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Resumen

Antecedentes: Los encinos se asocian con hongos micorrizicos y endofiticos septados, pero se desconoce como estos hongos impactan su
desarrollo.

Pregunta: ;Como la interaccion entre hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y endofitos septados (HES) afecta el desarrollo de
Q. hintonii?

Especies de estudio: Quercus hintonii

Sitio de estudio y fechas: Tejupilco, Estado de México, 2015

Meétodo: Dos experimentos con plantulas fueron disefiados: 1) Sphagnum (Sph) con y sin indculo micorrizico, y II) Suelo forestal natural
(SEN) y Sphagnum, ambos sin (SFN/Sph) y con indculo micorrizico (SFN+I/Sph+I). Se evalud el crecimiento de las plantulas y la
colonizacion fungica radical a 4, 6 y 7 meses (Exp. I), y a los 4 meses (Exp. II).

Resultados: Las raices de Q. hintonii no fueron colonizadas por HMA, sino por HES, que desarrollaron células moniliformes (32 %), micelio
septado (51 %) y otras estructuras (7 %). Las plantulas de seis y siete meses tuvieron menor colonizacion (12-14 %). Las plantulas de cuatro
meses y con mayor colonizacion por HES tuvieron mas biomasa total, nimero de hojas, peso seco de hojas y raices, y tallos mas gruesos. En
el experimento 11, las plantulas en SFN tuvieron mayor longitud de raiz y biomasa seca que en SFN+I, Sph+I y Sph. El micelio septado y
microesclerocios de HES fueron abundantes en plantulas de SFN y SEN+I.

Conclusiones: Los HES nativos colonizando las raices de Q. hintonii favorecen el crecimiento de las plantulas al inicio de su desarrollo;
mientras que los HMA no interaccionaron con este encino.

Palabras clave: Encinos, hongos endofiticos, indculo microbiano, micorriza, microesclerocios.

Abstract

Background: The oaks are associated with mycorrhizal and septate-endophytic fungi; however, we unknown how these fungi impact its
development.

Question: How does the interaction between arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and septate endophytic fungi (SEF) affect the development
of Q. hintonii?

Species study: Quercus hintonii

Study site and years of study: Tejupilco region, State of Mexico, 2015

Methods: Two experiments with oak seedlings were designed: 1) Sphagnum (Sph) with and without mycorrhizal inoculum, and II) Natural
forest soil (NFS) and Sphagnum without (NFS/Sph) and with mycorrhizal inoculum (NFS+I/Sph+I). Seedlings growth and its roots fungal
colonization were evaluated at 4, 6 and 7 old months (Exp. I), and at 4 old months (Exp. II).

Results: The Q. hintonii roots were not colonized by AMEF, but if by SEF, which developed moniliform cells (32 %), septate mycelium (51 %)
and other structures (7 %). Seedlings of six and seven old months had lower colonization by SEF (12-14 %). Oak inoculated seedlings of 4 old
months and with higher colonization by SEF, had greater total biomass, number of leaves, dry weight of leaves and roots, and thicker stems.
In experiment II, Q. hintonii seedlings grown in NFS had greater root length and total biomass than those grown in NFS+I, Sph+1, and Sph.
Septate mycelium and microsclerotia of SEF were abundant in NFS and NFS+I.

Conclusions: The colonization by native SEF in Q. hintonii roots favored early development of the seedlings, while the AMF did not interact
with this oak species.

Keywords: Fungal endophytes, microbial inoculum, microsclerotia, mycorrhiza, oaks.
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Hongos endofiticos de la raiz afectan el crecimiento de Quercus hintonii

Los encinos son arboles y en menor cantidad arbustos
pertenecientes al género Quercus (Fagaceae), junto con los
pinos son elementos caracteristicos con la mayor biomasa
en los bosques templados del mundo (Cavender-Bares
2018), estos bosques se consideran el segundo tipo de
vegetacion de importancia en México por su amplia
distribucion (Rzedowski 2006) y por albergar cerca del
40 % de las especies de Quercus (161 spp.) hasta ahora
reportadas; por lo que México, por su alta riqueza especifica
y elevado endemismo (Valencia-A 2004), se considera el
segundo centro de diversificacion del género en el mundo
(Romero-Rangel et al. 2015).

Los encinos ejercen una fuerte influencia sobre la
composicion fungica del suelo (Toju ef al. 2013, Kwasna et
al. _2016), favoreciendo principalmente a los phyla
Ascomycota y Basidiomycota, como se demostrd para
Q. castanea Mill. y Q. deserticola Trel. en un bosque
templado de Michoacédn en México (Chéavez-Vergara et al.
2016). Otros estudios indican que las raices finas de las
especies de Quercus se asocian principalmente con hongos
ascomicetos y basidiomicetos formadores de ectomicorrizas
(Southworth 2013); sin embargo, éstas también pueden
asociarse con hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
(Toju_et al. 2013) y favorecer incluso la presencia de
especies de HMA probablemente exclusivas del bosque de
encino (Daniels &Trappe 1979, Gonzalez-Cortés et al.
2012, Varela-Fregoso et al. 2017). Aunque se menciona que
en bosques templados la ectomicorriza predomina sobre la
micorriza arbuscular (Read & Pérez-Moreno 2003), ambas
pueden colonizar simultdneamente las raices de varias
especies de encino, como se ha reportado en Quercus
agrifolia Née y Q. garryana Douglas ex Hook. (Valentine et
al. 2002), asi como en Q. rubra L.y Q. palustris Miinchh.
(Dickie et al. 2001, Bainard et al. 2011). Asimismo, en
Q. rugosa Née se ha observado, por ejemplo, que la
micorriza arbuscular ocurre en los primeros meses de edad
de este encino, pero posteriormente es desplazada por la
ectomicorriza (Olivera-Morales et al. 2011).

Ademas de los HMA y ectomicorrizicos, también se
reporta la presencia de otros hongos en las raices de los
encinos, tal es el caso de los hongos endodfitos septados
obscuros (HESO), los cuales son hongos anamorficos que
colonizan intra- e intercelularmente las raices, y que pueden
cohabitar con los HMA o ser considerados como
micorrizicos bajo algunas condiciones (Jumpponen 2001,
Heredia-Acufia et al. 2014). En un bosque templado de
Japon, dominado por Q. serrata Murray, Toju et al. (2013)
registraron que el 75 % de las raices de esta especie estaban
colonizadas tanto por hongos ectomicorrizicos como por
HESO, y el 1.9 % por HMA, sugiriendo una amplia co-
ocurrencia de hongos en la raiz de Q. serrata, en donde los
ascomicetos endofiticos fueron mdas comunes que los
basidiomicetos ectomicorrizicos. No obstante, los HESO
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podrian no ser los tnicos endofiticos en las raices, ya que
otros hongos endofitos septados (HES), con hifas hialinas,
también han sido registrados en las raices de varias especies
de plantas (Porras-Alfaro & Bayman 2011).

Las asociaciones ecto y endomicorrizicas favorecen el

crecimiento y nutricién de las plantas, asi como la estructura
del suelo (Read & Pérez-Moreno 2003); en particular en los
bosques templados estas asociaciones son esenciales,

debido a que permiten la captacion de fosforo en donde la
acidez edafica limita la disponibilidad de este nutrimento
(Romero-Rangel et al. 2015). Por otra parte, algunos

estudios muestran que los HESO y HES pueden también
promover el crecimiento de la planta hospedera, inhibir
patdgenos y mejorar la tolerancia al estrés bidtico y abidtico
(Amold & Herre 2003, Herrera et al. 2007, Rodriguez &
Redman 2008, Porras-Alfaro & Bayman 2011, Shankar
Naik 2019, Yan et al. 2019). Se ha reportado que plantas
inoculadas con HESO incrementaron su biomasa de brotes
y raices, asi como la concentracion de N y P en su tejido,
sugiriendo que estos hongos pueden actuar como sustitutos

de los micorrizicos en habitats polares y alpinos (Newsham
et al. 2009); sin embargo, también se han sefialado efectos
negativos y neutrales, e incluso que éstos pueden
reemplazar a los HMA bajo algunas condiciones (Heredia-
Acufia et al. 2014). Asimismo, los HES colonizando las
raices también confieren resistencia al estrés bidtico y

abiotico e influencian la adecuacion de sus hospederos al
afectar el reciclamiento de la materia organica y promover
la captura de nutrimentos (Shankar Naik 2019, Yan et al
2019).

La amplia distribucion de los HESO y HES asociados
con las raices finas de arboles y arbustos prevaleciendo en
ambientes con alto estrés ambiental en los biomas de todas
las latitudes (Rodriguez et al. 2009, Porras-Alfaro &
Bayman 2011), y el hecho de que las raices de los encinos

estén colonizadas por una amplia variedad de hongos, con
diversas funciones y multiples efectos o beneficios en éstos
hospederos, sugiere que las asociaciones micorrizicas y
endofiticas podrian ser esenciales en la sobrevivencia y
crecimiento de los encinos (Southworth 2013). No obstante,
aun son limitados los estudios acerca de la interaccion entre
los HMA y los hongos endofiticos septados, asi como de su
efecto en el desarrollo de las plantulas de varios géneros que
habitan en bosques templados, entre ellos Quercus
(Heredia-Acuiia et al. 2014). Por lo tanto, el objetivo de este

estudio fue evaluar el efecto de los HMA y hongos
endofiticos septados en el desarrollo de plantulas de
Q. hintonii E.F. Warb., un encino endémico de los bosques
templados en la region de Tejupilco, en el Estado de
México, México.
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Materiales y métodos

Area de estudio. Esta investigacion se realizé con material
recolectado en Rincon de Ugarte, Municipio de Tejupilco de
Hidalgo, Estado de México, México, ubicado entre las
coordenadas 18° 56" 27" Ny 100° 09" 20.9 O, a una altitud
de 1,500 m snm. (Figura 1A). El tipo de vegetacion
corresponde a un bosque templado de encino caducifolio, en
el cual Q. hintonii es una especie endémica dominante, cuya
distribucion ocurre principalmente en las provincias
biogeograficas mexicanas Sierra Madre del Sur y Depresion
del Balsas. El clima es semicalido subhumedo con lluvias
en verano (INEGI 2009), con una temperatura media anual
de 23 °C y una precipitacion promedio anual de 1,300 mm.
Las lluvias mas abundantes ocurren de junio a septiembre,
con una marcada estacién seca. El suelo dominante es
Cambisol districo con textura media, 6.8 % de materia
organica, 0.5 % de nitrégeno y 2 ppm de fosforo asimilable,
con muy baja capacidad de intercambio catidnico
(14 cmol,, kg') y un pH (4.6) fuertemente acido (Reyes-
Jaramillo 2006).

Recolecta de material biologico y experimento de
inoculacion. Se recolectaron bellotas viables de Q. hintonii

Quercus hintonii
4 meses de edad (120 dias)

en el mes de agosto de 2012, las cuales fueron almacenadas
en contendores de plastico (Diaz-Pontones & Reyes-
Jaramillo 2009) y seleccionadas por medio del método de
flotacion (Bonner & Vozzo 1987). Las bellotas
seleccionadas fueron sembradas en tres charolas con tubetes
de 20 g de capacidad, usando como sustrato musgo
comercial (Sphagnum -Sph-). Se utilizaron 50 bellotas de
Q. hintonii por charola (Figura 1B, C), las bellotas se
escarificaron con una lija y se esterilizaron en superficie con
hipoclorito de sodio en una relacion 1:1 m/v. Ademas, se
recolectd suelo forestal natural (SFN) asociado al encino, de
los primeros 15 ¢cm de profundidad; el cual fue colocado en
bolsas negras etiquetadas, que fueron trasladadas al
laboratorio y almacenadas bajo refrigeracion (4 °C) hasta
usarse en los experimentos.

Se realizaron dos experimentos que consistieron en
diferentes tratamientos. En el experimento I, los
tratamientos fueron: i) Sphagnum sin indculo micorrizico
arbuscular (Sph), como control) y ii) Sphagnum con indculo
micorrizico arbuscular (Sph+I), con 25 réplicas cada uno.
En el experimento II los tratamientos fueron: i) Sphagnum
(Sph) esterilizado, como control), ii) Suelo forestal natural
(SFN), como control), iii) SFN mas indculo micorrizico
arbuscular (SFN+I) y iv) Sphagnum maés inoculo

Quercus hintonii
30 dias de edad

Quercus hintonii
27 dias de edad
creciendo en
Sphagnum mas HMA,

Quercus hintonii
27 dias de edad
creciendo en suelo
forestal natural

Figura 1. Quercus hintonii. A. Arbol joven en floracion con amentos rojos, B. Plantas de Q. hintonii de 30 dias de edad creciendo en sustrato

de musgo (Sphagnum), e inoculado con hongos micorrizicos arbusculares (HMA), C. Desarrollo del encino a los 120 dias de edad, D. un

comparativo del crecimiento con suelo forestal natural de su habitat a los 27 dias de edad vs. Sphagnum estéril inoculado con HMA.
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micorrizico arbuscular (Sph+I), con 11 réplicas cada uno.
En ambos casos experimentales, a cada tubete, con
excepcion de los controles, se le agregd 5 g de indculo de
hongos micorrizicos arbusculares (HMA), Micofert®, que es
un biofertilizante no nativo, proveniente de un ambiente
tropical, de origen cubano. Este biofertilizante estaba
contenido en cascarilla de arroz y turba. Micofert contiene
un consorcio de HMA compuesto por: Glomus claroideum
Schenck & Smith, G. etunicatum Becker & Gerdemann,
Kuklospora kentinensis (Wu & Liu) Oehl & Sieverd y
Diversispora spurca (Pfeiffer, Walker & Bloss) Walter &
Schuessler, y un total de 107 443 esporas dm™ (Ley-Rivas et
al. 2011). El SFN empleado como inéculo nativo en el
segundo experimento no se caracterizd en cuanto a su
composicion de especies de HMA, pero contuvo en
promedio 287 esporas 100 g' de suelo seco. Las charolas
sembradas se regaron periddicamente y mantuvieron en una
camara de crecimiento con 12 h luz/oscuridad a 25 °C y al
final de cada experimento se extrajeron las plantulas para su
evaluacion a los 4, 6 y 7 meses de edad en el caso del
experimento I, y Gnicamente a los 4 meses en el caso del
experimento II.

Mediciones del desarrollo de las plantulas de encino. En
ambos experimentos, a las plantulas de cada unidad
experimental se les midio la longitud del tallo y de la raiz
con una cinta métrica graduada, asi como el didmetro del
tallo con un Vernier digital y el numero de hojas fue por
conteo directo. Estas mediciones se realizaron en las tres
fechas durante el experimento I y al final del experimento
II. Al final de ambos experimentos se evalud el peso seco
del tallo con las hojas y el de la raiz; asi como el peso seco
total de las plantulas de Q. hintonii, a partir de la cosecha
del total de las plantulas y de secarlas en bolsas de papel de
estraza en un horno a 40 °C hasta peso constante.

Evaluacion de la colonizacion micorrizica arbuscular y por
endofitos. Las plantas fueron removidas completamente del
Sphagnum o del suelo y lavadas con agua manualmente sin
dafiar la raiz. Las raices finas poco lignificadas se aclararon
con KOH al 10 % por 48 h a temperatura ambiente y
posteriormente se cubrieron con una solucién compuesta de
567 ml de agua mas 30 ml de perdxido de hidrogeno al
10 % y 3 ml de hidroxido de amonio durante 20 min,
seguido de un lavado con agua destilada. Asi, todas las
raices fueron lavadas con HCI al 10 % por 15 min para
neutralizar el KOH y posteriormente se tifleron con azul de
tripano (0.08 %) en lactoglicerol (acido lactico + glicerol +
agua) en proporciones 1:1:1 v/v/v (Phillips & Hayman
1970). Las raices tefiidas se almacenaron en lactoglicerol.
Se realizaron preparaciones permanentes de las raices con
alcohol polivinilico en lactoglicerol (PVLG) de cada una de
las plantulas. Las preparaciones contenian 20 segmentos de
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raices finas de aproximadamente un centimetro de longitud,
donde se evalud el porcentaje de colonizacion de los hongos
a través de la cuantificacion de las estructuras caracteristicas
de HMA (hifas cenociticas, ovillos, arbusculos, vesiculas y
esporas) y hongos endofitos (hifas hialinas o melanizadas
septadas  (MSE), células  moniliformes (CME),
microesclerocios (MES), like-clamidosporas y otros
(Hernandez-Cuevas et al. 2008).

Este procedimiento permiti6 también visualizar las
estructuras con un microscopio Olympus BX41 (Tokyo,
Japén) con camara incluida, a través de la cual se
obtuvieron las fotografias a 20x, 40x y 100x. Con un
microscopio estereoscopico binocular Modelo Leica Z-45L
Stereozoom 2000, oculares de 15x, objetivo 1.0x (rango de
aumentos a zoom de 10.5x a 45x) con iluminacioén para luz
transmitida y luz incidente (Heerbrugg, Suiza), se hizo la
valoracion de cada estructura fungica para calcular los
porcentajes de colonizacion por HMA y HESO/HES en las
raices de las plantulas de Q. hintonii creciendo en los
diferentes tratamientos experimentales.

Andlisis de los datos. Los datos del experimento I se
analizaron con un ANOVA de dos factores: (i) tratamiento
(Trat) -con y sin inoculante- y (ii) tiempo (T), seguido de
una prueba de Tukey. En el caso del experimento II los
datos se analizaron con una ANOVA de un factor
(tratamiento), seguido de una prueba de Tukey. Previo al
andlisis y cuando se requirid, los datos fueron
transformados a Logl0 para cumplir los supuestos de la
distribucion normal (Sokal & Rohlf 1995). En el caso del
experimento I se realizd6 un andlisis de correlacion de
Pearson entre las variables de crecimiento y de
colonizacion. Todos los analisis se realizaron en el
programa STATISTICA ver 6.0 (Statsoft 2000" ) y en todos
los casos, los promedios se consideraron diferentes con
p<0.05.

Resultados

Las plantulas de Q. hintonii se desarrollaron
saludablemente en ambos experimentos (Figura 1B-D), sin
observarse cambios morfologicos ni sintomas de
enfermedad, tanto en las raices como en la parte aérea. Se
registraron estructuras pertenecientes principalmente a dos
grupos de hongos colonizando las raices del encino en
estudio. El primer grupo fueron hongos endofitos llamados
septados obscuros (HESO), caracteristicos por su color
pardo e hifas septadas melanizadas (Figura 2A-D) y por la
formacion de microesclerocios melanizados tipicos de estos
hongos (Figura 2B-C). El segundo grupo de hongos
endofitos (HES) registrado se caracteriza por presentar
también hifas septadas pero hialinas (Figura 2F-G), que se
tifien con azul de tripano y que se les conocen como hifas
“run off”, las cuales se localizan superficialmente, asi como
inter e intracelularmente en el tejido cortical de las raices
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Figura 2. Estructuras de los hongos endofiticos colonizando las raices de Q. hintonii, creciendo en sustrato de Sphagnum e inoculado con
hongos micorrizicos arbusculares (HMA Micofert). Leyendas: mso: micelio septado oscuro, mes: microesclerocios, sh: septo de la hifa,
hs: hifa septada, cme: células moniliformes, mse: micelio septado, h: hifa, pr: pelo radical.
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del encino (Figura 2F-G). Estas hifas se ramifican,
formando redes externas e intracelularmente que desarrollan
estructuras semejantes a vesiculas y microesclerocios que se
tifien de color azul intenso (Figura 2D-I). Estos hongos
endofiticos septados predominaron en la colonizacion de las
plantulas de Q. hintonii, en particular a los cuatro meses de
sembradas las bellotas, que fue cuando ya se encontraban
colonizadas las raices como se observa en las
microfotografias (Figura 2).

En el experimento I a pesar de haber inoculado con un
consorcio de HMA, no se observo colonizacion en las raices
por estos hongos, no se apreciaron hifas cenociticas,
arbusculos, ovillos, vesiculas, ni esporas caracteristicas del
phylum Glomeromycota, durante los siete meses de
crecimiento de las plantulas del encino. De los HES se
observaron células moniliformes (CME) (Figura 2D-I), que
son semejantes a las vesiculas de la micorriza arbuscular,
pero que, dentro de las células corticales, las hifas se
modifican vesicularmente y se dividen por medio de septos
formando racimos globosos (like-clamidosporas) que
también se tifien intensamente con azul de tripano.
En el experimento I también se observd a lo largo del
tiempo, un crecimiento positivo tanto en las plantulas
inoculadas, como en las no inoculadas (Figuras 3, 4); sin
embargo, s6lo a los cuatro meses de edad las plantulas
inoculadas tuvieron significativamente mayor nimero de
hojas y peso seco de hojas, raices y biomasa total
(Figura 3A-D), asi como tallos de mayor diametro
(Figura 4A) que las plantulas control; mientras que la
longitud del tallo de las plantulas no fue afectada por la
presencia del inéculo (Figura 4B), y la longitud de la raiz
fue mayor en las plantulas no inoculadas a los cuatro y seis
meses de edad (Figura 4C). Con excepcion de la longitud
del tallo y de la raiz, todas las demas variables de
crecimiento no difirieron significativamente entre los
tratamientos cuando las plantulas tuvieron seis y siete meses
de edad (Figuras 3, 4). En este mismo experimento, los
encinos inoculados de cuatro meses de edad tuvieron mayor
colonizacion por HES que los controles (Figura SA), con
32, 51 y 7 % de células moniliformes (CME), micelio
septado endofitico (MSE) y otras estructuras flngicas,
respectivamente. En contraste, las plantulas de seis y siete
meses de edad tuvieron porcentajes mas bajos (12-14 %) de
colonizacion por estas estructuras y no fueron diferentes de
las plantulas control. Los porcentajes de colonizacion por
CME y MSE correlacionaron negativamente con el
diametro del tallo (CME: » = -0.38; MSE: r = -0.31;
p < 0.05), peso seco de hojas (CME: r = -0.31; MSE:
r =-0.24; p < 0.05), peso seco de raiz (CME: r = -0.28;
MSE: r = -0.22; p < 0.05) y biomasa total (CME:
r =-0.37; MSE: r = -0.31; p < 0.05) al finalizar los siete
meses de crecimiento.

En el experimento II, las plantulas de Q. hintonii crecidas
en SFN tuvieron significativamente mayor longitud de raiz
y biomasa seca total que las crecidas en SFN+I y en Sph+1,
tratamientos que tuvieron a su vez un efecto similar sobre
estas variables; mientras que las plantulas creciendo en Sph
tuvieron los valores mas bajos de longitud de raiz y biomasa
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seca total (Tabla 1). La biomasa seca del tallo y de las hojas
fue mayor en plantulas crecidas en SFN, en SFN+I y en Sph
+I que en aquellas crecidas en Sph (Tabla 1). En contraste,
otras variables de crecimiento no fueron afectadas por estos
tratamientos (Tabla 1). La colonizacion por micelio septado,
microesclerocios y otras estructuras fungicas endofiticas en
las raices de las plantulas de Q. hinfonii, fue mayor cuando
éstas crecieron en SFN y SFN+I, y menor cuando crecieron
en Sph+l o en Sph (Figura 5B). En contraste, la
colonizacion por células moniliformes no difirid entre
tratamientos (Figura 5B). Los valores mas bajos de
colonizacion por estructuras endofiticas (< 4 %) se
registraron en plantulas control crecidas en Sph.
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Figura 3. Plantulas de Quercus hintonii creciendo en sustrato
Sphagnum con y sin indculo micorrizico (Micofert) dentro de una
camara de crecimiento. Se muestran promedios (+ error estandar):
A. Numero de hojas, B. Peso seco de la hoja, C. Peso seco de
raices, y D. Biomasa seca total. El efecto significativo de los
tratamientos (Trat) y del tiempo (T, edad de la plantula) estan
indicados sobre cada grafico con los valores del F~ANOVA. Letras
distintas indican diferencias significativas entre tratamientos dentro
del mismo tiempo con Tukey (p < 0.05).
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Figura 4. Plantulas de Quercus hintonii creciendo en sustrato
Sphagnum con y sin indculo micorrizico (Micofert) dentro de una
camara de crecimiento. Se muestran promedios (£ error estandar)
de: A. Diametro de tallo, B. Longitud del tallo, y C. Longitud de
raiz. Los efectos significativos de los tratamientos (Trat) y del
tiempo (T, edad de la plantula) estan expresados sobre cada grafico
con los valores del F~ANOVA. Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos dentro del mismo tiempo con
Tukey (p <0.05).

Discusion

Los hongos endofitos septados en la raiz, denominados
en general por sus caracteristicas como HESO y HES,
pueden cohabitar o no con los HMA sin causar un dafio
aparente a la planta y en algunos casos promueven el
crecimiento de sus hospederos (Jumpponen & Trape 1998
Jumpponen 2001, Heredia-Acuia et al. 2014, Shankar Naik
2019, Yan et al. 2019, Terhonen et al. 2019). Las estructuras
endofiticas, pertenecientes a los dos probables grupos de
hongos endofitos septados, detectadas en las raices de
Q. hintonii en ambos experimentos, evidencian una
importante interaccion de esta especie de encino con HESO
y HES. Se considera que algunas de estas estructuras, como

las vesiculas y los microesclerocios, pueden almacenar
substancias de reserva para la germinacion y/o ser
estructuras de propagacion y resistencia ante condiciones
ambientales adversas (Jumpponen 2001). Ademas, se
menciona que fisioldgicamente los microesclerocios
podrian participar en el intercambio nutrimental entre el
hongo y la planta, pero se desconoce si todos estos hongos
forman microesclerocios y si la reducida superficie de
contacto y condiciéon de melanizacion de esta estructura
pudieran limitar el intercambio de nutrimentos (Heredia-
Acufa et al. 2014). Asimismo, las hifas septadas hialinas,
las células moniliformes y aquellas estructuras similares a
clamidosporas intracelulares observadas en las raices de
este encino son parecidas a las reportadas para estos hongos
en otras plantas (Zubek er al. 2011, Muthukumar et al.
2014), sugiriendo que ademas de los HESO existen también
otros HES colonizando las raices de esta especie de encino.
El presente estudio también muestra que los hongos
endofitos registrados en las raices de Q. hintonii no
cohabitaron con los HMA y tampoco causaron dafo alguno
a las plantulas. Varios estudios indican que los encinos
favorecen la presencia de casi todos los phyla fungicos
(Zubek et al. 2011, Toju et al. 2013, Kwasna et al. 2016),
aunque predominan los Ascomycota y Basidiomycota
(Southworth 2013, Chavez-Vergara et al. 2016). Asi, los
resultados sugieren que la presencia de los HESO/HES en
las raices de Q. hintonii podria ser atribuida a la prevalencia
del phylum Ascomycota, debido a que las especies de
HESO reportadas con mayor frecuencia en la literatura
pertenecen a este phylum y a los ordenes Helotiales,
Magnaporthales,  Chaetosphaeriales 'y  Capnodiales
(Heredia-Acuiia et al. 2014, Terhonen et al. 2019); aunque
es aun necesario emplear a futuro metodologias mas
sensibles que permitan explorar con mayor precision la
composicion taxondmica de estos hongos. En contraste, si
bien se reporta la presencia de HMA en el suelo de los
bosques de encino (Daniels &Trappe 1979, Olivera-Morales
et al. 2011, Gonzélez-Cortés et al. 2012, Varela-Fregoso et
al. 2017) y que en varias especies de Quercus las raices
pueden ser simultineamente colonizadas por hongos
micorrizicos y otros endofiticos (Dickie et al. 2001,
Valentine et al. 2002, Bainard et al. 2011, Zubek et al. 2011,
Toju et al. 2013, Terhonen et al. 2019), la ausencia de
estructuras caracteristicas de los HMA en las plantulas
crecidas tanto con el indculo micorrizico (experimento I),
como en el suelo forestal natural con o sin él indculo
micorrizico (experimento II), indica al menos tres
posibilidades: 1) el inoculante Micofert no fue efectivo en
esta especie de encino debido a su origen tropical o a la
cantidad y composicion de especies de HMA (Ley-Rivas et
al. 2011); ii) Q. hintonii no se asocia, al menos bajo las
condiciones analizadas, con los HMA como ocurre en otras
plantas de bosques templados (Read & Pérez-Moreno 2003,
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Varela-Fregoso et al. 2017), ya que la variaciéon en los
nutrimentos a lo largo del experimento pudo haberse
reflejado en cierta independencia micorrizica por parte del
encino; y iii) esta especie de encino podria no depender de
estos simbiontes para su desarrollo, dado que los dos
experimentos de este estudio muestran que sus raices no
fueron colonizadas por los HMA del in6culo (no nativo) ni
del suelo forestal natural. No obstante, es ain necesario
evaluar como las propiedades del suelo podrian determinar
la composicion de HMA y en consecuencia mediar el
establecimiento o no de la asociacion micorrizica en este
encino, debido a que se ha demostrado en otros bosques de
encino, que los hongos del suelo son espacial y
temporalmente dindmicos en abundancia, composicion,
biomasa y actividad (Saikkonen 2007, VofiSkovéd et al.
2014, Chavez-Vergara et al. 2016, Kwasna et al. 2016, Toju
et al. 2013, Terhonen et al. 2019).

A pesar de la ausencia de HMA en las raices de
Q. hintonii, las plantulas de cuatro meses de edad en el
experimento I, fueron favorecidas en su desarrollo por la
presencia del indculo micorrizico, sugiriendo que los
hongos endofitos septados, provenientes del sustrato en que
venia el inoculo no nativo (cascarilla de arroz y turba), al
colonizar la raiz, promovieron el crecimiento y la ganancia
de biomasa seca en las plantulas de este encino. Al respecto,
se ha documentado que los HESO y HES, al inhibir el
crecimiento de patdgenos y mejorar la tolerancia al estrés
edafico, pueden acelerar el crecimiento, mejorar la nutricion
e incrementar la biomasa de brotes y raices de sus
hospederos (Arnold & Herre 2003, Herrera et al. 2007,
Rodriguez & Redman 2008, Rodriguez et al. 2009,
Newsham 2011, Shankar Naik 2019, Yan et al. 2019). Esto
en conjunto, sugiere que los hongos endofitos septados
podrian tener un papel funcional critico y semejante al de
los HMA para el desarrollo de Q. hintonii, al menos durante
los primeros cuatro meses de edad, como se ha reportado en
otras especies de plantas, en diferentes ecosistemas a nivel
mundial (Jumpponen 2001, Newsham et al. 2009, Porras-
Alfaro & Bayman 2011, Heredia-Acufia et al. 2014).
Asimismo, en las etapas posteriores a los cuatro meses de
edad, el desarrollo de las plantulas de Q, hintonii pudiera
depender menos de los hongos endoéfitos septados, toda vez
que se ha observado que en otras especies de encino (e.g.
Q. rugosa), durante los primeros meses de crecimiento, la
micorriza arbuscular es mas importante y posteriormente es
desplazada por la ectomicorriza (Lodge & Wentworth 1990,
Olivera-Morales et al. 2011). Esto estd apoyado por las
correlaciones negativas entre la colonizacion por estructuras
endofiticas de los HESO/HES y los parametros de
crecimiento de las plantulas de Q. hintonii (experimento 1),
que sugieren que a mayor edad este encino podria ser menos
dependiente de estos hongos para su desarrollo. No
obstante, el hecho de que los hongos endofiticos, como
parte de los microbiomas de los bosques, puedan
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funcionalmente mejorar la adecuacion no solo de los arboles
individuales, sino también de todo el ecosistema forestal
(Terhonen et al. 2019); sugiere que, los HESO y HES
asociados a Q. hintonii podrian ser criticos para mantener la
salud del bosque templado en esta region de México.

A) EXPERIMENTOI
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Figura 5. Porcentajes de colonizacion por hongos endofiticos
septados en las raices de plantulas de Quercus hintonii crecidas en
una camara de crecimiento. Se muestran promedios (£ error
estandar) de: A. Colonizacion por estructuras fungicas en tres
diferentes tiempos del crecimiento de las plantulas (Experimento
I), y B. Variacion de la colonizacion de estructuras fungicas entre
los tratamientos de inoculacion (Experimento II). Los efectos
significativos de los tratamientos (Trat) y/o el tiempo (T, edad de
las plantulas) estan expresados sobre cada grafico con los valores
del F~ANOVA. Células moniliformes endofiticas (CME), Micelio
de endofitos septados (MES), suelo forestal natural (SFN),
Sph = Sphagnum. Inéculo micorrizico arbuscular no nativo. Con
una prueba de Tukey (p < 0.05), los asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos dentro de un mismo tiempo, y
letras distintas indican diferencias significativas entre meses para
un mismo tratamiento o una misma estructura fingica colonizando
las raices.

El mayor desarrollo de Q. hintonii registrado a los cuatro
meses de edad, en términos de crecimiento de raices y
ganancia de biomasa seca de tallo, hojas y masa total, fue
probablemente, debido a la colonizacion por HESO y HES
provenientes del suelo forestal natural, y menos al efecto de
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Tabla 1. Experimento II: Efecto de cuatro diferentes tratamientos de inoculacion fingica sobre el desarrollo promedio (+error estandar) de las

plantulas de Quercus hintonii después de cuatro meses de crecimiento bajo condiciones controladas.

Tratamientos ANOVA
SFN SFN +1 Sph+1 Sph F p

Numero de hojas 7.7(0.2 7.7(0.2 8.0(0.2 82(0.1» 02 0.88
Longitud del tallo (cm) 15.1 (1.0 14.8(0.9)¢ 14.2(0.7* 13.55(0.7)* 0.5 0.64
Diametro del tallo (cm) 1.63 (0.09)* 1.57 (0.09)* 1.59 (0.06)* 1.59 (0.08)* 0.08 0.96
Longitud de la raiz (cm) 13.3 (0.8 11.9(0.4)° 12.4(0.4y 10.1(0.4¢ 2.4 0.05
Peso seco de las hojas (g) 0.26 (0.02)* 0.21 (0.02)* 0.22 (0.02) 0.19 (0.02)* 1.0 0.38
Peso seco de tallo y hojas (g) 0.38 (0.03)* 0.32 (0.02)* 0.32 (0.04)* 0.26 (0.03)" 1.9 0.04
Peso seco de la raiz (g) 0.09 (0.01)* 0.08 (0.01)* 0.09 (0.01) 0.08 (0.01)* 0.2 0.86
Biomasa seca total (g) 0.52 (0.04)* 0.41 (0.03)> 0.41 (0.05)° 0.24 (0.04)° 5.8 0.04

Los niimeros en negritas corresponden a p < 0.05 y muestran efectos significativos de algin tratamiento. Letras distintas indican diferencias

significativas con la prueba de Tukey (p < 0.05). SFN= Suelo forestal natural, SFN + I = Suelo forestal natural mas indculo micorrizico, Sph +

1 = Sphagnum mas indculo micorrizico, Sph = Sphagnum. 1 = Indculo micorrizico arbuscular no nativo (Micofert).

los hongos endoéfitos septados en el indculo micorrizico
(experimento II); lo que indica que los endofitos septados
nativos podrian ser mas eficientes como promotores del
crecimiento de este encino al inicio de su desarrollo. Lo
anterior, se podria relacionar con la adaptacion a las
condiciones ambientales en que ambos organismos crecen y
a la relevancia de los indculos endofiticos autdctonos sobre
los aloctonos, como se ha indicado para los inoculos
micorrizicos en otras plantas (Trejo et al. 2011). La nula
eficiencia del in6culo aléctono (Micofert) para colonizar las
raices de Q. hintonii y la baja eficiencia de los hongos
endofitos aloctonos para promover el crecimiento de las
plantulas, podria atribuirse a que el inoculo proviene de
ambientes tropicales, en contraste con el suelo forestal
natural obtenido del bosque templado de donde ademas
Q. hintonii es endémico.

En conclusién, el inoculante con HMA, exitoso en
ambientes tropicales, no interacciond6 con Q. hintonii
procedente de un clima templado; pero en forma indirecta
se tuvo informacion valiosa de la colonizacion por hongos
endofitos septados, los cuales no causaron ningun dafio a las
plantulas, sino que, por el contrario, favorecieron el
desarrollo de Q. hintonii en sus primeros cuatro meses de
vida, lo que podria contribuir a su establecimiento en
campo. Los dos experimentos, en conjunto, sugieren que
esta especie de encino podria depender para su desarrollo
temprano de los hongos endofitos septados (HESO/HES) y
no de los HMA, ya que se demostrd que sus raices no
fueron colonizadas ni por los HMA del in6culo no nativo ni
del suelo forestal natural. Asimismo, este estudio permite
hipotetizar para futuras investigaciones, que los hongos
endofitos septados nativos podrian ser mejores promotores
del crecimiento de las plantulas de Q. hintonii durante sus

primeras etapas de vida que los endofiticos septados
aloctonos, debido a su probable adaptacion a las
condiciones ambientales prevalecientes en estos bosques.
Ademas, debido a su importancia en el desarrollo de
Q. hintonii es necesario, a futuro, caracterizar la comunidad
de hongos endofiticos septados habitando el suelo
rizosférico de estos bosques.
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