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Resumen

Actinobacterias  aisladas de suelo
cultivado con melon y de suelo cercano no
cultivado fueron caracterizadas por morfotipo y
evaluadas por su actividad antagoénica mediante
un  escrutinio  sin  repeticiones  contra
Colletotrichum musae, Moniliophthora roreri,
Phytophthora capsici 'y Sclerotium rolfsii.
Adicionalmente, se evalu6 con mayor
profundidad el antagonismo de  dos
actinobacterias sobresalientes contra S. rolfsii.
Cincuenta  morfotipos  diferentes  fueron
identificados entre ambos suelos, 20 exclusivos
de suelo cultivado, 24 de suelo nativo cercano
no cultivado y seis fueron comunes en ambos.
El indice de diversidad para el suelo cultivado
fue de 3.76, mientras que para el no cultivado
fue de 3.46 lo que demuestra que la diversidad
es muy similar entre ambos suelos, pero con
escasos morfotipos similares. Los morfotipos
obtenidos fueron comparados en el escrutinio
contra los fitopatdgenos e inhibieron en
promedio el crecimiento de los fitopatdégenos
mas del 95 %. Dos morfotipos (M-14 y M-18)
fueron seleccionados para determinar su
capacidad antagonica contra S. rolfsii mediante
pruebas de confrontacion dual, actividad
fungicida/ fungistatica y produccion de
compuestos  volatiles. Ambos morfotipos
mostraron 100% de inhibicién del crecimiento
micelial del fitopatdgeno, y exposiciones de 4 y

Abstract

Actinobacteria isolated from melon-
grown soil and from nearby uncultivated soil
were characterized by morphotype and
evaluated for their antagonistic activity by
means of a scrutiny without repeats against
Colletotrichum musae, Moniliophthora roreri,
Phytophthora capsici and Sclerotium rolfsii.
Additionally, the antagonism of two outstanding
actinobacteria against S. rolfsii was further
evaluated. Fifty different morphotypes were
identified between both soils, 20 exclusively
from cultivated soil, 24 from nearby non-
cultivated native soil, and six were common in
both. The diversity index for the cultivated soil
was 3.76, while for the non-cultivated one it
was 3.46, which show that the diversity is very
similar between both soils but with few similar
morphotypes. The morphotypes obtained were
compared in  the  screening  against
phytopathogens and inhibited their growth on
average by more than 95%. Two morphotypes
(M-14 and M-18) were selected to determine
their antagonistic capacity against S. rolfsii by
means of dual confrontation tests, activity
fungicidal/fungistatic and production of volatile
compounds. Both morphotypes showed 100%
inhibition of mycelial growth of the
phytopathogen, and exposures of 4 and 8 h in
confrontation with actinobacteria showed
fungistatic and fungicidal effect, respectively.
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8 h en confrontacion con las actinobacterias
mostraron un efecto fungistatico y fungicida
respectivamente. Los resultados demostraron
que los morfotipos tienen una elevada capacidad
antagdnica, por lo que pueden ser considerados
potenciales agentes de biocontrol contra S.
rolfsii.

Palabras clave: Diversidad morfotipica,
inhibicidon de crecimiento micelial, actividad
fungicida, actividad fungistatica.
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Introduccion

El hongo Sclerotium rolfsii Sacc., cuyo
teleomorfo es Athelia rolfsii (Curzi) C.C. Tu &
Kimbr., es un habitante del suelo que causa
diversas enfermedades (Billah et al., 2017) en
mas de 500 plantas hospederas que pertenecen a
mas de 250 géneros en Estados Unidos (Farr et
al., 1989; Kator et al., 2015). En México, S.
rolfsii se ha registrado en al menos 18 especies
de plantas, la mayoria cultivadas, entre las que
se encuentran frijol, soya, chile, sorgo, garbanzo
(Hernandez-Jiménez et al., 2004; Hernandez-
Morales et al., 2018), y el rango de plantas
hospedantes de diversos aislamientos del hongo
ha sido evaluado, demostrando que S. rolfsii
tiene la capacidad de infectar a mas especies de
plantas en México (Flores-Moctezuma et al.,
2006), aunque se desconoce su impacto en la
produccion de la mayoria de los cultivos.

Diversas estrategias son utilizadas para
el control de S. rolfsii (Kumar et al., 2013;
Dwivedi y Prasad, 2016); sin embargo, a pesar
de la gran importancia que tiene este
fitopatogeno por las pérdidas que causa en la
produccion de especies cultivadas de plantas, su
control es dificil debido a su amplio rango de
hospederos, rapido crecimiento y formacion de
esclerocios que sobreviven por largos periodos
Kator et al., 2015; Billah et al., 2017). Aunque
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The results showed that the morphotypes have a
high antagonistic capacity, so they can be
considered potential biocontrol agents against .
rolfsii.

Key words: Morphotypic diversity, inhibition of
mycelial growth, fungicity activity, fungistatic
activity.

Introduction

The fungus Sclerotium rolfsii Sacc.,
whose teleomorph is Athelia rolfsii (Curzi) C.C.
Tu & Kimbr., is a soil inhabitant that causes
various diseases (Billah ef al., 2017) in more
than 500 host plants belonging to more than 250
genera in the United States (Farrn et al., 1989;
Kator et al., 2015). In Mexico, S. rolfsii has
been recorded in at least 18 species of plants,
the majority cultivated, among which are beans,
soybeans, chili, sorghum, chickpea (Hernandez-
Jiménez et al., 2004; Hernandez-Morales et al.,
2018), and the range of host plants of various
isolates of the fungus has been evaluated,
showing that S. rolfsii has the capacity to infect
more plant species in Mexico (Flores-
Moctezuma et al., 2006), although its impact on
the production of most crops is unknown.

Various control strategies are used to
control S. rolfsii (Kumar et al., 2013; Dwivedi y
Prasad, 2016); however, despite the great
importance of this phytopathogen due to the
losses it causes in the production of cultivated
species of plants, its control is difficult due to its
wide range of hosts, rapid growth and formation
of sclerotia that survive for long periods (Kator
et al., 2015; Billah et al., 2017). Although the
use of pesticides is the main strategy to
control phytopathogens, they cause negative
effects on health, the environment and
biodiversity, among others (Bale et al., 2007;
Aktar et al., 2009).

In recent years, the search for
antagonistic =~ microorganisms  has  been
accentuated as a potential alternative to be used
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el uso de plaguicidas es la principal estrategia
para controlar a los fitopatogenos, estos causan
efectos negativos en la salud, el ambiente y
biodiversidad, entre otros (Bale et al., 2007;
Aktar et al., 2009).

En los ultimos afos se ha acentuado la
busqueda de microorganismos antagonicos
como una alternativa potencial para ser
utilizados en el control biologico y reducir las
poblaciones de fitopatdégenos y los dafos que
causan, asi como disminuir los riesgos por el
uso de plaguicidas. Se han identificado
numerosas especies de microorganismos que
muestran desde bajos a elevados porcentajes de
inhibiciéon contra Sclerotium rolfsii, entre los
que se encuentran Pseudomonas fluorescens,
Bacillus  subtilis 'y  Trichoderma  spp.
(Maheswari et al., 2002; Khattabi et al., 2004).

Otro grupo importante de
microorganismos con actividad antagonica
contra S. rolfsii son las actinobacterias (Singh y
Gaur, 2016; Errakhi et al., 2009). En éstas se
encuentra el género Streptomyces, el cual tiene
mas de 500 especies (Kédmpfer, 2012) y del que
se han reportado mas de 7,000 compuestos
quimicos activos importantes en diferentes areas
de aplicacion (Hasani et al., 2014; Kumar y
Kumar, 2014; Sharma, 2014). Ademas, tan solo
del 2016 a la fecha se han identificado al menos
12 nuevas especies de actinobacterias.

Diversas especies de Streptomyces son
comercialmente disponibles para el biocontrol
de fitopatdgenos. En México son escasas las
cepas de microorganismos que han mostrado
importante actividad antagbénica contra este
fitopatogeno (Rodriguez-Villarreal et al., 2014;
Paredes-Escalante et al., 2009), las cuales han
sido aisladas de suelo no cultivados o
cultivado. Cominmente  la  seleccion de
potenciales agentes de biocontrol se realizod
mediante pruebas de confrontacién dual (Singh
y Gaur, 2016); sin embargo, el uso de
escrutinios sin repeticiones puede ser util
cuando existen numerosos microorganismos a
evaluar contra un fitopatogeno (Rodriguez-
Villarreal et al., 2014). El objetivo de esta
investigacion es determinar la diversidad de
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in Dbiological control and to reduce the
populations of phytopathogens and the damage
they cause, as well as to reduce the risks due to
the use of pesticides. Numerous species of
shows low to high percentages of inhibition
against Sclerotium rolfsii, among which are
Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis y
Trichoderma spp. (Maheswari et al., 2002;
Khattabi et al., 2004). Another important group
of microorganisms with antagonistic activity
against S. rolfsii are actinobacteria (Singh y
Gaur, 2016; Errakhi et al., 2009). In these is the
genus Streptomyces, which has more than 500
species (Kdmpfer, 2012) and of which more
than 7,000 important active chemical
compounds have been reported in different
application areas (Hasani et al., 2014; Kumar y
Kumar, 2014; Sharma, 2014); furthermore, only
from 2016 to date at least 12 new species of
actinobacteria have been identified.

Various species of Streptomyces are
commercially available for the biocontrol of
phytopathogens. In Mexico, there are few
strains of microorganisms that have shown
important antagonistic activity against this
phytopathogen (Rodriguez-Villarreal et al.,
2014; Paredes-Escalante et al., 2009), which
have been isolated from uncultivated or
cultivated soil. Commonly, the selection of
potential biocontrol agents is done through dual
confrontation tests (Singh and Gaur, 2016);
however, the use of screenings without
repetitions can be useful when there are
numerous microorganisms to evaluate against a
phytopathogen (Rodriguez-Villarreal et al.,
2014). The objective of this research is to
determine  the diversity  of cultivable
actinobacteria from melon-grown soil and
from nearby non-cultivated native soil, and to
identify strains with antagonistic activity against
S. rolfsii, through preliminary screening against
four plant pathogens.

Materials and methods
Actinobacteria isolation

Cultivated melon soil (25°39'28.253"N;
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actinobacterias cultivables de suelo cultivado
con meléon y de un suelo nativo cercano no
cultivado, e identificar cepas con actividad
antagénica contra S. rolfsii mediante un
escrutinio preliminar contra cuatro
fitopatogenos.

Materiales y métodos
Aislamiento de actinobacterias

Se colectd suelo cultivado de melon
(25°39' 28.253" N; 101° 53" 51.745" O,
101°54°38.75°’0O) y suelo nativo cercano no
cultivado (25°38' 22.614" N; 101° 54' 38.746"
O) en el municipio de Paila Coahuila durante
agosto de 2019. El aislamiento de
actinobacterias se realizd6 mediante la técnica de
dilucién en placa en el medio de cultivo agar
nutritivo. Se colocaron y distribuyeron 50 uL de
las diluciones 10 y 10 en cajas con medio de
cultivo, y entre las 24 y 72 hr de la siembra, con
ayuda de un microscopio compuesto, se
transfirieron microcolonias de actinobacterias
de cada tipo de suelo a nuevas cajas con el
mismo medio. A los 12 dias posteriores a la
transferencia las colonias fueron visualmente
caracterizadas con base en el color, crecimiento
y apariencia, asi como al color y apariencia por
la parte inferior de la colonia y produccion de
color en el medio de cultivo. Cada conjunto de
caracteristicas Unicas en las colonias se definio
como morfotipo. Colonias con caracteristicas
similares fueron consideradas del mismo
morfotipo. Los morfotipos del suelo cultivado
fueron comparados con los aislados del suelo no
cultivado. Se registr6 el namero de
morfotipos en cada fuente de sueloy se
obtuvo el indice de diversidad de Shannon-
Wiener (Shannon, 1948) utilizando la formula:

=158 " Inp)

Donde H= indice de diversidad de la muestra;
“p;”= proporcioén de la abundancia relativa del
morfotipo “7” en relacion con la abundancia de
todos los morfotipos en una muestra de suelo

y “S’= numero total de morfotipos.
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101°53'51.745"W) and nearby non-cultivated
native soil (25°38'22.614' N; 101°54' 38.746"W)
were collected in the municipality of Paila
Coahuila during August 2019. Actinobacteria
were isolated using the plate dilution technique
in the nutrient agar culture medium. 50 pL of
the 10* and 107 dilutions were placed and
distributed in Petri dishes with culture medium,
and between 24 and 72 hr after sowing, with the
help of a compound microscope, actinobacteria
microcolonies of each type of soil were
transferred to new dishes with the same
medium. At 12 days after the transfer, the
colonies were visually characterized based on
color, growth and appearance, as well as the
color and appearance of the lower part of the
colony and color production in the culture
medium. Each set of unique characteristics in
the colonies was defined as a morphotype.
Colonies with similar characteristics were
considered the same morphotype. Morphotypes
of cultivated soil were compared with
morphotypes isolated from non-cultivated soil.
The number of morphotypes determined in each
soil source was recorded and the Shannon-
Wiener diversity index (Shannon, 1948) was
obtained using the formula:

H=-1%, pi* In(p)

Where H = diversity index of the
sample; "Pi" = proportion of the relative
abundance of morphotype "i" in relation to the
abundance of all morphotypes in a soil
sample and "S" = total number of
morphotypes.

Screening with phytopathogenic fungi

Morphotypes of actinobacteria were
evaluated for their ability to inhibit the growth
of Colletotrichum musae (isolated from plantain
and provided by M.C. Raul Asael Rodriguez
Garrido Ramirez, National Institute of Forestry,
Agricultural and  Livestock  Research),
Phytophthora capsici (isolated from Chile and
provided by Dr. Sylvia Patricia Fernandez,

22



Biotecnologia y Sustentabilidad Vol. 5. Num. 1 (2020)

Escrutinio con hongos fitopatogenos

Morfotipos de actinobacterias fueron
evaluados por su capacidad de inhibir el
crecimiento de Colletotrichum musae (aislado
de platano y facilitado por el M.C. Raul Asael
Rodriguez Villarreal de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la UANL), Moniliophthora roreri
(aislado de cacao y facilitado por el Dr. Eduardo
Raymundo Garrido Ramirez del Instituto
Nacional de Investigaciones  Forestales,
Agricolas y Pecuarias), Phytophthora capsici
(aislado de chile y facilitado por la Dra. Sylvia
Patricia Ferndndez Pavia del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo) y Sclerotium rolfsii (aislado de frijol y
facilitado por la M.C. Bertha Maria Sanchez
Garcia del Instituto Tecnologico de Roque). En
el centro de cajas Petri, conteniendo agar
nutritivo, se inoculdé cada colonia de los
morfotipos y se incubd a 26 °C por 9 dias y en
seguida en cada extremo cardinal se indculo un
fragmento de colonia cada fitopatdégeno. A los 3
dias de establecida la confrontaciéon se
determind el crecimiento radial de cada
fitopatogeno en direccion a la colonia de cada
actinobacteria, asi como el porcentaje de
inhibicion respecto al testigo, el cual consistio
en la inoculacion de los fitopatdgenos en los
cuatro extremos de una caja Petri sin presencia
de actinobacteria.

Confrontacion dual

Con base a los resultados del escrutinio
se seleccionaron dos cepas de actinobacterias
(M-14, M-18) consideradas sobresalientes por
la elevada inhibicion causada contra S. rolfsii, y
se evaluaron en confrontacién dual contra este
fitopatogeno con seis repeticiones. En el
extremo de cajas Petri se inoculd cada
morfotipo, se incubaron a 26 °C por 8 dias y
posteriormente se inoculd un fragmento de
colonia de S. Rolfsii en el extremo opuesto de
cada actinobacteria. El testigo consistid en
inocular al fitopatdgeno en un extremo de
las cajas Petri libre de actinobacterias. A las 24
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Villarreal, Faculty of Biological Sciences of the
UANL), Moniliophthora roreri (isolated from
cocoa and provided by Dr. Eduardo Raymundo
Pavia, Institute of Agri-livestock and Forestry
Research of the Michoacan University of San
Nicolas de Hidalgo), and Sclerotium rolfsii
(Bertha Maria Sanchez Garcia, Technological
Institute of Roque) by screening without
repeats. In the center of Petri dishes, containing
nutrient agar, each colony of the morphotypes
was inoculated and incubated at 26 ° C for 9
days and then a fragment of each phytopathogen
colony was inoculated at each cardinal end.
Three days after the confrontation was
established, the radial growth of each
phytopathogen towards the colony of each
actinobacteria was determined, as well as the
percentage of inhibition with respect to the
control, which consisted in the inoculation of
phytopathogens at the four ends of a Petri dish
without actinobacteria

Dual confrontation

Based on the results of the scrutiny, two
strains of actinobacteria (M-14, M-18)
considered outstanding due to the high
inhibition caused against S. rolfsii, were
selected and evaluated in dual confrontation
against this  phytopathogen  with  six
repetitions.

Each morphotype was inoculated at
the end of the Petri dishes, incubated at 26 °C
for 8 days, and subsequently a S. rolfsii
colony fragment was inoculated at the control
consisted in inoculating the phytopathogen in
one end of the Petri dishes free of
actinobacteria. At 24 and 72 hr, radial mycelial
growth was determined in the direction of the
actinobacteria colony. With the data, a
completely random analysis of variance and a
comparison of means were performed (Tukey,
p<0.05). In addition, the percentage of
inhibition of the radial growth of the
phytopathogen with respect to the control was
obtained.
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y 72 hr se determiné el crecimiento micelial
radial en direccion a la colonia de 1la
actinobacteria. Con los datos se realizd un
andlisis de varianza completamente al azar y
una comparacion de medias (Tukey, p<0.05).
Ademas, se obtuvo el porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial del fitopatdégeno respecto
al testigo.

Confrontacion por sobreposicion simultanea

Se determind la capacidad de las
actinobacterias M-14 y M-18 para inhibir el
crecimiento de S. rolfsii cuando fragmentos de
colonia de éste se colocan sobre inoculo de las
actinobacterias. Cajas Petri con agar nutritivo se
inocularon con un fragmento de cada
actinobacteria y se dispers6 ligeramente en el
centro, inmediatamente después se colocd un
fragmento de colonia del fitopatégeno sobre el
indculo de las actinobacterias. A las 48 y 96 hr
se registrd el crecimiento radial de S. rolfsii. El
testigo consisti0 en la inoculacion del
fitopatogeno solamente. Se realizd andlisis
de varianza completamente al azar y
comparacion de medias (Tukey, p<0.05).
También se obtuvo el porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial del fitopatégeno en los
tratamientos con actinobacterias respecto al
testigo.

Actividad fungicida/fungistatica sobre micelio

Considerando  los  resultados  de
inhibicién micelial en la confrontacion dual y en
confrontacion por sobreposicion simultinea, se
evalu6 el efecto fungicida y fungistatico de las
dos actinobacterias sobre fragmentos de colonia
de S. rolfsii. Cada actinobacteria se inocul6 en
el centro de cajas Petri con medio agar nutritivo,
se incubaron a 26 °C por 7 dias y
posteriormente se inoculd cada caja con ocho
fragmentos de colonia de S. rolfsii alrededor y
sin contacto con las actinobacteria. El testigo
consisti6 en fragmentos de colonia del
fitopatogeno inoculados en cajas Petri sin
actinobacteria.

El experimento se realizd con cuatro
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Confrontation by simultaneous overlap

The ability of actinobacteria M-14 and
M-18 to inhibit the growth of S. rolfsii was
determined when fragments of its colony are
placed on inoculum of actinobacteria. Petri
dishes containing nutrient agar were inoculated
with a small fragment of each actinobacteria and
it was slightly dispersed in the center,
immediately afterwards a fragment of a colony
of the phytopathogen was placed on
actinobacteria inoculum. S. rolfsii radial growth
was recorded at 48 and 96 hr. Control consisted
of the inoculation of the phytopathogen only. A
variance analysis completely random and means
comparison were performed (Tukey, p<0.05).
Inhibition percentage of mycelial growth of the
phytopathogen was also obtained in the
treatments with actinobacteria respect to the
control.

Fungicidal/fungistatic activity on mycelium

Considering the results of mycelial
inhibition in the dual confrontation and in
confrontation by simultaneous superposition,
the fungicidal/fungistatic effect of the two
actinobacteria on fragments of S. rolfsii colony
was evaluated. Each actinobacteria was
inoculated in the center of Petri dishes with
nutrient agar medium, they were incubated at 26
° C for 7 days and then each dish was inoculated
with eight fragments of S. rolfsii colony around
and without contact with the actinobacteria. The
control consisted of colony fragments of the
phytopathogen inoculated in Petri dishes
without actinobacteria. The experiment was
carried out with four repetitions. At 4 and 8 hr
after the start of the confrontation, four
fragments of each repetition were extracted and
transferred to another Petri dish containing only
nutrient agar. At 120 hr after the fragments were
extracted, the percentage of these that developed
colonies of S. rolfsii was evaluated. With
percentages less than 10, from 10 to 50, from 51
to 90 and greater than 90, it was considered that
the actinobacteria has a strong fungicidal effect,
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repeticiones. A las 4 y 8 hr de iniciada la
confrontacion, se exytrajeron cuatro fragmentos
de cada repeticion y se transfirieron a otra caja
conteniendo s6lo agar nutritivo. A las 120 hr de
extraidos los fragmentos se evaluo el porcentaje
de éstos que desarrollaron colonias de S. rolfsii.
Con porcentajes menores a 10, de 10 a 50, de 51
a 90 y mayores de 90, se consider6 que la
actinobacteria tiene un fuerte efecto fungicida,
una actividad fungicida moderada, una actividad
fungistatica moderada y una fuerte actividad
fungistatica contra S. rolfsii, respectivamente.
Los datos fueron transformados al arcoseno de
la raiz cuadrada, se sometieron a analisis de
varianza completamente al azar y se realizo
comparacion de medias (Tukey, p<0.05).

Actividad
esclerocios

fungicida/fungistasis sobre

Cada actinobacteria se inoculd en el
centro de cajas Petri con medio agar nutritivo, se
incubaron a 26 °C por 14 dias y posteriormente
se inocularon con cuatro esclerocios de S. rolfsii
alrededor de las colonias de actinobacterias, sin
que hubiera contacto con las actinobacterias.
El testigo consistid en esclerocios inoculados
en cajas Petri sin actinobacteria.

El experimento se realizdO con cinco
repeticiones. A las 48 hr de iniciada la
confrontacion, se evalué el porcentaje de
esclerocios que desarrollaron colonia y esos
mismos esclerocios se extrajeron de cada
repeticibn 'y se transfirieron a otra caja
conteniendo sélo agar nutritivo. El porcentaje de
esclerocios extraidos que desarrollaron colonias
fue evaluado a las 120 hr. El criterio de
respuesta fue el mismo al establecido en el

experimento anterior. Los datos fueron
transformados al arcoseno de la raiz cuadrada
para realizar un andlisis de varianza
completamente al azar.
Prueba de compuestos volatiles

Se utiliz6 la prueba de cultivos

enfrentados (Dennis y Webster, 1971) para
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moderate fungicidal activity, a moderate
fungistatic activity and a strong fungistatic
activity against S. rolfsii, respectively. Data
were transformed to the arcsine of the square
root, they were subjected to a completely
random analysis of variance and a comparison
of means was made (Tukey, p<0.05).

Fungicidal/fungistatic activity on sclerotia

Each actinobacteria was inoculated in
center of Petri dishes (repetitions) with nutrient
agar medium, incubated at 26 ° C for 14 days
and subsequently inoculated with four S. rolfsii
sclerotia around of actinobacteria colonies. The
control consisted of sclerotia inoculated in Petri
dishes without actinobacteria. The experiment
was carried out with five replicates. To 48 hr
after of confrontation started, the percentage of
sclerotia that developed colony was evaluated
and those same sclerotia were extracted from
each repetition and transferred to another Petri
dish containing only nutrient agar. The
percentage of sclerotia extracted that developed
colonies was evaluated at 120 hr. The response
criterion was the same as that established in the
previous experiment. The data were transformed
to the arcsine of the square root to perform a
completely random analysis of variance.

Volatile compound test

Faced cultures test (Dennis and Webster,
1971) was used to determine the possible
production of volatile compounds to inhibit the
mycelial growth of S. rolfsii. The lid of Petri
dishes with nutrient agar inoculated with the 9-
day-old M-14 and M-18 morphotypes was
removed and replaced with the bottom of
another Petri dish containing the same culture
medium inoculated with a colony fragment of S.
rolfsii, and both bottoms were sealed facing
each other. The control consisted of the union of
two bases of Petri dishes, one containing the
phytopathogen and the other only with culture
medium, they were kept at 26 °© C and each
treatment consisted of seven repetitions. At 48
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determinar la posible produccion de compuestos
volatiles para inhibir el crecimiento micelial de
S. rolfsii. Se retir6 la tapa de cajas Petri con
agar nutritivo inoculadas con los morfotipos M-
14 y M-18 de 9 dias de edad y se reemplaz6 con
la base de otra caja Petri conteniendo el mismo
medio de cultivo inoculado con un fragmento
de colonia de S. rolfsii, y ambas bases se
sellaron una frente a la otra. El testigo consistid
en la unién de dos bases de cajas Petri, una
conteniendo al fitopatéogeno y la otra solo con
medio de cultivo, se mantuvieron a 26 °C y
cada tratamiento consisti6 de siete repeticiones.
A las 48 hr se registrd el crecimiento radial en
el testigo y se compar6 con el crecimiento en
las bases enfrentadas del fitopatdgeno con los
morfotipos. Se realizd un analisis de varianza
completamente al azar, una comparacion de
medias (Tukey, p<0.05) y se obtuvo el
porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial con respecto al testigo.

Analisis de datos

La transformacion de datos al arcoseno
de la raiz cuadrada y la desviacion estdndar de
las medias se realizaron en el programa
Microsoft ® Office Excel 2016 (Microsoft®
Corp., USA), mientras que los andlisis de
varianza y la comparacion de medias se
realizaron con el Programa de Disefos
Experimentales ver. 1.6, de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Autéonoma de
Nuevo Leodn (Olivares, 2015).

Resultados

En el suelo cultivado con melén se
obtuvieron 49 colonias de actinobacterias y 52
en el suelo no cultivado, de las cuales se
identificaron 50 morfotipos distintos, y seis de
ellos fueron comunes en ambos tipos de suelo
(Figura 1). El indice de diversidad obtenido
para la muestra de suelo cultivado y suelo
nativo cercano no cultivado fue de 3.76 y 3.46
respectivamente.

Del total de morfotipos, 46 (27 de suelo
no cultivado y 19 de suelo cultivado) se
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hr the radial growth was recorded in the control
and it was compared with the growth in the
opposite bases of the phytopathogen with the
morphotypes. A completely random analysis of
variance was performed, a comparison of means
(Tukey, p<0.05) and the percentage of
inhibition of mycelial growth with respect to the
control was obtained.

Data analysis

The transformation of data to the arcsine of the
square root and the standard deviation of the
means were performed in the Microsoft ®
Office Excel 2016 program (Microsoft® Corp.,
USA), while the analysis of variance and the
comparison of means were performed with the
Experimental Design Program ver. 1.6, from the
Faculty of Agronomy of the Autonomous
University of Nuevo Leon (Olivares, 2015).

Results

In the soil cultivated with melon, 49
actinobacteria colonies were obtained and 52 in
the non-cultivated soil, of which 50 different
morphotypes were identified, six were common
in both types of soil (Figure 1). The diversity
index for the sample of cultivated soil and non-
cultivated near native soil was 3.76 and 3.46
respectively.

Of the total morphotypes, 46 (27 from
uncultivated soil and 19 from cultivated soil)
were scrutinized for their antagonistic capacity
against C. musae, M. roreri, P. capsici and S.
rolfsii. The ranges of percent inhibition 95-97.9,
98-99.1 and greater than 99.2 were established,
and the number of morphotypes that showed the
highest range of percent inhibition against S.
rolfsii, M. roreri, P. capsici and C. musae was
43, 41, 28 and 17, respectively (Figure 2). Of
the 46 morphotypes, only three showed less
than 99.2% inhibition against S. rolfsii.
Morphotypes called M-14 (from non-cultivated
soil) and M-18 (from soil cultivated with melon)
were two of those that completely inhibited S.
rolfsii growth during the scrutiny, and were
selected as the most contrasting for their
morphotypic characteristics to determine with
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sometieron a un escrutinio con C. musae, M.
roreri, P. capsici'y S. rolfsii. Los rangos de
porcentaje de inhibicion 95-97.9, 98-99.1 y
mayor de 99.2 fueron establecidos, y el nimero
de morfotipos que mostraron el mayor rango de
porcentaje de inhibicion contra S. rolfsii, M.
roreri, P. capsiciy C. musae fue de 43, 41, 28 y
17, respectivamente (Figura 2). De los 46
morfotipos soélo tres presentaron menos del
99.2% de inhibicién contra S. rolfsii.
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greater precision the radial growth and
inhibition percentage of the phytopathogen in
dual confrontation. The results showed that both
morphotypes are capable of completely
inhibiting (100%) the radial growth of S. rolfsii
even at 72 hr after the start of the
confrontation (Table 1), in a similar way as was
observed during the screening test. In addition,
inoculation by superimposition of S. rolfsii in
inoculum of morphotypes M-14 and MI18

20

28
24

6

0

Total Total

morfotipos|

Unicos

Suelo cultivado

Total Unicos |Morfotipos

Suelo no cultivado fompartido

Figura 1. Morfotipos de actinobacterias en suelo cultivado con melon y suelo

no cultivado.

Figure 1. Morphotypes of actinobacteria in soil grown with melon and non-

cultivated soil.

Los morfotipos denominados M-14 (de
suelo no cultivado) y M-18 (de suelo cultivado
con melon) fueron dos de los que inhibieron
completamente el crecimiento de S. rolfsii
durante el escrutinio, y fueron seleccionados
por ser los mas contrastantes con base a sus
caracteristicas morfotipicas para determinar
con mayor precision el crecimiento radial y el
porcentaje de inhibicion del fitopatégeno en
confrontacion dual. Los resultados
mostraron que ambos morfotipos son capaces

prevented the growth of the phytopathogen,
causing 100% inhibition at 48 and 96 hr (Table
2). In the fungicity/fungistasis experiment on S.
rolfsii colony f ragments confronted with the M-
14 and M-18 morphotypes and before being
removed at 4 hr after the confrontation, they
showed a percentage of inhibition of 100% of the
fragments; while 87.5 and 50.0% formed colonies
at 120 hr after being removed from the
confrontation respectively. While the fragments
exposed for 8 hr to both morphotypes showed
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Figura 2. Numero de morfotipos de actinobacterias que causaron
alguno de los rangos de porcentaje de inhibicion del crecimiento radial

contra cuatro fitopatégenos.

Figure 2. Number of actinobacterial morphotypes that caused some of
the percentage ranges of radial growth inhibition against four

phytopathogens.

de inhibir completamente (100 %) el
crecimiento radial de S. rolfsii an a las 72 hr
después del inicio de la confrontacion (Cuadro
1), de manera similar como se observd durante
el ensayo de escrutinio. Ademas, la inoculacion
por sobreposicion de S. rolfsii en indculo de los
morfotipos M-14 y M18 evit6 el crecimiento del
fitopatdgeno causando una inhibicién del 100 %
a las 48 y 96 hr (Cuadro 2).

En el experimento de actividad
fungicida/fungistasis sobre fragmentos de

0.0% of colonies developed at 120 hr (Figure 3).

The 100% of the sclerotia of the
phytopathogen exposed for 48 hr with colonies
of actinobacteria were unable to develop a
colony. At 120 hr after extracting the sclerotia
from  the  confrontation  with  M-14
actinobacterium, and transferred to dishes
without actinobacteria, only an average of 10%
developed colonies, while no sclerotia exposed
to M-18 developed colony. In the control, 100%
of the sclerotia developed a colony (data
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Cuadro 1. Crecimiento radial (cm) de Sclerotium rolfsii en confrontacion dual con
dos morfotipos de actinobacterias en dos tiempos de evaluacion.

Table 1. Radial growth (cm) of Sclerotium rolfsii in dual confrontation with two
actinobacteria morphotypes at two evaluation times.

24 hr 72 hr

Crecimiento Porcentaje de  Crecimiento Porcentaje de
Tratamiento  Radial (C.V.=7.13)* inhibicion Radial (C.V.=9.51) inhibicion
Testigo 0.18 (+/- 0.075%%*) a*** - 1.87 (+/- 0.103) a -
M-14 0.00 (+/- 0.000) b 100 0.00 (+/- 0.000) b 100
M-18 0.00 (+/- 0.000) b 100 0.00 (+/- 0.000) b 100

Cocficiente de variacion. ** Desviacion estandar. ***Promedios en cada tratamiento con
misma letra no difieren estadisticamente (Tukey, p< 0.05).

* Coefficient of variation. ** Standard deviation. *** Averages in each treatment with
the same letter do not differ statistically (Tukey, p< 0.05).

Cuadro 2. Crecimiento radial (cm) de Sclerotium rolfsii al sobreponerlo a indéculo de
dos morfotipos de actinobacterias en confrontacion simultdnea, en dos tiempos de
evaluacion.

Table 2. Radial growth (cm) of Sclerotium rolfsii when superimposed on inoculum of

two actinobacteria morphotypes in simultaneous confrontation.

48 hr 96 hr
Crecimiento Porcentaje de Crecimiento Porcentaje de
Tratamiento radial (C.V.=21.15)* inhibicién radial (C.V.=20.32) inhibicion
Testigo 0.68 (+/- 0.084%*%*) g*** 2.14 (+/-0.251) a -
M-14 0.00 (+/- 0.000) b 0.00 (+/- 0.000) b 100
M-18 0.00 (+/- 0.000) b 0.00 (+/- 0.000) b 100

* Coeficiente de variacion. ** Desviacion estandar. ***Promedios en cada tratamiento
con misma letra no difieren estadisticamente (Tukey, p< 0.05).

* Coefficient of variation. ** Standard deviation. *** Averages in each treatment with
the same letter do not differ statistically (Tukey, p< 0.05).

colonia de S. rolfsii confrontados con los
morfotipos M-14 y M-18 y antes de ser
retirados a las 4 hr de la confrontacion,
mostraron un porcentaje de inhibicion del 100%
de los fragmentos (datos no mostrados).
Después de retirados los fragmentos de la
confrontacion con M-14 y M-18 por 4 hr, el
87.5 y 50.0 % formaron colonias a las 120 h
posteriores a ser retirados de la confrontacion,
respectivamente, mientras que los fragmentos
expuestos por 8 hr a ambos morfotipos
mostraron 0.0 % de colonias desarrolladas a las
120 hr (Figura3). El 100 % de los
esclerocios del fitopatégeno expuestos por 48
hr con colonias de la actinobacterias fueron
incapaces de desarrollar colonia. A las 120 hr

not shown).

In the experiment to determine whether
actinobacterial morphotypes have the ability to
produce volatile compounds that inhibit the
growth of S. rolfsii, it was observed that radial
growth was inhibited by 42.8 and 45.9% by the
M-14 and M-18 strains, respectively. (Table 3).

Discussion
The  diversity  of  actinobacteria
determined through the morphotypic

characterization carried out, showed that the
populations are very diverse in both types of
soil analyzed, as shown by the observed
diversity indices of 3.76 and 3.46 for cultivated
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Figura 3. Porcentaje de fragmentos de colonias de S. rolfsii que desarrollan
colonia a las 120 hr después de retirarse a los tiempos de exposicion por 4 y 8 hr
de la confrontacion con dos morfotipos de actinobacterias. La comparacion de
medias se realizd entre tratamientos para cada tiempo de exposicion. Imagenes a
la derecha representan la respuesta del fitopatogeno después de retirarlo a las 8
hr de cada tratamiento. La linea en las barras representa la desviacion estandar
de las medias.

Figure 3. Percentage of S. rolfsii colony fragments that develop colony at 120
hr after its withdrawal at the exposure times for 4 and 8 hr after confrontation
with two actinobacterial morphotypes. The comparison of means was made
between treatments for each exposure time. Images on the right represent the
response of the phytopathogen after removing it at 8 hr after each treatment.
The line in the bars represents the standard deviation of the means.

de extraidos los esclerocios de la confrontacion
con la actinobacteria M-14, y transferidos a
cajas sin actinobacterias, s6lo un promedio del
10 % desarroll6 colonias, mientras que ningin
esclerocio expuesto a M-18 desarrollo colonia.
En el testigo el 100 % de los esclerocios
desarrollaron colonia (datos no mostrados).

En el experimento para determinar si los
morfotipos de actinobacterias tienen la
capacidad de producir compuestos volatiles
inhibitorios del crecimiento de S. rolfsii, se
observd que el crecimiento radial fue inhibido
un 42.8 y 45.9 % por la cepa M-14 y M-18,
respectivamente (Cuadro 3).

and non-cultivated soil; considering that index
values close to zero represent little diversity.
The high diversity in each soil and with
only six common morphotypes in both,
suggests  that  native  populations  of
actinobacteria have been displaced from the
cultivated soil or that particular populations of
actinobacteria have been favored by the
established cultivation and soil factors due to
the agronomic management of the production
system. We do not know of a similar study, but
actinobacteria diversity indices in natural soils
can vary from low values such as 1.4 to 1.9 and
1.8 to 2.0 (Binayke et al., 2018) to high values
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Cuadro 3. Inhibiciéon del crecimiento radial (cm) de Sclerotium rolfsii por efecto de
compuestos volatiles producidos por morfotipos de actinobacterias en dos tiempos de

evaluacion.

Table 3. Inhibition of radial growth (cm) of Sclerotium rolfsii due to the effect of volatile
compounds produced by actinobacterial morphotypes in two evaluation times.

48 hr

96 hr

Crecimiento

Porcentaje de

Crecimiento Porcentaje de

Tratamiento Radial (C.V.=23.76)* inhibicion Radial (C.V.=17.38)* inhibicion
Testigo 0.84 (+/- 0.055%) a** - 2.66 (+/-0.114) a

M-14 0.46 (+/- 0.181) b 45.2 1.52 (+/- 0.432) b 42.8
M-18 0.38 (+/- 0.130) b 54.7 1.44 (+/- 0.343) b 459

* Coeficiente de variacion. ** Desviacion estandar. ***Promedios en cada tratamiento
con misma letra no difieren estadisticamente (Tukey, p< 0.05).

* Coefficient of variation. ** Standard deviation. *** Averages in each treatment
with the same letter do not differ statistically (Tukey, p< 0.05).

Discusion

La diversidad de actinobacterias
determinada a través de la caracterizacion
morfotipica  realizada, mostrd6 que las
poblaciones son muy diversas en ambos tipos de
suelo analizados, como lo demuestran los
indices de diversidad observados de 3.76 y 3.46
para el suelo cultivado y no cultivado;
considerando que indices con valores cercanos a
cero representan escasa diversidad. La elevada
diversidad en cada suelo y con so6lo seis
morfotipos comunes en ambos, sugiere que
poblaciones nativas de actinobacterias han sido
desplazadas del suelo cultivado o que
poblaciones particulares de actinobacterias han
sido favorecidas por el cultivo establecido y
factores del suelo debido al manejo agrondémico
del sistema de produccion. Desconocemos de un
estudio similar, pero indices de diversidad de
actinobacterias en suelos naturales pueden
variar desde valores bajos como 1.4 a 1.9 y de
1.8 a 2.0 (Binayke et al., 2018) a valores
elevados como 4.0 a 5.1 (Bull e al., 2018),
segun los sitios analizados. Sin embargo, mayor
diversidad de actinobacterias puede ser
determinada en suelos mediante analisis
gendmicos de nueva generacion
(Mohammadipanah y Wink 2016; Zhao et al.,
2012).

El escrutinio

realizado  permitio

such as 4.0 to 5.1 (Bull et al., 2018), according
to the sites analyzed. However, greater
diversity of actinobacteria can be determined in
soils by next-generation genomic analysis
(Mohammadipanah y Wink 2016; Zhao et al.,
2012).

The screening carried out allowed the
identification of numerous morphotypes with
the capacity to inhibit the radial growth of S.
rolfsii, M. roreri, P. capsici and C. musae by
more than 99.2%, which shows a high
functional capacity of actinobacteria against
these phytopathogens. Of the morphotypes
evaluated in the scrutiny, 93% showed the
highest range of inhibition against S. rolfsii, and
two of the outstanding ones (M-14 and M-18)
were selected to determine in more detail their
effect on this phytopathogen in additional
experiments. The results obtained showed great
richness of the soils analyzed as a source of
actinobacteria with potential activity against S.
rolfsii in relation to previous investigations.
Pattanapipitpaisal and Kamlandharn (2012)
selected 68 strains with chitinolytic activity
from 283 strains of actinobacteria isolated from
soil, of which 13 (4.6%) significantly inhibited
the mycelial growth of S. rolfsii, and of which
only five were extremely outstanding. Similarly,
Thampi and Bhai(2017) selected only three
strains (6%) of 50 isolated from soil with high
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identificar numerosos morfotipos con capacidad
de inhibir el crecimiento radial de S. rolfsii, M.
roreri, P. capsici'y C. musae en mas del 99.2%,
lo que demuestra una elevada capacidad
funcional de las actinobacterias contra estos
fitopatogenos. De los morfotipos evaluados en
el escrutinio el 93% mostré el mayor rango de
inhibiciéon contra S. rolfsii, y dos de los
sobresalientes (M-14 'y M-18) fueron
seleccionados para determinar mas
detalladamente su efecto sobre este fitopatdgeno
en experimentos adicionales. Los resultados
obtenidos demostraron gran riqueza de los
suelos analizados, como fuente de
actinobacterias con potencial actividad contra S.
rolfsii en relacion con previas investigaciones.
Pattanapipitpaisal y Kamlandharn (2012)
seleccionaron 68 cepas con actividad
quitinolitica a partir de 283 cepas de
actinobacterias aisladas de suelo, de las cuales
13 (4.6%) inhibieron de manera importante el
crecimiento micelial de S. rolfsii, y de las cuales
solo cinco fueron en extremo sobresalientes. De
igual manera, Thampi y Bhai (2017)
seleccionaron so6lo tres cepas (6%) de 50
aisladas de suelo con elevada actividad
antagonica  contra  S. rolfsii; mientras que
Khamna et al. (2009) reportan 2 cepas (0.4%), a
partir de 445 actinobacterias aisladas de suelo,
con los mayores niveles de inhibicion.

En los experimentos de confrontacion
dual y de actividad fungicida/fungistasis, en los
que S. rolfsii no estuvo en contacto con las
actinobacterias durante las confrontaciones, el
porcentaje de inhibicidon del crecimiento radial
fue del 100%. También, en los experimentos de
actividad fungicida/fungistasis se demostré que
en exposiciones de fragmentos de colonia del
fitopatogeno por 4 y 8 hr, ocurre un efecto
fungistdtico 'y un  efecto  fungicida
respectivamente, ademas de un fuerte efecto
fungicida sobre esclerocios expuestos por 48
h en confrontacion con las actinobacterias.

Elevados porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial a partir de fragmentos de
colonias de S. rolfsii han sido reportados
previamente (Singh y Gaur, 2016; Errakhi et
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antagonistic activity against S. rolfsii; while
Khamna et al. (2009) report 2 strains (0.4%),
from 445 actinobacteria isolated from soil, with
the highest levels of inhibition.

In the dual confrontation and
fungicity/fungistasis experiments, in which S.
rolfsii was not in contact with actinobacteria
during the confrontations, the percentage of
inhibition of radial growth was 100%. Also, in
fungicity/fungistasis ~ experiments it  was
demonstrated that in exposures of colony
fragments of the phytopathogen for 4 and 8 hr, a
fungistatic effect and a fungicidal effect occur
respectively; in addition to a strong fungicidal
effect on sclerotia exposed for 48 h in
confrontation ~ with  actinobacteria. ~ High
percentages of inhibition of mycelial growth
from fragments of S. rolfsii colonies have been
previously reported (Singh y Gaur, 2016;
Errakhi et al., 2009; Khamna et al., 2009), even
regarding the inhibitory effect on germination
(Li et al., 2017; Errakhi et al., 2009) and
fungicidal action (Jacob et al., 2016) against
sclerotia.

In this investigation, the two outstanding
strains demonstrated a high inhibitory effect on
mycelial growth from S. rolfsii colony
fragments in the volatile compound experiment.
The action of these compounds on the
phytopathogen is unknown, however, numerous
strains of actinobacteria have been reported as
volatile producers (Scholler et al., 2002). An
extremely surprising result was the inhibition of
the growth of S. rolfsii in the experiment of
superposition of a colony fragment on the
actinobacteria, which could have been due to a
rapid production of antibiotic compounds by the
actinobacteria; however, an action by other
compounds such as siderephores and
extracellular enzymes produced by
actinobacteria (Thampi and Bhai, 2017;
Pattanapipitpaisal and Kamlandharn, 2012), and
their interaction with volatile compounds, is not
ruled out.

Considering that actinobacteria
contribute more than 30% of the microbial
populations present in soils (Yadav et al.,
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al., 2009; Khamna et al., 2009), incluso
respecto al efecto inhibitorio sobre la
germinacion (Li et al., 2017; Errakhi et al.,
2009) y accion fungicida (Jacob et al., 2016)
contra esclerocios.

En esta investigacion, las dos cepas
sobresalientes demostraron un elevado efecto
inhibitorio del crecimiento micelial de S. rolfsii
en el experimento de compuestos volatiles. Se
desconoce la accion de estos compuestos sobre
el fitopatdgeno, sin embargo, numerosas cepas
de actinobacterias han sido reportadas como
productoras de volatiles (Schéller et al., 2002).
Un resultado en extremo sorprendente fue la
inhibiciéon del crecimiento de S. rolfsii en el
experimento de sobreposicion de un fragmento
de colonia sobre las actinobacterias, lo cual
pudo deberse a una réapida produccién de
compuestos antibidticos por las actinobacterias;
sin embargo, no se descarta una accion por otros
compuestos como sider6foros y enzimas
extracelulres producidas por las actinobacterias
(Thampi y Bhai, 2017; Pattanapipitpaisal y
Kamlandharn, 2012), y su interacciébn con
compuestos volatiles. Considerando que
las actinobacterias aportan mas del 30% de las
poblaciones microbianas presentes en suelos
(Yadav et al., 2018), fue posible identificar
nuevas cepas de actinobacterias en suelos
cultivados y no cultivados, con capacidad
antagdnica sobresaliente con potencial como
agentes de biocontrol contra S. rolfsii. El
elevado porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de M. roreri, P. capsici'y C. musae por
actinobacterias en el escrutinio sin repeticiones,
permitird continuar con mas estudios sobre
antagonismo contra estos fitopatogenos. El
género Streptomyces es el mas abundante de las
actinobacterias en suelos (Yadav et al., 2018),
por lo que no descartamos que los
morfotipos aqui designados como M-14 y M-18
puedan corresponder a éste; lo cual serad
posteriormente determinado.

Conclusiones

La diversidad de actinobacterias es
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2018), it was possible to identify new strains of
actinobacteria in cultivated and non-cultivated
soils, with outstanding antagonistic capacity
with potential as biocontrol agents against S.
rolfsii. The high percentage of inhibition of
mycelial growth of M. roreri, P. capsici and C.
musae by actinobacteria in the screening
without repetitions, will allow to continue with
more studies on antagonism against these
phytopathogens. The genus Streptomyces is the
most abundant of the actinobacteria in soils
(Yadav et al., 2018), so we do not rule out that
the morphotypes here designated as M-14 and
M-18 may correspond to it; which will be
determined later.

Conclusions

Actinobacteria diversity is high and
different between melon-grown soil and nearby
non-cultivated native soil. A large percentage of
isolated  actinobacteria ~ showed  strong
antagonistic capacity against the
phytopathogenic fungus S. rolfsii. Strains M-14
and M-18 stood out for inhibiting mycelial
growth and the germination of sclerotia by
compounds produced in the substrate and by
volatile compounds, which is why they are
considered potential biocontrol agents of the
phytopathogen.
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elevada y diferente entre el suelo cultivado con
melon y el suelo nativo cercano no cultivado.
Un gran porcentaje de actinobacterias aisladas
mostraron fuerte capacidad antagonica contra el
hongo fitopatéogeno S. rolfsii. Las cepas M-14 y
M-18 sobresalieron por inhibir el crecimiento
micelial y la germinacion de esclerocios
mediante compuestos producidos en el sustrato
y por compuestos volatiles, por lo que se
consideran como potenciales agentes de
biocontrol del fitopatdgeno.
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