
buen sustrato para el cultivo de Pleurotus [8]. Sin embargo, la 

proliferación de mohos contaminantes del género 

Trichoderma constituye una de las causas principales por las 

que este sustrato no es empleado a nivel industrial [12]. Para 

resolver este problema, es necesario producir un sustrato 

selectivo, el cual permita el crecimiento del hongo comestible 

Introducción

En México se generan anualmente alrededor de 100 mil 

toneladas de pulpa de café [16], las cuáles representan un 

Preliminary study of the termotolerant bacterial microflore of the coffee pulp 

and wheat straw with potential  of inhibition against Trichoderma viride in 

the culture of Pleurotus spp.

Abstract. A preliminary study of the bacterial community implied in the selectivity of the 

substrate for the culture of Pleurotus ostreatus is presented. The analyzed substrates were 

coffee pulp and wheat straw, both pasteurized with steam. From these substrates bacterial 

colonies were isolated and cultivated on solid media. The studied bacterial groups were: 

Bacillus, Pseudomonas and Actinomycetes. The results showed a modification of the 

structure of the bacterial community based on the pasteurización. It was observed that some 

of the microorganisms that inhibit the growth of Trichoderma viride were those of Bacillus' 

group. The persistence of these microorganisms after the pasteurization could guarantee the 

obtaining of a selective substrate. The importance of the substrate treatment with the purpose 

of improving its the selectivity for the Pleurotus growth is discussed.

Key Words: Inhibition, culture, bacterial microflora, wheat straw, pasteurization, coffee 
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Resumen. Se presenta un estudio preliminar de la microflora bacteriana implicada en la 

selectividad del sustrato para el cultivo de Pleurotus ostreatus. Los sustratos analizados fueron 

pulpa de café y paja de trigo, ambos pasteurizados con vapor. A partir de estos sustratos se 

aislaron y se contaron colonias bacterianas cultivadas en diferentes medios sólidos. Los 

grupos bacterianos estudiados fueron: Bacillus, Pseudomonas y Actinomycetes. Los 

resultados mostraron una modificación de la estructura de la comunidad bacteriana en 

función de la pasteurización. Se observó que algunos de los microorganismos que inhiben el 

crecimiento de Trichoderma viride fueron aquellos pertenecientes al grupo de Bacillus. La 

persistencia de estos microorganismos después de la pasteurización podría garantizar la 

obtención de un sustrato selectivo. Se discute la importancia del tratamiento del sustrato con 

la finalidad de mejorar la selectividad del mismo para el crecimiento de Pleurotus. 

Palabras clave: Inhibición, medios de cultivo, microflora bacteriana, paja de trigo, 
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y limite el desarrollo de sus antagonistas [20, 23]. La 

selectividad del sustrato, en el caso de Agaricus bisporus 

(Lange) Imbach, se logra a través del compostaje del mismo. 

En cambio, en el cultivo de Pleurotus spp. la selectividad es 

obtenida a partir de tratamientos térmicos del sustrato, como 

la pasteurización [17]. Un estudio previo sobre el cultivo de P. 

ostreatus en paja de trigo, mostró que la microflora 

termotolerante presente en el sustrato, es capaz de limitar la 

colonización de Trichoderma [24]. Así, el tratamiento del 

sustrato a 65° C, da como resultado la obtención de un sustrato 

selectivo para el crecimiento de Pleurotus [20]. Por otro lado, 

se ha observado que tanto la pulpa de café como la paja de 

trigo poseen una microflora bacteriana, la cual está presente 

antes y después de la inoculación del sustrato con el hongo 

comestible [7, 11], pero no se ha analizado si esta microflora 

participa en la selectividad del sustrato. El presente trabajo 

tiene como objetivo analizar la microflora bacteriana presente 

en la pulpa de café y la paja de trigo antes y después de la 

pasteurización, con la finalidad de aislar y caracterizar cepas 

bacterianas inhibidoras de Trichoderma viride. Se discuten 

los efectos de la pasteurización sobre las comunidades 

bacterianas y sus posibles consecuencias sobre la selectividad 

del sustrato. Este estudio forma parte de una serie de 

investigaciones en las que se pretende optimizar el uso de la 

pulpa de café como sustrato para el cultivo de Pleurotus spp.

Materiales y métodos

Cepa de Trichoderma 

Se estudió una cepa de Trichoderma viride (IE-637) que se 

aisló de un cultivo de Lentinula edodes en pulpa de café. Esta 

cepa se mantiene en medio de cultivo de agar con dextrosa y 

papa (PDA) a 4 °C en el Cepario de Hongos Comestibles del 

Instituto de Ecología, A.C. (Xalapa, México).

 

 

de un precultivo de T. viride frente a la colonia bacteriana, 

anotándose la presencia o ausencia de inhibición. Un aislado 

inhibidor fue definido como aquel que impidió el crecimiento 

de T. viride, formando un halo de inhibición de 0.5 cm o más. 

Un aislado resistente fue considerado como aquel que inhibió 

parcialmente el desarrollo de T. viride y el crecimiento 

micelial del moho es observado alrededor de la colonia 

bacteriana. Un aislado sin efecto es aquel que no inhibió el 

crecimiento de T. viride.

   Resultados y discusión

En la paja de trigo, la pasteurización por vapor produjo una 

disminución del número de microorganismos, mientras que la 

pasteurización por inmersión en agua tuvo el efecto contrario 

(Tabla 1). Esto puede ser debido a que la humidificación de la 

paja durante la inmersión y el tiempo necesario para alcanzar 

los 75 °C (40 min aproximadamente), favorecieron el 

desarrollo de una microflora termotolerante.

En el caso de la pulpa de café y a comparación de la 

paja de trigo, se observó un mayor número de 

microorganismos en el sustrato no pasteurizado, lo que indica 

que ambos tratamientos térmicos lograron reducir el número 

de microorganismos presentes.

Estos resultados muestran que la estructura de la 

comunidad bacteriana de ambos sustratos es modificada por 

efecto directo de la pasteurización. Así la pasteurización 

puede seleccionar la microflora bacteriana, reduciendo la 

diversidad de la misma [13]. En general, con la finalidad de 

disminuir la presencia de mohos antagonistas de Pleurotus, el 

sustrato de cultivo es frecuentemente pasteurizado a 70-80 

°C. Sin embargo, se observó que la pasteurización elimina un 

buen número de microorganismos y entre ellos aquellos que 

eventualmente podrían contribuir a la selectividad como los 

Actinomycetes (Tabla 1). Los Actinomycetes son 

microorganismos conocidos por sus potencialidades 

 

Preparación de sustratos 

La pulpa de café fue colectada en un beneficio de café 

(localizado en Coatepec, Veracruz, México), la cual recibió 

un proceso de secado al sol, hasta obtener un porcentaje de 

humedad entre 18-20% y posteriormente fué almacenada a 

temperatura ambiente. La paja de trigo fué cortada en trozos 

de 1 cm de longitud y se mantuvo bajo las mismas condiciones 

que la pulpa de café. Se colocaron 100 g de cada sustrato en 

bolsas de polipropileno, parte de las cuáles se pasteurizaron 

con vapor en una autoclave parcialemente cerrada 

(manteniendo la temperatura a 75 °C durante 1 h), y  otra parte 

por inmersión en agua caliente a 75 °C durante 1 h. Como 

controles, ambos sustratos fueron utilizados sin ningún 

tratamiento térmico.

Extracción de microorganismos

Para la extracción y estimación de la microflora bacteriana, se 

suspendieron 20 g de sustrato pasteurizado (o no 

pasteurizado) en 180 ml de tampón fosfato 0.1 M, pH 7, 

adicionado con Tween 80 al 0.5% estéril, los cuales fueron 

agitados durante 30 min a 150 rpm [23]. Estas suspensiones 

fueron llamadas suspensiones madre y se utilizaron para el 

conteo de microorganismos en medios selectivos de cultivo 

sólido. 

Conteo y aislamiento de bacterias 

A partir de cada suspensión madre se prepararon diez 

diluciones seriadas en una solución de NaCl  al 8.5%. 100 µl 

de cada dilución se inocularon en los siguientes medios de 

cultivo: 1) Triptona-Agar (triptona 0.5%, NaCl 0.5%, agar 

1.5%) para el conteo de la microflora total (MT), 2) agar para 

el aislamiento de Pseudomonas de Difco (triptona 2%, MgCl  2

0.14%, K SO  1%, Irgasan 25 mg, agar 1.36%), para el conteo 2 4

de bacterias del género Pseudomonas (P), y 3) los 

Actinomycetes (A) fueron contados en el medio descrito por 

Pochon y Tardieux (1962) [15] (glicerol 0.1%, L-asparagina 

0.1%, K HPO  0.1%, solución de oligo-elementos 0.1%, agar 2 4

1.5%, bicromato de potasio 0.1%). Para la búsqueda de 

bacterias esporulantes representadas principalmente en las 

condiciones de cultivo utilizadas por el género Bacillus (B), 

una alícuota de 10 ml de la suspensión madre fue tratada a 80 

°C durante 10 min., a partir de esta alícuota se realizaron diez 

nuevas diluciones para ser inoculadas en medio Triptona-

Agar. En total se realizaron tres repeticiones por cada dilución 

las cuales se incubaron a 28 °C. Los resultados fueron 

expresados como número de unidades formadoras de colonia 

por gramo de sustrato seco (UFC/g MS). Una vez realizado el 

conteo de colonias en los diferentes medios de cultivo, se 

procedió a evaluar la abundancia de microorganismos 

inhibidores de Trichoderma viride. Primeramente fueron 

aisladas diez colonias bacterianas por cada medio de cultivo, 

con base tomando en cuenta si dichas colonias presentaban 

características morfológicas distintas. Posteriormente las 

colonias aisladas fueron purificadas y mantenidas en medio 

Triptona-Agar.

Prueba de KOH

Para saber si las colonias bacterianas aisladas correspondían a 

+ -bacterias Gram  o Gram  se realizó una prueba con KOH al 3% 

[3]. Esta prueba consistió en tomar una porción de la colonia 

bacteriana de un día de cultivo con un asa estéril y mezclarla 

con 10µl de KOH en un portaobjetos. Cuando la mezcla se 

volvía viscosa en un lapso de 5 a 60 s, la colonia bacteriana era 

-considerada como Gram . Por el contrario, dicha viscosidad 

+no fue observada para las colonias Gram .

Evaluación del efecto inhibidor de las colonias 

bacterianas sobre T. viride

Los aislados bacterianos obtenidos de cada medio de cultivo 

fueron confrontados con T. viride en cajas de Petri 

conteniendo medio de PDA. Por cada condición se inocularon 

tres cajas, las cuáles se incubaron a 25 °C. Después de dos días 

de crecimiento, con una aguja estéril, se colocó un implante 
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desarrollo del cultivo de Pleurotus.

La importancia del cultivo de Pleurotus esta ligada al 

hecho de que puede ser realizada sobre diversos sustratos 

lignocelulósicos, lo cual permite el tratamiento de desechos 

provenientes de actividades agrícolas y agro-industriales. Sin 

embargo, la composición de la microflora de un sustrato 

determinado antes de su tratamiento para el cultivo de 

Pleurotus, podría estar en déficit de bacterias que contribuyan 

a su selectividad.

En este estudio se comparó la paja de trigo (sustrato 

frecuentemente utilizado en el cultivo de hongos comestibles) 

y la pulpa de café (objeto de estudios particulares como 

sustrato de cultivo) y se observó la presencia de bacterias 

inhibidoras o resistentes a Trichoderma después de la 

pasteurización (Tabla 2), indicando así, la presencia de 

paja pasteurizada con vapor y fueron obtenidos de los cultivos 

en medios triptona agar y Bacillus. De los cultivos aislados en 

la pulpa de café, cinco lograron inhibir el crecimiento de T. 

viride, ocho presentaron resistencia al moho y nueve no 

tuvieron ningún efecto antagonista. Cuatro de los cinco 

aislamientos inhibidores provienen de un tratamiento térmico 

distinto. Por otro lado, en lo que respecta las especies de 

Pseudomonas, en ambos sustratos no se encontraron bacterias 

eficaces contra T. viride.

En general, estas observaciones muestran que los 

sustratos de cultivo empleados en el cultivo de Pleurotus 

poseen microorganismos inhibidores de T. viride, los cuales 

podrían garantizar la obtención de un sustrato selectivo (Fig. 

1). La persistencia de estas bacterias inhibidoras después del 

tratamiento térmico podría ser favorecida durante el 
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bacterianas. La deshidratación de la pulpa de café por su 

exposición al sol durante un periodo de tres a cuatro días, 

puede provocar una primera selección de dichas comunidades 

[7].

Trabajos previos han demostrado la implicación de 

ciertos grupos bacterianos en la inhibición del crecimiento del 

género Trichoderma [6, 19]. Así, este trabajo también se 

enfocó al aislamiento de organismos inhibidores de T. viride 

presentes en los sustratos de cultivo de Pleurotus. Tres grupos 

antagónicos fueron estudiados: Pseudomonas, Bacillus y 

Actinomycetes. En lo que respecta al género Pseudomonas, 

se ha observado que algunas especies pueden inhibir el 

crecimiento de T. viride [22] y otras inducir la fructificación 

de Pleurotus [4]. Por otro lado, dentro del género Bacillus y el 

grupo de Actinomycetes se encuentran especies con 

capacidad de degradación de sustratos lignocelulósicos y de 

producción de antibióticos [9, 14, 20]. Sin embargo, no se 

cuenta con información sobre su participación en la 

inhibición del desarrollo de Trichoderma spp.

De los aislamientos obtenidos en la paja de trigo, 

cuatro presentaron inhibición del crecimiento de T. viride, 

siete fueron resistentes y nueve no tuvieron ningún efecto 

sobre el crecimiento de este moho (Tabla 2, Figura 1). Tres de 

los aislamientos con capacidad inhibitoria procedían de la 

antibióticas y lignocelulósicas [1, 5], lo cual puede explicar su 

intervención en la inhibición de Trichoderma spp. [23], así 

como su participación en la degradación de la lignocelulosa 

en las etapas mesófilas del composteo [21]. Estos 

microorganismos no resisten temperaturas mayores a 60 °C 

por lo que son siempre encontrados en la última etapa del 

composteo, es decir cuando la temperatura ha disminuido 

[10]. Por otro lado, la pasteurización a temperaturas elevadas 

puede provocar cambios bioquímicos del sustrato (ruptura del 

complejo celulosa-lignina) lo cual facilita la disponibilidad 

de azúcares solubles y como consecuencia condiciones 

favorables para la implantación de antagonistas fúngicos [8, 

20]. Trabajos previos han demostrado que los principales 

agentes de contaminación de la paja de trigo después de la 

pasteurización son los hongos, entre los que destacan 

Rhizopus stolonifer, Trichoderma viride, Fusarium spp., 

Alternaria tenuis, Peziza spp. y Coprinus spp. [2]; y cuando la 

paja es inoculada con P. ostreatus también se observa la 

presencia de algunos de ellos [11]. Estas observaciones 

indican que mohos del género Trichoderma y de otros géneros 

pueden invadir el sustrato después de la pasteurización y la 

inoculación de Pleurotus. Por otro lado, las etapas de 

preparación del sustrato antes de la pasteurización pueden 

igualmente influir en la estructura de las comunidades 
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Tabla 1. Número de microorganismos obtenidos de la paja de trigo y la pulpa de café.  

Medios de cultivo 
 

Sustrato            Tratamiento           MT        P   A   B 
 
Paja de trigo      Control 6,24 (6,13) 5,99 (5,93) 3,84 (3,34) 3,55 (2,78) 
           1 3,93 (2,81) 4,04 (3,92) 0 2,45 (2,08) 
           2         >6       >6 0        >6 
 
Pulpa de café      Control 7,17 (6,83) 7,12 (6,79) 4,48 (4,22) 3,84 (3,74) 
           1 3,67 (2,81) 3,65 (2,72) 0 3,32 (2,88) 
           2 3,36 (2,56) 3,02 (3,11) 0 3,05 (2,87) 

Los resultados son expresados en Log de UFC/g de MS. Los valores representan las medias y las desviaciones estándar de tres 
repeticiones. Tratamientos: 1= pasteurización por vapor, 2= pasteurización por inmersión en agua. Control= sustrato no 
pasteurizado. Medios de cultivo: MT= Microflora Total, P= Pseudomonas, A= Actinomycetes, B= Bacillus. 

Sustrato Tratamiento    Medio de Inhibición de Trichoderma 
  aislamiento  
   No. % 

 
 Control MT 1 10 
Paja de trigo 1 B 2 20 
  MT 1 10 

 
 Control MT 1 10 
Pulpa de café 1 MT 3 30 
 2 MT 1 10 

Tabla 2. Porcentaje de aislamientos bacterianos antagonistas de T. viride. 

Tratamientos: 1=pasteurización por vapor, 2= pasteurización por inmersión en agua. Control= sustrato no pasteurizado. 
Medios de aislamientos: MT= Microflora Total, B= Bacillus. 

 a) b) 

Bacteria T. viride Bacteria T. viride 

Figura 1. Confrontación de Trichoderma viride (IE 637) y algunos aislamientos bacterianos. a) crecimiento de T. viride sobre la 
colonia bacteriana (aislada del medio Pseudomonas), b) inhibición del crecimiento de T. viride (bacteria aislada del medio 
Bacillus). 
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representar una alternativa de control contra Trichoderma. 

Sin embargo, la caracterización taxonómica de estos 

microorganismos ya sea por métodos clásicos (API, Gram, 

etc.) o moleculares (amplificación y secuenciación del ADNr 

16S) es importante antes de proponerlas como agentes de 

control en el cultivo de Pleurotus. Por otra parte, la utilización 

de una pasteurización a 75 °C , propuesta generalmente como 

un tratamiento térmico para eliminar los microorganismos 

antagonistas de Pleurotus, no garantiza obtener un sustrato 

selectivo, debido a que muchos microorganismos son 

eliminados, algunos de lo cuáles podrían inhibir el 

crecimiento de Trichoderma. Por lo tanto y, con la finalidad 

de limitar la reducción de la microflora bacteriana durante la 

pasteurización del sustrato, se podría utilizar otro modo de 

preparación del mismo que incluye las siguientes etapas: 

hidratación, pre-compostaje (para permitir el desarrollo de 

microorganismos gracias a la asimilación de azúcares y 

reservas nutritivas solubles), tratamiento térmico a 

temperaturas alrededor de 60-65 °C (para eliminar los mohos 

antagonistas potenciales), un condicionamiento a 

temperaturas alrededor de 40-45 °C y un enfriamiento 

progresivo (para permitir la colonización del sustrato por 

Actinomycetes y Bacillus) [23].

Por otro lado, el manejo de comunidades bacterianas 

con la finalidad de garantizar el desarrollo de bacterias 

inhibidoras de Trichoderma y mejorar la selectividad, debe 

tener en cuenta todas las etapas de preparación del sustrato y 

sobre todo la etapa de crecimiento vegetativo de Pleurotus. 

En efecto, es importante que la selectividad del sustrato sea 

mantenida durante los primeros días de cultivo debido a que 

existe un mayor riesgo de contaminación del sustrato por 

Trichoderma durante la etapa de incubación [18]. Esta 

cuestión es abordada en otro trabajo [23].
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