ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA ORAL DEL ANALOGO DE
BRASINOESTEROIDE DI-31 DEL EN ABEJAS (APIS MELLIFERA).

Dra. Angela Fraga Pérez', MC Yamilet Coll Garcia®, Dr. Alain Vega Cérdenas®, Tec.
Alberto Morales Martinez®, DrC. Francisco Coll Manchado?, DraC. Gema Pérez
Davison®

1. Centro de Estudios para las Investigaciones y Evaluaciones Bioldgicas. Instituto de
Farmacia y Alimentos. Universidad de la Habana.. Cuba

2. Centro de Productos Biologicos. Facultad de Quimica. Universidad de la Habana.

3. Estacion Experimental Apicola EI Cano, La Lisa. Ciudad de La Habana, Ministerio
de la Agricultura, Cuba.

Teléfono: 271 95 31, 271 95 37, 271 95 38.
angela@cieb.sld.cu, yamcoll@fg.uh.cu

Introduccion

Los términos Toxicologia Ambiental y Ecotoxicologia describen los estudios de los
efectos adversos sobre los organismos vivos que originan las sustancias quimicas
cuando entran en contacto con el medioambiente (Relyea y Hoverman, 2006). Existe
una tendencia a denominar Toxicologia Ambiental solo a los estudios sobre los efectos
directos de los quimicos medioambientales en los humanos y Ecotoxicologia al estudio
de los efectos de los quimicos en los ecosistemas y sus componentes no humanos. Sin
embargo, los humanos no estamos aislados del medioambiente natural sino que somos
una parte integral de él y él es modificado por nuestras acciones directas o indirectas
(Newman, 2001).

La actividad agropecuaria ha experimentado en las Ultimas décadas importantes
procesos de transformacion, lo cual ha significado un aumento de las areas plantadas
tanto en productos de consumo humano, forrajero y forestal. Esta situacion ha
implicado un aumento en la liberacion de sustancias quimicas, o plaguicidas ya sean
naturales o de sintesis , imprescindible para el control de plagas principalmente en los
procesos de produccion intensivos.

La utilizacion de los plaguicidas dentro de una actividad sostenible, debe considerar los
mecanismos de control necesarios a modo de evitar efectos adversos sobre la salud
humana y el medio ambiente, los modelos de evaluacién de riesgo ambiental son una
buena herramienta para realizar la gestion ambiental

Una especie animal muy representativa del medio que sera bombardeado por
plaguicidas, fertilizantes, fitohormonas, lo constituyen las abejas. Este insecto por su
modo de vida y alimentacion, al succionar el néctar, el polen y el agua que se encuentra
en las plantas, van a estar en contacto directo con estas sustancias que fueron vertidas al
medio de manera intencional. Por esto se considera a las abejas altamente sensibles a
las variaciones ambientales tomandolas como indicador esencial de riesgo ambiental.
(Fernandez, M.; Pico, Y.; Mafies, J. 2003)
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El DI-31, es una sustancia analoga de brasinoesteroides, los cuales tiene la
capacidad de aumentar el rendimiento y la calidad de las cosechas. L0S
brasinoesteroides integran un grupo de compuestos esteroidales naturales presentes en
las plantas. Se plantea que estas sustancias protegen a los cultivos del estrés ambiental
impuesto por temperaturas extremas, sequias, salinidad y ataques de plagas (Krishna,
2003). Estudios genéticos y bioquimicos recientes, han demostrado que estas sustancias
actian como reguladores sobre varios procesos fisiologicos entre los que se incluyen la
germinacion, el desarrollo, diferenciacion del xilema, elongacion de las raices, tamafio
de la planta, resistencia a las enfermedades y tolerancia al estrés (Nemhauser y Chory,
2004; Mussig et al., 2006).

En condiciones naturales los brasinoesteroides forman parte del alimento recolectado
por las abejas en el momento de la polinizacién, por lo que la aplicacion de un analogo
sintético no debe reflejar resultados negativos en la actividad vital de la colmena, sobre
todo teniendo en cuenta que esta hormona no se acumula en los productos apicolas.(L.I
Boytsenyk et al 2001).

El Centro de Productos Naturales de la Facultad de Quimica de la Universidad de La
Habana, es uno de los lideres en el estudio de este tipo de compuestos. El producto
insigne de esta institucion es el Biobrés-16, nombre de la formulacion comercial cuyo
principio activo es DI-31 obtenido por semisintesis.

De estudios anteriores (Davison y col, 1996) se sabe que este analogo no es toxico en
mamiferos, También se conoce que las especies de artrépodos (microcrustaceos e
insectos) son las mas sensibles a la exposicién a DI-31, (Davison et al, 2006). Los
primeros estudios ecotoxicoldgicos a este producto se desarrollan en Cuba en el afio
2007 con un enfoque sistémico en especies acuaticas (Davison et al, 2007 (no
publicado)).

En estudios recientes se demostro la inocuidad del DI-31 al ponerse en contacto con la
abeja Apis mellifera. En este ensayo se estudiaron los posibles efectos toxicos del
analogo de brasinoesteroide administrandose topicamente, usando una dosis limite
Unica de la sustancia. Se tuvo en cuenta la mortalidad y la aparicion de signos tdxicos,
asi como cambios en el comportamiento de este organismo.

Objetivo

Con el desarrollo de este trabajo nos propusimos evaluar la posible toxicidad del
analogo de brasinoesteroide DI-31 en abejas Apis mellifera por via oral.

Materiales y métodos

En este ensayo se utilizaron abejas Apis mellifera, de similar edad y alimentacion,
aparentemente sanas y que no hubiesen recibido previamente ningun tratamiento con
medicamentos o cualquier otra sustancia quimica. Las mismas se obtuvieron de de una
colonia “in situ” de la Estacion Experimental Apicola El Cano, La Lisa Ciudad de La
Habana, perteneciente al Ministerio de la Agricultura, Cuba.



Se utilizo para el ensayo las técnicas y metodologias de la OEDC Guidelines for Testing
of Chemicals. Honeybee, Acute Contact Toxicity Test. Protocol 213 (1998).

Se realizo el ensayo limite utilizando 1 dosis de 100 pg/abeja en 50 uL. de DI-31 vy el
mismo volumen de agua destilada para el grupo control, ambas sustancias se mezclaron
en la miel de panal que se le suministr6 como alimento. Ademas un grupo control
negativo al cual solo se le suministro el alimento. El ensayo se realizd utilizando 3
réplicas para cada grupo, y cada réplica contuvo 30 organismos.

Las abejas fueron seleccionadas al azar y se depositaron en una caja de ensayo, donde
permanecieron en ayuna durante dos horas antes de iniciar la prueba. ElI consumo de
dieta tratada se supervis6. Una vez consumido (entre las 3-4h) se le suministré miel ad
libintum.

El ensayo tuvo una duracion de 48 h. La mortalidad se determind a las 4, 24, 48 horas
posteriores al suministro de miel ad libintum y se compard con los valores del grupo
control. Para que el ensayo se considerara valido la mortalidad en el grupo control no
podia exceder el 10 %.

Adicionalmente se determinaron los efectos de la sustancia en ensayo sobre el
comportamiento normal de la especie.

El experimento se condujo en la oscuridad a una temperatura de 32+2 °C, con una
humedad relativa del 60-80 %.

Resultados

La mortalidad del grupo control negativo fue de 1.1 %, valor aceptable en este tipo de
ensayo.

La mortalidad en las abejas tratadas con el DI-31 es de 0%. Ademas no se observo
letargo ni ataxia, ni otro signo que pudiera manifestar una toxicidad en estos
organismos.

Entre los receptores seleccionados para la evaluacion de riesgo ambiental, se
encuentran las abejas, por considerarse estas excelentes bioindicadores de la
distribucion de sustancias al medio donde circundan. Durante el proceso de recoleccién
de agua, néctar y miel, los plaguicidas son interceptados y/o acumulados en estos
organismos, mostrando los mismos su alta sensibilidad ante los cambios ambientales.
(Fernandez, M.; Picd, Y.; Mafies, J. 2003)

Para la aplicacion en la agricultura se utiliza una concentracion de 10-20 mg/ha
aproximadamente, una o dos veces en el ciclo vegetativo, en dependencia del tipo de
cultivo. Por tanto, las concentraciones empleadas en este ensayo fueron muy superiores
a las recomendadas por los productores para plantas de interés econémico.

Los resultados alcanzados en esta investigacion en Apis mellifera mostraron porcentajes
de mortalidad inferiores en los grupos tratados, coincidiendo con los estudios realizados
por Boytsenyk y Antimirov, 2001 al plantear que las abejas alimentadas en cajas con
epibrasinolide en el sirope aumenta la duracion de vida y la resistencia al compararlas
con las alimentadas solo con sirope.



Tabla 1. Observacion de la mortalidad de las abejas tratadas con DI-31 por via
oral y los controles negativos a las 4; 24 y 48 horas.

ABEJAS MUERTAS

Grupos 4 Horas 24 Horas | 48 Horas | % Mortalidad
I. Grupo tratado (90) 0 0 0 0
Il1. Grupo Control(90) 0 0 1 1.1
111.Grupo Control negativo (60 ) 0 0 1 1.1

Conclusiones

Después de suministrar el andlogo del Brasinoesteroide DI-31 por via oral a una dosis
de 100 pg por abeja Apis mellifera, concluimos que no produjo mortalidad ni toxicidad
en los organismos tratados por lo que podemos plantear que este producto es inocuo

para esta especie.
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