foliares se ha evaluado mediante técnicas 

de cultivo y de secuenciación de nueva generación, empleándolas como herramientas 

complementarias (Lahiri et al., 2021; Albuquerque et al., 2025). En este estudio, se obtuvieron 32 

géneros de hongos endófitos foliares de encinos mediante cultivo (Capítulo II), mientras que el 

análisis de metabarcoding permitió detectar 169 géneros. Esta diferencia es consistente con lo 

reportado en otros trabajos, en los que el cultivo suele recuperar únicamente entre el 10 % y el 25 

% de la diversidad detectada mediante metabarcoding. Ambas metodologías coincidieron en la 

detección de 12 géneros: Cladosporium, Fusarium, Epicoccum, Pestalotiopsis, Diplodia, 

Aspergillus, Hypoxylon, Nigrospora, Alternaria, Preussia, Curvularia y Neofusicoccum. El 

análisis de la fracción cultivable de los hongos endófitos foliares de Q. castanea y Q. obtusata 

reveló patrones consistentes a lo largo del gradiente de cobertura bosque-huerto. En términos 

generales, los sitios con mayor proporción forestal presentaron mayor riqueza de géneros, mayor 

número de taxones exclusivos y valores más altos en los estimadores de diversidad, mientras que 

los sitios dominados por huertos mostraron una reducción progresiva de la riqueza, aunque 

mantuvieron valores relativamente altos de equidad. Este patrón sugiere un proceso de filtrado 

ambiental asociado a la pérdida de cobertura forestal. En ecosistemas templados, la estructura del 
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dosel, la humedad relativa, la estabilidad térmica y la complejidad vertical del bosque influyen 

directamente en la colonización y la persistencia de endófitos foliares (Peay et al., 2016; Jia et al., 

2020). Los sitios con mayor cobertura forestal probablemente ofrecen microambientes más estables 

y heterogéneos, lo que favorece la coexistencia de diversos linajes fúngicos con requerimientos 

ecológicos distintos. En contraste, los paisajes dominados por huertos presentan mayor exposición 

a la radiación solar, mayores fluctuaciones térmicas y alteraciones en la humedad, condiciones que 

pueden actuar como filtros que restringen la comunidad a taxones más tolerantes a la perturbación. 

La evidencia indica que la fragmentación de bosque y la expansión de huertos de aguacate modifica 

la estructura de la comunidad de hongos endófitos foliares y reduce su complejidad taxonómica. 

Dado que los hongos endófitos pueden influir en la resistencia a herbívoros y patógenos, así como 

en la eficiencia del reciclaje de nutrientes, estos cambios podrían tener efectos indirectos sobre la 

salud de Q. castanea y Q. obtusata en paisajes agroforestales. En conjunto, estos resultados indican 

que la pérdida de cobertura forestal no implica necesariamente una disminución de la riqueza total 

de hongos endófitos foliares, pero sí promueve una reconfiguración de la composición taxonómica 

y funcional de estas comunidades. Este reemplazo favorece a taxones oportunistas o generalistas 

en ambientes más alterados, mientras que los sitios mejor conservados mantienen asociaciones 

potencialmente más especializadas. Esta reconfiguración implica que la fragmentación del bosque 

y la expansión de huertos de aguacate pueden alterar procesos clave, como la resistencia de los 

encinos frente a patógenos y herbívoros, así como el reciclaje de nutrientes. En conjunto, estos 

resultados aportan evidencia de que los cambios en el uso del suelo tienen consecuencias ecológicas 

no evidentes a simple vista, pero potencialmente críticas para la estabilidad de los ecosistemas en 

paisajes agroforestales. 
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vii) DISCUSIÓN GENERAL 

La expansión de los huertos de aguacate en el estado de Michoacán ha transformado el bosque 

templado en un mosaico de agroecosistemas, generando cambios no solo en la estructura del 

paisaje, sino también en los procesos ecológicos que regulan la fisiología vegetal, las interacciones 

bióticas y la dinámica de las comunidades asociadas (Pérez-Solache et al., 2023; Vaca-Sánchez et 

al., 2024; Prieto-Dueñas et al., 2025). El presente estudio integró un enfoque multiescala para 

evaluar cómo el cambio de uso de suelo de bosque templado a huerto de aguacate en Michoacán 

modula los rasgos funcionales foliares de Q. castanea y Q. obtusata, los niveles de daño por 

herbívoros y patógenos, y la diversidad taxonómica y funcional de las comunidades de hongos 

endófitos foliares, tanto de especies cultivables como de especies detectadas mediante 

secuenciación de nueva generación. 

Los rasgos funcionales foliares determinan la respuesta de las plantas ante variaciones ambientales 

y, por lo tanto, influyen en su aptitud y en sus interacciones ecológicas (Gong et al., 2023). En 

ambas especies de encino aquí estudiadas, Q. castanea y Q. obtusata, los individuos localizados 

en sitios con mayor cobertura forestal mostraron mayor grosor, densidad y contenido de materia 

seca foliar, rasgos asociados con estrategias conservativas; mientras que en sitios dominados por 

huertos de aguacate predominaron rasgos adquisitivos como mayor área foliar, área foliar 

específica y contenido de clorofila. Este patrón concuerda con el marco conceptual del Leaf 

Economics Spectrum (Wright et al., 2004), que propone un gradiente continuo entre estrategias 

conservativas y adquisitivas en función de la disponibilidad de recursos, y ha sido corroborado a 

nivel intraespecífico (Martin et al., 2018; Hayes et al., 2019). En ese sentido, Shi et al. (2026) 

encontraron una asociación entre especies arbóreas con rasgos adquisitivos y la nitrificación del 

suelo. En los sitios muestreados durante este estudio, se documentó una mayor disponibilidad de 

nutrientes, como nitrógeno, magnesio y fosfatos, en zonas con mayor proporción de huertos de 

aguacate (Vaca-Sánchez et al., 2024). Esto probablemente está asociado con las prácticas de 

fertilización e irrigación del sistema agrícola, que favorecen el desarrollo de hojas más delgadas, 

con mayor contenido de clorofila y un crecimiento más vigoroso (Kimaro et al., 2011; Isaac et al., 

2017). Esta mayor disponibilidad de nutrientes en sitios con mayor cobertura de huertos de 

aguacate podría explicar los atributos funcionales foliares observados en Q. castanea y Q. obtusata. 

Estos cambios en los atributos funcionales foliares tuvieron consecuencias directas en las 

interacciones bióticas entre los insectos herbívoros y los patógenos foliares de las especies de 
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encinos estudiadas. Así, se registró un incremento del daño causado por herbívoros en sitios con 

mayor cobertura de huertos de aguacate. Este resultado respalda la hipótesis del vigor de la planta 

(plant vigor hypothesis) formulada por Price (1991), según la cual los insectos herbívoros prefieren 

tejidos de alta calidad y alto valor nutricional. Estudios previos han documentado niveles más altos 

de herbivoría a medida que aumenta la fragmentación forestal (Maldonado-López et al., 2015; 

García-Jain et al., 2022; Pérez-Solache et al., 2023), un patrón consistente con los resultados aquí 

obtenidos. Asimismo, el análisis de regresión múltiple mostró asociaciones positivas entre la 

herbivoría y rasgos adquisitivos, como el área foliar, el área foliar específica, el contenido de 

clorofila y la masa fresca foliar, así como relaciones negativas con características de defensa, como 

el grosor foliar y el contenido de materia seca foliar. Estos resultados coinciden con estudios que 

identifican el área foliar específica y el grosor foliar como características que determinan la 

variación en los niveles de herbivoría entre diferentes especies (Cornelissen et al., 2003; Agrawal 

y Fishbein, 2006; Ruiz-Carbayo et al., 2020; Aguilar-Peralta et al., 2021; Costa et al., 2021). La 

relación negativa entre la herbivoría y los rasgos defensivos refuerza la idea de que las hojas 

estructuralmente más robustas constituyen una barrera física frente al consumo por insectos (Onoda 

et al., 2011; González-Teuber et al., 2021), sin embargo, falta realizar análisis de defensa 

metabólica. 

Una explicación alternativa de los patrones observados de mayor herbivoría en sitios con mayor 

cobertura de huerto podría estar relacionada con cambios en las fuerzas de control “top-down” 

(Wang et al., 2021). La fragmentación del bosque y la reducción de la cobertura forestal pueden 

provocar la pérdida o disminución de enemigos naturales, como depredadores y parasitoides, que 

regulan las poblaciones de insectos herbívoros (Murphy et al., 2016; Slattery y Fenner, 2021). 

Debido a que los niveles tróficos superiores suelen presentar mayores requerimientos de hábitat, 

son más sensibles a la perturbación y tienden a ser más vulnerables a la pérdida y la fragmentación 

del bosque (Gravel et al., 2011; Martinson y Fagan, 2014; Rossetti et al., 2017). En consecuencia, 

la reducción de estas fuerzas de control biológico podría favorecer el incremento de la abundancia 

de insectos herbívoros en paisajes más fragmentados, contribuyendo así a los mayores niveles de 

daño foliar observados en los sitios dominados por huertos. De igual manera, se ha documentado 

previamente una disminución de la abundancia de depredadores y parasitoides en paisajes 

fragmentados, lo que favorece incrementos en las poblaciones de insectos herbívoros (Pfeifer et 

al., 2017; García-Jain et al., 2022). En este contexto, los paisajes dominados por huertos de 
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aguacate analizados en este trabajo podrían estar experimentando una disminución del control 

biológico natural, lo que contribuiría a los mayores niveles de herbivoría observados. 

De manera consistente con los patrones de herbivoría, el daño causado por patógenos foliares en 

las especies de encino evaluadas también aumentó en los sitios con menor cobertura forestal. Este 

resultado concuerda con lo reportado por Pablo-Rodríguez et al. (2023), quienes señalan que la 

incidencia de enfermedades foliares responde a la configuración del paisaje y a la estructura de la 

vegetación, siendo mayor en parches más pequeños y con mayor densidad de bordes, donde las 

condiciones microambientales y el estrés del hospedero pueden favorecer la infección. De forma 

paralela, los modelos de regresión evidenciaron asociaciones positivas entre el daño por patógenos 

y rasgos adquisitivos, como mayor área foliar, mayor área foliar específica y mayor contenido de 

clorofila, así como relaciones negativas con el grosor y el contenido de materia seca foliar. Esto 

sugiere que las hojas más delgadas y con mayor área foliar específica no solo presentan una mayor 

calidad nutricional, sino que también son más vulnerables a la penetración y a la proliferación de 

hongos fitopatógenos. Se ha propuesto que el grosor y la densidad foliar actúan como barreras 

estructurales que limitan la invasión y el desarrollo de patógenos en el tejido mesófilo (Van Bael 

et al., 2017; González-Teuber et al., 2021). En consecuencia, es predecible una asociación negativa 

entre la densidad foliar y el área foliar dañada por patógenos, tal como se observó en este estudio 

para Q. castanea y Q. obtusata, lo que refuerza la idea de que los rasgos estructurales desempeñan 

un papel clave en la defensa física de las hojas frente a la infección por patógenos. 

Un estudio a nivel subcontinental mostró que la fragmentación del hábitat y los bordes resultantes 

afectan los patrones de invasión de insectos y patógenos forestales (Guo et al., 2018), que 

experimentan una mayor presión. En coincidencia con este y otros estudios, los resultados aquí 

obtenidos indican que, en los sitios con menor cobertura de bosque, existe mayor daño por 

patógenos foliares y por herbívoros masticadores (Guo et al., 2018; Burgess et al., 2022). Por otro 

lado, se ha reportado que las hojas con alto contenido de materia seca suelen ser más resistentes 

tanto a daños físicos como a los causados por patógenos (Jager et al., 2015; Pérez-Harguinegy et 

al., 2016; Blumenthal et al., 2020). Esto podría ser otra explicación de por qué se observaron 

niveles más altos de daño en Q. castanea y Q. obtusata, tanto por insectos como por patógenos, en 

sitios con menor proporción de cobertura forestal. En cuanto al daño por patógenos, fue mayor que 

el de la herbivoría a lo largo del gradiente y aumentó en sitios con mayor cobertura de huertos. Este 
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patrón también ha sido reportado en mosaicos agrícolas-forestales (Wang et al., 2021). Así, se sabe 

que las hojas de las plantas con mayor área foliar específica y paredes celulares más delgadas 

contienen más carbohidratos no estructurales, que son fácilmente accesibles y metabolizables por 

los hongos, lo que favorece el desarrollo de enfermedades patogénicas (Wang y Li, 2025). La 

asociación positiva entre la herbivoría y el daño por patógenos sugiere efectos sinérgicos, en los 

que los insectos pueden facilitar la infección fúngica al transportar esporas o al provocar heridas 

en el tejido (Kluth et al., 2002). Además, las interacciones simultáneas entre herbívoros y 

patógenos pueden modificar las rutas bioquímicas defensivas de las plantas (Rostás et al., 2003; 

Zarate et al., 2007; McDowell y Simon, 2008), lo que afecta su desempeño (Berger et al., 2008; 

Myers y Sarfraz, 2017). 

En los últimos años, la diversidad de hongos endófitos foliares se ha evaluado mediante técnicas 

de cultivo y de secuenciación de nueva generación (metabarcoding), empleándolas como 

herramientas complementarias (Lahiri et al., 2021; Albuquerque et al., 2025). En este estudio, se 

obtuvieron 32 géneros de hongos endófitos foliares de encinos mediante cultivo, mientras que el 

análisis de metabarcoding permitió detectar 169 géneros. Esta diferencia es consistente con lo 

reportado en otros trabajos, en los que el cultivo suele recuperar únicamente entre el 10 % y el 25 

% de la diversidad detectada mediante metabarcoding. A pesar de ello, ambas metodologías 

coincidieron en la detección de 12 géneros: Cladosporium, Fusarium, Epicoccum, Pestalotiopsis, 

Diplodia, Aspergillus, Hypoxylon, Nigrospora, Alternaria, Preussia, Curvularia y Neofusicoccum. 

El análisis de la fracción cultivable de los hongos endófitos foliares de Q. castanea y Q. obtusata 

reveló patrones consistentes a lo largo del gradiente de cobertura bosque-huerto. En términos 

generales, los sitios con mayor proporción forestal presentaron mayor riqueza de géneros, mayor 

número de taxones exclusivos y valores más altos en los estimadores de diversidad, mientras que 

los sitios dominados por huertos mostraron una reducción progresiva de la riqueza, aunque 

mantuvieron valores relativamente altos de equidad. Este patrón sugiere un proceso de filtrado 

ambiental asociado a la pérdida de cobertura forestal. En ecosistemas templados, la estructura del 

dosel, la humedad relativa, la estabilidad térmica y la complejidad vertical del bosque influyen 

directamente en la colonización y la persistencia de endófitos foliares (Peay et al., 2016; Jia et al., 

2020). Los sitios con mayor cobertura forestal probablemente ofrecen microambientes más estables 

y heterogéneos, lo que favorece la coexistencia de diversos linajes fúngicos con diferentes 

requerimientos ecológicos. En contraste, los paisajes dominados por huertos presentan mayor 
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exposición a la radiación solar, mayores fluctuaciones térmicas y alteraciones en la humedad, 

condiciones que pueden actuar como filtros que restringen la comunidad a taxones más tolerantes 

a la perturbación. 

La dominancia del filo Ascomycota en ambas especies hospederas coincide con numerosos 

estudios realizados en encinos de Europa, Asia y Norteamérica (Arnold et al., 2007; Schoch et al., 

2009). La alta representación de clases como Dothideomycetes y Sordariomycetes refuerza la idea 

de que estos grupos poseen adaptaciones específicas para colonizar tejidos foliares, incluyendo la 

tolerancia a compuestos fenólicos y la capacidad de crecimiento endofítico prolongado (Gennaro 

et al., 2003; Hagh-Doust et al., 2017; Nguyen et al., 2021). Sin embargo, aunque el patrón 

taxonómico general es congruente con estudios internacionales, la composición a nivel de género 

mostró particularidades regionales, lo que resalta la importancia de este estudio del mycobioma 

foliar en encinos mexicanos. Uno de los hallazgos más relevantes fue la elevada abundancia de 

Nigrospora en ambas especies de encino y en todas las categorías de cobertura. Aunque este género 

ha sido reportado en otros tejidos de encinos (Gonthier et al., 2006; Martínez-Álvarez et al., 2012; 

Ghasemi-Esfahlan et al., 2019), su predominancia como endófito foliar en estas especies sugiere 

que podría formar parte de su micobioma núcleo. La consistencia de su presencia a lo largo del 

gradiente ambiental indica una amplia tolerancia ecológica y, posiblemente, una relación estable 

con el hospedero. Sin embargo, su función específica en estas interacciones no se ha estudiado y 

requiere una evaluación experimental para determinar si desempeña roles mutualistas, neutros o 

potencialmente patogénicos latentes. Asimismo, la presencia recurrente de géneros como Xylaria 

y Daldinia resulta interesante desde una perspectiva funcional. Estos taxones son conocidos por su 

capacidad de alternar entre estados endofíticos y saprotróficos, iniciando procesos de 

descomposición tras la senescencia foliar (Suwannasai et al., 2023; Zmitrovich y Shishlyannikova, 

2025). El hecho de que estos géneros de hongos también hayan sido reportados como saprófitos 

sugiere que los endófitos no solo participan en la dinámica de la salud foliar en vida, sino que 

también intervienen en el reciclaje de nutrientes tras la caída de hojas, contribuyendo a los ciclos 

biogeoquímicos del bosque. En este sentido, la reducción de la diversidad observada en sitios con 

menor cobertura forestal podría tener implicaciones no solo para la resistencia del hospedero, sino 

también para procesos ecosistémicos más amplios. 
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El efecto del hospedero sobre la estructura de la comunidad fúngica endófita foliar también fue 

evidente, ya que Q. castanea mostró una mayor riqueza y diversidad que Q. obtusata, lo que sugiere 

que las características propias de cada especie influyen en la colonización y la estructuración de 

sus comunidades endofíticas. Estas diferencias podrían estar relacionadas con su pertenencia a 

linajes distintos dentro del género, ya que, mientras que Q. castanea forma parte de la sección 

Lobatae, que agrupa a los encinos rojos, Q. obtusata pertenece a la sección Quercus, en la que se 

encuentran los encinos blancos (Valencia-A, 2004; Arizaga et al., 2009). En particular, se ha 

documentado una compleja variación en la producción de compuestos fenólicos individuales entre 

las especies del género Quercus (Burlacu et al., 2020). Dado que los compuestos fenólicos 

desempeñan un papel central en la defensa química foliar y pueden modular la colonización 

microbiana (Kumar et al., 2020), estas diferencias podrían contribuir a explicar la mayor riqueza 

observada en Q. castanea en comparación con Q. obtusata, al generar ambientes foliares con 

distintos niveles de defensa para los endófitos. Sin embargo, falta realizar estudios al respecto. 

Aunque el enfoque dependiente de cultivo probablemente subestima la diversidad total del 

micobioma, ofrece ventajas importantes, ya que permite recuperar organismos viables para análisis 

funcionales posteriores, evaluar su potencial como antagonistas frente a patógenos, su capacidad 

para producir metabolitos secundarios o su papel en la defensa inducida del hospedero. De este 

modo, los patrones observados no solo reflejan diferencias taxonómicas, sino que también 

constituyen una base para estudios experimentales que exploren el papel funcional de estas 

comunidades en la resiliencia de los encinos. 

La reducción progresiva de la riqueza hacia sitios con menor cobertura forestal, acompañada de 

valores relativamente altos de equidad, sugiere comunidades más simples, pero estructuralmente 

equilibradas bajo condiciones de mayor perturbación. En contraste, los sitios con mayor cobertura 

forestal parecen funcionar como reservorios de diversidad, albergando tanto taxones comunes 

como linajes menos frecuentes o especializados. La mayor riqueza de sitios forestales coincide con 

estudios que muestran una mayor diversidad endofítica en bosques estructuralmente complejos y 

menos perturbados (Saikkonen et al., 2007; Martínez-Álvarez et al., 2012; U’Ren et al., 2019; 

Diez-Hermano et al., 2024). Además, en algunos estudios se ha reportado que cambios en el 

microclima, la humedad y la estructura del dosel influyen en la colonización y la composición 

comunitaria de hongos endófitos foliares (Peay et al., 2016; Jia et al., 2020; Browman y Arnold, 

2021).  
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El metabarcoding confirmó la dominancia de Ascomycota y Dothideomycetes, especialmente en 

sitios con mayor cobertura forestal, un patrón también documentado en ecosistemas templados y 

tropicales (Arnold et al., 2007; Malarvizhi et al., 2023; Molina et al., 2025). Aunque la diversidad 

alfa no difirió significativamente entre las coberturas, la diversidad beta mostró una separación 

parcial entre comunidades, con un 11 % de la variación explicada por el gradiente ambiental. Este 

desacoplamiento entre riqueza y composición ha sido reportado previamente en gradientes 

latitudinales (Gaytán et al., 2022). El enriquecimiento de ASVs asociados a ambientes perturbados 

en sitios con menor cobertura forestal (Grabka et al., 2022; Singh et al., 2023) sugiere un proceso 

de filtrado ambiental que favorece taxones oportunistas. En contraste, los ambientes más 

conservados albergan comunidades potencialmente más especializadas (Christian et al., 2023). La 

predominancia de patógenos - saprófitos (>60 %) en ambos tipos de sitio coincide con reportes 

previos (Kaniyassery et al., 2024) y refleja la plasticidad ecológica de estos hongos (Boddy, 2016; 

Bard et al., 2024; Martin y Tan, 2025), capaces de transitar entre estilos de vida endofítico, 

saprotrófico o patogénico. En conjunto, la evidencia indica que la fragmentación del bosque y la 

expansión de huertos de aguacate modifican la estructura de la comunidad de hongos endófitos 

foliares y reducen su complejidad taxonómica. Dado que los hongos endófitos pueden influir en la 

resistencia a herbívoros y patógenos, así como en la eficiencia del reciclaje de nutrientes, estos 

cambios podrían tener efectos indirectos sobre la salud de Q. castanea y Q. obtusata en paisajes 

agroforestales. Por lo tanto, la conservación de parches de bosque con alta cobertura podría ser 

crucial no solo para la biodiversidad macroscópica, sino también para la diversidad microbiana que 

sustenta procesos ecológicos fundamentales. 

Al integrar los niveles de análisis del presente trabajo, se revela un patrón coherente. El cambio en 

el uso del suelo modifica la disponibilidad de recursos, lo que induce cambios en los rasgos 

funcionales foliares; a su vez, los rasgos alterados incrementan la susceptibilidad a herbívoros y 

patógenos (Figura D1). De manera simultánea, la comunidad endofítica de hongos se reestructura, 

favoreciendo taxones oportunistas en ambientes más alterados. Dado que los hongos endófitos 

foliares pueden contribuir a la resiliencia, la resistencia a patógenos y el funcionamiento 

ecosistémico (Terhonen et al., 2019; Qin et al., 2024), la erosión de su diversidad en paisajes 

dominados por huertos de aguacate podría tener consecuencias a largo plazo para la permanencia 

de Q. castanea y Q. obtusata en agroecosistemas y para la estabilidad de los remanentes de bosque 

templado en Michoacán. En conjunto, este estudio demuestra que los rasgos funcionales actúan 
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como ejes integradores que conectan los procesos fisiológicos con los patrones de daño y con la 

estructura del micobioma foliar. La respuesta de los encinos al cambio de uso de suelo es, por tanto, 

multidisciplinaria y refleja una reorganización ecológica integral que va más allá de la simple 

pérdida de cobertura forestal. 

 

Figura 1D. Modelo de ecuaciones estructurales que muestra los efectos del cambio de uso de suelo 

de bosque a huerto de aguacate sobre los atributos funcionales foliares, la herbivoría por insectos, 

el daño por patógenos y la riqueza de hongos endófitos foliares. Las flechas verdes indican efectos 

positivos y las flechas rojas, efectos negativos. Los valores junto a cada flecha corresponden a los 

coeficientes estandarizados y los valores de p indican la significancia estadística de cada relación. 
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viii) PERSPECTIVAS Y/O RECOMENDACIONES 

En conjunto, los resultados de este estudio abren diversas líneas de investigación que permitirán 

comprender con mayor profundidad las consecuencias ecológicas del cambio de uso de suelo sobre 

los encinos y sus comunidades microbianas asociadas. En particular, resulta necesario profundizar 

en el papel funcional de los hongos endófitos foliares identificados, a fin de determinar si 

establecen interacciones mutualistas, comensales o patogénicas latentes con sus hospederos. 

Además, al contar con cepas aisladas de hongos endófitos de encinos, es posible realizar estudios 

experimentales que incluyan ensayos de inoculación, análisis metabolómicos o evaluaciones de 

resistencia inducida, lo que permitiría esclarecer si estas comunidades micológicas contribuyen a 

la defensa de las plantas frente a herbívoros y patógenos. Asimismo, sería relevante evaluar cómo 

las modificaciones observadas en la composición y diversidad del micobioma foliar influyen en 

procesos ecosistémicos más amplios, como la descomposición de la hojarasca y el reciclaje de 

nutrientes, considerando que varios de los taxones detectados pueden alternar entre estados 

endofíticos y saprotróficos. Por otra parte, estudios a largo plazo permitirían determinar si los 

cambios en los rasgos funcionales foliares y el incremento del daño por herbívoros y patógenos 

afectan la aptitud, el crecimiento o la regeneración de Q. castanea y Q. obtusata en paisajes 

fragmentados. De igual manera, futuras investigaciones podrían integrar análisis de redes tróficas 

para evaluar el papel de depredadores y parasitoides en la regulación de insectos herbívoros, lo que 

permitiría comprender mejor los efectos de las fuerzas de control “top-down” en mosaicos 

agroforestales. Finalmente, los resultados obtenidos aquí resaltan la importancia de conservar los 

remanentes de bosque templado dentro de paisajes dominados por huertos de aguacate, ya que estos 

parches no solo funcionan como reservorios de biodiversidad vegetal y faunística, sino también de 

diversidad microbiana asociada, que desempeña un papel fundamental en el mantenimiento de 

procesos ecológicos y en la resiliencia de los ecosistemas forestales. 
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ix) CONCLUSIONES FINALES 

1. El cambio de uso de suelo de bosque a huerto de aguacate en Michoacán modifica 

la estructura y el funcionamiento de los ecosistemas asociados a Q. castanea y Q. 

obtusata. 

2. Los rasgos funcionales foliares responden al gradiente de cobertura forestal 

mostrando estrategias conservativas en sitios con mayor cobertura de bosque y 

adquisitivas en ambientes dominados por huertos de aguacate, asociados a una mayor 

disponibilidad de recursos. 

3. Los ambientes perturbados aumentan la susceptibilidad de Q. castanea y Q. 

obtusata a herbívoros y patógenos. 

4. La riqueza total de hongos endófitos puede mantenerse, pero su composición 

taxonómica y funcional cambia. 
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