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1. RESUMEN

La hormesis es un fendmeno de dosis-respuesta caracterizado por una estimulacion
a dosis bajas e inhibicién a dosis altas (Calabrese & Baldwin, 2002, p. 94). Se ha
documentado en una amplia variedad de taxa y se debe a diversos agentes toxicos,
incluyendo herbicidas. Numerosas respuestas metabodlicas y fisiologicas han sido
estimuladas en plantas al ser expuestas a dosis bajas de herbicidas, incluyendo

recientemente el mejoramiento del rendimiento agricola (Cedergreen & Andresen, 2010,
p-1)

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de hormesis del herbicida
Paraquat sobre el aumento del area foliar de Phaseolus vulgaris L. con el fin de esclarecer
si su aplicacion podria implementarse para el mejoramiento del cultivo. Para ello fue
necesario determinar el Nivel de Efecto No Observado —-NOEL- del herbicida para
establecer las concentraciones subletales a aplicar. Posteriormente se midié el indice de
Area Foliar —IAF— de las plantas tratadas con dosis subletales del herbicida, a fin de

observar variaciones en sus valores de respuesta.

Los resultados mostraron un efecto hormético real en el estudio al existir un
estimulo estadisticamente significativo (p = 0.024) en la respuesta documentada. La
magnitud maxima de estimulacion exhibi6 una consistencia cuantitativa del 12% sobre los
valores del IAF en el grupo control, mostrando con ello la respuesta bifésica caracteristica

del fenémeno hormético.

Desde el punto de vista biologico, los resultados confirman el potencial del
fendmeno de hormesis para el mejoramiento de la produccién y calidad de la cosecha de
Phaseolus vulgaris L., ya que el IAF se relaciona estrechamente con el rendimiento en los
cultivos, por lo que el aumento evidenciado en este parametro puede implicar un aumento

del rendimiento en esta especie. Por ello, es necesaria la realizacion de mayor investigacion



concerniente al fendbmeno de hormesis, con el fin de implementar su uso en la produccion

de este cultivo en Guatemala.



2. INTRODUCCION

La hormesis es un concepto bioldgico referente al fendmeno de dosis-respuesta que
describe la estimulacion de cualquier sistema bioloégico por dosis bajas de un agente
bioactivo. Fue evidenciado por primera vez en el siglo XIX a partir de los trabajos del
farmacdlogo Hugo Schulz, quien observé que la aplicacion de dosis subletales de algunos
agentes quimicos estimulaba el crecimiento y la respiracion celular en levaduras.
Actualmente, la evidencia proveniente de numerosos estudios ha demostrado que el
fendmeno ocurre en una amplia variedad de taxa (e.g. bacterias, hongos, plantas y
animales), como resultado de su exposicién a un amplio rango de agentes tdxicos (i.e.,

pesticidas, agentes quimioterapéuticos y radiacion)(Rattan, 2004, p. 705).

Bajo este enfoque, en el campo de la agricultura se ha observado que los herbicidas
—aplicados en dosis subletales— pueden estimular parametros biolégicos como la
sobrevivencia y reproduccion en cultivos, ademas de incrementar respuestas metabdlicas y
fisiologicas como: consumo de oxigeno, tasa fotosintética, regeneracion de tejidos,
respuesta inmunolégica y germinacion de semillas (Calabrese & Baldwin, 1997a, p. 554).

No obstante los estudios realizados, hoy por hoy permanecen grandes vacios en la
informacion sobre el efecto hormético de herbicidas en plantas, esto debido a una
combinacién de diversos factores, predominantemente relacionados con la aplicacion de
disefios experimentales no apropiados para la evaluacion del fenébmeno, junto con la falta

de estudios de evaluacion de riesgo toxicoldgico en plantas (Calabrese, 2008, p. 1461).

Por lo anteriormente expuesto, se estudio el efecto hormético del herbicida Paraquat
sobre el aumento del area foliar en Phaseolus vulgaris L., con el fin de estimular este
parametro bioldgico e implementar los hallazgos en el mejoramiento de los cultivos. Para
ello se estudio la variacion del indice de Area Foliar en las plantas expuestas a dosis
subletales de herbicida al iniciar la etapa de floracion en las plantas.



ANTECEDENTES

3.1. Hormesis

La toxicologia es el estudio cualitativo y cuantitativo de los efectos deletéreos
ocasionados por agentes quimicos y fisicos sobre la estructura y funcion de los sistemas
vivos. Paracelso —considerado como el padre de la toxicologia— fue el primero en reconocer
que la toxicidad de cualquier sustancia depende de la dosis con que se administre. En el
siglo XVI afirm¢: “Todas las sustancias son toxicas y ninguna es toxica; es la dosis la que
determina la toxicidad (Duke, Cedergreen, Velini & Belz, 2006, p. 29).” Con este
enunciado, Paracelso consideré la aparente seguridad de las sustancias toxicas

administradas en dosis bajas.

En la actualidad existe evidencia sobre la estimulacion que pueden provocar algunas
sustancias toxicas administradas en dosis subletales en distintos organismos como:
bacterias (Ingram & Fisher, 1973a, p. 874, 1973b, p. 200), levaduras (Loefer, Bieberdorf &
Weichlein, 1952, p. 242; Hessayon, 1953, p. 395), plantas y algas (Belz, Hurle & Duke,
2005, p. 173; Belz, Reinhard, Foxcroft, & Hurle, 2007, p. 237; Belz, 2008, p. 80;
Cedergreen, Streibig & Splid, 2004, p. 314; Cedergreen, Ritz & Streibig, 2005, p. 3166;
Cedergreen, Streibig, Kudsk, Mathiassen & Duke, 2007, p. 150; Pierik, Tholen, Poorter,
Visser & Voesenek, 2006, p. 176) y animales (Sandifer & Hopkin, 1997, p. 125; Brown,
Rundle, Hutchinson, Williams & Jones, 2003, p. 1; Coler, Coler, Felizardo & Watanabe,
2005, p. 617; Diaz, Calabrese & Blain, 2008, p. 727). Al fendmeno de estimulacion a dosis

bajas e inhibicién a dosis altas se le conoce como hormesis (Stebbing, 1982, p. 215).
3.1.1. Definicion
Etimologicamente el término “hormesis” proviene de la palabra griega horme que

significa impulso, que a su vez deriva del griego antiguo hormaein que significa estimular.

Fue acufiado por Southam y Ehrlich (1943, p. 517) al sugerirlo para describir el efecto



estimulador de una sustancia antibidtica extraida de la corteza del Cedro Rojo (Thuja
plicata L.) sobre el metabolismo de hongos lignicolas expuestos a dosis bajas del mismo.

La definicion del concepto ha sido un tema ampliamente discutido en la literatura
cientifica (Stebbing, 1982, p. 213; Calabrese & Baldwin, 1997a, p. 545, 1997b, p. 546;
Forbes, 2000, p. 12; Parsons, 2000, p. 103; Rattan, 2001, p. 281; Calabrese, 2008, p. 1451),
a pesar de ello, las discusiones y publicaciones a finales de los 90’s carecian de una
definicion exacta y consensuada del término, existiendo cierto grado de confusion respecto

a su definicion, caracteristicas cuantitativas, marco mecanistico y significancia bioldgica.

A raiz de ello, Calabrese & Baldwin (2002, p. 91) publicaron un trabajo que tuvo la
finalidad de realizar adelantos en la definicion del término, por lo que se llegd a definir el
fendmeno de hormesis como un tipo de respuesta adaptativa, caracterizada por respuestas
bifésicas, que puede ser inducida directamente —i. e., hormesis por estimulacion directa— o

indirectamente —i. e., hormesis por estimulacion por sobrecompensacion.

La hormesis por estimulacion directa —-DSH por sus siglas en inglés— es una
respuesta que opera dentro del mantenimiento normal de las funciones metabdlicas en un
sistema, reflejando su dindmica normal de modulacion fisiologica (Calabrese & Baldwin,
2002, p. 94). Por el contrario, la hormesis por estimulacion por sobrecompensacion -OCSH
por sus siglas en inglés— ocurre como resultado de un proceso biolégico de compensacion
debido a un desequilibrio en la homeostasis de un sistema, es decir, un tipo de efecto de
rebote. Se diferencia de la DSH debido a la incorporacion del contexto temporal a su
evaluacion —i.e., la relacion de la respuesta debida a la dosis-tiempo— lo cual permite
evidenciar los mensajes regulatorios hasta que la condicion homeostéatica es restablecida
(Calabrese, 1999, p. 135, 2001, p. 425, 2008, p. 1457).

Ambas respuestas bifasicas poseen caracteristicas cuantitativas similares respecto al
rango y amplitud de la respuesta estimuladora. Esto sugiere que tanto la DSH como la

OCSH, pueden estar mediadas via sistemas regulatorios similares y, por consiguiente,



relacionadas por limitaciones de plasticidad tanto del recurso como del sistema por el cual
ocurren (Calabrese & Baldwin, 2002, p. 94).

3.1.2 Historia

La evidencia acerca de la estimulacion utilizando dosis bajas de sustancias toxicas
sobre sistemas bioldgicos posee una larga historia que cuenta con reportes que datan desde
las primeras publicaciones en la literatura cientifica (Calabrese & Baldwin, 1999a, p. 195).
Los primeros reportes aparecen a mediados de la década de 1880 por Hugo Schulz y
Rudolph Arndt, quienes documentaron el fendmeno de respuesta estimuladora debida a
sustancias toxicas de manera simultanea. Schulz fue uno de los primeros en observarlo
estudiando los efectos de distintas sustancias quimicas en la fermentacion por levaduras,
reportando que numerosos agentes toxicos estimulaban la produccion de CO; al aplicarse
en bajas concentraciones, mientras que inhibian la produccion al aplicarse en dosis altas
(Schulz, 1887, p. 423, 1888, p. 517).

Schulz recibi6 prestigio y reconocimiento por sus investigaciones, no por el hecho
del logro cientifico alcanzado, sino méas bien, por el hecho de que sus descubrimientos y
observaciones eran generalizables a diferentes organismos y agentes toxicos, con especial
énfasis en las aplicaciones médicas homedpatas para el tratamiento de pacientes (Calabrese
& Baldwin, 1999a, p. 195). La perspectiva de Schulz acerca del fendmeno pronto se vio
combinada con las observaciones similares de Arndt, lo cual caus6 que al fendmeno se le

conociera como la Ley de Arndt-Schulz.

La Ley de Arndt-Schulz recibié gran aceptacion por parte de la comunidad
cientifica de la época y llegd a considerarse —a principios del siglo XX- como una regla
general de la toxicologia quimica (Stebbing, 1982, p. 213). Sin embargo, la mayor
evidencia sobre este principio bioldgico fue proporcionada por Ferdinand Hueppe, quién
afirmé haber observado el mismo fenémeno, de forma independiente, en sus estudios con

bacterias. Hueppe dio crédito a los primeros reportes proporcionados por Schulz, pero éste
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poseia una reputacion cientifica sélida -resultado de sus numerosos escritos Yy
contribuciones originales en microbiologia— tanto que el concepto de la estimulacion a
bajas dosis por sustancias toxicas pronto llego a referirse como la Regla de Hueppe, en
adicion a la Ley de Arndt-Schulz (Calabrese & Baldwin, 1999a, p. 195).

Aunque Shultz fue uno de los primeros en describir el fenébmeno de estimulacion a
dosis bajas, Hueppe recibié mayor atencion ya que confirmo sus observaciones, enfatizo la
habilidad del fendbmeno para ser generalizado a otros organismos y reconocio ciertas
excepciones a la regla (Calabrese & Baldwin, 1999a, p. 195). Fue la relacion de Schulz con
el concepto de la practica médica de la homeopatia —considerada como controversial en
aquella época— lo que lo hizo conocido en el medio, elevandolo al nivel de figura histérica

como creador del concepto de hormesis (Calabrese, 2008, p. 1452).

A pesar de ello, en una reciente publicacion de Henschler (2006, p. 348) se
demostro el hallazgo de un reporte cientifico escrito en 1854 por Rudolf Virchow, donde se
documento el concepto de hormesis en un estudio realizado sobre la actividad de los cilios
del epitelio traqueal expuestos a sustancias tdxicas en diferentes concentraciones.
Utilizando NaOH y KOH, Virchow observé que la potencia y frecuencia del batido de los
cilios se incrementaban al exponer las células a concentraciones bajas, mientras que a
concentraciones altas, los movimientos eran paralizados, llegando incluso a la muerte
celular. Virchow documentd el fendmeno en un reporte escueto donde enfatizé que sus

hallazgos eran reproducibles (Virchow, 1854, p. 133).

No obstante al amplio reconocimiento de los efectos horméticos adquiridos hasta la
década de 1920, este concepto fue criticado debido a que no proporcionaba una explicacién
precisa sobre el mecanismo molecular por el cual actuaba (Stebbing, 1982, p. 214), ademas
de no adecuarse a los modelos estadisticos disefiados a principios de los 30’s por Bliss,
Gaddum y Fisher (Calabrese, 2008, p. 1460) y requerir de un disefio experimental riguroso

para evidenciarse. Por lo tanto, este concepto quedd gradualmente en desuso hasta llegar a
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ser ignorado por las principales publicaciones sobre toxicologia de la época (Calabrese &
Baldwin, 1999b, p. 187).

El concepto resurgié en la década de los 80’s debido a la aplicacion de politicas de
evaluacion de riesgo por parte de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos de América (U.S. EPA) en estudios sobre cancer. Debido a que los carcindgenos
actan mediante modelos de umbral de dosis-respuesta, las metodologias utilizadas en
toxicologia —que involucraban un numero estdndar de dosis— no eran adecuadas para
evaluar el fendbmeno. Esta situacion forzd a los cientificos a mejorar los disefios
experimentales, por lo que fue necesaria una reevaluacién del antiguo concepto de
hormesis, el cual proporcion6 una solucion elegante para evaluar el umbral en estos agentes
(Calabrese, 2008, p. 1461).

3.1.3. Efectos beneficiosos

La idea de un “efecto beneficioso” asociada dentro del concepto de la hormesis, es
dificil de definir, debido a que la relacion de la dosis-respuesta es frecuentemente
observada en relacion a un escenario especifico y relativo, es decir, existe cierta
subjetividad en su determinacion (Calabrese, 2008, p. 1453; Calabrese & Baldwin, 2002,
p. 91).

Por ejemplo, existe evidencia acerca de que la administracion de dosis subletales de
drogas antitumorales, antivirales y antibidticos, pueden incrementar el crecimiento de
células, virus y bacterias, respectivamente, siendo perjudiciales para el paciente tratado con
la dosis (Calabrese, 2005, p. 463). En estos casos, las concentraciones subletales de estas
drogas pueden causar un efecto de hormesis en los agentes patdgenos, incrementando su
tasa de supervivencia, a expensas del detrimento del paciente, por lo que aquello
considerado como “beneficioso” puede no serlo cuando se estudian las variables bajo

diferentes puntos de vista.
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Asi, la idea de una respuesta hormética definida como un efecto beneficioso a dosis
bajas es, con frecuencia, compleja, aplicable Gnicamente en situaciones especificas y, por lo
tanto, poco utilizada. Consecuentemente, la hormesis no pretende predecir si un efecto es
bueno o malo para un organismo sino, mas bien, sefialar si existe un estimulo para un

pardmetro medido (Duke y otros, 2006, p. 29).

3.1.4. Caracteristicas cualitativas

Las respuestas horméticas se caracterizan por ser del tipo bifésico, ya que exhiben
una estimulacion a bajas dosis e inhibicion a altas dosis. Ambas dimensiones —estimuladora
e inhibidora— deben estar presentes para satisfacer esta definicion (Calabrese & Baldwin,
2002, p. 96).

Hasta la fecha se han identificado cuatro tipos de curvas de respuesta por
concentracion debida a efectos de agentes toxicos en sistemas biologicos, de las cuales el
patron mayormente observado en hormesis corresponde a la curva-R (Stebbing, 1982,
p. 215; Calabrese & Baldwin, 1998, p. 357; Anexo 1). Esta curva se caracteriza por un
Unico pico estimulador que ocurre en concentraciones inmediatamente por debajo de

aquellas que son inhibidoras (Anexo 2).

3.1.5. Caracteristicas cuantitativas

La consistencia cuantitativa de la relacion hormética de dosis-respuesta se
caracteriza por exhibir una respuesta de estimulacion maxima que varia del 30 al 60% sobre
el valor de la respuesta presentada por el control (Calabrese & Baldwin, 1997a, p. 553,
1997b, p. 547; Anexo 3).

Tanto la magnitud como la extensiébn de la zona estimuladora presentan
propiedades cuantitativas asociadas al umbral toxicoldgico tradicional, comunmente

Ilamado Nivel de Efecto No Observado —NOEL por sus siglas en inglés— o tambien, bajo
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ciertas circunstancias, Punto Cero de Equivalencia —ZEP por sus siglas en inglés—
(Calabrese, 2008, p. 1451).

El NOEL es la dosis maxima de cualquier sustancia tdxica a la cual puede estar
expuesto un sistema bioldgico sin que se observen efectos adversos. Su valor de respuesta
coincide con el valor de la respuesta estimuladora debida al control, y su determinacion se
considera un elemento fundamental en la evaluacion de la relacion dosis-respuesta de la

hormesis en cualquier estudio cientifico (Calabrese & Baldwin, 1997b, p. 543; Anexo 3).

En general, el rango hormético completo de dosis-respuesta se localiza dentro del
rango de las 10 ordenes de magnitud por debajo del NOEL. La distancia de la respuesta de
estimulacion maxima al NOEL es dificil de discernir ya que ocurre en funcion del nimero
de dosis empleadas, su variabilidad de respuesta y el valor estimado del NOEL; no
obstante, se ha documentado que ocurre en el rango de las 3 a las 6 drdenes de magnitud
—i. e., la dosis responsable del NOEL posee de 3 a 6 érdenes de magnitud por encima del
valor de la dosis responsable de la respuesta de estimulacion maxima (Calabrese &
Baldwin, 1997b, p. 547).

Las relaciones dosis-respuesta que conforman a la curva-3 son afectadas por cuatro
eventos principales: a) La magnitud de la respuesta estimuladora a bajas dosis; b) el nUmero
de dosis que establecen la integridad de la curva-R3; c) el método estadistico utilizado; y, d)
la reproducibilidad de los hallazgos (Calabrese & Baldwin, 1997b, p. 547).

3.2. Plantas y Hormesis

A inicios los afios 20’s el concepto de hormesis fue aplicado con el fin de estimular
el crecimiento en plantas para fines comerciales, especialmente con respecto al potencial de
ciertas sales quimicas para este fin (Calabrese & Baldwin, 2000, p. 41). Numerosos
estudios se llevaron a cabo para estudiar el fendmeno utilizando insecticidas, herbicidas,

fungicidas, antibidticos y solventes de laboratorio (Appleby, 1998, p. 270), junto con otras
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investigaciones que se ocuparon de los efectos de los rayos X sobre la estimulacion del
crecimiento en estos organismos (Johnson, 1928, p. 65, 1931, p. 685; Shull & Mitchell,
1933, p. 287; Long & Kersten, 1936, p. 615).

Ninguno de estos esfuerzos fue viable en términos comerciales por razones
diversas; a pesar de ello, los datos obtenidos aportaron evidencia sobre la ocurrencia de la

respuesta hormética en especies comerciales (Calabrese & Blain, 2009, p. 46).
3.2.1. Herbicidas

Numerosas respuestas metabdlicas y fisioldgicas han sido estimuladas en plantas al
ser expuestas a dosis bajas de herbicidas —e.g., rendimiento de semillas, resistencia a
patdgenos, aumento en biomasa, crecimiento del follaje, germinacion, contenido proteico,
etc.— de hecho, uno de los primeros herbicidas, el MCPA, fue desarrollado con el fin de
incrementar el rendimiento en las cosechas (Allen, Downes, Mees & Springett, 1978, p. 35;
Duke y otros, 2006, p 30; Anexo 4).

Por ejemplo, Wiedman y Appleby (1972, p. 65) estudiaron el efecto de 16
herbicidas sobre el aumento de biomasa en cultivos de avena (Avena sativa, L.) y pepino
(Cucumis sativus, L.). Evidenciaron un efecto de hormesis sobre el crecimiento de la raiz y
el aumento de peso seco en ambas especies al aplicar dosis subletales de herbicidas
inhibidores del fotosistema Il, obteniendo resultados estadisticamente significativos con 13
de ellos (i.e., barban, bromacilo, bromoxinil, dalapon, diuron, EPTC, MCPA, MSMA,

propacloro, simazina, terbacilo, clorambén y trifluralina) (Anexo 4).

Velini, Alves, Godoy, Meschede, Souza & Duke (2008, p. 489), observaron que el
glifosato induce un efecto de hormesis en una variedad de cultivos y especies de plantas
como: soya, café, sorgo, Eucaliptus grandis Hill ex Maiden, maiz y Pinus caribea L.
Evidenciaron un incremento en el peso seco de las plantas al ser expuestas a dosis

subletales del herbicida (1.8-18g AE hal), asi como también un aumento en la
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concentracion del acido siquimico en los cultivos de soya y maiz, incrementando la

inhibicion de la sintesis de aminoacidos aromaticos en plantas.

Asimismo Wagner, Kogan & Parada (2003, p. 228) estudiando el efecto fitotoxico
del glifosato en el maiz (Zea mays L.), evidenciaron un aumento en el peso himedo en
plantas cuya absorcién radicular del herbicida fue menor a los 0.6pg. La absorcion del
herbicida en cantidades mayores produjo efectos fitotoxicos como la inhibicion del

crecimiento y clorosis, demostrandose una respuesta bifasica sobre el sistema.

El cultivo de la cafia de azucar ha sido asimismo sujeto a investigacion toxicoldgica.
McDonald, Morgan & Jackson (2001, p. 102) estudiaron la respuesta de 47 variedades de
cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) a dosis subletales de cuatro herbicidas (i.e.
ethrel, fusilade, verdict y glifosato). Encontraron una respuesta estimuladora del
crecimiento en 20 variedades de cafia al utilizar glifosato y 15 variedades utilizando una
mezcla de fusilade/ethrel, ocho semanas después de la aplicacion. El herbicida fusilade
estimuld la totalidad de las variedades tres semanas después de la aplicacion, pero mostro
un efecto negativo al disminuir la produccion de azlcar a las 15 semanas después de la
aplicacion. El glifosato y la mezcla de herbicidas fusilade/ethrel demostraron estimular
significativamente el crecimiento en las variedades de cafia de azlcar econdmicamente

importantes durante el comienzo de la cosecha.

Dosis subletales de herbicidas han incrementado igualmente las defensas de los
cultivos, proporcionando proteccion contra patdgenos. Por ejemplo, Nelson, Renner &
Hammerschmidt (2002, p. 353) demostraron que la aplicacién de dosis subletales de
herbicidas inhibidores de la enzima protoporfirindgeno oxidasa, incrementd la produccion
de fitoalexinas —compuestos antimicrobianos— en el cultivo de soya (Glycine max L.),
reduciendo la incidencia de enfermedades como la esclerotiniosis en las hojas del cultivo,
en comparacion con el tratamiento control que mostro una alta tasa de necrosis foliar

debido a esta enfermedad.
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Adicionalmente, el contenido proteico del trigo (Triticum spp.) ha sido estimulado
por aplicaciones foliares subletales de terbacilo y simazina. Strbac, Ayers & Ries (1974),
evidenciaron un aumento del contenido de gliadinas en semillas al aplicar 70g/ha de
terbacilo, logrando un incremento neto del 24% con respecto al control. Adicionalmente
observaron incrementos significativos en el contenido absoluto de proteinas —albdminas,
globulinas y gluteinas— en el forraje y semillas al aplicar dosis subletales de simazina y

nitrégeno en los cultivos.

Los ejemplos anteriores indican que el concepto de hormesis es un fenémeno que ha
sido documentado en plantas, siendo generalizable e independiente de la especie, el

fendmeno evidenciado y la clase de agente toxico con el que se pruebe.
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4. JUSTIFICACION

La hormesis es un fendmeno bifésico de dosis-respuesta caracterizado por presentar
una respuesta de estimulacion a bajas dosis e inhibicidn a altas dosis (Calabrese & Blain,
2009, p. 93). Ha sido demostrado en un gran numero de grupos taxondémicos (desde
bacterias hasta mamiferos), en diferentes rasgos bioldgicos (crecimiento, reproduccion,
longevidad, etc.) y en una amplia variedad de agentes toxicos (metales pesados,
antibidticos, herbicidas, insecticidas, entre otros)(Calabrese & Baldwin, 1997a, p. 553;
Forbes, 2000, p. 12).

Debido al incipiente interés con respecto a los efectos horméticos dentro de la
farmacologia y toxicologia, el mayor enfoque en los estudios ha sido dirigido a animales,
especialmente mamiferos, como sistemas de prueba. Poca documentacion existe sobre los
efectos horméticos en plantas y practicamente no existe informacion sobre el mecanismo

molecular por el cual actia (Duke y otros, 2006, p. 29; Calabrese, 2008, p. 1463).

En plantas, los estudios realizados han evidenciado el efecto hormético de ciertos
herbicidas sobre numerosas repuestas metabolicas y fisiol6gicas, como: Tasa fotosintética,
respuesta inmunoldgica, regeneracion de tejidos, germinacién de semillas, entre otras
(Calabrese & Baldwin, 1998, p. 360). Pese a las investigaciones realizadas, la mayoria de
estudios con herbicidas no evaltan dosificaciones por debajo de las concentraciones letales,

puesto que estos estudios se concentran en ellas (Duke y otros, 2006, p. 29).

Es por ello que la presente investigacion buscé estudiar el efecto de hormesis del
herbicida Paraquat sobre el aumento en el area foliar de Phaseolus vulgaris L., para
esclarecer si su aplicacion puede implementarse para el mejoramiento de los cultivos de
frijol promoviendo su reproduccion y sobrevivencia, al aumentar la produccion de semillas
e incrementar su resistencia a patégenos —puesto que el area foliar y rendimiento del cultivo
son parametros que se correlacionan positivamente. Los resultados ayudaran a comprender

de mejor manera los efectos horméticos en distintas respuestas fisiologicas en plantas. Por
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lo tanto, la informacion generada dard paso al planteamiento de estudios enfocados al
disefio y desarrollo de nuevas metodologias que estimulen pardmetros bioldgicos esenciales
dentro de las ciencias agricolas, con el fin de incrementar el rendimiento en las cosechas y

mejorar la calidad de los productos.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Determinar el efecto de hormesis del herbicida Paraquat sobre el aumento del

area foliar de Phaseolus vulgaris L.

5.2. Especificos

5.2.1. Establecer el rango de concentracion del herbicida Paraquat que produzca una
estimulacién maxima de hormesis, sobre el desarrollo del area foliar en

Phaseolus vulgaris L.

5.2.2. Identificar el tipo de curva de dosis-respuesta debida a la administracion de
Paraquat sobre el crecimiento del area foliar en Phaseolus vulgaris L.

5.2.3. Determinar la magnitud de &rea fotosintetizante de Phaseolus vulgaris L.,
utilizando el indice de Area Foliar (IAF) como indicador de la relacion entre

la superficie foliar y el area de proyeccion de la planta.
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6. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

La adicion de Paraquat en dosis subletales produce un efecto de hormesis sobre el aumento

en el area foliar de Phaseolus vulgaris L.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Universo

7.1.1. Poblacion

o Frijol negro mejorado (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae), por el Instituto de Ciencia 'y

Tecnologia Agricolas —ICTA—, variedad Ligero.

7.1.2. Muestra

o 800 plantas de frijol negro mejorado (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae), distribuidas

en 8 tratamientos.

7.2. Materiales

7.2.1. Especie

Frijol negro mejorado (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae), por el Instituto de Ciencia

y Tecnologia Agricolas —ICTA-, variedad Ligero.

7.2.1.1. Origen

El Frijol ICTA Ligero es una variedad producto de la cruza entre las lineas DOR
385 del CIAT y JU-90-4 del ICTA, realizada por el Programa de Frijol del ICTA con el
apoyo del Programa Cooperativo Regional de Frijol para Centroamérica, México y el
Caribe (PROFRIJOL) en el Centro de Produccion del departamento de Jutiapa, Guatemala
(Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas [ICTA], 1996, p. 2).
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7.2.1.2. Caracteristicas morfoldgicas

Esta variedad posee un habito de crecimiento determinado; su altura es de 60 cm vy el
color de la flor es lila; la vaina madura es de color crema y posee seis granos de color negro
oscuro. La madurez fisiolGgica se presenta a los 64 dias y puede cosecharse a los 71 dias si
el clima esta seco (ICTA, 1996, p. 3).

7.2.1.3. Caracteristicas agronémicas

Dentro de las caracteristicas agrondmicas del frijol mejorado se encuentra la
adaptabilidad a alturas de hasta 1200 msnm, asi como a la siembra en terrenos planos y
laderas; se puede sembrar también en monocultivo o asociada con maiz y sorgo. Esta
variedad es resistente a enfermedades como el mosaico dorado, antracnosis, bacteriosis y
roya (ICTA, 1996, p. 3-4).

7.2.1.4. Rendimiento
En condiciones experimentales el Frijol ICTA Ligero ha mostrado rendimientos
experimentales de hasta 2.59 toneladas métricas por hectarea, con un promedio de

1.66Tm/ha. A nivel comercial el rendimiento varia entre 20 y 30 quintales por manzana, en
condiciones adecuadas de humedad y en monocultivo (ICTA, 1996, p. 3).

7.2.2. Reactivos

Herbicida Formulacién Nombre Quimico

Paraquat
Gramoxone® (200 g-L ™) Dicloruro de 1,1’°-dimetil- 4,4°-bipiridilo




7.2.3. Equipo

Vasos de duropport de 10 oz.
Manguera

Mascarilla

Tierra abonada

Arena

Rociadores

Computadora personal Apple MacBook
Guantes

Bata

Lentes de seguridad

Invernadero privado

Termémetro ambiental

Higrometro

Mesa de trabajo

H,O desmineralizada

Recipientes de polietileno blanco de 1 L.
Balanza analitica OHAUS®

Libreta de campo

7.2.4. Cristaleria

Balones de aforo de 100 y 1000 ml.
Pipetade 1y 10 ml
Probeta de 500 ml
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7.3. Métodos

7.3.1. Disefio Experimental

Para el disefio experimental se aplico un disefio totalmente al azar, con el fin de
evitar el fendmeno de pseudoreplicacion en el estudio (Hulbert, 1984, p. 193). Se evaluaron
un total de 8 tratamientos distribuidos en el control y siete concentraciones del herbicida:
1,0.5, 0.1, 0.05, 0.01, 0.005 y 0.001 mg-L™.

7.3.1.1. Unidad experimental

e 1 planta de frijol negro mejorado (Phaseolus vulgaris L. Fabaceae) por el Instituto de

Ciencia y Tecnologia Agricolas —ICTA-, variedad Ligero.
7.3.1.2. Réplicas
e Se efectuaron un total de 100 réplicas por tratamiento, calculadas segun la férmula
general de muestreo, con una varianza de 156.1 (area), un nivel de significancia de
a = 0.05 y un limite de error de 1.54.

7.3.2. Invernadero

El invernadero utilizado tuvo las siguientes dimensiones: 7 x 13 x 1.95 metros y se
ubico bajo las coordenadas geograficas: 14°34°19.42°° N, 90°35°26.99°°0; a 1481 msnm.

7.3.3. Germinacion

Para la germinacion se utilizaron laminas de papel periddico, las cuales contuvieron

100 semillas —dispuestas en 10 columnas y 10 filas— de frijol negro, con una separacion



25

equidistante. Los rollos fueron humedecidos con agua utilizando aspersores y colocados en
bolsas plésticas para mantener la humedad, cuidando de ser colocados en un lugar oscuro.
Se humedecieron regularmente durante 2 o 3 dias para dar lugar al proceso de germinacion.

Se consider6 como semilla germinada aquella que rompio la testa.
7.3.4.Siembra

La siembra fue efectuada Unicamente con semillas germinadas para asegurar la
eficiencia del cultivo. Estas fueron colocadas en recipientes de duroport de 10 oz. con un
sustrato compuesto en partes iguales por tierra abonada y arena —previamente humedecido—
a una profundidad de 1 cm. Las plantas fueron ubicadas en un invernadero privado donde

se tuvo registro de las variables de humedad y temperatura.
7.3.5.Preparacion de las soluciones

Las soluciones de los siete tratamientos a evaluar se prepararon mediante diluciones
a partir del herbicida comercial Gramoxone® (Paraquat 200 g-L™) utilizando pipetas de
10 ml y balones de aforo de 1000 ml. Las soluciones resultantes fueron colocadas en
recipientes de polietileno blanco de 1 litro de capacidad y posteriormente en aspersores

independientes para evitar contaminacién al momento de la aplicacion.

Para establecer las concentraciones del herbicida, fue necesario determinar el Nivel
de Efecto No Observado (NOEL) del herbicida Paraquat sobre el area foliar de Phaseolus
vulgaris L. Esto se determind en un premuestreo realizado durante los meses de junio a
agosto de 2009, donde se evaluaron siete concentraciones subletales al azar del herbicida,
comenzando por la dosis letal: 1500, 1000, 500, 100, 50, 10 y 1 mg-L™. Todas las
concentraciones excepto la de 10 y 1 mg-L™ provocaron dafios fisicos a las hojas de la

planta.
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A las plantas de estos dos tratamientos se les calculd el valor del area foliar y se
compararon con los valores del &rea foliar para las plantas del tratamiento control.
Utilizando el Analisis de Varianza se determind la concentracion del herbicida que no

provocé una diferencia significativa en estos valores -NOEL- siendo ésta de 10 mg-L™.

Debido a que es recomendado evaluar el fendmeno de hormesis con cuatro dosis
—como minimo— distribuidas por debajo de dicha concentracion (Calabrese & Baldwin,
1997b, p. 548), se evaluaron un total de 7 dosificaciones para una 6ptima evaluacion del

fenémeno.

7.3.6. Aplicacion

La aplicacion de las diferentes concentraciones del herbicida fue realizada una tnica
vez durante la ontogenia de la planta, rociando 2.5 ml de la solucion sobre las hojas de la

misma a los 15 dias de vida para dar lugar a los procesos de estimulacién foliar.

La razdn de la aplicacion Unica de los tratamientos radicé en la intencién de reducir
las fuentes de variacion de los resultados en el estudio. Ya que la evaluacion del fendmeno
de dosis-respuesta es el resultado de un proceso dinamico en el que interactian diferentes
variables, fue sugerido por el Dr. Edward Calabrese” la implementacion de una Unica
aplicacion, con el fin de facilitar la asociacién de las variables biologicas implicadas en la

relacion de dosis-respuesta toxicoldgica evaluada (comunicacion personal, abril 28, 2010).

Y E| Dr. Edward Calabrese es profesor de toxicologia del Departamento de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Massachusetts en Boston, USA. Es un experto mundial en el tema de hormesis, el cual investiga desde 1976.
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7.3.7. Recoleccién de Datos

7.3.7.1. Areafoliar

La capacidad de fotosintesis de las plantas estd directamente relacionada con la
superficie foliar expresada como indice de Area Foliar (Leopold & Kriedemann, 1975,
p. 29; Kozlowski & Kramer, 1979, p. 64), el cual relaciona la extension de la superficie
asimilatoria de la planta con la superficie de suelo ocupado por la proyeccion de la misma.

Este parametro se calcul6 mediante la relacion:

IAF = AF/AP

donde: AF = érea foliar (cm?) por planta.
AP = érea de proyeccién (cm?).

Para determinar el area foliar (AF), se efectué un Unico muestreo al finalizar la
primera etapa fenoldgica de la planta —etapa de foliacién?— determinada por la aparicién de
las estructuras florales —etapa de floracion—. Para ello se aplicd el método de la pesada,
donde se efectud una relacion de proporciones determinando el peso de la totalidad de las
hojas producidas por la planta, versus el peso de una porcion de una hoja, con area
conocida, determinando asi el area foliar total. Esto utilizando una balanza analitica para

obtener un nivel de incertidumbre adecuado.

Para determinar el area de proyeccién (AP), se registraron los datos del area de la
sombra de la planta proyectada en el suelo al momento en que los rayos del sol fueron
perpendiculares a la misma —rango aproximado de las 11:00 am a la 1:00 pm-. Para ello se
midié el didametro de la sombra en diferentes puntos proyectados por la planta; con estos

2/'El 4rea foliar se determin al finalizar la fase de foliacion, debido a que es la etapa de mayor produccion de biomasa
(etapa de crecimiento vegetativo). No se tomo en cuenta la fase de floracion debido a que en esta etapa la energia de la
planta se concentra en la formacion de flores y no de biomasa foliar (Salisbury y Ross, 1994, p. 386) por lo que no aplicd
para efectos del presente estudio.
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valores se realiz6 un promedio para calcular el radio de la sombra y asi determinar el area

del circulo formado por el area de proyeccién mediante la relacién: Area = 7t r?.

7.3.7.2. Temperatura y Humedad

Las condiciones de temperatura en el invernadero fluctuaron de 30°C en el dia a 18°C

en la noche. La humedad relativa fluctud entre 42% en el dia 'y 70% en la noche.

7.3.8. Andlisis de Datos

Para el analisis estadistico se evaluo la normalidad y homocedasticidad de los datos
del area foliar utilizando la prueba de Shapiro-Wilk y Bartlett, respectivamente. Puesto que
ambos supuestos fueron cumplidos, se realizé la prueba del Andlisis de Varianza de una
via, con un nivel de significancia de a = 0.05. Posteriormente se realizé una prueba post-
hoc de Dunnett, con el fin de determinar la existencia de diferencias en los valores del area
foliar entre los diferentes tratamientos con respecto al control. Todo ello con la ayuda del

programa estadistico SPSS 15.0.

La relacién dosis-respuesta fue evaluada inicialmente en forma gréfica (diagrama de
dispersion) y posteriormente se realiz6 un analisis de regresion no lineal, con el fin de

determinar el tipo de curva de dosis-respuesta obtenida en el estudio.
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8. RESULTADOS

8.1. Tratamientos

La aplicacion de dosis subletales del herbicida Paraquat produjo un efecto
hormético sobre el crecimiento del area foliar en Phaseolus vulgaris L. Cuatro de las siete
dosis del herbicida aplicadas (0.001, 0.01, 0.1 y 0.5 mg-L™) provocaron un efecto
estimulador al incrementar los valores del indice de Area Foliar —IAF- con respecto a los
valores obtenidos en el grupo control (Fig. 1, Cuadro 1). Los valores maximos del 1AF
(109.6 y 111.6 % con respecto al control) se obtuvieron al aplicar las dosis 0.01 y 0.5
mg-L™, respectivamente, siendo la Gltima el Gnico tratamiento con diferencia significativa
con respecto al control (p < 0.05) (Cuadro 1). Las tres dosis restantes del herbicida
evaluadas (0.005, 0.05 y 1 mg:L™) provocaron un efecto negativo al inhibir el crecimiento

del area foliar con respecto a los valores obtenidos en el grupo control (Fig.1, Cuadro 1).

La zona hormética de dosis-respuesta se localizé dentro del rango de las 3.5 érdenes
de magnitud por debajo del Nivel de Efecto No Observado —NOEL- definida por 2
intervalos independientes, separados por una Unica dosis inhibidora entre ellos (Fig. 1,
Cuadro 1). El primer intervalo hormético se ubicd entre las concentraciones de 1 y 0.05
mg:-L™, y el segundo entre las concentraciones de 0.05 y 0.005 mg L™, es decir, de 1 a 2.5
y de 2.5 a 3.5 6rdenes de magnitud por debajo del NOEL, respectivamente, (Fig. 1). La
consistencia cuantitativa de la relacion hormética de dosis-respuesta exhibi6é una respuesta
de estimulacién maxima correspondiente al 12% sobre el valor de la respuesta presentada
por el control, ubicandose en el primer intervalo de la zona hormética en el estudio —1.5

ordenes de magnitud por debajo del NOEL- (Fig. 1).

8.2. Modelo de dosis-respuesta

Los andlisis de regresion evaluados sugieren la existencia de una relacion funcional

poco estrecha entre la dosificacion de Paraquat y el IAF, puesto que los valores del coefi-
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Figura 1. Efecto de hormesis del herbicida Paraquat sobre el aumento del area foliar de Phaseolus vulgaris. Los datos representan la

media del indice de Area Foliar —IAF— por tratamiento (n = 100 plantas por dosis aplicada). La linea horizontal constituye el promedio
del grupo control. La dosis letal de Paraquat corresponde a los 1500 mg-L . El asterisco (*) denota significancia estadistica (p < 0.05).

ciente de determinacion fueron cercanos a cero, indicando la existencia de una bondad de
ajuste baja en los modelos (Cuadro 1). Otros tipos de regresiones evaluadas fueron las de
crecimiento y de tipo exponencial (datos no mostrados), cuyos valores de R? fueron
similares a los obtenidos. Por lo anteriormente expuesto, ningin modelo evaluado fue
utilizado con fines de prediccion y estimacion del fenédmeno hormético para el presente

estudio.

Por otra parte, la curva de dosis-respuesta obtenida mostré un patrén similar al
presentado por la curva-6, uno de los cuatro tipos de patrones de respuesta por

concentracion identificados en la descripcion de los efectos de agentes toxicos en sistemas
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Cuadro 1. Valores promedio del indice de Area Foliar (IAF), valores de probabilidad estadistica para el test de Dunnet
y coeficientes de determinacion (R?) de las regresiones lineales y no lineales de los datos horméticos en el estudio. Los
tratamientos con diferencia significativa con respecto al control (p < 0.05) estan marcados con un asterisco.

IAF Test de Dunnett

Paraquat (mg-L™) % Control p
0 100.00 ---
0.001 100.44 0.851
0.005 92.32 1.000
0.01 109.65 0.071
0.05 90.32 1.000
0.1 103.19 0.610
0.5* 111.65 0.024
1 96.83 0.980

Modelo R’ p
Lineal 0.033 0.665
Cuadrético 0.033 0.918
Cubico 0.121 0.901
Compuesto 0.03 0.682

biol6gicos (Towsend & Luckey, 1960, p. 47; Stebbing, 1982, p. 215; Anexo 1, D), pese a
que el comportamiento mayormente observado en modelos horméticos en estudios sobre el

fendmeno de crecimiento ha sido el de la curva-p (Stebbing, 1982, p. 215; Anexo 1, B).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados en el estudio mostraron que la aplicacion de Paraquat en dosis
subletales puede estimular el aumento del area foliar en P. vulgaris L., y que dicha
estimulacion ocurrié Unicamente en rangos de concentracion del herbicida definidos. Si
bien cuatro de las siete dosis del herbicida evaluadas produjeron una tendencia hormética
en los experimentos, Unicamente la dosis de 0.5 mg-L™ produjo una magnitud de
estimulacion significativa (p = 0.024) al inducir un incremento del 12% en los valores del

IAF con respecto a los valores producidos por plantas del grupo control (Cuadro 1).

Estos resultados sugieren la existencia de un efecto hormético real en el estudio,
puesto que es posible reconocer caracteristicas que tipifican el fenémeno de hormesis en los
datos. Por ejemplo, la respuesta de estimulacion mostré un comportamiento biféasico,
exhibiendo las dimensiones estimuladora e inhibidora propias de las caracteristicas
cualitativas del fenomeno (Calabrese & Baldwin, 2002, p. 94). Asimismo, la magnitud de
estimulacion méxima en el estudio no excedi6 al doble de la magnitud presentada por el
control, manteniendo una consistencia cuantitativa afin a la reportada en los estudios
horméticos (Calabrese, 2008, p. 1467). Aunado a ello, los resultados manifestaron un poder
estadistico significativo, pardmetro que aporta validez al estudio y sustenta —junto a los
demas hechos— la idea de un efecto hormético veraz en los experimentos (Calabrese &
Baldwin, 1997b, p. 549, 2002, p. 96).

9.1. Magnitud de hormesis

La magnitud de estimulacion maxima es la caracteristica mas sobresaliente de la
relacién hormética de dosis-respuesta, puesto que este dato es considerado como un criterio
importante para la evaluacién cuantitativa de la solidez de la evidencia hormética
encontrada en un estudio (Calabrese, 2008, p. 1453; Calabrese & Baldwin, 1997b, p. 549;

Anexo 5). Debido a ello, este dato ha sido ampliamente calculado y documentado en los
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estudios horméticos. En ese orden, Calabrese & Blain (2005, p. 297) basados en el analisis
de miles de investigaciones con relaciones de dosis-respuesta mostrando tendencias
horméticas, documentaron que el 64% de los estudios sobre crecimiento en plantas
presentaron una magnitud de estimulacion maxima entre 10-50% sobre el valor del control.
En general observaron que mas del 80% de las investigaciones presentaron respuestas de
estimulacion méaxima menores al 100% sobre el valor del control, manteniendo un

promedio estimado de 30-60% mayor al presentado por el grupo control.

Estos datos indican que la magnitud de estimulacion maxima observada en el
presente estudio es consistente con la respuesta general de estimulacion evidenciada en
estudios sobre crecimiento en plantas. Es importante destacar que este pardmetro —adn
siendo parte de la respuesta general- se califica como una respuesta de estimulacién débil,
puesto que se mantuvo por debajo del promedio global estimado del 30-60% (Calabrese &
Blain, 2005, p. 299).

Esta respuesta débil de estimulacion, comparada con el promedio general observado
(Anexo 3), se obtuvo posiblemente en parte por el indice matematico utilizado para estimar
la respuesta hormética en el estudio. Dicho indice efectla una relacion de proporciones con
base a dos parametros geométricos y, por consiguiente, su relacion de respuesta depende
del cociente entre ambos y no directamente del aumento individual de cada funcion; por lo
tanto, resulta mas dificil evidenciar un aumento en los valores bajo este criterio que
utilizando una Unica funcién geométrica (Acosta, Acosta-Gallegos, Amador y Padilla,
2008, p. 13).

Bajo este contexto, la solidez de la evidencia hormética en el estudio fue asimismo
catalogada utilizando la metodologia de evaluacion propuesta por Calabrese & Baldwin
(1997b, p. 547), la cual toma en cuenta caracteristicas importantes del fendmeno hormético
como la magnitud de respuesta, la previa determinacion del NOEL y el poder estadistico,

entre otros. (Anexo 5). El resultado del analisis produjo un puntaje global de 10 puntos
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sobre 20, por lo que basados en la categorizacion establecida, se clasificd la solidez de la
evidencia hormética en el estudio como del tipo débil-moderada (Anexo 6).

Este resultado se vio influenciado probablemente por dos hechos principales: a) la
existencia de una Unica dosis con diferencia estadisticamente significativa de las siete
concentraciones evaluadas por debajo del NOEL; y, b) la débil magnitud de estimulacion
evidenciada en general para todos los tratamientos. Estos hechos causaron la menor
ponderacion del estudio en sus categorias respectivas, lo que contribuyé a la clasificacion

de la evidencia hormética como débil-moderada.

9.2. Implicaciones bioldgicas

El hecho de evidenciar una respuesta de estimulacion maxima del 12% sobre el nivel
del control en los valores del IAF, conlleva implicaciones bioldgicas importantes, puesto
que a nivel experimental se ha demostrado que este indice se relaciona estrechamente con
el rendimiento en los cultivos, ya que asocia la capacidad fotosintética y la acumulacion de
biomasa en las plantas; por ello, cualquier aumento en este parametro puede implicar un
aumento del rendimiento del cultivo, mejorando la produccion (Acosta y otros, 2008, p. 14;
Acosta-Gallegos & Adams, 1991, p. 213).

A pesar de obtenerse una respuesta débil de hormesis, es importante destacar que este
resultado no supone que la respuesta carezca de un significado biolégico significativo, sino
mas bien, clasifica la solidez de hormesis encontrada. Calabrese (2008, p. 1457) sugiere
gue aun las respuestas de estimulacién bajas, pueden producir impactos econdmicos

significativos, si sus efectos son consistentes en un parametro medido.

Por ello, en este caso en particular, el hecho de haber evidenciado una estimulacion
en el IAF y que ésta haya sido estadisticamente significativa, sustenta la intencion de
sugerir la aplicacion de la dosis de 0.5 mg-L™ de Paraquat como un tratamiento estimulante

para el mejoramiento del cultivo de P. vulgaris L. Sin embargo esta disposicion podria ser
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precipitada y riesgosa, en virtud de que este es un estudio inicial del fendmeno hormético

en esta especie y bajo este herbicida en particular.

Si bien es cierto que la respuesta de estimulacion satisfizo los aspectos cualitativos y
cuantitativos del fendmeno hormético, dejé insatisfechos otros aspectos importantes. Por
ejemplo, el tipo de curva de dosis-respuesta esperada en el estudio —por la forma en que fue
disefiada la metodologia— era el de la curva beta (B), puesto que es el patron mayormente
observado en estudios horméticos (Towsend & Luckey, 1960, p. 47; Stebbing, 1982,
p. 215; Calabrese, 2008, p. 1451). Contrario a esto, el presente estudio evidenci6 el tipo de
curva delta (8) como patron de comportamiento (Fig. 1; Anexo 1). La naturaleza de la
curva-6 no permite establecer un rango determinado de estimulacién, ya que su
comportamiento exhibe variaciones de estimulacion abruptas e inconstantes (Anexo 1, D).
Por el contrario, la curva-B se caracteriza por un tnico pico estimulador que es precedido
por respuestas de estimulacion incipientes, lo cual permite definir apropiadamente un rango

de estimulacion hormético (Anexo 2).

Con este propdsito, a partir de los datos obtenidos, es posible sugerir una
redelimitacion del rango de estudio, con el fin de obtener un patron de curva-f y establecer
un rango de estimulacion. Puesto que la Unica dosis estadisticamente significativa en el
estudio (0.5 mg:L™) se localizé en el primer intervalo hormético evidenciado, es decir, de 1
a 2.5 érdenes de magnitud por debajo del NOEL (Fig. 1), se puede sugerir una focalizacion
a esa zona hormética de dosis-respuesta para futuros estudios. Al refinar las dosis dentro de
este rango es probable obtener un tipo de curva-f la cual presente una magnitud de
estimulacion mayor a la evidenciada en el presente estudio y un mayor namero de dosis
estadisticamente significativas que eleven la solidez de evidencia hormética en el
experimento. Estos hallazgos permitirdn establecer un rango de estimulacion apropiado

para sugerirlo en la implementacion del mejoramiento de cultivo de P. vulgaris L.
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9.3.  Aplicaciones

Existen diferentes autores que opinan que el fendbmeno de hormesis es poco
generalizable, dificil de evidenciar y que su aplicacion no serd un uso comun en la
produccion de cultivos (Appleby, 1998, p. 270; Forbes, 2000, p. 12; Parsons, 2003, p. 443),
sin embargo otro grupo de autores sostienen que los efectos estimuladores en plantas
poseen el potencial para mejorar la produccion y calidad de las cosechas (Cedergreen,
2008, p. 429; Velini y otros, 2008, p. 489). De hecho, recientes estudios horméticos en
plantas sefialan la posibilidad de mejorar el rendimiento de los cultivos utilizando
herbicidas o fitohormonas (Cedergreen y otros, 2007, p. 150; Belz, 2008, p. 80; Velini y
otros, 2008, p. 489).

Por ejemplo, Cedergreen, Felby, Porter & Streibig (2009, p. 54), evidenciaron que la
aplicacion de dosis subletales de glifosato en cebada (Hordeum vulgare, var. Barke)
incrementd el rendimiento global del cultivo en un 15%, demostrando que el mecanismo
hormético implicado redirigia selectivamente la distribucion de los recursos organicos hacia
los granos. Observaron asimismo que las plantas tenian de 27-36% mas granos que las

plantas sin tratamiento, con la caracteristica que éstos tenian un peso ligeramente menor.

En otro estudio reciente, Cedergreen & Andresen (2010, p. 1) estudiaron el efecto del
extracto de semillas de la planta de té (Camellia sp.) sobre el mejoramiento del cultivo de la
fresa (Fragaria sp.). Evidenciaron que las plantas tratadas con dosis subletales aumentaron
su rendimiento en un 38% comparadas con las plantas del grupo control. Ademas
estudiando su efecto en otras especies observaron un incremento de biomasa en los cultivos
de remolacha (Beta vulgaris L.), mostaza (Sinapsis sp.), avena (Avena sativa L.) y cebada
(Hordeum vulgare, var. Barke) en un rango aproximado de 27 a 41% comparadas con

plantas control.

Estos resultados demuestran el potencial que encierra el tema de hormesis en el

mejoramiento del rendimiento en cultivos debida a la aplicacion de dosis subletales de
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herbicidas. A pesar de la evidencia existente, la hormesis aun no ha sido implementada en
la produccién de cultivos, principalmente debido a la incertidumbre concerniente a la
reproducibilidad de las respuestas horméticas bajo las condiciones ambientales

contrastantes en el campo (Duke y otros, 2006, p. 32; Belz & Cedergreen, 2010, p. 293).

Ya que la humanidad se enfrenta a un desafio enorme al equilibrar la brecha entre la
necesidad de alimentos y la disponibilidad de tierras agricolas en un mundo con la
perspectiva de aumentar su poblacion de los actuales 6 mil a 9 mil millones de habitantes
en 2050, la busqueda de nuevas biotecnologias que incrementen el rendimiento de cultivos
son necesarias (Martindale & Trewavas, 2008, p. 1068; Murchie, Pinto & Horton, 2009,
p. 532). Por ello, la continuacion de la investigacion del fendmeno hormético contribuira a
la comprension de los procesos fisiologicos detras de la estimulacion de los parametros en
cultivos con el fin Gltimo de implementar en un futuro cercano el uso de este principio

bioldgico en la agricultura moderna en Guatemala y el mundo.

94 Modelo predictivo

La naturaleza de la relacion entre la dosificacion de Paraquat y el IAF no pudo
representarse bajo un modelo matematico, debido a que ninguna regresion evaluada obtuvo
un coeficiente de determinacion satisfactorio para explicar la variacién obtenida en el
estudio (Cuadro 1). Incluso, el uso de un modelo matematico desarrollado para el tipo de
curva-d en investigaciones previas quedo descartado, ya que este patron ha sido poco
documentado en el fendmeno hormético, por lo que no existe una ecuacion desarrollada en
la actualidad. No obstante a ello, sera apropiado evaluar un modelo Unicamente cuando la
relacion de dosis-respuesta evidenciada sea similar al de la curva-p, puesto que este tipo de
curva posee modelos matematicos desarollados actualmente (Schabenberger, Tharp, Kells
& Penner, 1999, p. 713) y es idonea para evidenciar rangos de estimulacion completos.
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10. CONCLUSIONES

10.1

La adicion de dosis subletales de Paraquat produjo un efecto hormético sobre el
aumento del &rea foliar en Phaseolus vulgaris L., puesto que se evidencid un estimulo
en los valores del indice de Area Foliar —IAF— utilizado como parametro bioldgico en

el estudio.

10.2 El hecho de que la respuesta hormética satisfizo ambas caracteristicas, cualitativas y

10.3

104

cuantitativas inherentes al fendmeno hormético, y que ésta mostrara un poder
estadistico significativo, demuestra que la dosis-respuesta evidenciada fue debida a
una estimulacion real y no producto de la variacion normal en el pardmetro bioldgico

utilizado.

El uso del IAF como indicador de la superficie asimiladora en Phaseolus vulgaris L.,
influyé en la calificacion de la respuesta de estimulacion hormética como del tipo
débil-moderada, puesto que sus valores de respuesta reflejaron un promedio entre los
parametros geométricos medidos, condicion que dificulto el registro de incrementos

significativos en la magnitud del area fotosintetizante.

No obstante al hecho de determinar previamente el NOEL y evaluar diversas
concentraciones del herbicida Paraquat por debajo de este umbral toxicol6gico, no se
evidencio un tipo de curva beta (B), sino un tipo de curva delta (8) como patron de
dosis-respuesta en el estudio, la cual mantuvo una magnitud de estimulacion

ligeramente por encima de los valores del grupo control.

10.5 A partir de los datos generados en el estudio, no fue posible definir un rango de

estimulacién maxima de hormesis, puesto que el patron de dosis respuesta obtenido
mostrd dosis inhibidoras de la respuesta hormética aun por debajo del NOEL, lo que

dificulto la existencia de respuestas con magnitudes afines que permitieran definir
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este rango. A pesar de ello es posible definir la dosis de 0.5 mg-L™* como la dosis de

Paraquat que produjo la estimulacion méaxima de hormesis en el 1AF.

En términos globales, la informacion evidenciada en el estudio no es lo
suficientemente consistente para respaldar la implementacion de alguna de las dosis
subletales de Paraquat para el mejoramiento del cultivo de Phaseolus vulgaris L., sin
embargo, desde el punto de vista bioldgico, los datos encierran un potencial
importante como base cientifica en la bisqueda de nuevas dosis apropiadas de

herbicida para este fin.

En base a los datos obtenidos en el presente estudio es posible reconocer el impacto e
importancia del fenémeno hormético en el mejoramiento de las respuestas
fisiologicas en plantas y su potencial en el mejoramiento de la produccion de los
cultivos, por lo que es necesario realizar mayor investigacion concerniente a la
evaluacion de los efectos de dosis subletales de herbicidas, a manera de implementar

este fendmeno bioldgico en el cultivo de Phaseolus vulgaris L. en Guatemala.
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11. RECOMENDACIONES

111

11.2

11.3

Reestructurar la evaluacion hormética del presente estudio focalizandola al primer
intervalo de la zona hormética identificada —10 a 0.05 mg-L™- la cual contuvo la
Unica dosis estadisticamente significativa en el estudio. Esta afinacion de
concentraciones ayudard a evaluar con mayor detalle el fendmeno hormético debido

a la adicién de dosis subletales de Paraquat en Phaseolus vulgaris L.

Evaluar el efecto de hormesis del herbicida Paraquat sobre el rendimiento en
Phaseolus vulgaris L.; analizando la cantidad de granos por vaina producida. Esto
ayudard y contribuira al conocimiento del potencial hormético que poseen los
herbicidas sobre el mejoramiento de los cultivos, especialmente en Guatemala

donde existen escasos estudios acerca del tema.

Aplicar el contexto temporal al estudio del efecto hormético de herbicidas en
plantas, es decir, evaluar la relacién de la respuesta debida a la dosis-tiempo, con el
fin de evidenciar un efecto estimulador en cualquier momento durante el
restablecimiento de la condicion homeostéatica del sistema, a fin de evaluar el efecto

de hormesis debida a herbicidas de una manera directa.
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13. ANEXOS

Anexo 1

Tipos de curvas de dosis-respuesta evidenciadas hasta la fecha de las cuales la mayormente observada en

hormesis es la curva 8 (B) (Fuente: Stebbing, 1982).
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Anexo 2

Curva B en forma de U invertida, exhibiendo un Gnico pico estimulador debida a las dosis subletales (Fuente:

Calabrese & Baldwin, 1997a)
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Anexo 3

Caracteristicas cuantitativas de la curva B de dosis-respuesta (Fuente: Calabrese & Baldwin, 1997a)
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Nombre comln y guimico de herbicidas (Fuente: Wiedman & Appleby, 1972)

Herbicida Nombre Quimico
Barban 4-clorobut-2-inil 3-clorocarbanilato
Bromacilo 5-Bromo-3-sec-butil-6-metiluracilo
Bromoxinil 3,5-dibromo-4-hydroxybenzonitrilo
Clorambén 3-ter-Butil-5-cloro-6-metiluracilo
Dalapon Acido 2,2-dicloropropidnico
Diuron 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea
EPTC Dipropilo del S-etilo (thiocarbamate)
Ethrel Acido-2-cloroetil-fosfénico
Fusilade Butil (R)-2-[4-((5-(trifluoro-metil)-2-piridinil)oxi)fenoxi]propanoato.
MCPA Sal dimetilamina del acido 2-metil-4-clorofenoxiacético
MSMA Sal monosddica del &cido metilarsénico
Paraquat Dicloruro de 1,1’-dimetil- 4,4’-bipiridilo
Propacloro N-isopropil-N-fenil-2-cloroacetamida
Simazina 6-cloro-N2,N4-dimetil-1,3-triazina-2,4-diamina
Terbacilo 3-ter-Butil-5-cloro-6-metiluracilo
Trifluralina a,0,0-Trifluoro-2,6-dinitro-N,N-dipropil-p-toluidina
Verdict R-(+)-metil-2-(4-((3-cloro-5-(trifluorometil)-2-piridinil)oxi)fenoxi)propanoato




Anexo 5

Resumen de los criterios utilizados con valoracién asignada utilizados en la evaluacién cuantitativa de

hormesis (Calabrese & Blain, 2005)

Study design criteria

Doses below Point NO{A)JEL Point
NO{A)EL (n) value determined value
1 1 Yes 1
2 2 No 0
3 3 - -
4 4 - -
=5 5 - -

Response criteria

Doses statistically Point Reproducibility Point
significant (n) value value
1 2 Yes 3
2 4 No 0
3 8 - -
>4 16 - -

Magnimde of response (percentage control value)

Inverted U-shaped curve J-shaped curve Point valie®

21000 = 125% =<OT% = 92%, 0.5
= 125% < 150% <020, = B4% 1
= 150% = 2000 <84% = 68% 2
= 200% = 400% <68% = 5% 3
= 400% <5% 4
Anexo 6

Resumen de los rangos de punteo para las categorias de evidencia hormética usadas en la evaluacion

cuantitativa de estudios con evidencia de hormesis (Calabrese & Blain, 2005)

Total point Hommesis evidence
range category

1-2 No—low

>2-8 Low

=8—12 Low—moderate
=12-16 Moderate

=16-20 Moderate—high

=20

High
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