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Resunen. Se plantea que los residuos deshidratados de col
aportan microorganismos antagonistas hacia fitopatdgenos
y modifican el PH del suelo. Se utilizaron residuos de col
deshidratados al sol, envasados y preservados en un
ambiente seco, por dos y cinco afios. Estos se analizaron
microbiolégicamente, se evalud su efecto sobre el pH de un
suelo estéril durante 30 d, y se establecio el tipo y nimero de
microorganismos que pueden incorporar. También se
determind su efecto sobre el pH, caracteristicas fisicas,
quimicas y bioldgicas, en cinco suelos sin esterilizar,
durante 51 d. En los residuos predominaron Bacillus sp.,
Pseudomonas sp.,Trichoderma sp.y Penicillium sp. In vitro,
Bacillus 'y Pseudomonas mostraron antibiosis contra
Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum f sp. lycopersi.
Trichoderma y Bacillus fueron micoparasitos de estos
hongos respectivamente. En el suelo estéril, los residuos
incrementaron el pH de 7.57 a 8.79; y favorecieron el
desarrollo de bacterias (160 x 10" ufc g' de suelo),
principalmente de Bacillus y Pseudomonas. En cuatro de los
suelos no estériles, el pH siempre fue significativamente
(P <= 0.05) menor al testigo y varié dinamicamente entre
7.33 y 8.24; se incrementd el contenido de nitrogeno
asimilable, potasio, bacterias g' de suelo; se incorporaron
Bacillus y Pseudomonas; y se promovié el desarrollo de
Penicillium.

Palabras clave adicionales: Modificadores organicos de
suelos, microorganismos antagonistas, Bacillus,
Pseudomonas, Trichoderma.

Abstract. It is suggested that cabbage dry residues provide
antagonist microorganisms to plant pathogens and they
modify the pH of the soil. We used cabbage sun-dried
residues, packaged and preserved in a dry environment for
two and five years. They were analyzed microbiologically,
and their effect on the pH of a sterile soil for 30 d, and the
type and number of microorganisms they can incorporate
were studied. We also determined its effect on pH, the
physical, chemical and biological characteristics in five
unsterilized soils for 51 d. In the residues, the Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Trichoderma sp. and Penicillium sp.
predominated. In vitro, Bacillus and Pseudomonas showed
antibiosis against Rhizoctonia solani and Fusarium
oxysporum f sp. lycopersi. Trichoderma and Bacillus were
mycoparasites of these fungi respectively. In sterile soil,
residues increased the pH from 7.57 to 8.79, and favored the
development of bacteria (160x10" ufc g soil), mainly from
Bacillus and Pseudomonas. In four of the non-sterile soils,
the pH was always significantly (P <= 0.05) lower than the
control and ranged dynamically between 7.33 and 8.24; the
content of assimilable nitrogen, potassium, and the bacteria
g in soil were increased; Bacillus and Pseudomonas were
incorporated; and the development of Penicillium was
promoted.

Additional keywords: organic soil amendments,
antagonistic microorganisms, Bacillus, Pseudomonas,
Trichoderma.

The soilborne plant pathogens (SPP) cause diseases in
economically important crops that originate production
losses. Various strategies have been developed for
management these microorganisms, such as biological
control and production of soils with biological, chemical
and physical characteristics against pathogens through
incorporation of organic residues (Cook and Baker, 1983).
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Los fitopatdgenos habitantes del suelo (FHS) ocasionan
enfermedades en cultivos de importancia econdmica que
originan pérdidas en la produccion. Se han desarrollado
diversas estrategias para el manejo de estos
microorganismos, como el control bioldgico y la generacion
de suelos con caracteristicas biologicas, quimicas y fisicas
adversas a los patogenos, a través de la incorporacion de
residuos organicos (Cook y Baker, 1983). Los residuos
orgdnicos mas utilizados por sus propiedades
biodesinfectantes (antailo biofumigantes) son los de
cruciferas, lo cual se debe a que los tejidos de estas plantas
contienen una elevada cantidad de compuestos azufrados
denominados glucosinolatos (Krikegaard y Sarwar, 1998).
La enzima glucohidrolasa tioglucésido (mirosinasa)
hidroliza a estos compuestos y los transforma en los
compuestos volatiles toéxicos isiotiocianatos, nitrilos,
tiocianatos, tio-oxazolidinas y epitionitrilos; dependiendo
de la especie de crucifera (Brown y Morra, 2005). En los
tejidos intactos la enzima se encuentra asociada a la
membrana de la célula y separada de los glucosianolatos; y
solo actta cuando los tejidos vegetales sufren una autolisis o
cuando se fermentan. Los residuos se pueden incorporar
frescos o secos, siempre que se evite el dafio e hidrolisis
endogena por la mirosinasa, antes de ser aplicados. Los
residuos de col son una buena opcion para el manejo de FHS
debido a que su accidén biocida o biostatica no se debe
unicamente a los glucosionolatos, sino también a otros
compuestos tOxicos como amoniaco, nitratos, acido nitrico,
4cido sulthidrico, 4cidos organicos, enzimas proteoliticas y
quitinoliticas; que los microorganismos generan durante la
descomposicion de la materia organica que los constituye,
ademas de aumentar la poblacion de microorganismos con
caracteristicas antagonistas a los FHS (Lazarovits et al.,
2005). En diversos estudios se ha comprobado que los
residuos deshidratados de la col (RDC) preservan sus
propiedades biodesinfectantes y pueden suprimir hongos
patdgenos como Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae,
Aphanomyces eutiches, Thielaviopsis basicola, Pythium
ultimum, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani, entre otros
(Hoitink y Boehm, 1999; Lazzeri et al., 2004). Las
investigaciones sobre diversas especies de cruciferas se han
centrado en determinar el tipo y concentracion de
glucosinolatos que poseen (Mayton ef al., 1996; Smolinska
et al., 1997; Kirkegaard y Sarwar, 1998; Matthiessen y
Shackleton, 2005), en el efecto variable que tienen los
compuestos volatiles tiocianatos e isitiocianatos sobre los
FHS, que va desde disminuir el nimero de propagulos y la
severidad de diversas enfermedades, hasta un efecto nulo
(Muehlchen et al., 1990; Mojtahedi et al., 1991; Zasada et
al., 2003; Snapp et al., 2007; Njoroge et al., 2008); en
evaluar el efecto de los residuos frescos y deshidratados,
solos y en combinacion con solarizacion (Ramirez-
Villapudua y Munnecke, 1987; Ramirez-Villapudua y
Munnecke, 1988; Gamliel y Stapleton, 1993; Coelho et al.,
1999); y en establecer los factores que favorecen la
biodesinfecciéon y la vida media de los tiocianatos e
isitiocianatos en el suelo, la cual no es mayor a 12 dias
(Brown et al., 1991; Brown y Morra, 1997; Gardiner et al.,
1999; Morra y Kirkegaard, 2002; Gimsing y Kirkegaard,

Mostused organic residues - because of their biodisinfectant
properties (formerly biofumigants) are those from
cruciferous, because the tissues of these plants contain a
high amount of sulfur compounds known as glucosinolates
(Kirkegaard and Sarwar, 1998). Thioglucoside
glucohydrolase enzyme (myrosinase) hydrolyzes these
compounds and transform them into toxic volatile
compounds such as isothiocyanates, nitriles, thiocyanates,
oxazolidinethione and epthionitriles, depending on the
cruciferous species (Brown and Morra, 2005). In intact
tissue the enzyme is associated with the cell membrane and
separated from the glucosinolates; and it only acts when the
plant tissues undergo autolysis or when fermented. Residues
can be incorporated fresh or dried, as long as damage and
hydrolysis by endogenous myrosinase are avoided before
application. Cabbage residues are a good option for SPP
control because their biocide or biostatic activity is not only
due to the glucosinolates, but also to other toxic compounds
such as ammonia, nitrates, nitric acid, sulthydric acid,
organic acids and proteolytic and chitinolytic enzymes that
microorganisms produce during decomposition of its own
organic matter; besides increasing the population of
microorganisms with antagonistic characteristics to the SPP
(Lazarovits et al., 2005). Several studies have shown that the
dried cabbage residues (DCR) keep their biodisinfectants
properties and they can suppress pathogenic fungi such as
Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae, Aphanomyces
eutiches, Thielaviopsis basicola, Pythium ultimum,
Sclerotium rolfsii and Rhizoctonia solani, among others
(Hoitink and Boehm, 1999; Lazzeri ef al., 2004). Research
on various cruciferous species has been focused mainly on
determining the type and concentration of glucosinolates
present (Mayton et al. 1996; Smolinska et al. 1997,
Kirkegaard and Sarwar, 1998; Matthiessen and Shackleton,
2005); on the wvariable effect of thiocyanate and
isothiocyanates volatiles on SPP, ranging from reducing the
number of propagules and severity of various diseases up to
anull effect (Muehlchen et al., 1990; Mojtahedi et al., 1991;
Zasada et al., 2003; Snapp et al., 2007, Njoroge et al.,
2008);0n evaluation of the effect of fresh and dried residues,
alone and in combination with solarization (Ramirez-
Villapudua and Munnecke, 1987; Ramirez-Villapudua and
Munnecke, 1988; Gamliel and Stapleton, 1993, Coelho et
al., 1999); and in establishing the factors that favor the
biodisinfection and the average life of thiocyanates and
isothiocyanates on the soil, which is not more than 12 d
(Brown et al., 1991; Brown and Morra, 1997; Gardiner et
al., 1999; Morraand Kirkegaard, 2002; Gimsing and
Kirkegaard, 20006). It was noted that the biocidal activity of
thiocyanates and isothiocyanates is only short-term, and that
the suppressive effect of cruciferous residues in the long
term is due to other mechanisms, among them, it has been
proposed the increase of antagonist populations such as
Streptomyces and Pseudomonas fluorescens (Cohen et al.,
2005). Motisi et al. (2009) suggested the late induction of
microbial populations that can generate other biocidal
compounds. On the other hand, the pH is one of the
environmental factors influencing microbial growth, each
microbial population has a pH range where growth is
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2006). Se ha sefalado que la actividad biocida de los
tiocianatos e isiotiocianatos tiene un corto plazo, y que el
efecto supresivo de los residuos de cruciferas a largo plazo
se debe a otros mecanismos, entre ellos se ha propuesto el
incremento de poblaciones antagonistas como Streptomyces
y Pseudomonas fluorescens (Cohen et al., 2005). Motisi et
al. (2009) sugieren la induccidon tardia de poblaciones
microbianas que pueden generar otros compuestos biocidas.
Por otro lado, el pH es uno de los factores ambientales que
influye en el crecimiento microbiano, cada poblacion
microbiana tiene un rango de pH dentro del cual es posible el
crecimiento y normalmente posee un pH optimo bien
definido, con variaciones en un margen de 2 a 3 unidades;
sin embargo, algunos microorganismos son muy sensibles y
no toleran ningun cambio. Ademas el pH del suelo afecta
significativamente la actividad enzimdatica microbiana y es
por ello que una de las estrategias que se puede utilizar en
conjunto con otras, para el manejo de los FHS, es la
regulacion del pH a niveles no tolerados por éstos. El pH del
suelo puede tener un doble efecto, impedir el crecimiento
microbiano, y en el caso de los residuos biodesinfectantes,
propiciar la formacion de compuestos toxicos. Por ejemplo,
la descomposicion microbioldgica de residuos con un alto
contenido de nitrégeno provoca una acumulacién de amonio
y un incremento del pH del suelo. Cuando el pH es mayor de
8.5 parte del amonio se convierte en amoniaco. El amonio no
es toxico, incluso a altas concentraciones, mientras que el
amoniaco es muy toxico (Tenuta y Lazarovits, 2002a). El
amonio en los suelos con alto contenido en carbono organico
no se acumula, convirtiéndose rapidamente por los procesos
de nitrificacion en nitrito (NO,) y posteriormente en nitrato
(NO;) (Tenuta y Lazarovits, 2002b). De manera colateral el
pH influye en la eficacia del control de las enfermedades
cuando se utilizan residuos organicos debido a que se ha
encontrando que sélo existen productos toxicos que sean
letales para los patogenos cuando el pH del suelo esta por
debajo de 6 o sobre 8; por ello, los cambios en el pH pueden
influir en el grado de control (Tenuta y Lazarovits, 2004). En
esta investigacion se plantea que ademas de los biocidas
volatiles, los mecanismos supresivos de los RDC se deben a
que poseen una microflora antagonista a los FHS, modifican
el pH e incrementan las poblaciones microbianas benéficas
en el suelo, lo que genera condiciones adversas a los FHS. El
objetivo fue determinar si los residuos deshidratados de col
aportan microorganismos benéficos que sean antagonistas a
los fitopatogenos y su periodo de viabilidad en ellos, asi
como su efecto sobre el pH del suelo.

MATERIALES Y METODOS.

Residuos deshidratados de col. Los residuos
deshidratados de col (Brassica oleraceae var capitata) se
obtuvieron picando el follaje finamente, se secaron por
exposicion a la radiacion solar durante ocho dias,
posteriormente se molieron para obtener residuos con una
textura mas fina pero sin llegar a polvo, se envasaron en
frascos de plastico y se almacenaron en un ambiente seco. Se
dispuso de tres tipos de residuos: uno de preparacion
reciente (RDC1) y dos almacenados durante dos y cinco
afios (RDC2 y RDC5, respectivamente).

possible and usually has a well-defined optimum pH with
variations in a range of 2 to 3 units; however, some
microorganisms are very sensitive and they cannot tolerate
any change. Besides, soil pH significantly affects microbial
enzyme activity and that is why one of the strategies that can
be used in conjunction with others to management SPP, is
the regulation of pH to levels not tolerated by them. Soil pH
can have a double effect, prevent microbial growth, and in
the case of biodisinfectants residues, to promote the
formation of toxic compounds. For example,
microbiological decomposition of residues with a high
nitrogen content causes ammonium accumulation and an
increase in the soil pH. When pH is higher than 8.5 part of
ammonium is converted into ammonia. Ammonium is not
toxic, even at high concentrations, while ammonia is very
toxic (Tenuta and Lazarovits, 2002a). Ammonium in soils
with high organic carbon content does not accumulate,
rather, it rapidly converts due to nitrification processes to
nitrite (NO,) and then to nitrate (NO,) (Tenuta and
Lazarovits, 2002b). In a similar way, the pH influences the
efficiency of disease control only when organic residues are
used because it has been found that there are toxic products
that are lethal to the pathogens only when the soil pH is
below 6 or above 8; therefore, changes in pH can affect the
degree of control (Tenuta and Lazarovits, 2004). In the
present study it is suggested that in addition to the volatile
biocides, the DCR suppressive mechanisms are due to the
SPP antagonistic microflora that modify the pH and increase
the beneficial microbial population in the soil, which leads
to adverse conditions for SPP. The aim was to determine if
the dried cabbage residues can provide beneficial
microorganisms that are antagonistic to plant pathogens and
their period of viability on them, as well as their effect on soil
pH.

MATERIALSAND METHODS

Dried cabbage residues. Cabbage (Brassica
oleraceae var capitata) dehydrated residues were obtained
by finely chopping the foliage, drying by exposure to
sunlight during eight days, and then grounded until
obtaining residues with a finer texture but without becoming
powder, they were packaged in plastic bottles and stored in a
dry environment. There were three types of residues
obtained: one fresh preparation (DCR1) and two stored
during two and five years (DCR2 and DCRS, respectively).

Microflora associated to DCR, viable units and
identification of most abundant microorganisms.
Cultivable microflora associated to DCR1 and to the
cultivable viable units in DCR2 and DCRS5 were determined
with the classic microbiological growth technique and plate
count (Barre and Harwood, 1999; Oliver, 2005), based on
the dilution method and spread over the entire surface of
potato dextrose agar (PDA) culture media, peptone yeast
extract glucose agar (YPGA) and Czapeck (Cz). Decimal
dilutions were made from one gram of DRC, 0.1 mL of 10' to
10" were inoculated and incubated at 28 °C in a growth
chamber. For each dilution and each medium there were
three replicates. Colony forming units (cfu) per gram of
DCR were determined by the number of fungal and bacterial



32/VOLUMEN 31, NUMERO 1, 2013

Microflora asociada alos RDC, unidades viables e
identificacion de los microorganismos mas abundantes.
La microflora cultivable asociada a RDC1 y las unidades
viables cultivables en RDC2 y RDCS5 se determinaron con la
técnica microbiologica clésica de crecimiento y conteo en
placa (Barer y Harwood, 1999; Oliver, 2005), basada en el
método de dilucion y siembra por extension en los medios de
cultivo papa dextrosa agar (PDA), extracto de levadura
peptona glucosa agar (YPGA) y Czapeck (Cz). Las
diluciones decimales se efectuaron a partir de un gramo de
RDC, se sembraron 0.1 ml de 10" a 10, y se incubaron a 28
°C en una camara de crecimiento. Para cada dilucion y cada
medio se realizaron tres repeticiones. Las unidades
formadoras de colonias (ufc) por gramo de RDC, se
determinaron por el nimero de colonias fungicas y
bacterianas desarrolladas desde las 24 h y hasta los seis dias.
De las poblaciones predominantes se obtuvieron las cepas
puras. Los hongos se identificaron por medio de sus
estructuras microscopicas observadas con un microscopio
optico Karl Zeiss, y con base en las referencias de Barnett y
Hunter (1972), asi como Alexopoulos et al. (1996). En el
caso de las bacterias, se caracterizo la morfologia
macroscopica, y la microscopica a través de la tincion de
Gram. La identificacion a nivel de género se llevo a cabo con
las pruebas basicas de Cowan y Steel (Cowan ef al., 1993),
ademas de la prueba de KOH, expresion de fluorescencia en
el medio B de King y crecimiento en el medio selectivo agar
cetrimida. Con los microorganismos predominantes
identificados, se efectuaron pruebas de confrontacion en
PDAyYPGA, contra Fusarium oxysporum fsp. lycopersici
(Fol) y Rhizoctonia solani, para detectar si alguno de ellos es
antagonico hacia estos hongos fitopatogenos. Los
patdgenos se sembraron en forma masiva, y en el centro los
posibles antagonistas; incubandose las cajas a 28 °C por 24 a
72 h, en una cadmara de crecimiento. El antagonismo se
evalud por halos de inhibicion del crecimiento, lisis del
micelio y tasa de crecimiento colonial radial.

Incorporacion de poblaciones microbianas por
adicion de RDC a un suelo estéril y su efecto sobre el pH.
El suelo utilizado se colectd en el municipio de Moctezuma,
SLP. Este se esterilizo en autoclave a 121 °C h', tres veces,
cadatercer dia. Antes de iniciar el ensayo, se midi6 el pH con
el potencidmetro, en una dilucion 1:10 obtenida a partir de
muestras de un gramo de suelo. Se confirmo la esterilidad
por el conteo en placa de unidades viables en las diluciones
10' a 10", y por siembra de 10 granulos de suelo (0.5 cm de
didmetro) por caja, en 10 cajas de PDA, YPGAy Cz. Estas se
incubaron a 28 °C por ocho dias, en una camara de
crecimiento. Cinco gramos de residuos RDC2 o RDCS5 se
incorporaron en 500 g de suelo estéril contenido en
recipientes de unicel, se humedecieron con agua destilada
estéril a capacidad de campo, se sellaron perfectamente con
papel aluminio y parafilm, y se incubaron a 28 °C en una
camara de crecimiento. Por cada tipo de residuo se
efectuaron tres repeticiones y los testigos respectivos fueron
preparados de la misma forma pero sin RDC. Después de 24
h y hasta los seis dias se cuantificaron las poblaciones
microbianas mediante la técnica de conteo en placa, a partir
de diluciones y siembra por extension en PDA, YPGAy Cz.

colonies developed from 24 h up to six days. Pure strains
were obtained from predominant populations. Fungi were
identified by their microscopic structures observed with a
Karl Zeissoptical microscope, and based on the references
of Barnett and Hunter (1972) and Alexopoulos et al. (1996).
In the case of bacteria, macroscopic morphology was
characterized and the microscopic morphology with the
Gram stain. The identification at the genus level was carried
out with Cowan and Steel (Cowan et al., 1993) basic tests,
besides KOH test, fluorescence expression in the King B
medium and growth in the cetrimide agar selective medium.
With the predominant microorganisms identified,
confrontation tests were done in PDA and YPGA against
Fusarium oxysporum f'sp. lycopersici (Fol) and Rhizoctonia
solani to detect if any of them was antagonistic to wards any
of these fungal pathogens. Pathogens were spread in
massive form, and at the center the potential antagonists;
plates were incubated at 28 °C for 24 to 72 h in a growth
chamber. Antagonism was assessed by growth inhibition
halos, lysis of the mycelium and radial colony growth rate.

Incorporation of microbial populations by
addition of DCR to a sterile soil and its effect on pH. The
soil used was collected in the Moctezuma municipality, SLP.
It was autoclaved at 121°C hr”, three times every other day.
Before starting the test, the pH was measured with the
potentiometer at a 1:10 dilution of a sample obtained from a
gram of soil. Sterility was confirmed by plate count of viable
units of the 10'to 10" dilutions, and by inoculation 10 pellets
of soil (0.5 cm diameter) per plate, in 10 plates of PDA,
YPGA and Cz. These plates were incubated at 28 °C for
eight days in a growth chamber. Five grams of DCR2 or
DCRS residues were incorporated into 500 g of sterile soil
kept in styrofoam containers, they were moistened with
sterile distilled water at field capacity and perfectly sealed
with aluminum foil and parafilm, and incubated at 28 °Cina
chamber growth. For each type of residue three repetitions
were made and the respective controls were prepared in the
same way but without DCR. After 24 h and up to six days,
the microbial populations were quantified by plate count
technique from dilutions and spread over the entire surface
of PDA, YPGA and Cz. The dilutions inoculated were 10’ to
107, with three replicates per dilution and culture medium. In
order to know the effect of pH on the DCR, it was measured
at1,5,9,12,15,20,23,26 and 30 d, as described above. The
obtained data were statistically analyzed with Student's t-
test.

Effect of DRC on pH and microflora of different
types of non-sterile soil. Five soils samples from San Luis
Potosi (Villa de Arista, two samples), Veracruz (one sample)
and Zacatecas (two samples) were used. These were
analyzed to determine their physical (data not shown) and
chemical characteristics with the classical techniques
described by Reeuwijk (2002) - pH in distilled water as well
as in IM KCl at a 1:2.5 ratio, electrical conductivity, bulk
density, texture, assimilable nitrogen with NaOH,
assimilable potassium with ammonium acetate and organic
matter percentage. Each soil microflora was determined in
cfu g soil with the plate count technique described above.
Decimal dilutions were made from 10'to 10°and 0.1 mL of
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Las diluciones sembradas fueron 10° a 10, con tres
repeticiones por dilucién y medio de cultivo. Para conocer el
efecto de los RDC sobre el pH, éste se midid alos: 1, 5,9,12,
15, 20, 23, 26 y 30 d, de la forma antes descrita. Los datos
obtenidos se analizaron estadisticamente con una prueba tde
Student.

Efecto de los RDC sobre el pH y la microflora de
diferentes tipos de suelo no estériles. Se utilizaron cinco
suelos provenientes de San Luis Potosi (Villa de Arista, dos
muestras), Veracruz (una muestra) y Zacatecas (dos
muestras). Estos se analizaron para determinar sus
caracteristicas fisicas (datos no presentados) y quimicas con
las técnicas clasicas descritas por Reeuwijk (2002) para pH
en agua destilada asi como en KCI 1M en una relacion 1:2.5,
conductividad eléctrica, densidad aparente, textura,
nitrégeno asimilable con NaOH, potasio asimilable con
acetato de amonio y por ciento de materia organica. La
microflora de cada suelo se determiné en ufc g de suelo,
con la técnica de conteo en placa antes descrita. Se
efectuaron diluciones decimales de 10'a 10° y se sembraron
0.1 mL de las diluciones 10°, 10°, y 10° en los medios PDA,
PDA acidulado y YPGA; posteriormente se incubaron a 28
°C en una camara de crecimiento. El conteo de colonias se
realizé después de 24 h y hasta los seis dias. Se realizaron
tres repeticiones por cada dilucion y por cada medio de
cultivo. El tratamiento consistid en incorporar cinco gramos
de RDC2 en 500 g de suelo contenido en recipientes de
unicel y se humedecieron con agua destilada estéril a
capacidad de campo. Se sellaron perfectamente con papel
aluminio y parafilm, y se incubaron a 28 °C en una cdmara de
crecimiento. Por cada tipo de suelo se realizaron tres
repeticiones y el testigo correspondiente. Durante todo el
ensayo, el suelo se mantuvo himedo a capacidad de campo.
El pH seregistro durante 51 d. En los primeros cinco dias las
evaluaciones fueron diarias, posteriormente cada tercer dia
y en las tltimas dos semanas cada dos dias. Los valores de
pH promedio de las tres repeticiones se analizaron
estadisticamente con la prueba t para medias de dos
muestras emparejadas. Al final del ensayo se determinaron
las caracteristicas fisicas (datos no presentados), quimicas y
microbioldgicas de los suelos con las técnicas ya
mencionadas; y los valores obtenidos se analizaron
estadisticamente con la prueba t de Student para dos
muestras emparejadas.

RESULTADOSY DISCUSION

Microflora asociada alos RDC, unidades viables e
identificacion de los microorganismos mas abundantes.
La microflora cultivable asociada a los RDCI estuvo
constituida por hongos y bacterias que crecieron en los
medios de PDA y YPGA pero no en Czapeck. Se determind
una poblacién bacteriana de 20 x10° ufc y fingica de 15 x10°
ufc g" de RDC. Las poblaciones bacterianas predominantes
fueron Pseudomonas 'y Bacillus, identificadas con base en
las caracteristicas morfologicas microscopicas y prucbas
bioquimicas basicas (Cuadro 1). Pseudomonas crecid
preferentemente en PDA (Figura 1A), y produjo un
pigmento fluorescente tanto en agar cetrimida como en el
medio B de King, lo que indica que es una pseudomonas del

the 10°, 10°, and 10°dilutions were inoculated in PDA,
acidified PDA and YPGA media; then they were incubated
at 28 °C in a growth chamber. The colony count was
performed after 24 h and up to six days. Three replicates for
each dilution and for each medium were carried out. The
treatment consisted on incorporating five grams of DCR2 in
500 g of soil contained in styrofoam containers and
moistened with sterile distilled water to field capacity. They
were perfectly sealed with aluminum foil and parafilm, and
they were incubated at 28 °C in a growth chamber. For each
soil type there were three replicates and the corresponding
control. Throughout the test, the soil was kept moist at field
capacity. The pH was recorded during 51 d. In the first five
days the evaluations were daily, then every other day and in
the last two weeks every two days. The average pH values of
the three replicates were statistically analyzed with the t-test
for paired means of two samples. At end of the study, the
physical (data not shown), chemical and microbiological
characteristics of the soils were determined with the
techniques mentioned above; the obtained values were
statistically analyzed with Student's t-test for two paired
samples.

RESULTS AND DISCUSSION

Microflora associated to DCR, viable units and
identification of most abundant microorganisms. The
cultivable microflora associated to DCR1 consisted of fungi
and bacteria grown on PDA and YPGA but not Czapeck
media. Bacterial population was 20 x 10° cfu and fungal
population 15 x 10’ cfu g' of DCR. The predominant
bacterial populations were Pseudomonas and Bacillus, as
they were identified based on microscopic morphological
characteristics and basic biochemical tests (Table 1).
Pseudomonas grew preferably on PDA (Figure 1A), and it
produced a fluorescent pigment in both cetrimide agar and
King B media, which indicates that the group is a fluorescent
pseudomonas. Bacillus grew on YPGA but not on PDA
(Figure 1B). The fungi were identified by their microscopic
structures and the main fungal populations corresponded to
Trichoderma, Penicillium, Alternaria, Aspergillus and
Rhizopus; and predominant gender was Trichoderma. For
DCR2 and DCRS5 the same amount of viable culturable
bacteria units (6 x10* cfu g’ DCR) and fungi (1x10* cfu g
DCR) was obtained, which indicates the existence of
bacterial and fungal species preserved dehydrated during
five years. The only viable bacteria were fluorescent
Pseudomonas and Bacillus sp.; as for fungi only Penicillium
and Alternaria, being Penicillium the predominant fungal
population. The fungi and bacteria genera identified in the
recent and preserved DCR, are among the most common
found in most organic residues, the prevalence or absence of
some of them depends on the type of residue, for example,
Aspergillus is one of the predominant fungi in alfalfa
residues, Trichoderma and Penicillium in fish flour, and
Aspergillus and Trichoderma in mushroom compost (Nico
et al., 2005). In vermicompost obtained from horse manure
and plant matter with California earthworms and in sandy
loam soil, Penicillium, Aspergillus and Fusarium were
found (Guedez ef al., 2009). Residues from banana, cattle
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Cuadro 1. Caracteristicas morfologicas y bioquimicas que identifican a Bacillius y Pseudonomas como parte de las

poblaciones microbianas asociadas alos RDC.

Table 1. Morphological and biochemical characteristics that identify Bacillus and Pseudomonas as part of the microbial

populations associated to the DCR.

Caracteristicas morfologicas y
prueba bioquimica

Bacteria 2
Bacillus

Bacteria 1
Pseudomonas

Morfologia y tincion de Gram

Prueba de KOH

Acido-alcohol resistente

Presencia de endospora (central/terminal)
Catalasa

Oxidasa

Metabolismo O/F

Crecimiento aerobio/anaerobio
Produccioén de 4cido a partir de la glucosa
Movilidad

Bacilos Gram (-) Bacilos Gram (+)

+ -
- + central
+ +
+ -
Oxidativo F/-
Aerobio Aerobio
- +
+ -

O: Metabolismo oxidativo

F: Metabolismo fermentativo (algunas cepas fueron fermentativas y otras negativas)

grupo fluorescente. Bacillus crecid en YPGA pero no en
PDA (Figura 1B). Los hongos se identificaron por sus
estructuras microscopicas y las principales poblaciones
fungicas correspondieron a Trichoderma, Penicillium,
Alternaria, Aspergillus y Rhizopus; y el género
predominante fue Trichoderma. Para RDC2 y RDCS, se
obtuvo la misma cantidad de unidades viables cultivables de
bacterias (6 x10* ufc g" de RDC) y de hongos (1 x10* ufc g'
de RDC), lo cual indica la existencia de especies bacterianas
y fungicas que se conservan en deshidratacion por cinco
afios. Las bacterias viables fueron unicamente
Pseudomonas del grupo fluorescente y Bacillus sp.; y los
hongos Penicillium y Alternaria, siendo Penicillium la
poblacion fungica predominante. Los géneros de hongos y
bacterias identificados en los RDC recientes y conservados,
estan dentro de los mas comunes que se han encontrado en la
mayoria de las enmiendas organicas, el predominio o
ausencia de algunos de ellos depende del tipo de enmienda,
por ejemplo Aspergillus es uno de los hongos predominantes
en enmiendas de alfalfa, Trichoderma y Penicillium en
harina de pescado, y Aspergillus y Trichoderma en
composta de champiiion (Nico et al., 2005). En
lombricomposta obtenida con lombriz californiana en suelo
franco-arenoso a partir de excremento de caballo y materia
vegetal, se encontrd a Penicillium, Aspergillus y Fusarium
(Guédezetal.,2009). Las enmiendas de residuos de platano,
estiércol bovino, pulpa de café y gallinaza se caracterizan
por poblaciones bacterianas constituidas principalmente por
diversas especies de Bacillus y Pseudomonas, ademas de
Aspergillus y Penicillium (Escobar et al., 2012). Atlas y
Bartha (2005) refieren que los géneros de bacterias y hongos
identificados en los RDC y en las diversas enmiendas
organicas son los mas abundantes debido a su versatilidad
metabolica para degradar monosacaridos, disacaridos,
almidon, celulosa y hemicelulosa; asi como los compuestos
nitrogenados organicos.

En las pruebas de confrontacién in vitro,

manure, poultry manure and coffee pulp are characterized
by bacterial populations consisting mainly of various
species of Bacillus and Pseudomonas, as well as Aspergillus
and Penicillium (Escobar et al., 2012). Atlas and Bartha
(2005) reported that the bacteria and fungi genera identified
in the DCR and in various organic residues are the most
abundant due to their metabolic versatility to degrade
monosaccharides, disaccharides, starch, cellulose and
hemicellulose, as well as organic nitrogen compounds.

In vitro's confrontation tests, Pseudomonas showed
antibiosis only against R. solani strain with a inhibition zone
of 4.5 cm (Figure 2A). Bacillus showed a slight inhibition
and induction of resistance structures development
(sclerotia) in the R. solani strain (Figure 2B) and invaded
and caused mycelium lysis of the Fol strain (Figure 2C).
Trichoderma carried out its competence and mycoparasite
activity on R. solani strains (Figure 2D) and Fol. Alternaria
and Penicillium grew faster than Fol and R. solani.
Alternaria showed a lcm per day radial growth and it
invaded all the culture medium, suggesting competitive
antagonism to wards these SPP (Figure 2E).

These results suggest that the most abundant
microbial populations associated to the DCR, are genera that
include species that act as SPP biological control agents
(Baker and Cook, 1974). Although in this work Bacillus,
Pseudomonas and Trichoderma species were not
determined, it was shown that these isolates are Fol and R.
solani antagonists and that these are important and
diversified plant pathogens in soils of San Luis Potosi
(Monreal, 2008). Good in vitro antagonic behavior does not
ensure biocontrol under natural conditions but it predicts
that this may happen (Alonso et al.,2002).

Trichoderma was not detected in the DCR stored
during two and five years; according to Wakelin ez al.
(1999), this fungus is susceptible to desiccation periods
longer than one year. In contrast, Pseudomonas, Bacillus,
Penicillium and Alternaria, seem to have an excellent ability



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA/35

Figura 1. Microflora viable aislada en PDA y YPGA a partir residuos deshidratados de col almacenados durante cinco aflos. A)
Crecimiento en PDA: 1) Colonias amarillo intenso que corresponden a Pseudomonas; 2) Colonias con el centro verde-azul y
periferia blanca de Penicillium y 3) Colonias negras de Alternaria. B) Colonias desarrolladas en YPGA, de aspecto mucoso

brillantes que corresponden a Bacillus.

Figure 1. Isolated viable microflora in PDA and YPGA from dehydrated cabbage residues stored during five years. A) Growth
on PDA: 1) Deep yellow colonies corresponding to Pseudomonas; 2) Colonies with blue-green center and white borders of
Penicillium and 3) Black colonies of Alternaria. B) Colonies developed in YPGA, bright mucosal aspect corresponding to

Bacillus.

Pseudomonas mostr6 antibiosis inicamente contra la cepa
de R. solani, con un halo de inhibicion de 4.5 cm (Figura
2A). Bacillus mostr6 una leve inhibicion e induccion del
desarrollo de estructuras de resistencia (esclerocios) en la
cepa de R. solani (Figura 2B) e invadi6 y causo lisis del
micelio de la cepa de Fol (Figura 2C). Trichoderma ejercid
su actividad de competencia y micoparasito sobre las cepas
de R. solani (Figura 2D) y Fol. Alternaria y Penicillium
crecieron mas rapidamente que Fol y R. solani. Alternaria
tuvo un crecimiento radial de un centimetro por dia e invadio6
todo el medio de cultivo, lo cual sugiere antagonismo por
competencia hacia estos FHS (Figura 2E).

Los resultados obtenidos sugieren que las
poblaciones microbianas mas abundantes asociadas a los
RDC, son géneros que incluyen especies que actian como
agentes de control bioldgico de FHS (Baker y Cook, 1974).
Aunque en este trabajo no se determino la especie de
Bacillus, Pseudomonas 'y Trichoderma, si se evidencid que
estos aislamientos son antagonistas de Fol y R. solani, que
son fitopatdgenos importantes y diversificados en los suelos
de San Luis Potosi (Monreal, 2008). Un buen
comportamiento antagonico in vitro no asegura un control
bioldgico en condiciones naturales pero predice que éste
puede acontecer (Alonso et al., 2002).

En los RDC conservados por dos y cinco afios no se
detectd a Trichoderma, segin Wakelin et al. (1999), este
hongo es susceptible a periodos de desecacién mayor a un
aflo. En contraste Pseudomonas, Bacillus, Penicillium y
Alternaria, parecen tener una excelente capacidad para
mantenerse viables por largo tiempo en condiciones de
desecacion. La microflora benéfica asociadaalos RDC le da
un valor adicional a su efecto biodesinfectante.

to remain viable for a long period of time under desiccation
conditions. The beneficial microflora associated to DCR
gives an additional value to its biodisinfectant effect.

Incorporation of microbial populations by adding
cabbage residuesto a sterile soil and theirpH effect. After
24 h of incorporating DCR2 to soil, only bacteria developed
in all culture media used were detected, unlike bacterial
populations associated to DCR2 that did not grow in
Czapeck. Their cfu on average were 116 x 10’ g soil, higher
than the cfu determined for DCR2 (6 x 10° cfu g' DCR),
predominating Bacillus and Pseudomonas, which indicates
these were the proper conditions for reproduction. Isolated
bacteria from this soil, grew in culture media with acidic pH
(5.5 in PDA) to slightly alkaline (7.5 in Czapeck), which
shows a superior diversity of bacteria in soil with DCR2 in
fermentation. The abundance of bacterial populations on the
soil with DCR2, agrees with the results obtained by Calbrix
et al. (2007) who estimated that the initial decomposition of
organic matter, is due to the 80-90 % of the metabolic
activity of the bacteria.

In the control soil, the pH variations were minimal,
while on the soil with DCR2, the change was noticeable and
significantly higher than in the control (P <0.05), increasing
its initial value of 7.57 to 8.79 at 12 d, and then it decreased
but still being alkaline (Figure 3). The alkaline pH is
consistent with the dominance of bacterial populations and
fungi absence, in particular Bacillus and Pseudomonas,
which have been described as putrefactive species that are
alkalophilic and that have a tendency toalkalinize their
culture media (Insam et al., 2010). It is assumed that pH
changes in sterile soil are primarily due to the transformation
of the DCR nitrogen compounds by putrefactive bacteria
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Figura 2. Deteccion de antagonistas en las poblaciones microbianas predominantes de los residuos deshidratados de col, por
pruebas de confrontacion in vitro contra Rhizoctonia solani'y Fusarium oxyporum f. sp. lycopersici (Fol). A) Antibiosis de
Pseudomonas contra R. solani; B) Bacillus mostr6 antibiosis e indujo el desarrollo de esclerocios en R. solani; C) Bacillus
causo lisis del micelio de Fol; D) Trichoderma inhibio el crecimiento de R. solani por competencia y micoparasitismo; E)
Penicilliumy Aspergillus eliminarona Foly R. solani por competencia (crecimiento rapido).

Figure 2. Detection of antagonists in predominant microbial populations of the dried cabbage residues by confrontation tests in
vitro against Rhizoctonia solani and Fusarium oxyporum f. sp. lycopersici (Fol). A) Pseudomonas antibiosis against R. solani;.
B) Bacillus showed antibiosis and induced sclerotia development in R. solani; C) Bacillus caused lysis of the mycelium of Fol;
D) Trichoderma inhibited R. solani growth by competition and mycoparasitism; E) Penicillium and Aspergillus eliminated Fol

and R. solani by competition (fast growth).

Incorporacion de poblaciones microbianas por
adicion de residuos de col a un suelo estéril y su efecto
sobre el pH. A las 24 h posteriores a la incorporacion de
RDC2 al suelo, se detectaron exclusivamente bacterias que
se desarrollaron en todos los medios de cultivo utilizados, a
diferencia de las poblaciones bacterianas asociadas a los
RDC2 que no crecieron en Czapeck. Sus ufc fueron en
promedio de 116 x 10" g' de suelo, mayores a las ufc
determinadas para los RDC2 (6x10* ufc g' de RDC), y
volvieron a predominar Bacillus y Pseudomonas; lo cual
indica que tuvieron condiciones apropiadas para
reproducirse. Las bacterias aisladas de este suelo, crecieron
en medios de cultivo con pH éacido (5.5 en PDA) a
ligeramente alcalino (7.5 en Czapeck), lo que muestra una
mayor diversidad de bacterias en el suelo con RDC2 en
fermentacion. La abundancia de poblaciones bacterianas en
el suelo con RDC2, concuerda con los resultados obtenidos
por Calbrix et al. (2007), que estimaron, que la
descomposicion inicial de la materia organica, se debe al 80-
90 % de laactividad metabolica de las bacterias.

En el suelo testigo las variaciones de los valores de
pH fueron minimas, en tanto que en el suelo con RDC2, el

associated to them, and that in this process there are
ammonium or organic bases released, that increase the pH
value. Tsao and Oster (1981) and Bello ez al. (2000) reported
that any organic amendment with low C/N ratio (8-20)
produce in a short-term (24-72 h) a sharp rise in the pH
because of ammonium release. DCR belong to this group,
which explains the pH behavior on sterile soil. The alkaline
pH itself is adverse for some pathogens, and it may also
favor them to be parasitized by certain biocontrol agents as
shown by Elad et al. (1980) in the interaction Trichoderma
harzianum with R. solani and S. rolfsii. Similarly, if
ammonia builds up and there are no conditions for its
nitrification, then it is transformed into ammonia and nitrous
acid, both toxic to SPP but not for some biocontrol agents
(Tenuta and Lazarovits, 2002a, 2002b, 2004).

Effect of cabbage residues on pH and microflora
in different non-sterile soil types. pH values for the five
types of non-sterile soil and with DCR2, showed alternated
increase and decrease during the 51 evaluation days. In
general, the pH change was similar for all soils, the values
fluctuated between 7.33 and 8.24, and they were always
significantly (P < 0.05) lower than the control, except for
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Figure 3. Effect of dried cabbage residues (DCR) on the pH of a sterile soil. Each dot represents the average of three

replications.

cambié fue perceptible y significativamente superior al
testigo (P < 0.05), incrementando su valor inicial de 7.57 al
maximo de 8.79 a los 12 d, y después disminuy6 pero sin
dejar de ser alcalino (Figura 3). El pH alcalino concuerda
con el predominio de poblaciones bacterianas y la ausencia
de hongos, en particular de Bacillus y Pseudomonas, en los
que se han descrito especies putrefactivas que son alcalofilas
y a su vez tienden a alcalinizar sus medios de cultivo (Insam
et al., 2010). Se asume que los cambios de pH en el suelo
estéril se deben principalmente a la transformacion de los
compuestos nitrogenados de los RDC por las bacterias
putrefactivas asociadas a éstos, y que en este proceso se
liberan bases organicas o amoniaco que incrementan el valor
del pH. Tsao y Oster (1981), y Bello et al. (2000) refieren
que cualquier enmienda organica con baja proporcion C/N
(entre 8-20) provocan en un corto plazo (24 a 72 h) un
ascenso brusco en el pH, por liberacion de amonio. Los RDC
pertenecen a este grupo, lo cual explica el comportamiento
del pH en el suelo estéril. El pH alcalino en si, es adverso
para algunos fitopatogenos, y ademas puede favorecer que
éstos sean parasitados por ciertos agentes de biocontrol
como lo demostraron Elad et al. (1980) en la interaccion
Trichoderma harzianum con R. solaniy S. rolfsii. Asi mismo
si el amonio se acumula y si no existen las condiciones para
su nitrificacion, éste se transforma en amoniaco y acido
nitroso, ambos son téxicos para los FHS pero no para
algunos agentes de biocontrol (Tenuta y Lazarovits, 2002a,
2002b,2004).

Efecto de los residuos de col sobre el pH y la
microflora en diferentes tipos de suelo sin esterilizar. Los
valores de pH para los cinco tipos de suelo sin esterilizar y
con RDC2 mostraron incrementos alternados con

Zacatecas 1 (Figure 4). Variation of pH in the five control
soils indicates that several chemical and biological reactions
occur mainly due to microbial activity, which depends on the
microbial species present and it is affected by moisture,
temperature, pH, aeration, type and amount of organic
matter (Insam et al., 2010). The null pH variation observed
in the sterile soil without DCR may be due to the absence of
microorganisms (Figure 3). The results shown in Table 2,
suggest that the incorporation of DCR2 was one of the
factors that indirectly influence the pH variation, and it is
very likely that the dynamics of pH variation was mainly due
to stimulated microbial activity provided by the cabbage
residues and soil characteristics. It is possible that in the soils
under study existed different microbial species, however, it
can be inferred that the microorganisms of the soil treated
with DCR produced some substances that buffered the pH
increase and, therefore, this was always lower in comparison
to the control, for example, mineralization processes of
organic matter by the microbial biomass involves a decrease
of the pH of the soil solution due to an increased Co,release.
Additionally, it is important to consider the influence of
organic acids in the soil produced by high populations of
Bacillus and Pseudomonas (Paredes-Mendoza and
Espinosa-Victoria, 2010). Only in the Zacatecas 1 soil added
with DCR, at the beginning and up to day12, the pH was
higher than the control, however, then it decreased (Figure
4D); nevertheless, the differences were not significant and
this could be attributed to microbial species present in this
soil that did not release metabolites that affect the pH. The
effect of organic amendments on pH is very heterogeneous,
for example, Contreras ef al. (2005) evaluated the addition
of chicken manure and cattle vermicompost to two soils with
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disminucion durante los 51 d de evaluacion. En general, la
modificacion del pH fue similar para todos los suelos, los
valores fluctuaron entre 7.33 y 8.24; y siempre fueron
significativamente (P < 0.05) menores al testigo, a
excepcion de Zacatecas 1(Figura 4). La variacion del pH en
los cinco suelos testigo indica que ocurren muchas
reacciones quimicas y bioldgicas debidas principalmente a
la actividad microbiana, la cual depende de las especies
microbianas presentes y es afectada por la humedad,
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Figura 4. Dindmica del pH por incorporacion de residuos deshidratados de col (RDC) en cinco suelos sin esterilizar,
procedentes de tres estados de México, durante un periodo de 51d. A) Veracruz, B) Villa de Arista 1-San Luis Potosi, C) Villade

Arista2-San Luis Potosi, D) Zacatecas 1, E) Zacatecas 2.

Figure 4. pH dynamics by incorporation of dried cabbage residues (DCR) in five non-sterile soilsfrom three states of Mexico,
during a period of 51 d. A) Veracruz, B) Villa de Arista 1-San Luis Potosi, C) Villa de Arista 2-SanLuis Potosi, D) Zacatecas 1,

E) Zacatecas 2.
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temperatura, pH, aireacion, tipo y cantidad de materia
organica (Insam et al., 2010 ). La nula variaciéon de pH
observada en el suelo estéril sin RDC se puede deber a la
ausencia de microorganismos (Figura 3). Los resultados
mostrados en el Cuadro 2, sugieren que la incorporacion de
RDC2 fue uno de los factores que mas influyd
indirectamente en la variacion del pH, y es muy factible que
la dindamica de variacion del pH se debid principalmente a la
actividad microbiana estimulada y aportada por los residuos
de col y por las caracteristicas del suelo. Es posible que en

of the treatment, where as in the present work the pH was
measured at different times and it was found that changes
were not constant. The heterogeneous effect of organic
amendments on soil pH was confirmed by Tenuta and
Lazarovits (2002b), who found inconsistencies in the results
obtained after the application of nitrogen-rich organic
amendments in different soils, concluding that factors
influencing pH are organic components of the amendment
and the soil characteristics such as cation exchange capacity,
the content of organic matter, moisture and bulk density. In

Cuadro 2. Efecto de los residuos deshidratados de col sobre caracteristicas quimicas de cinco suelos procedentes de tres estados

de México.

Table 2. Effect of dried cabbage residues on chemical characteristics of five soils from three states of Mexico.

Localidad pHen HO pHen KCI pHdil 1:10  C.E.dil 1:10 Nasimppm P asim ppm K asim ppm % MO
SR CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR CR
Veracruz ~ 7.84 776 7.02 7.02 824 789 0.25 045 4146 4024 53.86 52.69 6272 9408  1.87 3.73
V.Aristal 7.86 7.64 7.11 7.05 818 7.87 032 035 6585 6829 189 573 1344 1545 1.09 2.9
V.Arista2 815 791 743 738 849 797 0.15 058 39.02 939 17.72 20.76 1187.2 14336 2.82 1.8
Zacatecas 1 6.79 6.2 5.69 5.62 727 677 0.15 0.73 39.024136.58 16.06 19.23 560 940.8  2.96 2.96
Zacatecas 2 7.85 7.67 125 724 79 7.01 0.12 0.62 34.14 119.51 28.58 26.72 672 1008 2.1854.32
Promedio  7.698 7.436 6.900 6.862 8.016 7.502 0.198 0.546 43.899 91.704 27.024 35.340 878.080 1173.640 -1.57 3.142
tcalculado 3.029 2.728 5.015 -3.42 -2.311 -1.095 -9.213 2.365
T critico 2.776 2.776 2.776 2.78 2.776 2.776 2.776 0.161
P(T<v) 0.039 0.053 0.007 0.026 0.082 0.335 0.0007

Las diferencias estadisticas se establecieron con la prueba t de Student.
t: estadisitco t de Student calculado

T: estadistico t de Student critico

P: probabilidad de la prueba de t de Student

Cada cifra representa el promedio de tres repeticiones.

SR: suelo sin residuos deshidratados de col

CR: suelo con residuos deshidratados de col

V. Arista 1 y V. Arista 2 son suelos de San Luis Potosi

los suelos en estudio existan especies microbianas
diferentes, sin embargo, se puede inferir que en general los
microorganismos de los suelos tratados con RDC
produjeron algunas sustancias que amortiguaron el
incremento de pH y por ello, este siempre fue mas bajo con
relacion al testigo, por ejemplo, los procesos de
mineralizacion de la materia organica por la mayor biomasa
microbiana implica una disminucion del pH de la solucion
del suelo por una mayor liberacion de CO,. A esto habra que
sumar también la influencia de acidos organicos en el suelo
producidos por las altas poblaciones de Bacillus y
Pseudomonas (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria,
2010). Solamente en el suelo Zacatecas 1 adicionado con
RDC, al inicio y hasta el dial2, el pH fue mayor al del

soils with DCR also increased the available nitrogen content
(P =0.082) and available potassium (P = 0.0007). The first
increased markedly in the soils: Villa de Arista 2 (140.64 %)
and Zacatecas 1 and 2 (250 %), and consequently there was a
significant increase (P = 0.026) in the electric conductivity
(Table 2). Potassium significantly increased in most soils,
especially in Zacatecas 1 (68 %) and 2 (50 %). Phosphorus
increased in lower ratio in three of the soils under study
without observing significant differences (P = 0.335)
between controls and the ones with DCR application. In
general, DCR provided nitrogen and potassium (Table 2);
Morra and Johnson-Maynard (2003) cited by Brown and
Morra (2005) indicated that the cruciferous tissues are a
source of available nitrogen. On the other hand, Escandon
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testigo, no obstante, después disminuyd (Figura 4D); sin
embargo, las diferencias no fueron significativas y esto se
podria atribuir a que las especies microbianas de este suelo
no liberan metabolitos que incidan sobre el pH. El efecto de
las enmiendas organicas sobre el pH es muy heterogéneo,
por ejemplo Contreras et al. (2005), evaluaron la adicion de
gallinaza y vermicomposta de ganado bovino a dos suelos
con pH contrastantes, suelo (a) pH 6.2 y suelo (b) pH 3.4. La
gallinaza aumenté el pHde 6.2a7.2,yde3.4a 4.1, pero con
vermicomposta el pH del suelo (a) se increment6 de 6.2 a
6.9, y en el suelo (b) disminuyd de 3.4 a 3.3. Nico ef al.
(2003) determinaron que la incorporacion de alfalfa
enfardada y harina de pescado a un suelo con pH de 6.0,
incrementd los valores a pH 7.6 y 8.2 respectivamente; en
cambio con composta de champifion se mantuvo el pH en
6.0. En las investigaciones citadas, el pH se registré al inicio
y al final del tratamiento, mientras que en el presente trabajo
el pH se midié a diferentes tiempos y se encontrd que los
cambios no son constantes. El efecto heterogéneo de las
enmiendas organicas sobre el pH del suelo fue corroborado
por Tenuta y Lazarovits (2002b), que observaron
inconsistencias en los resultados obtenidos tras la aplicacion
de enmiendas orgéanicas ricas en nitrogeno en diferentes
suelos, llegando a la conclusion de que los factores que
influyen en el pH son los componentes orgdnicos de la
enmienda y las caracteristicas del suelo como la capacidad
de intercambio cationico, el contenido de materia orgénica,
la humedad y la densidad aparente. En los suelos con RDC
también se incremento el contenido de nitrégeno asimilable
(P = 0.082) y potasio asimilable (P = 0.0007). El primero
aumentd notablemente en los suelos de Villa de Arista 2
(140.64 %) y Zacatecas 1 y 2 (250 %), y en consecuencia
hubo un incremento significativo (P = 0.026) en la
conductividad eléctrica (Cuadro 2). El potasio aumento
considerablemente en la mayoria de los sueclos,
especialmente en Zacatecas 1 (68 %)y 2 (50 %). El fosforo
se incrementd en menor proporcion en tres de los suelos
estudiados, no observandose diferencia significativa (P=
0.335) entre testigos y la aplicacion de RDC. En general, los
RDC aportaron nitrégeno y potasio (Cuadro 2), Morra y
Johnson-Maynard (2003) citados por Brown y Morra (2005)
indican que los tejidos de cruciferas son fuente de nitrogeno
asimilable. Por su parte Escandén (2007), obtuvo plantas de
Kalanchoe blossfeldiana con excelente porte, cantidad de
follaje y color, cuando fueron cultivadas en sustrato
adicionado con RDC.

El analisis microbiologico de los cinco suelos con
RDC?2 revel6 que no hubo crecimiento de microorganismos
en las placas de PDA acidulado, ni antes ni después de la
adicion de los RDC, esto sugiere que la microflora de dichos
suelos no es tolerante al pH 4cido de 3.5. En el Cuadro 3 se
presentan las poblaciones microbianas cultivables en PDA
no acidulado (pH 5.5) y en YPGA (pH 7.1). Se aprecia que la
microflora natural en todos los suelos estd constituida
principalmente por bacterias, solamente en el suelo
Veracruz se aislaron hongos en YPGA y en el de Villa de
Arista 2 en PDA, pero con poblaciones menores a la de las
bacterias. En todos los suelos tratados con RDC, las ufc de
hongos y bacterias g ' de suelo fueron mayores con respecto

(2007), obtained Kalanchoe blossfeldiana plants with
excellent size, amount of foliage and color, when they were
grown in substrate supplemented with DCR.
Microbiological analysis of the five soils with DCR2
showed no microorganisms growth in acidulated PDA
plates, before or after addition of the DCRs, suggesting that
microflora in such soils is not tolerant to acidic pH (3.5).
Table 3 shows the cultivable microbial populations in non-
acidified PDA (pH 5.5) and in YPGA (pH 7.1). It can be
observed that the natural microflora in all soils is mainly
composed by bacteria, except in the Veracruz soil where
fungi were isolated in YPGA and in Villa de Arista 2 in PDA,
but with smaller populations than bacteria. In all soils
treated with DCR, the cfu of fungus and bacteria g soil were
higher than the control; and the increase of bacterial
populations was significantly high for both acidophilic (P <
0.01) and for neutrophils (P < 0.01) (Table 3). This coincides
with Castro et al. (1999) report, that after 25 d of adding 1 %
DCR to a soil, they registered bacteria increase from
13.8x10° to 41x10°cfu, and for fungi from 7.5 x 10" to 16.8 x
10" cfu. Ramirez-Villapudua and Munnecke (1987, 1988)
reported that the bacterial population increased 16 times in
soils treated with 1 % DCR, and Cohen et al. (2005) found
increments of two logarithmic units in bacterial populations
in two weeks after the addition of residues of Brassica
napus, with predominance of Streptomyces sp. The DCR
incorporated, also contributed with fungi to those soils
where they were not detected at the beginning of the
experiment, and in those that were present, the populations
increased, particularly Penicillium. Again Bacillus and
Pseudomonas predominated, which were not observed in
the controls. On the other hand, fungi isolated in three of the
soils lacking of them before treatment with DCR,
corresponded to Penicillium and Aspergillus, these same
genders have been isolated by Castro ef al. (1999) in soils
treated with DCR. The prevalence of bacterial species in
soils with and without DCR is related to the dynamics of pH
in both soils, as it favored bacterial populations and a few
fungi populations. Also in soils with added organic
amendments, organic matter content is higher and it induces
an increase in microbial activity, which results in higher
biomass, but depending on the amendment it may increase
or decrease the species diversity, so that some amendments
can define preferential development of species more
adapted to the nutritional source consumption (Kwasna et
al., 2000). Therefore, based on this discussion, it can be
deduced that with cabbage residues not only microflora
increases in soils, but also new bacterial and fungal
populations are incorporated or induced which can be
antagonists, and hyperparasitism is favored (Villar et al.,
1990); hence, in an indirect way, organic amendments have
also been used for biological control of SPP (Bello et al.,
2000; Osorio ef al., 2005). In a first stage, when applying
DCR to the soil, different isothiocyanates are provided
mainly for a natural chemical treatment of the pathogens,
and these can also be affected by changes in pH, then
antagonistic microbiota reduces reinfections (Castro et al.,
1999), and lastly N and K are provided for an improved plant
growth. Diez-Rojo et al. (2010) reported that the DCR and
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Cuadro 3. Efecto de los residuos deshidratados de col sobre la poblacion de bacterias y hongos cultivables, en cinco suelos

procedentes de tres estados de México.

Table 3. Effect of dried cabbage residues on the populations of cultivable bacteria and fungi in five soils from three states of

Mexico.
Suelo Microflora inicial Microflora final Microflora inicial Microflora final
PDA - ufc g' PDA - ufc g' YPGA - ufc g YPGA - ufc g
Veracruz B: 150 x 10° B:30x 10° B: 76 x 10° B:36x 10°
H: 1x 10° H: 1x10°
V. Arista 1 B: 6 x 10° B:25x 10 B: 30x 10° B:30x 10°
H:3x10 H:1x 10
V. Arista 2 B: 6x 10° B:36x loi B:20x 10° B:30x 10°
H:7x 10° H:10x 10 H:2x 10
Zacatecasl B: 100 x 10° B:35x 101 B: 100 x 10° B: 30 x 10°
H:23x 10
Zacatecas 2 B: 150 x 10° B:32x 10° B: 12 x 10° B: 28 x 10°
H:7 x 10 H:6x 10
Promedio B:8.24x 10’ B:3.16 x 10’ B:4.22x 10 B:3.08x 10’
t calculado -157488123 -23.9120956
T critico 2.77644511 2.77644511
P(T<t) 9.4968 x 10” 1.814x 10°

Las diferencias estadisitcas para las poblaciones bacterianas se establecieron con la prueba t de Student.

t: estadisitco t de Student calculado

T: estadistico t de Student critico

P: probabilidad de la prueba t de Student

Cada cifra representa el promedio de tres repeticiones.

B: Bacterias
H: Hongos
V. Arista 1y V. Arista 2 son suelos de San Luis Potosi

al testigo; y el incremento de las poblaciones bacterianas fue
altamente significativo tanto para las acidéfilas (P < 0.01)
como para las neutrofilas (P < 0.01) (Cuadro 3). Esto
coincide con los resultados de Castro et al. (1999), que
después de 25 d de haber adicionado RDC al 1% a un suelo,
determinaron incrementos de 13.8 x 10° a 41 x 10° ufc de
bacterias, yde 7.5x 10" a 16.8 x 10" ufc de hongos. Ramirez-
Villapudua y Munnecke (1987, 1988) reportan que la
poblacion bacteriana se incrementd 16 veces en suelos
tratados con RDC al 1%, y Cohen et al. (2005) encontraron
incrementos de dos unidades logaritmicas en las
poblaciones de bacterias en dos semanas posteriores a la
adicion de residuos de Brassica napus, con predominio de
Streptomyces sp. Los RDC incorporados, ademads aportaron
hongos en aquellos suelos donde éstos no fueron detectados
al inicio del experimento, y en los que estuvieron presentes,
se incrementaron las poblaciones, en particular de
Penicillium. Nuevamente predominaron los géneros
Bacillus y Pseudomonas, los cuales no se registraron en los
testigos. Por otro lado, los hongos que se aislaron en tres de

other agro-industrial residues are an alternative to replace
chemical fumigants, in particular methyl bromide that
favors the destruction of the ozone layer and it is an
environmental toxic pollutant. Some studies show that with
the biodisinfection and biological control of the SPP with
DCR and other organic amendments, the crop profitability is
higher, because expenses are reduced in cost and application
of synthetic fungicides, besides they do not affect health
workers in the field (Castro et al., 1999; Bello et al.,2008)

CONCLUSIONS

The microflora associated to dehydrated cabbage
residues consisted primarily of Bacillus sp., Pseudomonas
sp., Trichoderma sp., Alternaria sp., Aspergillus sp. and
Rhizopus sp.

Bacillus, Pseudomonas, Penicillium and Alternaria
remained viable in dehydrated cabbage residues during five
years if stored in a dry environment.

Dehydrated cabbage residues favored, and increased
in soils, the microbial populations constituted mainly of
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los suelos carentes de ellos antes del tratamiento con RDC,
correspondieron a Penicillium 'y Aspergillus, estos mismos
géneros fueron aislados por Castro ef al. (1999), en suelos
tratados con RDC. El predominio de especies bacterianas en
los suelos con y sin RDC, tiene relacion con la dinamica del
pH en ambos suelos, éste favorecio a las poblaciones de
bacterias y a unas cuantas de hongos. Asimismo en los
suelos adicionados con enmiendas organicas, el contenido
de materia organica es mayor y ésta induce un incremento en
la actividad microbiana, la cual se traduce en una mayor
biomasa, pero dependiendo de la enmienda se puede
aumentar o disminuir la diversidad de especies, de tal forma
que algunas enmiendas pueden definir el desarrollo
preferencial de aquellas especies mas adaptadas al consumo
de la fuente nutricional (Kwasna et al., 2000). Por lo anterior
se deduce que con los residuos de col no solo se incrementa
la microflora en los suelos, sino que también se incorporan o
se inducen nuevas poblaciones fungicas y bacterianas que
pueden ser antagonistas, y se favorece el hiperparasitismo
(Villar et al., 1990); por ello de manera indirecta las
enmiendas organicas también se han utilizado para el
control bioldgico de FHS (Bello et al., 2000; Osorio et al.,
2005). Al aplicar RDC al suelo, en una primera fase se
aportan principalmente diversos isiotiocianatos para un
tratamiento quimico natural de los fitopatdogenos, ademas
éstos también pueden ser afectados por las variaciones de
pH que se producen, posteriormente la microbiota
antagonista reduce las reinfecciones (Castro et al., 1999), y
finalmente se proporciona N y K para un mejor crecimiento
de las plantas. Diez-Rojo et al. (2010), sefialan que los RDC
y otros residuos agroindustriales son una alternativa para
sustituir a los fumigantes quimicos, en particular al bromuro
de metilo que favorece la destruccion de la capa de ozono y
es un contaminante toxico ambiental. Algunos estudios
muestran que con la biodesinfeccion y control biologico de
los FHS con RDC y otras enmiendas organicas, la
rentabilidad de los cultivos es mayor, debido a que se
reducen gastos en el costo y aplicacioén de los fungicidas
sintéticos, y ademas no se afecta la salud de los trabajadores
del campo (Castro et al., 1999; Bello ez al., 2008).

CONCLUSIONES

La microflora asociada a los residuos deshidratados
de col estuvo constituidas principalmente por Bacillus sp,
Pseudomonas sp., Trichoderma sp., Alternaria sp.,
Aspergillus sp.y Rhizopus sp.

Bacillus, Pseudomonas, Penicillium y Alternaria
permanecieron viables en los residuos deshidratados de col
por cinco afios, conservados en un ambiente seco.

Los residuos deshidratados de col favorecieron e
incrementaron en los suelos, poblaciones microbianas
constituida principalmente por Bacillus sp., Pseudomonas
sp., Penicillium sp.y Aspergillus sp.

Los residuos deshidratados de col adicionados a un
suelo estéril aumentaron significativamente el pH de 7.57 a
8.79; sin embargo en cuatro de cinco suelos sin esterilizar,
con su microflora nativa, promovieron la variacion
dindmica del pH, con valores significativamente menores a
los de los testigos y fluctuaron entre 7.33 y 8.24; ademas

Bacillus sp., Pseudomonas sp., Penicillium sp. and
Aspergillus sp.

Dehydrated cabbage residues added to a sterile soil
significantly increased pH from 7.57 to 8.79; however, in
four out of five non-sterile soils with their native microflora,
promoted dynamic variation of pH, with values significantly
lower than the controls and they oscillated between 7.33 and
8.24; additionally, they increased nitrogen and potassium
content.
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