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RESUMEN

La capa de cobertura, material empleado como recubrimiento superior del com-
post en cultivo comercial de champifién, constituye el medio en el que se produce la
modificacion ecolégica que supone el paso de la fase de crecimiento vegetativo del
hongo a la fase reproductiva o, lo que es lo mismo, el medio en el que se produce la
fructificacién. La compleja interaccién existente entre las diferentes cardcteristicas fisi-
cas, quimicas y biolégicas de la capa de cobertura dificultan el establecimiento de las
condiciones 6ptimas que €sta debe reunir, por lo que resulta de especial interés el esta-
blecimiento de los diferentes factores que participan en el fenémeno de la fructifica-
cioén. La iniciacién y desarrollo de los carpéforos depende, ademds de la capacidad
genética del micelio para fructificar, de factores fisicos y ambientales, factores quimi-
cos y nutritivos y factores microbiolégicos. En esta segunda parte del trabajo se lleva a
cabo una revisién de los factores microbiolégicos involucrados en la fructificacién de
Agaricus bisporus (Lange) Imbach.

Palabras clave: Agaricus bisporus (Lange) Imbach, Factores de la fructificacion,
Capa de cobertura.

SUMMARY
FACTORS INFLUENCING ON THE FRUCTIFICATION PROCESS OF THE
CULTIVATED MUSHROOM. II. MICROBIOLOGICAL FACTORS

The casing layer is the material used as top covering of the compost in commercial
mushroom cultivation. Here, the ecologic modification that implies the change from the
vegetative to the reproductive growth phase takes place, so that it is the medium where
the fructification occurs. The complex existent interaction among the different physi-
cal, chemical and biological properties of the casing layer hinders the establishment of
the optimal conditions that this material should gather. So, the knowledge of the diffe-
rent factors that they participate in the fructification process results of special interest.

1. Persona a la que debe remitirse la correspondencia.
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Among these, next to the own genetic capacity of the mycelium to fructify, physical
and environmental factors, chemical and nutritional factors and microbiological factors
are included. A revision of microbiological factors involved in Agaricus bisporus fruc-

tification is carried out in this work.

Key words: Agaricus bisporus (Lange) Imbach, Fructification factors, Casing layer.

Introduccion

La fructificacién del champiiién en culti-
vo comercial se produce sobre la denomina-
da capa de cobertura, material empleado
como recubrimiento superior del compost,
con objeto de inducir el paso de la fase de
crecimiento vegetativo del hongo a la fase
reproductiva. Esta capa de cobertura juega,
pues, un papel primordial en el cultivo del
champifién, ya que su presencia condiciona
el inicio de la fructificacién. En la prictica
comercial, se presenta una compleja inte-
raccién entra las diversas caracteristicas
fisicas, quimicas y bioldgicas que dificulta
la definicién de las condiciones éptimas que
debe reunir la cobertura (HAaYEs, 1981),
aunque son conocidos algunos de los requi-
sitos que debe cumplir teniendo en cuenta
los factores que influyen en la fructifica-
cién. En este sentido, la iniciacién y desa-
rrollo de los carpéforos depende, ademds de
la capacidad genética del micelio para fruc-
tificar, de factores fisicos y ambientales,
factores quimicos y nutritivos, y factores
microbiolégicos (Couvy, 1972; BAZERQUE
y LABORDE, 1975; Forer, 1989). En una pri-
mera parte del trabajo, publicada en esta
misma revista, se llevé a cabo una revision
de los factores fisicos y ambientales como
son la temperatura, la humedad relativa, la
concentracién de diéxido de carbono o la
estructura del material de cobertura, asi
como de los factores quimicos y nutritivos,
entre los que se encuentran la situacién

nutritiva de la cobertura, el contenido en
materia orgdnica, la salinidad, el efecto del
carbonato célcico, el pH y la capacidad de
intercambio catiénico, factores todos ellos
involucrados en la fructificacién de Agari-
cus bisporus (Lange) Imbach, mientras que
en esta segunda parte se han tenido en con-
sideracién los factores microbiolégicos.

Factores microbioldgicos
de la fructificacion

Al igual que los factores fisico-quimicos
estdn involucrados en la transicién de la fase
de crecimiento vegetativo al reproductivo,
los microorganismos también juegan un
papel esencial en la formacién de los cham-
pifiones. Numerosos trabajos confirman que
la presencia de bacterias, en particular Pseu-
domonas putida (Trevisan) Migula, en la
mezcla de cobertura, estimula la fructifica-
cién del champiiién.

Los trabajos de EGER (1961, 1962, 1963),
partiendo de que la fructificacién no se pro-
ducfa en mezclas de cobertura esterilizadas,
la llevaron a postular que el estimulo de la
fructificacién estaba relacionado con la pre-
sencia de microorganismos. Ciertas bacterias
que viven en la capa de cobertura, cuando se
presentan en cantidad suficiente, son capaces
de detener el crecimiento del micelio, hecho
conectado con la formacidn de los carpéfo-
ros, existiendo ademds un efecto reciproco
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entre el micelio y Ja microflora de la cobertu-
ra. A mayor nimero de bacterias, la inhibi-
cién del crecimiento era més fuerte, y antes se
iniciaba la formacién de los primordios. Bajo
condiciones axénicas, la funcién de los
microorganismos podia, sin embargo, ser sus-
tituida por carbén activo incorporado a mez-
clas de cobertura estériles, observacién con-
firmada posteriormente por LONG y JACOBS
(1974), ANGELI-Couvy (1975), Couvy
(1976), Woob (1976) y PEERALLY (1979).

O’DONOGHUE (1963) asoci6 la iniciacidn
con la presencia de Actinomycetes. URAYA-
MA (1967), continuando la linea de trabajo
iniciada anteriormente (URAYAMA, 1961),
encontrd que la presencia de ciertas bacte-
rias estimulaba la formacién de esporéforos
en Psilocybe panaeoliformis Murril y otros
Agaricales, y aisl6 un metabolito bacteriano
que inducia el desarrollo de esporéforos,
entre otros, de Agaricus bisporus (LLange)
Imbach.

HAYES et al. (1969) establecieron que la
mezcla de cobertura, ademds de actuar como
soporte mecdnico para el desarrollo de Jos
esporéforos y mantener una humedad ade-
cuada para ellos, podria proporcionar un sus-
trato para las bacterias estimuladoras. La
ausencia de esporéforos sobre composts sin
cobertura expuestos a contaminacién aérea,
les llevé a pensar que las condiciones en el
compost no permitian la acumulacién de
poblaciones efectivas de bacterias estimula-
doras. Estos investigadores encontraron que
entre las poblaciones de microorganismos
aislados de materiales de cobertura no estéril
se inclujan ciertas bacterias, que cuando eran
afadidas a cultivos puros, eran capaces de
estimular la fructificacién. Estas bacterias
gram negativas, que utilizaban glucosa oxi-
dativamente, y que producian una fluores-
cencia verde brillante en medio B de King,
probablemente pertenecian al grupo fluores-
cente del género Pseudomonas, y fueron

identificadas, utilizando técnicas diferencia-
doras, como estrechamente relacionadas con
Pseudomonas putida (Trevisan) Migula.

PARK y AGNIHOTRI (1969), también,
demostraron que ciertas bacterias del suelo
podian estimular la produccién de champi-
fiones, mediante la produccion de algin o
algunos metabolitos que estimularian la for-
macién de esporéforos.

CuRrTO y FAVELLI (1972) observaron que
el tratamiento de cultivos de Agaricus bis-
porus (Lange) Imbach con ciertos microor-
ganismos se traducia en un aumento de la
densidad del micelio, un aumento de la pre-
cocidad y un aumento del rendimiento.

ARROLD (1972) confirmé los trabajos de
HAYES et al. (1969), seglin los cuales pseu-
domonas del grupo fluorescente, en concre-
to Pseudomonas putida (Trevisan) Migula,
eran capaces de estimular la iniciacién de la
fructificacién.

Hume y HAYES (1972), empleando diver-
sos métodos de laboratorio en estudios para
determinar las necesidades nutricionales
para el desarrollo de primordios en cultivos
en placa Petri, establecieron que estas bac-
terias, identificadas como Pseudomonas
putida (Trevisan) Migula, aisladas de
coberturas de cultivos comerciales, parecen
necesarias para una produccion repetida de
gran ntimero de primordios cuando se culti-
van en asoclacion con Agaricus bisporus
(Lange) Imbach. La irregular aparicién de
primordios en placas sin adicién de Pseudo-
monas putida (Trevisan) Migula evidencia-
ba, sin embargo, que tal necesidad no era
absoluta.

CRESSWELL y HAYES (1979) demostraron
que el nimero total de bacterias en la capa
de cobertura aumentaba significativamente
después de aplicar la cobertura sobre com-
post sembrado, coincidiendo con OLIVIER y
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GUILLAUMES (1979), hecho confirmado por
HAvEs (1981), INGRATTA y PaTRICK (1987),
ReDDY y PATRICK (1992) y MILLER et al.
(1995), siendo Pseudomonas el grupo
dominante. Un primer pico de actividad
bacteriana coincidia con la iniciacién de la
fructificacién, apareciendo otro aproxima-
damente en la tercera florada. HAYES (1974)
ya habia indicado que una mayor actividad
bacteriana en la cobertura previa a la cose-
cha implicaba un adelanto de la misma, un
incremento en la formacién de primordios y
un aumento en el nimero y peso de los
champifiones cosechados.

SAMSON et al. (1987) establecieron que
las pseudomonas fluorescentes, y més con-
cretamente Pseudomonas putida (Trevisan)
Migula y Pseudomonas fluorescens (Trevi-
san) Migula, pueden representar hasta el
50% del total de bacterias en muestras de
cobertura, aunque DOORES et al. (1987)
encontraron que €stas suponian (inicamente
un 2,1%. Los trabajos de MILLER et al.
(1995) indicaron que la proporcién de estas
bacterias iban del 14% durante la fase vege-
tativa al 41% durante la fase reproductiva.

En otra linea, los trabajos de MADER
(1943) y STOLLER (1952) emitian hipdtesis
relativas a la existencia de sustancias volati-
les no identificadas, que se difundian a par-
tir del micelio, e inhibian la fructificacién si
no eran modificadas por la capa de cobertu-
ra, o eliminadas mediante una ventilacién
adecuada. ScHISLER (1957; citado por
ATKINS, 1974) apunté la posibilidad de que
la capa de cobertura actuara como una
barrera para la liberacién de un compuesto
volatil imprescindible que era necesario en
concentraciones criticas. Mds tarde, Loc-
KARD y KNEEBONE (1963), TSCHIERPE y SIN-
DEN (1965) y LOCKARD (1967) identificaron
los metabolitos voldatiles de Agaricus bispo-
rus (Lange) Imbach como etanol, acetona,
etileno, acetato de etilo y acetaldehido, ade-

mas del diéxido de carbono. Sin embargo,
LONG y JacoBs (1968) afirmaron que las
sustancias volatiles, con excepcion del CO,,
no jugaban ningin papel en el proceso de
iniciacion de los esporéforos en mezcla de
cobertura no estéril.

Mas tarde, EGER (1972) establecié la
hipétesis de que las bacterias que inician la
fructificacién son capaces de utilizar los
metabolitos volatiles del champifién como
tinica fuente de carbono, y entre éstos, la
acetona jugaria un papel clave. HAYES y Nair
(1976) demostraron que la presencia de
Pseudomonas aumentaba notablemente en
atmosferas enriquecidas en sustancias vold-
tiles emitidas por el micelio creciendo sobre
compost, en diéxido de carbono, y en etanol.
También, se ha propuesto que la formacién
de primordios se podia producir mediante el
uso de agentes quelantes, como el dcido eti-
lendiaminotetraacético (EDTA), o compues-
tos conteniendo hierro afiadidos a cultivos
puros de Agaricus bisporus (LLange) Imbach
en placa (HAYES, 1972), aunque WoOD
(1976) fue incapaz de reproducir dicho efec-
to. Los estudios de HAYES (1972) permitie-
ron postular que la actividad de las pseudo-
monas estaba asociada con su capacidad de
solubilizar y reducir hierro en la capa de
cobertura. El hierro soluble en agua, produ-
cido por el micelio y posiblemente inhibidor
de su crecimiento, seria fijado por las bacte-
rias en forma insoluble, manteniendo asi
niveles de hierro soluble en agua a concen-
traciones favorables para el crecimiento y
fructificacién de Agaricus bisporus (Lange)
Imbach (HaYEs, 1981). El efecto podria ser
debido a la presencia de sideréforos, com-
puestos de poca masa molecular secretados
por microorganismos que fijan hierro.

Segin ANGELI-Couvy (1975) y Woob
(1976), la acci6n de los microorganismos
sobre la iniciacion fructifera seria una accién
negativa, en cuanto estos ultimos en lugar de
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producir sustancias inductoras, contribuirian
a la eliminacién de eventuales sustancias
inhibidoras de la fructificacién emitidas por
el propio micelio, que lo mantienen en estado
vegetativo; la fructificacién del champiiién
en medio axénico se promueve por carbén
activo, material utilizado por sus propiedades
adsorbentes respecto a compuestos organicos
de bajo peso molecular. WooD y BLIGHT
(1982) identificaron compuestos adsorbidos
por “capas de cobertura” de carbén activo en
cultivos axénicos de Agaricus bisporus
(Lange) Imbach, entre los que se encontra-
ban xileno, tolueno, benzaldehido, alcohol
bencilico, hexanal, isovaleraldehido, 1,2,4,5-
tetracloro-3,6-dimetoxibenceno, 1-octen-3-
ol, octanal, 3-octanona, fenol, fenilacetalde-
hido y acetato de etilo. En cuanto a su efecto,
1-octen-3-o] inhibié la formacién de primor-
dios pero no el crecimiento miceliano; el
alcohol bencilico estimulé el nimero de pri-
mordios, mientras el resto de compuestos
inhibian tanto el crecimiento miceliano como
la formacién de primordios, 0 no tuvieron
efecto. A pesar de no estar determinados los
procesos involucrados directamente en la ini-
ciacién de los esporéforos, la disminucién
por debajo de un determinado umbral del
nivel de los compuestos autoinhibidores pro-
ducidos por el micelio parece probablemente
necesaria para conseguir altos niveles de ini-
ciacién (FLEGG y WooD, 1985).

Los efectos del carb6én activo como
adsorbente han sido sin embargo cuestiona-
dos por STOLLER (1979), segtin el cual el
carbén activo podria actuar reduciendo qui-
nonas inhibidoras de la fructificacién. Tam-
bién han sido cuestionados por VERBEKE y
OVERSTYNS (1991), para los cuales estos
inhibidores orgdnicos especificos podrian
no existir, y la base del efecto fisioldgico del
carbén activo seria, ademas de aumentar la
oxidacién de Fe?*, afectar las reacciones del
CO, en el agua de la capa de cobertura.

O’DONOGHUE-MAGUIRE y RYAN (1991) rela-
cionan la fructificacién con un estimulo
externo debido a sustancias voldtiles y no
voldtiles difundidas por diversas especies de
microorganismos a las que era muy sensible
el micelio vegetativo de Agaricus bisporus
(Lange) Imbach.

INGRATTA y PATRICK (1987) estimaron que
el principal estimulo para la iniciacién de los
esporéforos se relaciona con la intensifica-
cién de la actividad microbiana en la capa de
cobertura, como resultado de una base nutri-
tiva limitada en la misma y un incremento en
la fungistasis. El rapido aumento de las bac-
terias residentes en la cobertura en la proxi-
midad de las hifas, estimulado por los
nutrientes que se difunden desde el micelio,
conduce a la inhibicién del crecimiento
miceliano. En cuanto a las bacterias respon-
sables de la fructificacién, estos mismos
autores observaron que la mayoria de las
bacterias presentes en la cobertura antes de
ser colonizada por el micelio no estimulaban
la fructificacién. La mayoria de las que pre-
sentaban un efecto positivo se obtenian de la
cobertura en el momento de la fructificacién
y de la hifosfera en la proximidad de los
espordforos. De los diez aislamientos mas
activos, cinco fueron especies de pseudomo-
nas fluorescentes, uno parecia pertenecer a
una pseudomona no fluorescente, y el resto
correspondia a otras especies.

Observaciones mediante microscopia
electrénica han confirmado la existencia de
interacciones entre Pseudomonas sp. y Aga-
ricus bisporus (Lange) Imbach durante la
formacién de primordios (MASAPHY et al.,
1987). Las delgadas hifas de micelio del
compost estdn rodeadas de cristales de oxa-
lato célcico, dispuestos mds 0 menos tan-
gencialmente a su superficie, ddndole un
aspecto similar a una escobilla (WHITNEY y
ARNOTT, 1987). Estos cristales no aparecen
en la cobertura, donde las hifas son mads
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gruesas y se agrupan formando hebras, y
donde diversos tipos de bacterias estaban
presentes en el ambiente de las hifas, algu-
nas de las cuales se adherfan a éstas median-
te estructuras filamentosas, lo que podria ser
importante en la estimulacién de la inicia-
cién fructifera. Es probable que los cristales
de oxalato calcico interfieran con la forma-
cién de hebras, etapa inicial de la formacién
de primordios. Fotografias realizadas
mediante microscopio electrénico muestran
a los primordios como un conjunto de hifas
entrelazadas libres de cristales (MASAPHY et
al., 1987). Estos mismos autores apuntan la
posibilidad de que las hifas exuden metabo-
litos que causen que las bacterias sean atrai-
das por quimiotaxia hacia su superficie y se
multipliquen alli, comportamiento que pue-
den presentar Pseudomonas fluorescens
(Trevisan) Migula y P. putida (Trevisan)
Migula. Podria crearse un gradiente nutriti-
vo al que podrian responder bacterias que
presentan quimiotactismo, que se moverian
hacia estas fuentes nutritivas (principalmen-
te compuestos termoestables de bajo peso
molecular) obteniendo ciertas ventajas de
supervivencia y que ayudaria también a la
colonizacién del micelio (GREWAL y RAI-
NEY, 1991).

Como ya mencionamos anteriormente,
bacterias del género Pseudomonas, a las que
se considera responsables del proceso de
iniciacién fructifera (HAYES et al., 1969),
estdn presentes en la capa de cobertura en el
momento de producirse ésta (CRESSWELL y
HaYES, 1979), pudiendo ser estimulada por
su unién a las hifas. Ademas, esta unién
también da origen a la desaparicién de los
cristales de oxalato célcico, lo que puede
ayudar a la formacién de hebras. El oxalato
podria ser usado en ciertas circunstancias
por las bacterias. En experimentos mds
recientes (MASAPHY, datos no publicados;
citado por MASAPHY ef al., 1987), bacterias

adheridas a las hifas fueron aisladas y culti-
vadas, y fueron capaces de estimular la ini-
ciacién cuando se inoculaban en mezcla de
cobertura estéril. Continuando con el estu-
dio de esta interaccién, COCHET ef al. (1992)
reinciden en la idea de que el micelio es
capaz de emitir sustancias voldtiles que
podrian ser asimiladas por las bacterias y
que podrian aumentar su crecimiento, mien-
tras las bacterias de la cobertura podrian
actuar sobre el micelio de dos maneras,
indirectamente por emisién de metabolitos
volatiles, o directamente al observarse cre-
cimiento de micelio a costa de las bacterias.
El microscopio electrénico mostré que,
inmediatamente después de cubrir, el mice-
lio estaba rodeado de cristales, probable-
mente de oxalato célcico, que posteriormen-
te no se observaban en los agregados de
hifas, sobre cuya superficie se detectd la
presencia de bacterias. Estos cristales ejer-
cerian una funcién protectora durante la
incubacion, proteccién que disminuiria pro-
gresivamente durante el proceso de cultivo.
Posteriormente, se ha confirmado que pseu-
domonas fluorescentes se adhieren rdpida y
firmemente a las paredes de Agaricus bispo-
rus (Lange) Imbach de forma especifica,
probablemente por fuerzas electrostaticas
(RAINEY, 1991; MILLER et al., 1995). La
produccién de diversos exopolisacédridos
por parte de pseudomonas fluorescentes
asociadas a la produccién de champifién
podria, por otro lado, proteger a las bacte-
rias de condiciones climdticas adversas y
mediar también en la adherencia de las bac-
terias al micelio del hongo (FETT et al.,
1995). La importancia de la presencia de
polisacaridos y material fibrilar sobre la
superficie de Pseudomonas putida (Trevi-
san) Migula y Pseudomonas tolaasii Paine
en la rdpida y firme adherencia a la superfi-
cie del micelio de Agaricus bisporus
(Lange) Imbach habia sido indicada previa-
mente por RAINEY (1991).
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