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Enfermedad de marchitamiento fungico en plantulas de
lechuga: un modelo didactico-experimental para la
enseflanza de los postulados de Koch

Omar Robledo D’Angelo

Centro Regional de Profesores del Este, Departamento Académico de Ciencias Bioldgicas, Consejo de
Formacion en Educacion. Maldonado. Urnguay.
omar.robledo07 (@gmail.com

[Recibido en noviembre de 2015, aceptado en junio de 2010]

La ensefianza del método cientifico se ve facilitada mediante practicas experimentales sencillas pero rigurosas.
Los postulados de Koch representan un avance histérico en el desarrollo del método cientifico. Estos
constituyen una gufa o protocolo a seguir para comprobar empiricamente que un determinado microorganismo
es el agente causal de una patologia infecciosa en un hospedero susceptible. En el presente trabajo se demuestra
que la patologia de marchitamiento fungico (damping-off’) en plantulas de lechuga constituye un modelo didactico-
experimental para la enseflanza y la puesta en acciéon de dichos postulados. Fue posible 1a utilizacién de materiales
de bajo costo con una metodologia sencilla, reproducible y libre de riesgos para la salud humana, facilitando su
aplicabilidad en cualquier centro de enseflanza secundaria o terciaria.

Palabras clave: Postulados de Koch; Método cientifico; Didactica de la Microbiologfa; Marchitamiento fungico; Pythinm.

Damping-off disease in lettuce seedlings: a didactic-experimental model for teaching Koch's postulates

The teaching of the scientific method is facilitated by simple but rigorous experimental practices. Koch's
postulates represent a historical breakthrough in the development of the scientific method. These postulates are a
guide or protocol to follow in order to find empirically that a particular microorganism is the causative agent of
an infectious disease in a susceptible organism. The present work shows that the pathology of lettuce seedlings
damping-off is an appropriate experimental model to teach these principles. It was possible to use low-cost
materials with a simple, reproducible and free risk to human health methodology, with easy applicability in any
high school or university classroom.

Keywords: Koch’s postulates; Scientific method; Microbiology teaching methods; Damping-off; Pythium.
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Introduccion

Los postulados desarrollados por Koch en 1882, representan un punto de inflexiéon en el
desarrollo histérico de la Microbiologia como una ciencia empirica. Estos delimitan el marco
adecuado para la elaboraciéon de un protocolo experimental que permite demostrar que un
microorganismo dado, es el agente causal de una determinada enfermedad infecciosa en un
organismo hospedero susceptible (Volcy 2008).

En cualquier texto de Microbiologia, como por ejemplo en Brock Biology of the Microorganism
(Madigan ez al. 2010), encontramos descritos los postulados de la siguiente manera:

1. El agente causal de la enfermedad o patégeno debe estar siempre presente en los
organismos hospederos enfermos y ausente en los sanos.

2. Bl patoégeno debe aislarse y multiplicarse 7z vitro en cultivo axénico, a partir del hospedero
enfermo.
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3. El patégeno aislado, debe provocar la misma enfermedad cuando es inoculado en
hospederos sanos susceptibles.

4. El patégeno debe reaislarse a partir de los hospederos que fueron inoculados, obtenerse
nuevamente un cultivo axénico de éste, presentando las mismas caracteristicas observadas en
el aislamiento original.

La légica de éstos postulados puede aplicarse para el disefio experimental de ensayos en
cualquier disciplina cientifica, ya que en ellos aparecen implicitos la utilizaciéon de lo que los
investigadores en la actualidad denominan «controles» o «testigos». Eistos deben considerarse
siempre para contrastar los posibles efectos de un determinado «tratamiento» y de esa forma
validar o rechazar hipétesis. En el primer postulado, los hospederos sanos son considerados
como el «control negativo» del experimento, ya que a partir de ellos no es posible aislar al
patégeno. Una vez obtenido un aislamiento de individuos enfermos y luego de una
multiplicacion 7z vitro, se pondra a prueba su patogenicidad a través de un «tratamiento» de
inoculacién en nuevos hospederos, que deberd provocar la misma sintomatologfa y finalmente
se tendra que reaislar. Por lo tanto el desarrollo de una practica experimental basada en los
postulados de Koch representarfa una herramienta util para la ensefianza del método cientifico
a estudiantes de nivel secundario y terciatio.

Dadas las restricciones de experimentacion con animales y patogenos que afectan a éstos, por
cuestiones éticas y o de riesgo bioldgico (posibles zoonosis) para las personas, serfa conve-
niente la eleccién de una patologia vegetal con microorganismos inocuos para el ser humano,
que permitan la realizacién de una practica experimental basada en los postulados de Koch.

El marchitamiento fangico (damping-off ) es una enfermedad que sufren muchas especies
vegetales en el estadio de plantulas, causado por diferentes agentes fungicos que producen la
destrucciéon de vasos de xilema proximos al sitio de infeccion, causando de esta forma un
«estrangulamiento» en el tallo que conduce al marchitamiento y la «caida» de dichas plantulas
(Agrios 2005), sintomas que son facilmente observables a simple vista. Los agentes causales de
ésta enfermedad pueden ser varias especies de hongos (Agrios 2005, Robledo e a/. 2010, Diaz-
Celaya ez al. 2011), como por ejemplo Rhizoctonia sp. Fusarium sp. y otros microorganismos
filamentosos con apariencia fungica, que en la actualidad se encuentran clasificados dentro del
Reino Stramenipila (Dick 2001, Lévesque 2011) y pertenecientes al Phyllum Oomzycota como
son los géneros Pythium sp. y Phytophthora sp. Los agentes causales mas frecuentes de
marchitamiento fungico son especies pertenecientes al género Pythium, habiéndose aislado mas
de 120 especies con amplia distribuciéon en todo el mundo (Diaz-Celaya ef @/ 2011). La
identificacién de las especies de dicho género se basa en caracteristicas morfologicas de las
estructuras reproductivas asexuales y principalmente sexuales llamadas oogonios y anteridios
(femenina y masculina respectivamente) ambas observables con utilizacion de microscopia
optica (van der Plaats-Niterink 1981).

El objetivo del presente trabajo es el desarrollo de una actividad experimental, que mediante la
utilizaciéon de una metodologfa sencilla y facilmente reproducible, permita a los alumnos la
puesta en practica del método cientifico contenido en los postulados de Koch, utilizando
como modelo una patologifa vegetal causada por agentes microbiolégicos inocuos para la salud
humana, como lo son agentes causales de marchitamiento fingico en plantulas de lechuga
(Lactuca sativa). El alumnado ademas de adquirir competencias en metodologia de investiga-
ci6én, también podra adquirir competencias en técnicas microbiolégicas como: preparacion de
medio de cultivo, uso de instrumentos de estetilizacién de materiales, aislamiento de micro-
organismos, técnicas de asepsia, identificacion de estructuras al microscopio Optico, entre
otras.
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Materiales, métodos y resultados
Medios de cultivo

Se utilizé6 el medio PDA (potato dextrose agar) para el aislamiento y propagaciéon del
patdgeno. Se preparo tal como se describe a continuacion (Ames 2004).

Se hace hervir en un litro de agua destilada, 200 gramos de papa
sin pelar durante 20 minutos. La infusiéon obtenida se cuela y se
le agregan 10 gramos de dextrosa (glucosa en polvo) y 18
gramos de agar, se esteriliza utilizando autoclave a 121 °C a 15
atmosferas de presion durante 15 minutos.

En la figura 1 se muestra el modelo de autoclave utilizado en el
presente trabajo. En el caso de no contar con autoclave, es posi-
ble la utilizacién de una olla de presiéon colocando en su interior
una gradilla que permita poner poner sobre ella los medios en
contenedores de vidrio para que no estén en contacto directo
con el agua caliente, y se esterilicen por vapor.

Para que el patégeno aislado en el presente trabajo desarrollara
sus estructuras reproductivas y de esta forma poder identificarlo
con microscopia éptica, se utilizé el medio agar-agua, mezclando Figura 1. Se ha utilizado el
10 gramos de agar por litro de agua destilada y realizando el autoclave A4 Awmerican modelo
mismo procedimiento de esterilizacion. SUX.

Preparacion de placas de petri con medios de cultivo

Posterior a la esterilizacion, el medio PDA y agar-agua fueron dispensados en placas de petri
plasticas de 100 mm x 15 mm esterilizadas en fabrica, trabajando de forma aséptica bajo
mechero para evitar la caida de esporas contaminantes dentro de la placa con el medio vertido.
Antes de utilizar las placas con los medios, éstas fueron almacenadas en estufa a temperatura
de 20°C durante siete dias, con la finalidad de eliminar el exceso de humedad y comprobar la
esterilidad de las mismas.

Aislamiento del agente causal
(cumplimiento de los postulados nimeros 1
y2)

Se sembraron semillas de lechuga en un conte-
nedor plastico con suelo colectado del ambien-
te, manteniendo la humedad en un nivel eleva-
do con un riego diario. Dichas condiciones son
las ideales para inducir la enfermedad de
marchitamiento fungico y, al cabo de diez dias
posteriores a la siembra, comenzaron a obset-
varse plantulas enfermas.

Se colectaron ejemplares con y sin sintomas y
se procedi6 con el siguiente protocolo.

Figura 2. Aislamiento del posible agente causal de
Se cortaron los segmentos de raices en trozos marchitamiento fingico. Se observa el crecimiento a

de 3 a 5 mm de longitud, se lavaron con agua partir de trozo de plantula con sintomas.
de canilla para remover particulas de suelo y seguidamente con agua destilada. Posteriormente,
se lavaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 0,5 % durante 30 segundos, y en
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seguida se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, luego se secaron utilizando gasa
estéril y finalmente se colocaron en placas de petri con medio PDA.

En la figura 2 se puede observar una foto de una placa de petri en donde se colocaron trozos
de raices de plantulas con sintomas y a partir de ellas emergieron hifas de un microorganismo
filamentoso, de micelio blanquecino, y aspecto algodonoso.

A partir del trozo de plantas sanas, no se observé desarrollo de bacterias ni de otros
microorganismos

Mediante la técnica aséptica, se tomaron recortes con bisturi de los bordes de crecimiento del
microorganismo emergido de los trozos vegetales y se le multiplic6 en PDA y agar-agua. En
este ultimo medio creci6 de forma escasa y en la figura 3 se observa una fotografia tomada uti-
. lizando camara de un smart-

phone colocada encima del

Oogonio ocular de un microscopio
optico a un aumento de

40X. En ésta fotografia se

observa  claramente  un

oogonio ornamentado con

un unico anteridio, confir-

mando que se trata de un
aislamiento correspondiente

al género Pythium. Las hifas

. se observaron cenociticas

Anteridio

Figura 3. Fotografia de la estructura reproductiva sexual del aislamiento crecido (Sln tablques), lo cual es otra
en medio agar-agua. Oogonio con anteridio Gnico. de las caracteristicas del

género.

Inducciéon de la patologia utilizando el aislamiento (cumplimiento del postulado
namero 3); ensayo de germinacion de plantulas

Para la comprobacién de que el aislamiento obtenido es capaz de provocar la enfermedad, se
sigui6 el siguiente protocolo.

Previamente para
eliminar todos los
microorganismos,

se esterilizé6 en
autoclave durante
45 minutos a 121
°C a 1,5 atmosferas
de presion, sustra-
to para almacigos
en base a turba de -
Sphagnum finlande- a b

sa (Kekkila), utili- Figura 4. (a) Resultado del ensayo de germinacion en sustrato con y sin inéculo del aislado
sando bolsas de (derecha e izquierda respectivamente). (b) Detalle de la zona con incidencia de ataque y
sintomas de marchitamiento fingico en sustrato inoculado.

polipropileno  ter-
moresistentes (bolsas comerciales para asar pollos o pavos). Se separ6 la mitad del sustrato
(250 gramos aproximadamente) esterilizado y se le inocul6 el aislado mediante trozos de PDA
de una placa con micelio en crecimiento durante 5 dfas a 20 °C. Este sustrato, inoculado con el
posible agente caudal, se incub6 durante una semana a 20 °C en oscuridad.
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El sustrato inoculado y sin inocular fueron dispensados en contenedores plasticos y
finalmente sembrados con semillas de lechuga.

En la figura 4 se observa el resultado del ensayo de germinacién en sustrato inoculado y sin
in6culo del aislado (control negativo). Como se puede visualizar, en el contenedor con
inéculo, se tiene una zona con gran incidencia de la enfermedad, con varias plantulas
presentando sintomas de marchitamiento fungico. Por lo contrario en el control negativo, en
dénde no se inoculd el aislado, no se observaron plantulas con dichos sintomas.

Reaislamiento del patégeno a partir de plantulas enfermas (cumplimiento del postu-
lado nuimero 4)

A partir de las plantulas enfermas se reaislé el patégeno, siguiendo el mismo procedimiento
empleado para el cumplimiento de los postulados numero 1 y 2, observandose las mismas
caracteristicas ya descritas.

Discusiéon

En la mayoria de las publicaciones cientificas que tratan sobre el aislamiento de fitopatégenos
causantes de marchitamiento fungico y otras patologias causadas por hongos, se detalla la
utilizaciéon de medios especificos muy complejos de preparar (Montes-Belmont e# a/. 2003) o
medios especificos mas sencillos pero que incluyen el agregado de diversos antibiticos para el
aislamiento de especies de Pythium (Diaz-Celaya et al. 2011). Dichos antibidticos pueden ser
COStOSOS y para un COfrecto uso se necesitan equipos e instrumentos de laboratorio mas
sofisticados y que en la mayorfa de los centros educativos, especialmente los de nivel

secundario no se cuenta, como por ejemplo: cimara de flujo laminar, balanzas de precision,
pipetas automaticas entre otros.

En el presente trabajo se utiliz6 un medio de facil preparacion como lo es el PDA, para el
aislamiento y propagacion del patégeno; medio que se obtiene a partir de ingredientes que se
pueden conseguir facilmente y de bajo costo. La identificaciéon del género fue posible
utilizando otro medio de cultivo sencillo, agar-agua, donde se desarrollaron estructuras
reproductivas sexuales y asexuales propias de éste.

Se demostré que el aislamiento obtenido es un agente causal de marchitamiento fungico, ya
que cuando fue inoculado en sustrato previamente esterilizado por tratamiento térmico,
provocé los sintomas en las plantulas crecidas en éste. Finalmente fue posible su reaislamiento
presentando las mismas caracteristicas morfoldgicas que en el aislamiento original, condicién
requerida para el cumplimiento del cuarto postulado.

Como se mencioné anteriormente, no solo diferentes especies de Pythium son capaces de
provocar el marchitamiento fingico (aunque su frecuencia de incidencia es mayor), otras
especies de hongos pueden hacerlo y también es posible su aislamiento mediante ésta
metodologia empleada.

Por otra parte, si durante la fase de aislamiento, el paso de desinfeccién superficial de los
trozos vegetales con hipoclorito de sodio no fue realizado adecuadamente, pueden crecer
hongos u otros microorganismos saprofitos cuando sean colocados en medio PDA,
obteniéndose falsos agentes causales. Es muy probable que crezcan hongos saprofitos no
patogénicos como por ejemplo Mucor sp. y cepas no patogénicas de Fusarium sp., entre otros.

Pero éstos contaminantes pueden resultar utiles para emplearse en un segundo «control
negativo» en el ensayo de germinacién, ya que al inocularse en sustrato estéril no son capaces de
provocar la patologia en las plantulas.
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Conclusiones

En el presente trabajo se demostré que siguiendo un procedimiento sencillo y basado en los
postulados de Koch, fue posible encontrar el agente causal de la patologia de marchitamiento
fangico de lechuga, en este caso un microorganismo perteneciente al género Pythium. Los
agentes causales de esta patologfa, como el aislado en este trabajo, no representan riesgos para
la salud humana.

Ya que fue posible utilizar materiales corrientes y de bajo costo, se demostrd que esta
metodologia es facilmente reproducible.

Dados estos argumentos, se puede concluir que este trabajo puede utilizarse como un modelo
didactico para la ensefianza del método cientifico implicito en los postulados de Koch y es
posible su aplicacion en cualquier centro de ensefianza secundaria o terciatia.
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