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ANTECEDENTES

El cultivo comercial del champifion constituye un proceso altamente especializado que,
aungue incluido dentro de la horticultura, constituye una auténtica técnica microbiana,
puesto que consta de un in6culo masivo de micelio vegetativo de A. bisporus crecido
sobre semillas de gramineas (de ahi el nombre de “semilla” utilizado por los
cultivadores) en condiciones de esterilidad, sobre un sustrato compostado no estéril,
aunque parcialmente controlado por pasteurizacion, que da lugar a lo que se denomina
un cultivo axénico.

(D 2) Recipientes o sacos de plastico con el compost se inoculan con las semillas de
cereal sobre las que se ha desarrollado previamente el micelio vegetativo de A. bisporus,
para que colonice masivamente dicho sustrato, controlando adecuadamente las
condiciones de humedad (80-90 %), temperatura (20-22°C) y CO, (0,10-0,50 %).
Cuando después de 15-20 dias de incubacion dicho compost aparece bien colonizado
por el micelio vegetativo, cubierto de un crecimiento blanquecino denominado por los
cultivadores “blanco de hongo”, se procede a agregar en su superficie la capa de
cobertura, a base de tierra caliza y turba, manteniéndose en las mismas condiciones de
incubaciéon durante 10-12 dias mas, momento en que empiezan a aparecer los
primordios en la superficie de la capa de cobertura. Es el momento de detener el
crecimiento del micelio vegetativo, rebajando la temperatura a 15-18°C, eliminando la
proporcion de CO, y aumentando la de O,, para que prospere el micelio agregado, lo
que daré lugar, después de 12-15 dias mas de incubacion, a la aparicion de la primera
florada u oleada de carpdéforos o setas, que continuara en intervalos semanales,
generalmente hasta la cuarta florada, en donde finalizard& la produccion por
envejecimiento del micelio y agotamiento del sustrato. Gracias a esta tecnologia e
instalaciones hoy dia se ha podido llegar a la produccion de hasta cinco cosechas
anuales.

(D 3) El cultivo del champifidn se inicio en Francia de forma fortuita, y desde alli se
extendid hacia Oriente y Occidente. Los primeros cultivos se realizaron en los suelos de
cuevas, bodegas etc, donde se mantenia una temperatura mas constante, y
paulatinamente se fueron ideando diferentes instalaciones con control de humedad,
temperatura y CO,, con estanterias y recipientes para aprovechar mejor el espacio y
llegar a mejorar los rendimientos, hasta llegar al méaximo actual de cinco cosechas por
afio.



(D 4) El micoparasitismo verticiliosis 0 "mole seca” de los cultivos comerciales de
champifién es la micosis producida por el hongo Hifomiceto Verticillium fungicola
sobre el micelio agregado de los carpdforos, cuerpos fructiferos o setas del hongo
Basidiomiceto Agaricus bisporus. Esta enfermedad puede llegar a destruir una cosecha
en dos o tres semanas, lo que representa un grave problema econémico dentro del sector
al producirse anualmente en el mundo pérdidas millonarias, de varios cientos de
millones de € o $. La micosis que nos ocupa ha tratado de controlarse introduciendo
medidas de higiene tanto en las instalaciones como en el personal cultivador, asi como
mediante la aplicacion rutinaria de funguicidas, como hoy dia el Procloraz-Mn, pero es
dificil encontrar sustancias quimicas selectivas que destruyan o inhiban al
micopatdgeno sin afectar al menos en parte al hospedador, dada la circunstancia de que,
en este particular cultivo, ambos organismos pertenecen al reino de los hongos. A lo
largo de esta Ultima década se ha podido observar una mayor incidencia de verticiliosis
en los cultivos comerciales de champifion, a pesar del consiguiente uso preventivo del
Procloraz-Mn, lo que sugiere el desarrollo de resistencia por parte del micopatégeno
frente al fungicida.

El sindrome de la micosis en los cultivos comerciales de champifion se asocia a tres
tipos de sintomas dependiendo de la etapa de desarrollo del carpéforo en que se inicie la
infeccion. Cuando los cultivos se infectan en una etapa temprana de su desarrollo, en la
fase de primordio, en lugar de champifiones aparecen unas masas esféricas de tejido
micelial donde no existe diferenciacion entre pie, sombrerillo y ldminillas, denominadas
por los cultivadores "bolas 0 mole seca”. Si los cultivos son afectados en una fase mas
avanzada del desarrollo de los champifiones, cuando ya existe diferenciacion entre
estipe y pileo, aparecen claras deformaciones al arquearse primeramente el pie, lo que
se conoce con el nombre de formas en "pie o labio de liebre”, debido a que las hifas
afectadas han detenido su crecimiento mientras que las no infectadas contintan su
crecimiento apical. Finalmente cuando la infeccidn tiene lugar sobre los carpéforos
completamente diferenciados aparecen en su superficie unas "manchas o moteado” de
color pardo junto con lesiones necréticas, debido a la penetracion del parasito dentro de
la masa micelial de los mismos.

(D 5) El control de la micosis se realiza como hemos indicado anteriormente mediante
la higiene de las instalaciones y del personal, junto con la aplicacion rutinaria de
fungicidas como preventivos, en la actualidad el Procloraz-Mn sobre la capa de
cobertura, pero el uso continuado del citado fungicida estd produciendo la aparicion de
cepas resistentes de V. fungicola.

(D 6) En el momento de iniciar nuestros estudios se habia podido constatar que el
micopatdgeno invadia el micelio agregado de los carpoforos del hospedador A. bisporus
produciendo la necrosis o lisis de sus hifas. Gracias a los estudios realizados mediante
microscopia electronica de transmision se ha podido demostrar que el micopatogeno se
desarrolla tanto inter- como intracelularmente en las hifas del micelio agregado de
dichos carpdforos, y que la fase final evidente del proceso infectivo parece deberse a la
secrecion de enzimas extracelulares por parte de V. fungicola que conduce finalmente a
la necrosis de los citados carpdforos.

Pero antes de que aparezcan los sintomas evidentes de la infeccion que acabamos de
mostrar, parecen existir interacciones celulares y moleculares especificas entre el
micoparasito y el hospedador, de forma semejante a como ha sido descrito en ciertos



casos de micoparasitismo vegetal, de tal manera que primero se ha postulado una
adhesion o contacto mas o menos inespecificos entre ambos organismos, a los que
seguiria un reconocimiento y/o unidn especificos, si se tratara de organismos
compatibles.

En el caso del micelio vegetativo de A. bisporus sin embargo no se produce la
degradacién enzimética evidente, por lo que dicho micelio vegetativo se comporta como
no compatible frente a V. fungicola, y debido a ello finalmente no desarrolla la
enfermedad.

Este diferente comportamiento de ambos micelios, vegetativo y agregado de A.
bisporus, frente al micoparasitismo de V. fungicola, y que las paredes celulares de
ambos micelios vegetativo y agregado de A. bisporus presenten diferencias quimicas
estructurales considerables, demuestra el importante papel que desempefian las
envolturas celulares en la micosis que nos ocupa, y al estudio de los tres tipos de
paredes celulares implicados en ella vamos a referirnos a continuacion.

ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS PAREDES CELULARES DEL
MICOPARASITO Verticillium fungicola Y DEL HOSPEDADOR Agaricus
bisporus

La pared celular fungica es la estructura externa y rigida de la célula, situada a
continuacién de la membrana plasmatica, cuya funcién principal es mantener la forma
de los organismos que la poseen, protegiendola de los posibles dafios mecanicos,
quimicos y osmoticos. Dicha estructura no se comporta de forma inerte sino que
participa en fendmenos activos de superficie, interacciones celulares e inmunidad,
mostrando ademas una significativa actividad enziméatica que se manifiesta durante el
crecimiento celular al presentar tal pared claras modificaciones tanto en su composicién
quimica como en su arquitectura molecular, para lo que intervienen enzimas
biosintéticas y degradativas de los polimeros polisacaridicos que la conforman que,
correctamente ensamblados, proporcionan a la misma su organizacion caracteristica.

Los principales componentes de estas paredes celulares son homopolisacéridos, como
glucanos a-(1-3), a-(1-4), B-(1-3) y B-(1-3)(1-6), mananos, quitina, quitosano o
celulosa, asi como heteropolisacaridos como manoglucogalactanos,
glucogalactomananos, galactomanoglucanos etc. El esqueleto microfibrilar esta
constituido generalmente por quitina y en unos pocos casos por celulosa, ambas
embebidas en otros polimeros y proteinas, formando la capa matriz mas interna,
mientras que la(s) capa(s) mas externa(s) contiene(n) diferentes tipos de polisacaridos.
La mezcla de fibrillas y polimeros matrices que rellenan la malla fibrilar confieren
caracteristicas mecanicas especiales a la pared, que la célula puede controlar y
modificar durante su crecimiento y diferenciacion.

(D 7) Las paredes celulares de los dos hongos que nos ocupan pertenecen al modelo con
quitina, y a ellas nos vamos a referir a continuacion. Después de su obtencién mediante
rotura mecanica y posterior purificacion mediante diferentes lavados, el anélisis
quimico global de las tres clases de paredes celulares (micelios vegetativo y agregado
de A. bisporus y de V. fungicola) muestra su composicion mayoritaria en carbohidratos
neutros y aminados (61,9-87,5 %), siendo la cantidad de glucosamina, en forma de
quitina, particularmente elevada en las paredes del micelio agregado (43,6 %). Por el



contrario la proteina, presente en pequefias cantidades en ambos micelios de A. bisporus
(4,8-7,3 %), se eleva significativamente en las paredes de V. fungicola (24,5%), y
finalmente la cantidad de cenizas alcanza un 4,4 % en las paredes del micelio vegetativo
de A. bisporus debido a la presencia de cristales de oxalato en este ultimo.

(D 8, D 9) Mediante solubilizacion quimica gradual de los polisacaridos de las tres
clases de paredes celulares (H,O a 60°C, KOH N a temperatura ambiente y a 60°C
durante distintos tiempos) se obtiene un diferente nimero de fracciones sacaridicas para
cada hongo, cinco para V. fungicola, Fla, Flb, F2Sa, F2Sb y F3 (después de la
purificacién mediante filtracion molecular de las fracciones solubles F1 y F2S), y seis
para A. bisporus, FI, FIl, FIl, FIV, FV y FVI (en este caso sin posibilidad de
purificacion por tratarse de fracciones polidispersas).

(D 10) Comparando los pesos secos obtenidos de cada una de las fracciones
solubilizadas se observa que las paredes del micelio vegetativo de A. bisporus presentan
mayor porcentaje de las dos fracciones mas solubles o externas | y Il junto con la VI o
residuo, mientras que en el micelio agregado el porcentaje de peso seco de las
fracciones mas solubles o externas desciende, aumentando sin embargo el de las
fracciones mas insolubles o internas, IV, V y VI, mostrando todas ellas una alta
proporcion de azlcares_neutros totales (61,9-86,8 %), excepto en las FVI o residuos que
Su menor proporcion se compensa con una mayor proporcion de glucosamina en forma
de quitina. En cuanto a las paredes celulares del micelio de V. fungicola, después de su
correspondiente fraccionamiento quimico nos encontramos con tres fracciones
mayoritariamente sacaridicas, F1, F2S y F3 o residuo (48,3 67,0 % de azUcares
neutros), y una fraccion F2I que se descarta por su insolubilidad y caracter lipidico. A
su vez las dos primeras fracciones solubles, F1 y F2S, se someten a filtracion molecular,
como ya describimos anteriormente, obteniéndose dos fracciones de cada una, Fla y
Flb, y F2Say F2Sb respectivamente.

(D 11) El analisis mediante cromatografia gas-liquido (CGL) de las fracciones aisladas
muestra que las paredes celulares de A. bisporus contienen mayoritariamente fracciones
de glucanos, més heteropolisacaridicos en el caso del micelio vegetativo (con mayores
proporciones de xilosa, manosa y galactosa) que en el agregado (con menor proporcion
de estos azucares). Por su parte las paredes celulares de V. fungicola muestran como
componentes  polisacaridicos, glucanos y glucogalactomananos separados
cromatogréficamente a partir de las Fracciones F1 y F2S, asi como también glucanos
asociados con quitina en la Fraccién 3 o residuo.

(D 12) EI andlisis de metilacion de las fracciones aisladas mediante CGL y
espectrometria de masas (EM) da como resultado la complejidad estructural de las
mismas. A grandes rasgos, en el micelio vegetativo de A. bisporus las fracciones estan
compuestas mayoritariamente por glucanos lineales, mas heteropolisacaridicos que en el
micelio agregado, como acabamos de exponer, y con bajo porcentaje de ramificaciones
(8-15 %). La fraccion FI o mucilago corresponde esencialmente a un (1-4) glucano. La
fraccion FlI esta constituida mayoritariamente por un (1-3) glucano al que se asocia una
pequefa proporcién de (1-3) manano. La fraccion FllI responde principalmente a un (1-
4) glucano asociado igualmente a un también posible (1-4) xilano. La Fraccion FIV esta
formada mayoritariamente por la mezcla de los glucanos en (1-3) y (1-4), y finalmente
las fracciones FV y FVI muestran mayoritariamente la presencia de (1-4) glucano.



(D 13) En el micelio agregado de A. bisporus encontramos practicamente los mismos
glucanos que en el micelio vegetativo en las fracciones FI y FlI, es decir un (1-4)
glucano en la FI y un (1-3) glucano asociado ahora con xilomanano en la fraccién FllI,
mientras que en las sucesivas fracciones se van encontrando nuevas estructuras, y asi las
fracciénes FIIl y FIV consisten mayoritariamente en la mezcla de (1-3) y (1-6 )
glucanos, y las fracciones FV y FVI son principalmente (1-6) glucanos.

Conviene resaltar este mayor porcentaje de enlaces de (1-6) glucosa en las paredes de
micelio agregado con una significante representacion de ramificaciones en (1-3,6),
estructura a las que se ha atribuido la movilizacion y posterior reorganizacion de los
polisacaridos para la consiguiente diferenciacion celular.

(D 14) Las paredes celulares de de V. fungicola, por su parte, muestran glucanos
mayoritariamente lineales y glucogalactomananos altamente ramificados. Los glucanos
de la fraccion Fla presentan principalmente el enlace (1-4), mientras que los
correspondientes a la fraccion F2Sa contienen los enlaces (1-3) y (1-4), e igualmente en
la fraccion F3, pero en este caso invertidas las proporciones de los mismos. Las
fracciones F1b y F2Sb estan constituidas por glucogalactomananos formados por un
esqueleto de (1-6) manosa altamente ramificado en posicion -C4, con galactopiranosa
principalmente como residuos terminales.

(D 15) Para facilitar la ubicacion de los polisacaridos descritos hemos disefiado unos
esquemas _de las tres clases de paredes celulares, deducidos de los estudios de estructura
quimica que acabamos de describir, junto con la microscopia electronica de cortes
ultrafinos y sombreados, y de la degradacién enzimatica secuencial, asi como de la
espectrometria de infrarrojo de cada fraccion para determinar la correspondiente
configuracion o 0 f3.

La presencia de proteina en las paredes celulares fangicas es un hecho demostrado. En
las tres clases de paredes objeto de estudio una cantidad significante de proteina es
solubilizada junto con los polisacaridos a lo largo del fraccionamiento a que acabamos
de hacer referencia, pero sin embargo la proteina hidrofobina, descrita en ambos tipos
de paredes de A. bisporus requiere un tratamiento de solubilizacion especial, por lo que
los perfiles electroforéticos obtenidos en cada caso dependen de las condiciones de
solubilizacion utilizadas.

(D 16) Gracias a la microscopia electronica de transmision con la técnica de sombreado
se han podido visualizar en la superficie de las paredes celulares de V. fungicola unas
estructuras semejantes a unos manojos de varillas, que permanecen después del
tratamiento con agua caliente, pero que se solubilizan mediante KOH M en caliente, y
que sugieren la presencia de la proteina hidrofobina, pero que sin embargo, aunque no
se aprecian en la superficie de las paredes de los dos micelios de A. bisporus, su
presencia esta descrita en ambos, debido a la superposision del polisacarido mucilago en
ambas paredes, lo que les confiere una superficie granulosa.

RECONOCIMIENTO Y UNION DEL GLUCOGALACTOMANANO DE LAS
PAREDES CELULARES DE Verticillium. fungicola CON LA LECTINA DEL
MICELIO AGREGADO DE Agaricus bisporus



(D 17) La importancia de la estructura quimica de las paredes celulares de los
organismos involucrados en un fendmeno de micoparasitismo es una consecuencia del
hecho de que dicho parasitismo es un proceso complejo en el que tienen lugar sucesivas
etapas en las que se encuentran claramente implicadas dichas paredes celulares.
Tratando de demostrar la hipétesis formulada previamente para otros casos de
micoparasitismo vegetal acerca de interacciones mas o0 menos especificas entre
moléculas_complementarias presentes en las paredes celulares de ambos organismos,
micopatégeno y hospedador, se realizaron experimentos de aglutinacién e
inmunofluorescencia.

(D 18) Los experimentos de aglutinacion de esporas germinadas de V. fungicola en
presencia de extractos proteicos de las paredes celulares del micelio agregado de A.
bisporus indicaron la presencia de cierta(s) proteina(s) en las paredes de este ultimo
organismo con una alta actividad aglutinante hacia el organismo micopatdgeno. La
electroforesis disociante sobre geles de poliacrilamida de dicho extracto proteico
muestra la presencia de varias bandas de proteina de masa molecular superior a 15+3 k
Da.

(D 19) Paralelamente estudios precedentes de inmunofluorescencia microscéopica habian
mostrado que el micelio de V. fungicola presentaba fuerte fluorescencia después de su
reaccibn con anticuerpos policlonales preparados contra el polisacarido
glucogalactomanano, habiendo acoplado a la reaccion un anticuerpo de cabra
rodaminado.anti-lgG de conejo para poder visualizarla, demostrando de esta forma la
ubicacién del glucogalactomanano en la superficie de las paredes celulares de V.
fungicola.

(D 20) Como consecuencia de este hallazgo la incubacion del glucogalactomanano de
V. fungicola aislado y purificado, junto con las hifas de micelio vegetativo o agregado
de A. bisporus, efectuando a continuacion la inmunofluorescencia indirecta
microscopica, sirvio para clarificar el proceso. Los resultados de estos experimentos
mostraron que mientras las hifas del micelio agregado de A. bisporus en presencia del
glucogalactomanano de tres diferentes cepas de V. fungicola y efectuada la reaccion
inmunolégica mostraban fluorescencia positiva, las correspondientes del micelio
vegetativo permanecian sin desarrollar fluorescencia, como también ocurria con los
controles, conteniendo suero preinmune o sin glucogalactomanano, lo que sugeria un
reconocimiento y/o union especificos entre el carbohidrato glucogalactomanano de las
paredes celulares de V. fungicola y una proteina presente en las hifas del micelio
agregado de A. bisporus, posiblemente una interaccion del tipo carbohidrato-lectina,
proteina esta Gltima, sin embargo, que estaria ausente en el micelio vegetativo del
hospedador donde no se produce el citado reconocimiento y union.

(D 21) A la vista de los resultados precedentes, la primera hip6tesis de trabajo que nos
planteamos fue tratar de demostrar la existencia de una primera etapa de adhesién o
contacto inespecifico, gracias a interacciones hidrofébicas, ya que este extremo habia
sido sugerido previamente entre el micoparasito Mycogone perniciosa y A. bisporus
como hospedador. También la presencia de dos distintas proteinas hidrofobinas habia
sido demostrada en las paredes de ambos micelios de A. bisporus, quedando
enmascaradas por la capa mas externa de mucilago. Finalmente el hecho de que las
paredes celulares de V. fungicola hubieran mostrado unas ultraestructuras semejantes a
la hidrofobina en su superficie, apoyaba la hipétesis de un posible contacto inespecifico



entre ambos organismos debido a dichas interacciones hidrofébicas, siempre que se
demostrara la presencia de otra hidrofobina en las paredes celulares de V. fungicola. Por
lo tanto en la micosis que nos ocupa, el primer paso de contacto o adhesion inespecifica
tendria lugar entre la superficie hidrofilica del mucilago de ambos micelios, vegetativo
y agregado, de A. bisporus asociado a sus correspondientes hidrofobinas, con la
superficie hidrofobica de V. fungicola, mientras que el paso siguiente podria deberse a
un reconocimiento y/o unién especificos entre las superficies celulares de ambos
organismos involucrando interacciones entre moléculas complementarias.

(D 22) Tratando de corroborar la existencia de este primer paso de contacto inespecifico
mediante interacciones hidrofobicas entre ambos organismos y ya demostrada
previamente la existencia de dos diferentes hidrofobinas en ambas clases de paredes de
A. bisporus, se intentd comprobar la presencia de una hidrofobina en el micelio de V.
fungicola, asi como también en los caldos de cultivo del mismo organismo, habiéndose
podido aislar, purificar y caracterizar a partir de ambos materiales mediante diferentes
técnicas cromatograficas en cada caso.

La electroforesis de la proteina purificada mostrd en condiciones disociantes la
presencia de una Unica banda de unos 7+3 kDa. Para determinar el peso molecular méas
exacto de la proteina se utiliz6 la técnica de MALDI-TOF, obteniéndose un valor de
7563,9 Da, y dada la forma de un pico muy fino obtenido por la citada técnica de
MALDI-TOF se pudo presuponer que se trataba de una proteina no glicosilada, puesto
que ademas habia dado negativa su tincion con el reactivo de Schiff. Para la
comprobacion de este ultimo extremo la muestra se sometio a la accion de la endo-p3-N-
acetil-glucosaminidasa para su deglicosilacion, seguida de electroforesis en condiciones
disociantes, demostrandose, al no existir ningin cambio en su movilidad electroforética,
que no se trata de una glicoproteina.

(D 23) El analisis de aminoacidos mostré la presencia de alrededor de un 50% de
residuos hidrofobicos, un 21,8% de aminoéacidos de bajo peso molecular (Alanina y
Glicina), un 20,1% de aminoacidos acidos (Aspartico y Glutdmico), un 5,5% de
aminoacidos bésicos (Arginina y Lisina), un 4,6% de residuos aromaticos con un solo
residuo de Tirosina. Los aminoacidos Histidina y Metionina no se identificaron,
detectando al menos seis Cisteinas identificadas como Cistinas. Del estudio de los
espectros de absorcion y fluorescencia de la hidrofobina se pudo comprobar la presencia
de un residuo de Tirosina, dos de Fenilalanina y seis de Cisteina junto con la ausencia
de Triptofano. Todas las caracteristicas estructurales descritas junto con las propiedades
de solubilidad y la facultad de formar agregados en agua debido a su hidrofobicidad
indican que se trata de un nuevo miembro de la Clase 1l de las hidrofobinas, habiendose
podido visualizar la ultraestructura caracteristica de la misma al ser observada dicha
hidrofobina purificada en el microscopio electronico, formando igualmente los manojos
de varillas anteriormente descritos en la superficie de la pared celular de V. fungicola.
(D 24) Demostrada la presencia de la proteina hidrofobina en las paredes celulares de V.
fungicola junto con las hidrofobinas del micelio vegetativo y agregado de A. bisporus
previamente descritas y asociadas al mucilago, queda corroborada la existencia del
primer paso de adhesion inespecifica entre ambos organismos.

(D 25) Los siguientes estudios se enfocaron hacia el aislamiento, purificacion y
caracterizacion de una proteina lectina de A. bisporus que demostrara nuestros
resultados de aglutinacion e inmunofluorescencia indirecta previamente descritos, para



lo cual se investigo la presencia de una lectina en ambos micelios de A. bisporus. Estos
estudios dieron como resultado el aislamiento y purificacién de una proteina con
actividad hemaglutinante, caracteristica de las lectinas, a partir de los carpéforos de A.
bisporus, proteina que conforme se avanza en su purificacion, precipitando
primeramente con SO4(NH), y continuando con cromatografia sobre columnas de
intercambio anidnico y cationico, va aumentando su actividad hemaglutinante. La
electroforesis en condiciones disociantes mostré una banda de peso molecular de 16+3
kDa, positiva frente al reactivo de Schiff, que en condiciones nativas alcanza un valor
en torno a 60 +4 kDa después de su filtracion molecular sobre Sephadex G-100. El pico
obtenido mediante la técnica de MALDI-TOF equivale a 16014,6 Da, y al mostrar una
forma mas ensanchada en su base, y habiendo dado positiva su tincion con el reactivo
de Schiff nos sugiri6 la presencia de carbohidratos. La correspondiente evaluacién dio
como resultado un porcentaje de 5,6% de azlcares, lo que nos indica que se trata de una
glicoproteina tetramérica, constituida por cuatro monémeros de un peso molecular de 16
kDa cada uno.

(D 26) ElI correspondiente andlisis de aminoacidos muestra una proporcion
relativamente alta de residuos acidos e hidroxilicos, caracteres semejantes a otras
lectinas flngicas descritas, dentro de su individualidad méas o menos variable.

(D 27) La especificidad de la unién de la lectina purificada al interactuar con
determinados receptores polisacaridicos de eritrocitos se estudié mediante ensayos de
inhibicién de la hemaglutinacion. Diferentes monosacaridos y la N-acetil-glucosamina
no inhiben la hemaglutinacion, la fructosa y la galactosa presentan trazas de
aglutinacion a concentraciones muy elevadas e inespecificas, y la N-acetil-
galactosamina muestra inhibicion a partir de 50 mmol/L. Sin embargo el
glucogalactomanano de V. fungicola tiene efecto inhibitorio en muy bajas
concentraciones, a partir de 6,25 mmol/L, lo que nos indica que dicha lectina muestra
una fuerte afinidad por este polisacarido.

(D 28) La especificidad de la union de la lectina de A. bisporus con su correspondiente
ligando sacaridico, demostrada por otros investigadores mediante estudios
conformacionales, habia puesto de manifiesto que dicho ligando era B-Galpl-enlazada
tanto en -C3 como en -C4 con otro monosacarido neutro o aminado, puesto que en
ambos enlaces la posicion axial del hidroxilo es la misma. El glucogalactomanano de V.
fungicola al presentar en su unidad repetitiva como terminales de su molécula la
galactosa asi estructurada, se une especificamente con la lectina de A. bisporus y por
tanto ambas moléculas complementarias son las responsables del reconocimiento y
unién entre el micopatdgeno y el hospedador.

(D 29) Sometido el micelio vegetativo de A. bisporus a los mismos estudios para
comprobar la presencia de dicha lectina, se pudo demostrar su ausencia en dicho
micelio, con lo que al encontrarse Unicamente en el micelio agregado del hospedador, se
trata de una proteina que solo se expresa en esta fase morfogenética del ciclo vital de A.
bisporus, corroborandose los resultados de aglutinacion e inmunofluorescencia
obtenidos previamente, y confirmandose la existencia del segundo paso de
reconocimiento y unién especificos del proceso, que se habia supuesto al principio,
aclarandose al mismo tiempo las razones por las cuales el micelio vegetativo de A.
bisporus no desarrolla la micosis.



DEGRADACION SELECTIVA in vivo DE LAS PAREDES CELULARES DEL
MICELIO AGREGADO DE Agaricus bisporus POR LAS ENZIMAS LITICAS
DE Verticillium fungicola

Después de los dos pasos previos de adhesion inespecifica y reconocimiento y union
especificos demostrados en el micoparasitismo que nos ocupa, el micopatégeno V.
fungicola penetra en las hifas de los carp6foros de su hospedador A. bisporus para poder
establecer la infeccion. En otros casos de micoparasitismo vegetal descritos la
penetracion tiene lugar a través de orificios naturales, heridas, o0 mediante la formacion
de estructuras especializadas junto con fuerzas mecéanicas seguidas de la degradacion
enzimatica, o la combinacion de varias de estas posibilidades, dando lugar a la invasién
del hospedador por el patégeno.

(D 6, D 30) En nuestro caso concreto, gracias a la microscopia electronica de
transmision (que ya mostramos anteriormente) y de barrido hemos podido observar
claramente este fendmeno de invasion intercelular, junto con la intracelular,
produciéndose la lisis de la pared celular del micelio agregado de A. bisporus
probablemente debido a las enzimas secretadas por V. fungicola.

(D 31) Sin embargo cuando se trata de la interaccion in vivo de V. fungicola con el
micelio vegetativo de A. bisporus, estudiada exhaustivamente mediante microscopia
Optica y electronica de transmision, se demuestra que tal interaccién no prospera mas
adelante después de que se produzca la adhesion inespecifica entre ambos organismos,
debida a la interacciones hidrofdbicas antes descritas.

(D 32) Como acabamos de mostrar, los estudios realizados mediante microscopia
electronica de transmision sobre el parasitismo de V. fungicola sobre los carpéforos de
A. bisporus habian sugerido una digestion enzimatica localizada que finalmente
conducia a la necrosis de tales cuerpos fructiferos, combinada posiblemente con cierta
presién mecénica por parte del micopatdgeno, pero fueron los estudios realizados en
nuestro laboratorio los que demostraron que las enzimas secretadas in vivo por V.
fungicola crecido sobre un medio minimo suplementado con diferentes fuentes de
carbono podrian servir como indicadores de las enzimas que el patdgeno produce
durante su parasitismo, identificando en tales caldos metabdlicos, gracias a la utilizacion
de sustratos especificos, la produccién de endopolisacaridasas como a-(1-3)-, a-(1-4)-,
B-(1-3)-, B-(1-6)-, B-(1-4)-glucanasas, B-(1-4)-xilanasa y quitinasa, disacaridasas como
quitobiosidasa, exopolisacaridasas como a-D- y B-D-glucosidasas, 3-D-xilosidasa, 3-D-
manosidasa y N-acetil-B-D-glucosaminidasa, junto con proteasas, en diferentes
concentraciones segun el suplemento carbonado utilizado (se utilizaron aztcares como
glucosa o fructosa, produciendo esta ultima actividades enzimaticas superiores a la
glucosa, y paredes de micelio vegetativo o paredes de micelio agregado segun los
casos). Algunas de estas enzimas, que son claves en la lisis de las paredes celulares de
los hongos superiores, son también producidas por otros microorganismos descritos
como pardsitos fangicos.

(D 33) La digestion gradual in vitro de las paredes celulares aisladas del micelio
agregado de A. bisporus con las enzimas producidas por V. fungicola en presencia de
estas mismas paredes celulares, estudiada mediante microscopia electronica de
transmision, ha mostrado que la degradacion no ocurre simultaneamente y con la misma



intensidad en la capa externa que en la interna de dichas paredes celulares, aunque al
final del proceso aparezcan zonas de la pared completamente lisadas, lo que permite que
el micopatogeno in vivo se pueda localizar tanto inter- como intracelularmente en las
hifas de los carpéforos.

(D 34) Experimentos semejantes realizados con las paredes celulares aisladas del
micelio_vegetativo de A. bisporus y las enzimas producidas por V. fungicola con estas
mismas paredes como fuente carbonada, han puesto de manifiesto que, también in vitro
se consigue una clara degradacion enzimatica de tales paredes celulares aisladas, pero in
vivo, como hemos podido demostrar anteriormente, solo se produce la adhesién
inespecifica entre el micoparasito y el hospedador, y no se llegan a secretar las enzimas
con la consiguiente degradacion enzimatica, por no tener lugar el reconocimiento y
unién especificos, y por tanto este micelio no puede desarrollar la micosis.

Estos resultados son una confirmacion mas de nuestros anteriores estudios sobre la
ausencia de la proteina lectina en el micelio vegetativo de A. bisporus, y nos corroboran
la necesidad de la existencia de los dos pasos estudiados, para que la digestion
enzimatica in vivo pueda producirse y se manifieste la fase visible de la infeccion.

CONCLUSIONES FINALES

(D 35).-Las paredes celulares de los micelios vegetativo y agregado de A. bisporus
presentan diferencias quimicas estructurales caracteristicas que inciden directamente en
el distinto comportamiento que muestran los correspondientes micelios frente a la
infeccion por V. fungicola. A su vez la también especial estructura quimica de las
paredes celulares de V. fungicola incide igualmente en el desarrollo de la verticiliosis
sobre los carpdforos del champifion.

.-Mediante inmunofluorescencia indirecta se ha comprobado que el polisacarido
glucogalactomanano de las paredes celulares de V. fungicola se une a la superficie de
las hifas del micelio agregado de A. bisporus, pero no a la del correspondiente micelio
vegetativo.

-Se ha aislado, purificado y caracterizado la proteina hidrofobina de las paredes
celulares de V. fungicola que, junto con las hidrofobinas de las paredes celulares de los
micelios vegetativo y agregado de A. bisporus, intervienen en la adhesion inespecifica
entre ambos organismos.

(D 36) -lgualmente se ha aislado, purificado y caracterizado una proteina lectina del
micelio agregado de A. bisporus que constituye el ligando especifico del polisacarido
glucogalactomanano de V. fungicola, con lo que se demuestra la existencia de la etapa
siguiente de reconocimiento y unién.

.-Se ha podido demostrar que el micelio vegetativo de A. bisporus presenta Unicamente
la etapa de adhesion o contacto inespecifico con V. fungicola, ya que al no expresar
dicho micelio la lectina, no tiene lugar el reconocimiento y unién posteriores con el
glucogalactomanano, y por tanto no llega a desarrollar la micosis.

-Una vez que tiene lugar la union especifica de los ligandos complementarios,

glucogalactomanano y lectina, se debe producir una sefializacién molecular que da lugar
a la secrecion de las enzimas hidroliticas por parte de V. fungicola, y la degradacion,
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selectiva de las paredes celulares de los carpdforos de A. bisporus, lo que constituye la
fase evidente de la infeccién.

.-Desentrafiados, a nivel bioquimico, los mecanismos celulares y moleculares sucesivos
entre el micopatogeno y el hospedador para que se manifieste la verticiliosis, se hace
necesaria su aproximacion experimental genética. La transformacién genética de A.
bisporus en su glicoproteina lectina con la construccion de cepas “no adherentes” a V.
fungicola supondria una via alternativa de erradicacion de la micosis sin el uso rutinario
de fungicidas, contribuyendo de este modo a la mejora de la nutricion y la salud
humanas.
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