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RESUMEN EJECUTIVO

La agrohomeopatia fue planteada como el uso del método homeopatico en agricultura, a
partir del cual es posible incidir en los procesos bioldgicos de la planta para acelerar o detener
su crecimiento. Por otro lado representa una alternativa eco amigable para el control natural
de plagas y enfermedades. En el presente trabajo se realizé la evaluacién in vitro e in vivo
de seis productos homeopaticos (Magnesia phosphorica (Mp), Zincum phosphoricum (Zp),
Phosphoricum acidum (Pa), Silicea terra (St), Natrum muriaticum (Nm), Arsenica album
(Aa)) en diluciones de (6C, 7C y 13C) sobre el crecimiento del hongo fitopatdgeno Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici. Para esto se utilizo la técnica de envenenamiento del medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar en la parte in vitro, la siembra por puncion para evaluar el
crecimiento diametral del hongo, la técnica de barrido para determinar el porcentaje de
inhibicion de esporas y la técnica de infiltracion para la parte in vivo. El crecimiento
diametral se evalud en diferentes tiempos (cada 48 h por siete dias). No se encontraron
diferencias significativas en el crecimiento diametral del hongo, sin embargo, se observaron
diferencias significativas en cuanto al porcentaje de inhibicion. Los mayores porcentajes se
obtuvieron con los tratamientos Zp-7C (70%), Mp-13C (65%) y Aa-13C (51%). Para el
conteo de estomas no se notaron diferencias significativas, sin embargo en la supervivencia
y dafio se demostraron diferencias en comparacién al control. Los resultados indican que el
efecto de los medicamentos sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici es dependiente del tipo de
homeopético y de la dilucion empleada. Este trabajo muestra la efectividad del uso de la
agrohomeopatia para el control de F. oxysporum f. sp. lycopersici causante de la marchitez

vascular, la cual es una de las enfermedades que mas afecta el cultivo de tomate.

Palabras clave: Sanidad vegetal, inhibicion, in vitro, marchitez vascular, homeopatia

agricola, in vivo.
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ABSTRACT

The agrohomeopathy was raised as the use of the homeopathic method in agriculture, from
which it is possible to influence the biological processes of the plant to accelerate or stop its
growth. On the other hand it represents an eco-friendly alternative for the natural control of
pests and diseases. In the present work the in vitro evaluation of six homeopathic products
(Magnesia phosphorica (Mp), Zincum phosphoricum (Zp), Phosphoricum acidum (Pa),
Silicea terra (St), Natrum muriaticum (Nm), Arsenica album (Aa)) was made in two
dilutions (7C and 13C) on the growth of the phytopathogenic fungus Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici. For this, the poisoning technique of Potato Dextrose Agar culture medium
was used; also puncture seeding to evaluate the diametrical growth of the fungus and the
scanning technique to determine the percentage of spore inhibition. Diametral growth was
evaluated at different times (every 48 h for seven days). No significant differences were
found in the diametric growth of the fungus; however, significant differences were observed
in the percentage of inhibition. The highest percentages were obtained with the treatments
Zp-7C (70%), Mp-13C (65%) and Aa-13C (51%). The results indicate that the effect of the
drugs on F. oxysporum f. sp. lycopersici is dependent on the type of homeopathic and the
dilution employed. This work shows the effectiveness of the use of agrohomeopathy for the
control of F. oxysporum f. sp. lycopersici causing vascular wilt, which is one of the diseases

that most affect the tomato crop.

Key words: Vegetable health, inhibition, in vitro, vascular wilt, agricultural homeopathy.
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Introduccion

Las hortalizas en Ecuador tienen gran importancia en lo que se refiere a la alimentacion, ya
que forman parte del consumo diario. En algunas hortalizas, el rendimiento no esta dado por
sus frutos, sino por las diferentes partes de la planta, ya que éstas se consumen directamente,
tal es el caso de la lechuga (Lactuca sativa) en la que se consume la parte aérea; del rabano
(Raphanus sativus L.) en el que se utiliza solo la raiz Alvarez, (2011). Las medidas que se
toman para el manejo de estos cultivos implican al excesivo uso de productos quimicos para
controlar enfermedades, por ende los patdgenos tienden a resistirse a los productos quimicos.
Las enfermedades tienen el potencial de destruir las cosechas, aun en los casos en que no
causan pérdidas totales, por lo general reducen en forma cronica el rendimiento de la mayoria
de los cultivos, obligando a tomar medidas de combate quimico que aumentan los costos de
produccion y afectan la calidad y la durabilidad de los productos cosechados, de manera que
constituyen una de las principales causas de inestabilidad en la empresa agricola y del déficit

alimentario local y mundial (Strange, 2005).

Conforme el control quimico se ha incrementado, los problemas de indole fitosanitario se
han hecho mas evidentes y entre ellos destaca la enfermedad conocida como “moho gris”,
la cual constituye una de las principales limitantes para la produccién. El agente etioldgico
de la enfermedad es Botrytis cinerea P. Mich. ex Pers., el cual causa pudriciones en varios
tipos de frutos menores, produciendo grandes pérdidas tanto en campo como en
almacenamiento Pitt, (2009). Asi mismo Sclerotium cepivorum Berk. es el principal agente
patdgeno gue causa la pudricion blanca en ajo; sin embargo, otros hongos filamentosos que
inciden y afectan a este cultivo son Fusarium oxysporum (Schl.), agente causal de la
pudricion basal que ataca al ajo desde su estado de plantula, y Penicillium hirsutum Diercks
el cual produce un micelio verde—azul en los bulbos y ocasiona la pérdida de vigor de las
plantas en las primeras etapas de crecimiento y reduce significativamente la calidad de la
semilla de ajo (Heredia, 2000).

La marchitez vascular producida por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) es la
principal enfermedad que causa problemas en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum),
disminuye en un 60% el rendimiento y afecta la calidad del producto. Esta enfermedad, la
cual se ha reportado en por lo menos 32 paises Jones, (1991), prospera en una diversidad de
condiciones ambientales desde tropicos secos hasta climas templados (Cai, 2003).



Los géneros Alternaria, Botrytis, Lasiodiplodia, Penicillium, Colletotrichum, Phoma,
Fusarium, Rhizopusy Mucor, son conocidos como los principales causantes de las
alteraciones mas frecuentes en frutas y hortalizas, especialmente las referidas al aspecto
fisico, valor nutricional, caracteristicas organolépticas y dificultad de conservacion, asi como
de las alergias e intoxicaciones en los consumidores, debido a que producen estructuras
especializadas que se depositan sobre el producto, penetran, invaden y eventualmente
colonizan masivamente el tejido para causar dafio y posteriormente segregar sustancias,
como consecuencia de su metabolismo secundario Filtenborg et al., (1996). Resultados
cientificamente comprobados en los cultivos validan su capacidad de modificar al
crecimiento, comportamiento de la planta, cantidad, forma de frutos, abundancia del follaje
entre otros y puede controlar la mayoria de plagas y enfermedades conocidas Silva, (2002);
Rossi, (2005).

La mayor parte de las enfermedades fungosas se han venido controlando con el uso de
agroquimicos pero la manipulacion excesiva de estos, el uso indiscriminado, y la falta de
conocimientos de los agricultores, ha ocasionado la resistencia de patégenos, lo cual ha
potencializado las enfermedades, provoca ademas la degradacién del suelo y contaminacién
ambiental. Por lo que es necesario el uso de alternativas amigables al ambiente para el control
de estas enfermedades, como es el caso de la homeopatia agricola.

La agro-homeopatia, una ciencia relativamente nueva, dispone un modelo diferente,
econdmicamente viable incluso en condiciones muy ruasticas, socialmente benéfico y lo mas
importante, facilmente replicable Barberato, (2002). Se han realizado experimentos con
herbicidas y otras sustancias sintetizadas artificialmente, aplicados en forma homeoptica,
funcionando éstos como promotores de crecimiento en plantas, sin producir efectos
negativos tales como la resistencia de microorganismos patdgenos y dafio al medio ambiente.
Resultados cientificamente comprobados en los cultivos validan su capacidad de modificar
al crecimiento, comportamiento de la planta, cantidad, forma de frutos, abundancia del
follaje entre otros y puede controlar la mayoria de plagas y enfermedades conocidas (Silva,
2002). El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto in vitro e in vivo de
medicamentos homeopaticos sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi, con la finalidad
de contribuir a disminuir el uso de agroquimicos empleados en las hortalizas de interés

comercial.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1 Problema de Investigacion

1.1.1 Planteamiento del Problema

El uso excesivo e indiscriminado de plaguicidas quimicos por parte de los agricultores,
provocan la disminucion o pérdida de la capa fértil y la muerte de los microorganismos del
suelo, los patdgenos desarrollan resistencia al ingrediente activo que muchas veces tiene

elevados costos de adquisicion.

Es poco lo que se ha trabajado en relacion a las estrategias para reducir el uso de agro-
quimicos en el control de plagas y enfermedades, y a problemas con la fertilidad bioldgica;
debido al accionar veloz que tienen los agro-quimicos en relacion a los mecanismos

bioldgicos con las plantas.

Se ha puesto mas énfasis en el estado socio econémico que en la preservacion de los medios,
la aplicacion de estos insumos mas la practica monocultivista ha acelerado los niveles de

esterilizacion del suelo, afectando directamente su productividad natural.

Diagnostico

La agrohomeopatia es una alternativa para combatir plagas y enfermedades de la misma
manera se la puede aplicar en un sistema de produccién organico, la cual surge por la
preocupacion de la sanidad alimentaria acompafiada de las distintas estrategias que se estan
implementando para preservar el medio ambiente. Por lo cual surge la agrohomeopatia como

una alternativa mas ecoldgica sostenible y sustentable.

Prondstico

En la presente investigacion busca comprobar que el efecto de los medicamentos
homeopaticos es favorables para la inhibicion de F. oxysporum. f. sp. lycopersici. El
problema estaria basado en el uso excesivo de agroquimicos para el control fitosanitario de

las enfermedades causadas por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.



1.1.2 Formulacién del problema

¢Qué medicamento homeopéatico muestra un mayor porcentaje de inhibicion (Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici) en hortalizas de interés comercial?

1.1.3 Sistematizacién del problema

¢ Qué efecto tienen los medicamentos homeopaticos en las fase in vitro e in vivo?

¢ Cual tratamiento presentara mayor efecto antagonico contra el hongo Fusarium oxysporum

f. sp. lycopersici?

¢ Qué dilucion presentara el mejor efecto para la fase in vitro y la fase in vivo?



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de medicamentos homeopaticos sobre el patégeno Fusarium oxysporum f.

sp. lycopersici en hortalizas de interés comercial.
1.2.2 Objetivos Especificos

» Determinar el efecto inhibitorio in vitro de los medicamentos homeopaticos contra
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

» Evaluar el efecto in vivo de los medicamentos homeopaticos sobre plantulas de
tomate, mediante un reto experimental contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

» Determinar el efecto de diferentes diluciones homeopéticas sobre Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici



1.3 Justificacion

Mediante la realizacion del presente trabajo de investigacion se espera contribuir a disminuir
el uso excesivo de plaguicidas quimicos, ya que se intenta combatir a los organismos que

producen enfermedades y pérdidas en hortalizas de interés comercial.

Los medicamentos homeopéticos son inocuos, econémicos, no dafian al ambiente y tienen

potencial en la agricultura.

La homeopatia agricola es una alternativa para la agricultura que puede controlar
enfermedades causadas por patdgenos, ademéas también es capaz de incidir en los procesos
biologicos de la planta para acelerar su crecimiento. Adicionalmente a la homeopatia
agricola se la puede determinar con un impacto social positivo si se la compara con los

métodos de control utilizados actualmente.

Cabe mencionar que el siguiente trabajo esta dirigido a el control de la marchitez vascular
producida por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) es la principal enfermedad que

causa problemas en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) (Jones et al., 1991).

Con la finalidad de reducir las pérdidas econdémicas debidas a esta enfermedad, los
agricultores aplican un gran namero de productos quimicos lo que frecuentemente da lugar
a mayores costos de produccién y contaminacién ambiental; esto ocasiona mayores riesgos

para el equilibrio ecoldgico y la salud humana (Ledn, 1980).



CAPITULO I
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1 Marco Referencial

2.1.1 Importancia de las hortalizas

Se considera que a nivel internacional, las hortalizas junto con las frutas ocupan en nuestros
dias el segundo lugar de los productos agropecuarios, apenas aventajadas por los cereales.
Se estima que tan solo dos hortalizas contribuyen con el 50% de la produccion en el mundo:
la papa y el tomate de mesa, lo cual nos indica el enorme valor que este Gltimo cultivo
representa no solo en el comercio, sino también en el sistema alimentario mundial (Jones,
2001).

El tomate es una hortaliza de porte arbustivo que se cultiva como anual, su crecimiento es
limitado en las variedades determinadas e ilimitadas en las indeterminadas y puede

desarrollarse de forma rastrera, semierecta o erecta (Jaramillo, 2007).

Hay cultivares de dos tipos que son de tipo indeterminado e determinado. Los de tipo
indeterminado presentan inflorescencias méas espaciadas. Los determinados producen una
inflorescencia junto con cada hoja o cada dos hojas, suelen ser mas precoces y de porte bajo,
terminando el tallo en un racimo floral. El tallo termina en una yema vegetativa, lo cual

determina que la planta continde creciendo de manera indefinida (Devlin, 1989).
2.1.2 Principales enfermedades en cultivos de hortalizas de interés comercial

Existen muchos hongos y bacterias que ocasionan enfermedades en cultivos de interés
comercial como son Phytophthora capsici y Verticillium dahliae, los cuales causan el “tizon
del pimiento”, de la misma manera que Leveillula taurica, el cual es el agente causal de la
“ceniza del pimiento” Rui, (1998). Por otra parte, la “mancha bacteriana” causada por
Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria, propuesta como Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria, es otra importante enfermedad no solo del pimiento, sino también del tomate
Vanterin, (1995). De la misma manera Alternaria alternata, es un hongo que ocasiona la
“podredumbre negra del tomate” Larran, (2005). La Fusariosis que es una de las mas graves
y extendidas de las enfermedades del melén ocasionado por el hongo Fusarium sp. (Zapata,
1989).



2.1.2.1 Enfermedades causadas por hongos en el cultivo de tomate.
Antracnosis

Enfermedad causada por el hongo Colletotrichum sp. Durante periodos calidos y himedos.
Los sintomas tempranos se manifiestan en frutos maduros en forma de manchas circulares
acuosas hundidas. Las lesiones aumentan de tamafio, se vuelven mas hundidas y se oscurece
la seccion central. Dicha zona contiene estructuras fungosas a partir de las cuales se liberan
esporas de color salmon cuando el clima es humedo. A medida que el hongo se extiende en
el fruto, tiene lugar una pudricion semiblanda. Estas lesiones ocasionan pudricion en amplias
areas del fruto y organismos secundarios se trasladan a dichas areas produciendo la pudricion
total. El hongo infecta tanto al fruto verde como al maduro y penetra en la cuticula del mismo
(InfoAgro, 2006).

Alternariosis (Cancer del tallo)

Esta enfermedad se conoce como cancer del tallo es causada por el hongo Alternaria sp., y
suele abreviarse como ASC por sus siglas en inglés (Alternaria Stem Canker). Afecta
principalmente a plantas de la familia de las solanéaceas y especialmente a tomate y papa. En
trasplantes produce un chancro negro en el tallo a ras del suelo. En pleno cultivo las lesiones
aparecen tanto en hojas como en tallos, frutos y peciolos. En la hoja se producen manchas
pequefias circulares o angulares, con anillos concéntricos marcados. En tallo y peciolo se
producen lesiones negras alargadas, en las que se pueden observar a veces anillos

conceéntricos (InfoAgro, 2006).
Fusariosis

Esta enfermedad obtiene su nombre de su agente causal, el hongo Fusarium oxysporum. La
diseminacion se realiza mediante semillas, viento, labores de suelo, plantas enfermas o
herramientas contaminadas. La temperatura 6ptima de desarrollo es de 28 °C. El hongo
puede permanecer en el suelo durante afios y penetrar a través de las raices hasta el sistema

vascular (InfoAgro, 2006).

Los primeros sintomas corresponden a la caida de peciolos de las hojas superiores. Las hojas
inferiores sufren amarillamiento que avanza hacia el apice y terminan por secarse. Puede
manifestarse una marchitez en verde de la parte aérea, pero ésta puede ser reversible. Luego

se hace permanente y la planta muere. En ocasiones el amarillamiento comienza en las hojas
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inferiores y termina por secar la planta. Si se realiza un corte transversal en el tallo se puede

observar un oscurecimiento de los vasos (InfoAgro, 2006).

Verticillium

Es un hongo de propagacion por suelo que afecta a cultivos de tomate, papa, berenjena y
fresa, entre otros. A pesar de nombrar la enfermedad como marchitez por Verticillium, dicha
marchitez ocurre raramente en tomate, al menos no hasta el final de temporada. El hongo
permanece en el suelo por largos periodos de tiempo y es sensible a la humedad del suelo y
a la temperatura. En el caso de tomates y papas debe producirse la saturacion del suelo
durante al menos un dia para producirse la infeccion. Las temperaturas favorables del suelo
para el desarrollo de la enfermedad deben ser de moderadas a frescas, siendo 24 °C la éptima,
13 °C la minimay 30 °C la maxima (InfoAgro, 2006).

El hongo forma microesclerocios que permanecen en el suelo en restos de cultivos, siendo
capaz de soportar condiciones extremas y sobrevivir durante mas de 12-14 afios. La
diseminacion se produce especialmente a través del agua de riego, tierra en calzado y
material de plantacion infectado. Las malezas actian como reservorio de la enfermedad
(InfoAgro, 2006).

2.1.3 Estudio taxonémico y genético de Fusarium oxysporum fs. p. Lycopercisi

El estudio taxonémico de Fusarium oxysporum se basa en la morfologia, en el desarrollo de
las estructuras reproductivas y en la manera como se forman, como lo referencia Kistler,
(1997). Cuando se utiliza el taxon forma especial (f. sp.) este corresponde a cepas cuyas
caracteristicas morfologicas y de cultivo son indistinguibles, pero muestran diferentes
propiedades fisiologicas en su habilidad para parasitar un hospedante especifico Booth,
(1975). Se ha empleado este taxon para categorizar aislamientos que causan enfermedades
de una especie, género o familia en particular Bosland, (1987); Bosland, (1988), por ende,
los aislamientos con el mismo rango de hospedantes se asignan a una forma especial. Se han
reportado mas de 70 formas especiales del patdgeno (Kistler, 1997). Las formas especiales
del patégeno Fusarium oxysporum se han subdividido en razas fisiologicas, basados en su
especificidad patogenica sobre determinadas variedades de una misma especie de planta,
razon por la cual las pruebas de patogenicidad y las caracteristicas de virulencia de los
aislamientos del hongo han sido el principal criterio para diferenciar las formas especiales

de Fusarium oxysporum y sus razas fisiologicas (Bosland, 1988).
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Segun Kistler (1997), existe el problema de determinar el grado de diversidad genética que
existe entre categorias subespecificas y si hay correlacion entre genotipo y fenotipo
patogénico, ya que en algunos estudios no se ha observado una clara diferencia entre los
patotipos (bien sea forma especial o raza) y los genotipos determinados por RFLPs,
RAPDs o DNA “fingerprint’.

En cuanto al origen de las formas especiales de Fusarium oxysporum ha existido
controversia acerca de si es 0 no monofilético. En algunos casos se ha observado que
genéticamente, los aislamientos ubicados dentro de la misma forma especial presentan
mayor similitud, que en aquellos aislamientos que pertenecen a diferentes formas especiales.
Tal es el caso de aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, radicis-
lycopersici, niveum y cubense, lo cual se interpreta por un posible origen monofilético
Kistler, (1997). Por el contrario, hallazgos de Appel, (1994), sugieren que ciertos
aislamientos dentro de una forma especial son menos similares genéticamente a otros de la
misma forma especial, que a aislamientos no patogénicos o pertenecientes a otras formas

especiales, colocando en duda su origen monofilético.

La marchitez vascular producida por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) es la
principal enfermedad que causa problemas en el cultivo, disminuye en un 60% el
rendimiento y afecta la calidad del producto. Esta enfermedad, la cual se ha reportado en por
lo menos 32 paises Jones, (1991), prospera en una diversidad de condiciones ambientales

desde tropicos secos hasta climas templados (Cai, 2003).
2.1.4 Medicamentos Homeopaticos

La homeopatia propiamente, surge en Alemania con Samuel Hahnemann (1755-1843),

creador de la homeopatia a finales del siglo XVII1I (Barros, 1977).
Se basa en tres principios basicos:

1. Ley de semejanza o similitud (origen hipocratico). El Dr. Angel Marzetti, en su
libro "La Homeopatia, Medicina del Porvenir"”, habla sobre el reconocimiento
involuntario de la existencia de este principio, ejemplificando; "Diez o veinte
gramos de sulfato de sodio producen una diarrea acuosa con poco dolor. Diez o
veinte centigramos o0 aun una cantidad mucho menor, curan una diarrea semejante
(Ballester, 1999).
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2. Individualizacion del enfermo y no de la enfermedad. Basado en las patogénesis,
que es el conjunto de perturbaciones que la sustancia en dosis ponderables genera
en el experimentador (Ballester, 1999).

3. Dosis infinitesimales o microdosis de sustancia activa. Por medio de diluciones y

dinamizaciones se obtiene el remedio homeopatico (Ballester, 1999).

Se conoce como medicamento homeopatico cuando cumple con las leyes de semejanzas, lo
que quiere decir, que durante su preparacién fue a un proceso de dinamizacion el cual esta
basado que a partir de la tintura madre se procedié a realizar las debidas diluciones y
sucusiones Buegel, (1999), Gruner, (2008) define este proceso como, la agitacion enérgica
de una sustancia diluida. Utilizando un centimetro cubico de la tintura madre en nueve
(dilucion decimal), noventa y nueve (centesimal) o novecientos noventa y nueve (milesimal)
centimetros cubicos de agua o alcohol se agita energéticamente la mezcla. La légica y
objetivo de este mecanismo se basa en que entre mas se diluya y dinamice una sustancia con
fines homeopaticos, mayor potente serd su efecto, y es claro como anteriormente se
menciono, que este principio de dinamismo farmacoldgico esta fundamentado con el

principio homeopaético de la ley de los infinitesimales (Gerber, 2000).
2.1.4.1 Origen de los Medicamentos Homeopaticos

Segun Tichavsky, (2007), las sustancias homeopaticas se catalogan por su origen, en su
mayoria se extraen de la naturaleza: es decir, son de origen animal, mineral o vegetal.
Ademas se pueden preparan dinamizaciones de cargas energéticas, patégenos o gases. En el
caso de las sustancias elaboradas de patdgenos (tejidos enfermos) hablamos de
biopreparados (antes conocidos también como nosodes). Como ejemplo de sustancias de
origen vegetal podemos mencionar la belladona o arnica montana; de origen animal Apis
melifica, extraida del veneno de las abejas; Crotalus horridus extraido del veneno de la
serpiente conocida en México como cascabel. Como ejemplo de una sustancia mineral
podemos mencionar sulphur (azufre), phosphorus o arsenicum. En el caso de los gases se
pueden realizar dinamizaciones de los gases de escape del coche, por ejemplo, y en el caso
de cargas energéticas podemos dinamizar solucion hidroalcohdlica magnetizada o pasada
por carga de microondas. Los medicamentos homeopaticos generalmente adoptan nombres
en latin, a veces se refieren al nombre de la planta animal o sustancia, otras veces denotan

en su nombre la manera de prepararla. Minerales como el arsénico, el azufre, el plomo, el
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carbonato de calcio, el fosforo y el antimonio son ampliamente utilizados en la medicina

homeopética a manera de medicamento.
2.1.5 Uso de la homeopatia en la agricultura

Existen varias alternativas de control de enfermedades de manera ecoldgica, una de las
principales es el control bioldgico, del cual una de sus herramientas para este control en
antagonismo. Sin embargo, otra alternativa es la homeopatia agricola o0 a su vez agro-
homeopatia, de la cual no se tiene mucha informacién por ser una alternativa nueva y poco
implementada pero la cual persigue una agricultura amigable con el ambiente y al mismo

tiempo sostenible para los pequefios agricultores.

Diferentes estudios realizados muestran que la homeopatia puede aplicarse tanto en seres
humanos, animales, asi como en plantas, brindando ciertos beneficios para el manejo de
enfermedades de una manera ecoldgica. Por ello son motivo de interés en paises como
Mexico, Brasil y Cuba, quienes son los que estan implementando esta nueva alternativa. De
acuerdo con lo mencionado por Cruz et al., (2005), una de las alternativas que promete es el
empleo de productos homeopaticos. Estos, por su manera especial de preparacion, no
acarrean ningun tipo de contaminacion al medio ni al hombre. El empleo de altas diluciones
(dinamizaciones) hace mucho mas inocuos los mismos ya que en el producto final solo

permanece la energia del medicamento.

La agrohomeopatia, es una ciencia relativamente nueva, dispone un modelo diferente,
econdmicamente viable incluso en condiciones muy ruasticas, socialmente benéfico y lo mas
importante: facilmente replicable Barberato, (2002). Ya que trata a los sintomas de
afectaciones en un cultivo, realiza acciones preventivas, pero ademas puede tratar los
traumas que conserva la planta en su memoria biolégica, producto de hibridacién forzada,
traslados a lugares fuera de su habitat natural o debido a la fertilizacién exagerada que
maximiza al extremo su produccion. “Los agrotdxicos y fertilizantes quimicos presentan alto
contenido quimico y baja energia, siendo aplicados a un organismo este recibira influencias
de baja energia, siendo su energia interna desequilibrada o podra generar manifestaciones de
sintomas. Las substancias homeopaticas son altamente enérgicas y contribuyen al proceso
de curacion, siendo los organismos sometidos a tratamientos homeopaticos menos

vulnerables a las dolencias” (Andrade, 2000).
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Los medicamentos homeopaticos se catalogan por su origen, en su mayoria se extraen de la
naturaleza: es decir, son de origen vegetal, animal o mineral. También se preparan
dinamizaciones de gases, cargas energéticas o patdgenas. Los medicamentos homeopaticos
se dividen en policrestos, semi-policrestos, monocrestos y bioterapicos Tichavsky, (2007).
Los medicamentos homeopaticos pueden ser administrados a cualquier ser vivo, incluyendo
plantas terrestres Kayne, (1991). Una de las razones de la relativa marginacion de la
agrohomeopatia consiste en que se basa en experiencias practicas, ya que a pesar de varios
intentos hasta ahora no existe una teoria generalmente aceptada, que pudiera explicar su

funcionamiento (Guajardo, 1996).

Los estudios de agrohomeopatia, basados en investigaciones cientificas, han sido
determinantes en los Gltimos diez afios para la agricultura. Se han realizado experimentos
con herbicidas y otras sustancias sintetizadas artificialmente, aplicados en forma
homeopética, funcionando estos como promotores de crecimiento en plantas, sin producir
efectos negativos tales como la resistencia de microorganismos patdgenos y dafio al medio
ambiente. En paises como Brasil, India y Cuba se tienen grupos de investigacion aplicados
a la agrohomeopatia, en donde se han obtenido resultados aplicables al campo Castro, (2000).
Resultados cientificamente comprobados en los cultivos validan su capacidad de modificar
al crecimiento, comportamiento de la planta, cantidad, forma de frutos, abundancia del
follaje entre otros y puede controlar la mayoria de plagas y enfermedades conocidas Silva,
(2002); Rossi, (2005). Se ha investigado también sobre el efecto de diferentes productos

homeopaticos sobre hongos fitopatdgenos en condiciones in vitro Cruz et al., (2005).
2.1.6 Antagonismo.

Se considera al control bioldgico como la “reduccion de la cantidad de indculo de un
patdgeno o de sus actividades para causar enfermedad, obtenida por o a través de uno o0 mas
organismos diferentes del hombre”. Para dichos autores, las actividades determinantes de
enfermedades involucran crecimiento, infectividad, virulencia, agresividad, sobrevivencia y
otras caracteristicas del patdgeno, o procesos que determinan infeccion, desarrollo de

sintomas y reproduccion (Cook, 1983).
2.1.6.1 Antagonismo in vitro

Los microorganismos del suelo juegan un papel critico en la interaccion planta-suelo a nivel

rizosfera, tanto los patégenos como los agentes de biocontrol (Lopez, 2007).

15



(Pocasangre, 2000) Indica que la utilizacion de microorganismos antagonistas constituye
una alternativa para disminuir los porcentajes de incidencia y severidad de enfermedades en
bananeras y plataneras de Nicaragua, mientras mejoran la nutricion y la resistencia de las

plantas a las enfermedades.

Debido a su desempefio en el combate bioldgico de enfermedades, Trichoderma spp.,
muestra efectividad en la reduccion de pérdidas atribuidas a un nimero de patégenos
transmitidos por el suelo, incluyendo la marchitez por Fusarium, Rhizoctonia, Phytophthora,

Verticillium, Sclerotium rolfsii, Ralstonia solanacearum (Yamaguchi, 1992).
2.1.6.2 Antagonismo in vivo

El uso de cultivares resistentes es el método mas sencillo, barato, efectivo y seguro para el
control de las enfermedades Fernandez, (2001). Sin embargo, esta estrategia de control
requiere encontrar variedades de plantas cultivadas, capaces de resistir los dafios causados
por dichas enfermedades. La importancia de las variedades resistentes es reconocida
universalmente, pues el éxito o fracaso de un cultivo depende frecuentemente de la reaccion

que tenga éste frente a un patdgeno determinado (Fernandez, 2001).

Sin embargo como se menciond antes la agrohomeopatia es una alternativa de control

ecoldgico mas sencillo de manejar y con buenos resultados.
2.1.6.3 Formas para evaluar el antagonismo

El control biologico de enfermedades se establece a través de una interaccidn continua entre
los potenciales patdgenos y sus antagonistas, de forma tal que estos Gltimos contribuyen a
que no haya enfermedad en la mayoria de los casos, es decir, causan un control bioldgico

que funciona naturalmente (Vero, 2002).

El control bioldgico de fitopatdgenos mediante organismos antagonistas es una de las lineas
de investigacion y desarrollo de mayor expansion en México, durante los dltimos afios. Su
impulso obedece en buena medida a la importancia que tiene la agricultura dedicada a
productos de exportacidn, la cual ha demandado tecnologias para la produccién, formulacion

y aplicacion de agentes de control bioldgico de fitopatdgenos (Ibarra, 2006).
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1 Localizacion

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y
Vegetal del Departamento de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, ubicado en la Av. Quito Km 1,5 via a Santo

Domingo de los Tsachilas de la provincia de Los Rios.
3.2 Tipo de Investigacion

Se realiz6 una investigacion de tipo experimental en la cual se evaluaron los medicamentos
homeopaticos sobre el patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici que causa

enfermedades en hortalizas.
3.3 Material Genético

Para el experimento se emplearon plantas de tomate (Solanum lycopersicumL.) de la
variedad Floradade, también se emplearon cepas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
de la coleccion del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Vegetal del Departamento de
Biotecnologia de la UTEQ.

3.4 Métodos de la Investigacion

En la investigacion se utilizaron los siguientes métodos:

e EIl inductivo: se utilizé para delimitar las variables y ademas la informacion mas
relevante referente a los efectos de los medicamentos homeopaticos.

e EIl deductivo: se utilizé partiendo de lo general a lo especifico, a fin de identificar el
efecto del uso de los medicamentos homeopaticos sobre los patdgenos.

e Analitico: se utilizé para el andlisis e interpretacion de los datos y resultados obtenidos.

e Observacion: se aplicé para determinar las diferencias que se presentan visualmente en

las plantas de tomate del efecto entre los factores en estudio.

3.5 Fuentes de Recopilacién de la Informacion

Se recopild informacidn de fuentes secundarias (textos, revistas cientificas, documentos y
otros) con el fin de obtener datos sobre medicamentos homeopaticos actualizados que
permitan inferir o comparar los resultados generados en este trabajo. Ademas, se consultd

fuentes primarias basadas en la observacion.
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3.6 Instrumentos de investigacion
e Factores en Estudio

Se estudiaron dos fases dos factores por cada fase.
1° fase in vitro:

a) Diluciones
D1: 7 C centesimal
D2: 13 C centesimal

b) Medicamentos homeopaticos
Mh1: Magnesia phosphorica
Mh2: Zincum phosphoricum
Mh3: Phosphoricum acidum
Mh4: Silicea terra
Mh5: Natrum muriaticum

Mh6: Arsenica album
2° fase in vivo:

a) Diluciones
D1: 7C centesimal
D2: 13C centesimal

b) Medicamentos homeopaticos
Mh1: Zincum phosphoricum
Mh2: Phosphoricum acidum
Mh3: Silicea terra

Mh4: Natrum muriaticum

Tratamientos estudiados primera fase

Con la combinacion de los dos factores se establecieron 13 tratamientos de los cuales se

establecio un testigo.

T1: D1Mh: (Magnesia phosphorica 7C)
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T2: D1Mh; (Zincum phosphoricum 7C)
T3: D:Mhs (Phosphoricum acidum 7C)
Ta4: D1Mh4 (Silicea terra 7C)

Ts: D1iMhs (Natrum muriaticum 7C)

Tes: D1Mhe (Arsenica album 7C)

T7: D2Mh: (Magnesia phosphorica 13C)
Ts: D2Mhy (Zincum phosphoricum 13C)
To: DoMhz (Phosphoricum acidum 13C)
T10: DoMh4 (Natrum muriaticum 13C)
T11: DoMhs (Silicea terra 13C)

T12: D2Mhe (Arsenica album 13C)

T1s: Testigo absoluto.

Tratamientos estudiados segunda fase

Con la combinacion de los dos factores se establecieron 8 tratamientos mas tres testigos.

T1: D1iMhz (Zincum phosphoricum 7C)
T2: D1iMhz (Phosphoricum acidum 7C)
T3: D1Mhs (Silicea terra 7C)

T4: D1iMhg4 (Natrum muriaticum 7C)

Ts: DoMhy (Zincum phosphoricum 13C)
Te: D2Mhz (Phosphoricum acidum 13C)
T7: DoMhgz (Silicea terra 13C)

Ts: D2Mhg4 (Natrum muriaticum 13C)
To: Alcohol homeopatico

T-+: Testigo positivo (antibidtico)

T-: Testigo negativo (agua destilada)

3.7 Disefio de la Investigacidn y Analisis Estadistico
3.7.1 Disefio de la Investigacion fase in vitro

El disefio experimental que se emple6 en la investigacion es Disefio completamente al azar
con arreglo factorial de 2 x 6 + 1 en 3 repeticiones, donde el factor A las concentraciones de

los medicamentos homeopaticos, el factor B los diferentes tratamientos homeopaticos. Las
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variables en estudio seran sometidas al analisis de varianza y se utilizara la prueba de Duncan

al 95% de probabilidad, utilizando InfoStat para establecer las diferencia estadisticas.

Tabla 1. Esquema del ADEVA para fase in vitro

Fuentes de variacion Grados de libertad
Diluciones 1
Medicamento homeopatico 5

Interaccion (Dilucion x M. homeopético) 5

Residuo 2
Error 22
Total 35

3.7.2 Disefio de la Investigacion Fase in vivo

El disefio experimental empleado fue el denominado Disefio completamente al azar con
arreglo factorial de 2 x 4 + 3 en 3 repeticiones, donde el factor A las concentraciones de los
medicamentos homeopaticos, el factor B los diferentes tratamientos homeopaticos. Las
variables en estudio seran sometidas al analisis de varianza y se utilizara la prueba de Duncan

al 95% de probabilidad, utilizando InfoStat para establecer las diferencia estadisticas.

Tabla 2. Esquema del ADEVA para fase in vivo

Fuentes de variacion Grados de libertad
Diluciones 1
Medicamento homeopaético 3

Interaccion (Dilucidén x M. homeopético) 3

Residuo 3
Error 13
Total 23
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3.8 Manejo del Experimento

3.8.1 Primera fase in vitro

Se utilizaron una serie de técnicas para medir el efecto inhibitorio de los medicamentos
homeopéticos frente a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. entre ellas; por
envenenamiento, por pocillos, y aplicar el medicamento luego del crecimiento del patogeno,
una vez se determiné la mejor técnica se procedid a la estandarizacion de la misma, que
consistio en cambiar el nimero de sucuciones Yy las diluciones, la cual fue la técnica por

envenenamiento.
3.8.1.1 Reproduccién de F. oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones de laboratorio

Se utilizé la cepa de la coleccion del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Vegetal del
Departamento de Biotecnologia de la UTEQ, y se realiz6 la replicacion del hongo en una
cabina de flujo laminar. Brevemente, con una espatula se procedio a retirar un disco de agar
conteniendo el patdogeno, previamente crecido a una nueva caja petri que solo contenia el
medio de cultivo PDA previamente esterilizado en un autoclave, realizado este proceso, se

colocd en una incubadora a 28 °C, durante 7 dias (Anexos 2, 3y 4).

3.8.1.2 Tratamientos Evaluados

Para la investigacion se establecieron 6 tratamientos y 1 repeticion.

Como se muestra en la tabla 3, para llevar los medicamentos homeopaticos a diluciones de
7C y 13C respectivamente, se aplicaron los principios basicos de la homeopatia el cual inicio
con la respectiva dilucién del medicamento que consistié en tomar 1mL del medicamento
homeopatico en 99mL de agua destilada, luego se procedié a la sucusion que consiste en una

serie de agitaciones energéticas para homogenizar la dilucion (Anexo 1).

3.8.1.3 Evaluacion in vitro de los medicamentos homeopaticos sobre F. oxysporum f. sp

lycopersici
3.8.1.3.1 Pruebas de inhibicion

Se empled el método del medio envenenado, que consiste en incluir 1 mL de los
medicamentos homeopaticos a diluciones de 6, 7 y 13C, en 20 mL de medio en cada placa
Petri. Despues de aproximadamente 10 a 15 min, con el medio gelificado, se procedio a

insertar un disco de agar conteniendo el fitopatogeno, el cual se obtuvo a través de un
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sacabocados del nimero cuatro y una espatula de doble punta. Finalmente se sellaron las
placas petri con parafilm y se incubaron a 28°C por 7 dias. El experimento se evalud a partir
del dia de la siembra del patogeno, cada 24 horas, tomando el crecimiento micelial del

patdgeno (cm) en cada placa.

Tabla 3. Medicamentos homeopéaticos de la Farmacia Homeopética Nacional (México).

Medicamento Homeopatico Diluciones
Magnesia phosphorica 6Cy12C
Zincum phosphoricum 6Cy12C
Phosphoricum acidum 6Cy12C
Silicea terra 6Cy12C
Natrum muriaticum 6Cy12C
Arsenica album 6Cy12C

3.8.1.3.2 Conteo de esporas

Para el conteo de esporas se aplicaron 10mL de agua esterilizada en la caja Petri donde se
desarrollo el hongo en diluciones de 6, 7 y 13C, con una varilla de vidrio se raspo el micelio
filtrandose en tubos eppendorf. Se aplic6 una gota de la solucion de TWEEN 20% y se agito
por 10 segundos. Para el conteo de esporas se usO la camara de Neubauer en donde se
colocaron 20 pL de la muestra y se observaron en un microscopio Olympus CX21 (40x)

(anexo 7).

3.8.2 Segunda fase in vivo

Similar a la primera fase se realizaron una series de prueba para las técnicas; por infiltracion
al peciolo, por infiltracién al tallo, infiltracién al peciolo y tallo, por aspersién, y por
empapamiento del suelo, una vez determinada la mejor técnica, se continuo con la
estandarizacion de la misma, las cuales consistian en evaluar que dosis funcionaba mejor, y
el tiempo en el que las plantulas mostraban sintomas de infeccion, utilizando finalmente la

técnica de infiltracion al peciolo.
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Las plantas de tomate usadas en el presente estudio fueron previamente tratadas con
diferentes medicamentos homeopéticos. Brevemente, las semillas fueron sumergidas 20
minutos con los medicamentos homeopaticos Zincum phosphoricum, Phosphoricum acidum,
Silicea terra y Natrum muriaticum en diluciones de 7 y 13C. Posteriormente, las semillas se
sembraron en macetas de aproximadamente 1 kg, las cuales contenian sustrato. Para obtener
las plantas que seran infectadas, se iniciara con la aplicacion diaria del riego y los

medicamentos homeopaticos fueron aplicados mediante aspersion al follaje de las plantas.
3.8.2.1 Evaluacion durante fase in vivo

Se desarrolld un disefio experimental para evaluar el efecto de los medicamentos
homeopaticos (por triplicado) sobre la respuesta al ataque de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici. Se realizd bajo condiciones de laboratorio, inoculando el fitopatdgeno por la
metodologia de hojas infiltradas en las especies objetivo previamente tratado con los
medicamentos homeopaticos (anexo 13). Se incluye un control negativo (sin tratamiento
previo y sin la inoculacion del fitopatdgeno), un control positivo (inoculado con el patdgeno
y sin el medicamento homeopatico) y un control de etanol (inoculado el patégeno y con
etanol a 85° GL).

3.8.2.2 Reto experimental

Se utilizaron 40 plantas de tomate (Solanum lycopersicum) previamente tratadas con los
medicamentos homeopaticos mencionados en la seccion 3.8.2, posteriormente se realiz6 el
tutoreo de las plantas en el invernadero de microbiologia y luego de 2 dias se procedio
infectar cada una de ellas utilizando una técnica de infiltracion al peciolo que consiste en
descargar esporas del patdégeno en los conductos vasculares de cada peciolo de la planta, se
inoculé 1ml de esporas que contienen aproximadamente 1.687.500 esporas, después se
procedio a observar supervivencia de los tratamientos y el control manteniendo las plantas

solo con agua en base al método de observacion.

24



3.9 Datos registrados y formas de evaluacion
3.9.1 Variables evaluadas en la fase in vitro

3.9.1.1 Diametro micelial (cm)

Se midié con un vernier (calibrador o pie de rey), desde el centro del pozo hasta el borde del
halo de inhibicion, en comparacion con el testigo se determiné cual tratamiento presento
menor didmetro micelial el cual se realizo en diluciones de 6, 7 y 13C (centesimal),

respectivamente (anexos 5y 6).

3.9.1.2Numero de esporas

Se realizo el conteo por medio de una camara Neubauer, se utiliz6 20 ul seguidamente se la
coloco en un vortex durante aproximadamente 20 — 30 segundos, finalmente se procedié con
el conteo el cual se evalud en diluciones de 6, 7 y 13C (centesimal), respectivamente (anexo

21). Se determind el porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente formula:

% de Inhibicion

Numero de esporas testigo — Numero de esporas tratamiento

Numero de esporas testigo

* 100

También se aplico la formula para sacar la concentracion de la cdmara Neubawer:

Numero de esporas » 10000
4

% de Concentracion =

3.9.2 Variables evaluadas en la fase in vivo

3.9.2.1 Supervivencia

Se realizo el conteo de plantulas vivas por método observatorio, el dafio de las plantulas se
evalué mediante métodos cualitativos sobre el tejido de hojas y tallo, y se realizaron analisis

comparativos descriptivos.
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3.9.2.2 Numero de estomas

Se realizé el conteo por medio de una cdmara Neubauer, de cada uno de los tratamientos, se
realizaron tres observaciones distintas por muestras, y se las promedié para obtener un total
por tratamiento. Para obtener las muestras se aplico brillo de ufias ultra secante sobre el envés
de la hoja, luego de 10 a 15 minutos aproximadamente se realizo la extraccion del esmalte
cuidadosamente para no dafar el tejido y por ende obtener una buena muestra, este

procedimiento se realiz6 para todas las muestras.

3.10 Recursos humanos y materiales

3.10.1 Recursos humanos

En el presente Proyecto de Investigacion se conto con los siguientes recursos humanos:

e EI Dr. Fernando Abasolo Pacheco en calidad de Director del Proyecto de Investigacion,
quien dirigi6 el proyecto de investigacion.

e Al Dr. Hayron Canchignia docente de la Facultad de Ciencias Agrarias que colaboré con
la guia de la metodologia inicial del proyecto.

e Al Dr. Pablo Ramos docente de la Facultad de Ciencias Agrarias.

e Al Fondo Competitivo de Investigacion Cientifica y Tecnologica (FOCICYT) por

permitir los requerimientos respectivos de la utilizacion del laboratorio.
3.10.2 Recursos Materiales

» Implementos
Medicamentos homeopéticos (Arsenica Album, Magnesia phosphorica, Silicea
terra, Natrum muriaticum, Zincum phosphoricum y Phosphoricum acidum).
Hongo patégeno: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
Plantas de tomate de variedad Floradade
» Equipo de Laboratorio
Balanza analitica
Estufa
Micropipetas
Incubadora

Campana de flujo laminar
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Autoclave
Oficina
Boligrafos
Computadora
Etiquetas
Hojas A4

Libreta de registro

Fase in vitro

Fase in vivo

Alcohol 85°GL

Cajas Petri

Medio de cultivo PDA
Sacabocados n°4
Espatula doble punta
Probeta 10 ml
Mechero

Mandil

Piceta

Tijeras

Probeta

Frascos de vidrio
Frascos chop

Matraz

Fosforos

Tween 80%

Puntas amarillas
Puntas azules

Parafilm

Vernier (Calibrador o pie de rey)
Agua destilada
Barredora

Tubos eppendorf
Medicamentos homeopaticos

Alcohol 85°GL
Guantes

Jeringa de insulina
Tubos eppendorf
Tween 80%
Barredora
Mechero

Mandil

Fosforos

Puntas amarillas
Puntas azules

Agua destilada
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Resultados

4.1.1 Pruebas de inhibicion in vitro
4.1.1.1 Conteo de esporas en diluciones de 7C y 13C

Los resultados se muestran a continuacion en la tabla 4, correspondientes al nimero de

esporas.

Para la variable del nimero de esporas los medicamentos homeopaticos presentaron
significancia estadistica, mientras que las diluciones, y la interaccion entre ambos no

presentaron significancia estadisticas, siendo el coeficiente de variacion 20,71%.

Las diluciones no presentan diferencias estadisticas para el nimero de esporas, con

promedios de 32 y 29 esporas, para 7C y 13C, respectivamente

Para los medicamentos homeopéticos Phosphoricum acidum presento el mayor promedio
con un valor de 41 esporas, mostrando diferencias significativas frente a los demas

tratamientos con promedios de 27 y 30 esporas, respectivamente.

Para los tratamientos, Phosphoricum acidum es el que presento mayor promedio con valores
de 42 esporas mostrando diferencias significativas a los demas tratamientos y al control que

presentaron promedios entre 24 y 40 esporas, respectivamente.

El medicamento homeopético Silicea terra en dilucion de 13C obtuvo un promedio de 24

esporas.

4.1.1.2 Conteo de esporas en diluciones de 6Cy 7C
Los resultados se muestran en la tabla 5, correspondientes al nimero de esporas.

Para la variable del nimero de esporas las diluciones y la interaccion de los dos factores
mostraron alta significancia estadistica, sin embargo los medicamentos homeopaticos no

presentaron significancia estadistica, siendo el coeficiente de variacion 43,76%.

La dilucion 7C presento la mayor cantidad de nimero de esporas con un promedio de 18

esporas estadisticamente superior a la dosis 6C que mostro un promedio de 5 esporas.
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Tabla 4. Conteo de esporas en diluciones 7C y 13C durante la evaluacién in vitro de

Fusarium oxysporum f. sp lycopersici tratados con diferentes medicamentos

homeopaticos

CONTEO DE ESPORAS EN DILUCIONES 7C Y 13C

Diluciones
D1: 7C centesimal
D2: 13C centesimal

Medicamentos homeopaticos
MHZ1: Silicea terra

MH2: Natrum muriaticum
MH3: Zincum phosphoricum
MH4: Phosphoricum acidum
MHS5: Arsenica album

MHG6: Magnesia phosphorica

Tratamientos

D1MH1: 7C de Silicea terra

D1MH2: 7C de Natrum muriaticum
D1MH3: 7C de Zincum phosphoricum
D1MH4: 7C de Phosphoricum acidum
D1MH5: 7C de Arsenica album
D1MHG6: 7C de Magnesia phosphorica
D2MH1.: 13C de Silicea terra

D2MH2: 13C de Natrum muriaticum
D2MH3: 13C de Zincum phosphoricum
D2MH4: 13C de Phosphoricum acidum
D2MHS5: 13C de Arsenica album
D2MH6: 13C de Magnesia phosphorica
T1: Agua

32
29

29
30
25
41
30
27

34
32
25
40
32
27
24
29
25
42
29
28
38

O T 9 T T T

abc
abc
bc
ab
abc
abc

abc
bc

abc
abc
abc

Promedios
Coeficiente de variacion %

1/ Promedios con la misma letra en cada grupo de datos no difieren estadisticamente segun la
prueba de Duncan al 95% de probabilidad.
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Tabla 5. Conteo de esporas en diluciones 6C y 7C durante la evaluacion in vitro de

Fusarium oxysporum f. sp lycopersici tratados con diferentes medicamentos

homeopaticos

CONTEO DE ESPORAS EN DILUCIONES 6C Y 7C

Diluciones

D1: 6C centesimal 5 b
D2: 7C centesimal 18 a
Medicamentos homeopaticos

MHI1: Silicea terra 13

MH2: Natrum muriaticum 10

MH3: Zincum phosphoricum 14

MH4: Phosphoricum acidum 9

MHS3: Arsenica album 10

MHG6: Magnesia phosphorica 10

Tratamientos

DIMHI1: 6C de Silicea terra 8 ab
DIMH2: 6C de Natrum muriaticum 8 ab
DIMH3: 6C de Zincum phosphoricum 10 ab
DIMH4: 6C de Phosphoricum acidum 1 b
DIMHS: 6C de Arsenica album 5 b
DIMHG6: 6C de Magnesia phosphorica 3 b
D2MH]1: 7C de Silicea terra 18 a
D2MH2: 7C de Natrum muriaticum 17 a
D2MH3: 7C de Zincum phosphoricum 19 a
D2MH4: 7C de Phosphoricum acidum 18 a
D2MHS5: 7C de Arsenica album 16 a
D2MH6: 7C de Magnesia phosphorica 17 a
T1: Agua 20 a
Promedios 12
Coeficiente de variacion % 43,76

1/ Promedios con la misma letra en cada grupo de datos no difieren estadisticamente segiin la

prueba de Duncan al 95% de probabilidad.
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Los medicamentos homeopaticos no presentan diferencias significativas entre ellos,

presentando promedios entre 9 y 14 esporas, respectivamente.

Para los tratamientos muestra que el Testigo present6 el mayor nimero de esporas con un
promedio de 20 esporas presentando diferencias significativas frente a los demas

tratamientos que presentaron promedios entre 1 y 19 esporas, respectivamente.

Los medicamentos homeopaticos Phosphoricum acidum, Arsenica album, y Magnesia

phosphorica en dilucion de 6C, presentaron promedio de 1, 5 y 3 esporas, respectivamente.

4.1.1.3 Diametro micelial en diluciones de 7C y 13C
Los resultados se muestran en la tabla 6, correspondientes al didmetro micelial.

Para la variable del didmetro micelial, las diluciones no presentaron significancia estadistica,
sin embargo los medicamentos y la interaccidn entre ambos presento significancia estadistica,

siendo el coeficiente de variacion 14,41%.

Las diluciones no presentan diferencias estadisticas para el diametro micelial, con promedios

de 3,00 y 2,75cm para las dosis 7C y 13C, respectivamente

Los medicamentos homeopaticos el que presentd mejores resultados fue Arsenica album con
un promedio de 3,19cm con diferencias significativas a los demas tratamientos que

presentaron promedios entre 2,38 y 3,13cm.

Para los tratamientos muestra que el Testigo present6 el mayor didmetro micelial con un
promedio de 3,63cm presentando diferencias significativas a los demas tratamientos que

presentaron promedios entre 2,53 y 3,50cm.

4.1.1.4 Didmetro micelial en diluciones de 6C y 7C
Los resultados se muestran en la tabla 7, correspondientes al diametro micelial.

Para la variable del didametro micelial de acuerdo al analisis de la varianza las diluciones y
la interaccion entre ambos presentaron alta significancia estadistica, mientras que los
medicamentos presentaron significancia estadistica, siendo el coeficiente de variacion
8,68%.
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Tabla 6. Diametro micelial en diluciones de 7C y 13C durante la evaluacion in vitro de

Fusarium oxysporum f. sp lycopersici tratados con diferentes medicamentos

homeopaticos

DIAMETRO MICELIAL EN DILUCIONES 7C Y 13C

Diluciones
D1: 7C centesimal
D2: 13C centesimal

Medicamentos homeopaticos
MHZ1: Silicea terra

MH2: Natrum muriaticum
MH3: Zincum phosphoricum
MH4: Phosphoricum acidum
MHS5: Arsenica album

MHG6: Magnesia phosphorica

Tratamientos

D1MH1: 7C de Silicea terra

D1MH2: 7C de Natrum muriaticum
D1MH3: 7C de Zincum phosphoricum
D1MH4: 7C de Phosphoricum acidum
D1MH5: 7C de Arsenica album
D1MHG6: 7C de Magnesia phosphorica
D2MH1.: 13C de Silicea terra

D2MH2: 13C de Natrum muriaticum
D2MH3: 13C de Zincum phosphoricum
D2MH4: 13C de Phosphoricum acidum
D2MHS5: 13C de Arsenica album
D2MHG6: 13C de Magnesia phosphorica
T1: Agua

3,00
2,75

2,81
3,06
2,70
3,13
3,19
2,38

3,25
3,13
2,88
3,50
3,13
2,13
2,38
3,00
2,53
2,75
3,25
2,63
3,63

ab

b

Q

o o o

ab
abc
abc

abc

bc
abc
abc
abc
ab
abc

Promedios
Coeficiente de variacion %

1/ Promedios con la misma letra en cada grupo de datos no difieren estadisticamente segun la

prueba de Duncan al 95% de probabilidad.
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Tabla 7. Diametro micelial para las diluciones 6C y 7C durante la evaluacion in vitro

de Fusarium oxysporum f. sp lycopersici tratados con diferentes medicamentos

homeopaticos

DIAMETRO MICELIAL EN DILUCIONES 6C Y 7C

Diluciones
D1: 6C centesimal
D2: 7C centesimal

Medicamentos homeopaticos
MH1.: Silicea terra

MH2: Natrum muriaticum
MH3: Zincum phosphoricum
MH4: Phosphoricum acidum
MHD5: Arsenica album

MH®6: Magnesia phosphorica

Tratamientos

D1MH1: 6C de Silicea terra

D1MH2: 6C de Natrum muriaticum
D1MH3: 6C de Zincum phosphoricum
D1MH4: 6C de Phosphoricum acidum
D1MH5: 6C de Arsenica album
D1MH6: 6C de Magnesia phosphorica
D2MH1: 7C de Silicea terra

D2MH2: 7C de Natrum muriaticum
D2MH3: 7C de Zincum phosphoricum
D2MH4: 7C de Phosphoricum acidum
D2MHb5: 7C de Arsenica album
D2MH6: 7C de Magnesia phosphorica
T1: Agua

3,43
0,59

2,08
1,98
2,15
2,20
1,49
2,16

0,50
0,50
0,50
0,50
1,03
0,50
3,65
345
3,80
3,90
1,95
3,83
4,00

QT O 0 O Q

®© O ®d d D @D

Promedios
Coeficiente de variacién %

2,16
8,68

1/ Promedios con la misma letra en cada grupo de datos no difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan

al 95% de probabilidad.
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Los medicamentos homeopaticos presentaron diferencias significativas para el diametro
micelial siendo el mayor Phosphoricum acidum con un promedio de 2,20cm y el menor

promedio fue de Arsenica album con 1,49cm.

Los tratamientos mostraron diferencia significativa para didmetro micelial siendo el mayor
promedio para el control con 4cm y el menor para Zincum phosphoricum con un promedio
de 0,50cm.

4.1.2 Pruebas de inhibicién in vivo

4.1.2.1 Supervivencia

De acuerdo al método de observacion indicado en la parte 3.4 la supervivencia se evalud en
referencia al grado de afectacion de la respuesta de las plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) frente a la infeccién del patégeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
mostrando una muerte del 100% para las plantas que no fueron tratadas con medicamentos
homeopaticos, y un porcentaje entre 40 y 60% para las plantas que fueron tratadas con estos
medicamentos, como se puede observar en los anexos 14, 15 y 16, respectivamente para los

tratamientos control negativo, Zincum phosphoricum 7C y Silicea terra 7C

4.1.2.2 Conteo de estomas 7C y 13C
En la tabla 8 se muestran los valores referentes al conteo de estomas.

Para el nimero de estomas de acuerdo al analisis de la varianza las dosis, los medicamentos
y la interaccién entre ambos no presentaron significancia estadistica, siendo el coeficiente

de variacion 26,00%.

No hay diferencias estadisticas para el factor medicamentos homeopaticos presentando

promedios entre 16 y 17estomas.

Para el factor dilucion no se encontraron diferencias significativas mostrando promedios de

17y 16 estomas para 7C y 13C, respectivamente.

Para los tratamientos no se presentaron diferencias significativas obteniendo promedios

entre 14 y 23 estomas.
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Tabla 8. Conteo de estomas para las diluciones 7C y 13C

CONTEO DE ESTOMAS EN DILUCIONES 7C Y 13C

Diluciones
D1: 7C centesimal 17
D2: 13C centesimal 16

Medicamentos homeopaticos

MH1.: Silicea terra 17
MH2: Natrum muriaticum 16
MH3: Zincum phosphoricum 16
MH4: Phosphoricum acidum 17

Tratamientos

D1MH1: 7CH de Silicea terra 19
D1MH2: 7CH de Natrum muriaticum 18
D1MH3: 7CH de Zincum phosphoricum 14
D1MH4: 7CH de Phosphoricum acidum 17
D2MH1: 13CH de Silicea terra 15
D2MH2: 13CH de Natrum muriaticum 15
D2MH3: 13CH de Zincum 19
D2MH4: 13CH de Phosphoricum 17
T1: Etanol 85°GL 17
T2: Agua 15
T3: Alcohol homeopético 23
Promedios g 16,60

Coeficiente de variacion % 26,00




4.1Discusion

Se logrd determinar que su efectividad se encuentra determinada por factores como el vector
de dilucidn, y las diluciones. En nuestra investigacion se observo que el etanol 85°GL como
vector de dilucién inhibe significativamente el crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol), por lo contrario si el vector es agua destilada el efecto es contrario, es decir,
se ve favorecido el crecimiento del hongo (anexos 9 y 10). Al respecto, Solis et al., (2005)
obtuvieron porcentajes de inhibicion con extractos etandlicos de 91.4, 93.4 y 94.0% en los
patdgenos Alternaria solani Sorauer, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.), y Penicillium
digitatum (Pers.:Fr.), respectivamente. Estas diferencias pueden depender del patoégeno,
naturaleza y concentracion real de las sustancias activas de los extractos. La efectividad
depende de la dilucién usada, por ejemplo Ramirez et al., (2000) mencionan que se requieren
25 pg/ml de afinina para inhibicion del 90% sobre el crecimiento de Sclerotium rolfsii y 28
pg/ml para Sclerotium cepivorum; con 150 pg/ml de afinina para Fusarium sp. obtuvieron
una inhibicion del 38% del crecimiento. Con 150 pg/ml de afinina para Rhizoctonia solani
AG-3 un 100% de inhibicion y con misma concentracion para Verticillum sp. 45% de
inhibicién (Molina, 2004). En el presente trabajo las diluciones 6, 7 y 13 C difieren entre si
respecto al crecimiento y reproduccién del hongo. Para 6C no se reportd crecimiento ni
reproduccion para Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en los presentes tratamientos
utilizados a la dilucion 6, en comparacion a 7 y 13 C (anexos 8, 11y 12). Se observo en 6C
el crecimiento de una presunta levadura la cual se especula es producida por los
medicamentos homeopaticos y es la que puede estar ocasionando una restriccion total del
desarrollo y crecimiento del Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, aunque la levadura
puede aumentar su tamafio independiente a el del patégeno. Al respecto Dal Bello et al.,
(2005) obtuvieron 100 aislamientos de levadura del fitoplano de tomates y las confrontaron
con el hongo Botrytis cinerea. Dos de las cepas que inhibieron la germinacion del 50% de
los conidios, redujeron el desarrollo de enfermedad sobre frutos.

Respecto a las dinamizaciones Rey, (2003) mediante una serie de experimentos, pudo
comprobar que sustancias como el cloruro de litio o el cloruro de sodio modifican la
estructura de hidrogeno del agua, probablemente gracias a las sucesivas agitaciones
mecanicas vigorosas. De igual manera Davenas et al., (1988), afirman que el paso de la
sucusion en el proceso de dilucion cambia sutilmente la estructura del agua, causando que

el agua imite las moléculas del soluto. Lo que concuerda con nuestros resultados ya que
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mientras mayor sea la dilucién menor sera el efecto expresado, lo que significada que
mientras mas alta la dilucién el medicamento no funcionara, al contrario solo disminuira el
efecto por tales razones es preferible utilizarlo con diluciones hasta de 12C, ya que se
considera que luego de esa dilucidn se pierde la molécula Rey, (2003) de la misma manera
Cruz et al., (2005) observd que la mayor efectividad en el control de Fusarium solani fue la
lograda por Selenium 30CH. Este es un patogeno de dificil control incluso con productos
quimicos por lo que un control in vitro del 44 % se considera bueno. Aunque como se
menciono anteriormente un factor clave también es la dilucion en la que se encuentra el
medicamento homeopatico, con los resultados obtenidos se puede especular que los
medicamentos homeopaticos tendrian mayor actividad antagénica incluso que muchos

microorganismaos.

Se evaluo el efecto de inhibicidn en nuestro trabajo se observé que los tratamientos inhiben
el crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, coincide con resultados
encontrados por Montes, (1990) sefialan que el extracto de ajo ha demostrado tener un
amplio espectro de accion inhibidora, de 74 especies de plantas evaluadas, el extracto de ajo
inhibi6 en diferentes grados la germinacidn de las esporas de 14 especies de hongos
fitopatdgenos. Grainge, (1988), indican también que el ajo y la cebolla (Allium cepa L.) con
compuestos azufrados como principios activos, son las especies que destacan con un mayor
espectro de accion inhibitoria. Mientras que Campos, (1979); Hurtado, 1979; De la Cruz,
2003; Tequida, (2002). Mencionan que Los extractos de Larrea tridentata han mostrado
también un amplio espectro de accién inhibitorio del crecimiento del micelio de algunas
especies de hongos fitopatdgenos, entre las que se encuentran Fusarium oxysporum,
Verticillium spp., y R. solani con un rango de inhibicion. Algo similar obtuvo Gamboa, (2003)
con respecto a los patdégenos (Fol) y V. dahliae, se observd un consistente incremento
inhibitorio al incrementar la concentracion de Larrea tridentata un 5 a 10% con 72 h de
incubacion y disminuyé con 144 h de incubacion. Es lo que sucedi6 con el medicamento
homeopatico Phosphoricum acidum en diluciones de 13C, que favorecio el crecimiento

micelial del patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

La resistencia de la planta a las enfermedades esta asociada con un nimero de respuestas de
defensa, activadas por el hospedante después de ponerse en contacto con los patdgenos. Se
expresa frecuentemente como una reaccion de hipersensibilidad, la cual resulta en la muerte

celular acotada a los sitios de penetracion del patdgeno Amaral, (2008). Lo que a su vez
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concuerda por lo realizado en la metodologia aplicada para la fase in vivo, ya que donde se
mostro los primeros sintomas de infeccion fue en los lugares donde se inocul6 el patdgeno.
Resultados similares se obtuvieron con plantas previamente tratadas con los medicamentos
homeopaticos ya que con las plantas que fueron tratadas presentaron un mecanismo de

defensa frente a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Leyva, (2013) reporta que entre los 22 y 64 dias después del tratamiento se detectaron plantas
muertas por F. oxysporum, generando dafios entre 10 y 37 %. Coincide con los resultados
encontrados en la presente investigacion ya que las plantas no tratadas o control alrededor
de los 20 a 25 dias después del tratamiento presentaron gran dafio vascular ocasionado por
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. lo cual se contradice con lo que encontro Crill, (1971)
que el genotipo Floradade posee genes de resistencia contra F. oxysporum (Fol y For), lo
cual se observo porque presentd una media de una planta muerta a partir de una muestra de
10, es decir, 10 % de dafio por el patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. pero en
la presente investigacion las plantulas de la variedad Floradade que no fueron previamente

tratadas con los medicamentos homeopaticos presentaron muerte total de un 100%.

Se especula que los estomas no estan directamente relacionados con los mecanismos de
defensa, con lo mencionado por Madriz, (2002), los mecanismos de defensa, que son
inducidos como consecuencia del reconocimiento, son los responsables de la resistencia,
actuando muchas veces en conjunto para detener el avance del patdégeno. Estos mecanismos
incluyen principal mente la muerte celular por reaccion hipersensible, la acumulacién de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, la acumulacién de enzimas
hidroliticas y la deposicidn de sustancias de refuerzo que evitan el avance del patdgeno, entre
otros, Collinge (1994), sin embargo se encontraron variaciones en los estomas de los
medicamentos Phosphoricum acidum en dilucion de 13C quienes presentaron estomas de
mayor tamafio, con el tratamiento Silicea terra en dilucion de 7C, mostraron un gran nimero
de estomas y de pequefio tamafio, lo cual se especula que mantuvo activas las funciones
fisioldgicas de las plantas por ende presentd un menor porcentaje de dafios en relacién a los
testigos, el testigo con etanol a 85° GL, presentaron estomas similares al tratamiento de
Silicea terra 7C, con la particularidad que son de un mayor tamafio y menor nimero de
estomas, y el testigo agua, o testigo absoluto, se obtuvieron un estomas de un tamafio similar
al de Phosphoricum acidum a 13C, pero con un menor nimero de estomas (anexos 17, 18,
19y 20).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1Conclusiones

Los medicamentos homeopaticos en diluciones de 6C inhibieron por completo la

produccion de esporas y el diametro micelial.

Los medicamentos homeopéticos Zincum phosphoricum y Silicea terra en
diluciones de 7C presentaron el mayor nimero de supervivencia en comparacion al

control.

La mejor dilucion para la parte in vitro fue 6C, debido a que presentaron la mejor
inhibicion del patégeno tanto en diametro micelial como en nimero de esporas, y la
mejor dilucion para la parte in vivo fue 7C, por que tuvieron mayor nimero de

plantulas vivas.
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5.2Recomendaciones

Realizar ensayos in vivo utilizando dosis de 6C, para comprobar si existe la misma
expresion que en la parte in vitro.

Para la parte in vivo, se recomienda continuar realizando las aplicaciones de las
sustancias homeopaticas luego de que el patdgeno muestre sintomas de infeccion, para
que asi la planta muestre una respuesta total hacia el ataque.

Utilizar dosis menores a 6C, para determinar el efecto inhibitorio de los medicamentos
homeopaticos, y evaluar diferentes patdgenos y otro tipo de hortalizas para determinar

la eficiencia de los medicamentos homeopéticos
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Anexo 1. Preparacion de las diluciones homeopéticas

Anexo 2. Esterilizacion de medio de cultivo en autoclave
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Anexo 3. Preparacidn de los tratamientos.
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Anexo 4. Incubadora
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Anexo 5. Registro de didmetro micelial

Anexo 6. Registro de diametro micelial
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Anexo 8. Cepa de (Fol) creciendo en medio PDA con Phosporicum acidum 13C
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Anexo 10. Cepas de (Fol) para descartar posibilidades utilizando agua destilada, agua purificada y
dos medicamentos homeopéticos
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Anexo 11. Cepas de (Fol) empleando los medicamentos homeopaticos explicados en metodologia
en diluciones 7C con su respectivo testigo
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Anexo 12. Cepas de (Fol) empleando los medicamentos homeopaticos explicados en metodologia
en diluciones 6C con su respectivo testigo
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Anexo 14 Porcentaje de severidad de (Fol) en plantas no tratadas con medicamentos homeopéticos
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Anexo 16. Porcentaje de severidad de (Fol) en plantas tratadas con medicamentos homeopaticos
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Anexo 17. Estomas de tomate en plantas tratadas con el medicamento homeopatico Phosphoricum
acidum 13C

Anexo 18. Estomas de tomate en plantas tratadas con el medicamento homeopatico Silicea terra
7C
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Anexo 20. Estomas de tomate en plantas tratadas con el testigo agua




Anexo 21. Esquema para realizar el conteo de esporas.
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