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RESUMEN  

En los organismos aerobios el oxígeno es esencial para la producción eficiente 

de la energía aunque produce estrés oxidativo en las células. El estrés oxidativo se 

origina cuando la producción de especies reactivas de oxígeno (EROs) excede la 

capacidad de defensa antioxidante de las células para eliminarlas. Todos los 

organismos vivos están constantemente expuestos a agentes oxidantes que derivan de 

fuentes endógenas y exógenas capaces de alterar las biomoléculas y producir daños 

celulares e incluso apoptosis. Los organismos aeróbicos tienen sistemas de protección 

que le permiten la adaptación al entorno oxidativo. 

La carpocapsa, Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae), es una 

importante plaga de los frutales de pepita en el mundo y es de importancia cuarentenaria 

en Argentina. En la región de la Patagonia Norte, para la producción de peras y 

manzanas, se ha tornado en un factor crítico de extrema gravedad debido a que resulta 

limitante para el mantenimiento y la expansión del agronegocio frutícola al condicionar 

el mercado externo. El control de carpocapsa es fundamental para lograr una producción 

sustentable y con calidad de exportación. Su control se ha realizado mediante la 

aplicación intensiva de insecticidas neurotóxicos de amplio espectro, muy utilizados en 

la última década. En la actualidad han sido reemplazados por otros grupos de 

insecticidas más específicos. Además, los programas de manejo integrado de plagas -

MIP-, que emplean herramientas sustentables en el tiempo y seguras para el 

medioambiente, como el uso de bioinsecticidas y prácticas culturales, permiten la 

optimización del control de la plaga. El objetivo de este trabajo fue evaluar 

biomarcadores del sistema antioxidante y de daño oxidativo en organismos adultos de 

C. pomonella de diferentes poblaciones de campo y de una cepa de referencia o 

laboratorio y estudiar el efecto sobre estos parámetros de la exposición in vivo al 

insecticida clorantraniliprol.  

Los parámetros del sistema antioxidante evaluados fueron: las enzimas glutatión 

S-transferasa (GST), catalasa (CAT) y superóxido dismutasa (SOD) y los biomarcadores 

del daño oxidativo: nivel de glutatión endógeno (GSH) y malondialdehído (MDA). 

También, se evaluó sobre estos parámetros bioquímicos el efecto de la exposición 

durante 24 h a concentraciones crecientes (0; 12,5; 25; 50; 100; 1000 y 2000 mg x L-1) 

del insecticida clorantraniliprol formulación comercial Coragen® 20 SC.  
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Se recolectaron larvas diapausantes de C. pomonella de ocho huertos con 

manejo convencional, orgánico y sin tratamiento de la Patagonia Argentina, mediante 

bandas de cartón corrugado, durante las temporadas 2012 y 2013. Como población de 

referencia se utilizaron larvas de carpocapsa procedentes de una colonia de laboratorio, 

provista por el INTA Alto Valle. Se conservaron a 4°C para satisfacer las necesidades 

de frío hasta la emergencia de los adultos.  

Las actividades GST detectadas en las polillas de C. pomonella provenientes de 

todas las poblaciones de campo analizadas resultaron significativamente menores a la 

observada en los organismos de la cepa de laboratorio. La actividad CAT en los 

individuos provenientes de Gral. Roca1 fue estadísticamente diferente y resulto 2,13 

veces menor a la determinada en la población de referencia. No se encontraron 

diferencias significativas en la actividad SOD en las diferentes poblaciones ensayadas. 

A excepción del nivel de GSH obtenido en la población de Sarmiento2 y de Gral. Godoy, 

las otras poblaciones de campo analizadas presentaron niveles significativamente 

menores en comparación con el de la cepa de laboratorio. El nivel de GSH medido en 

insectos adultos de Sarmiento2 resultó significativamente mayor al determinado en los 

individuos de laboratorio (34,90 ± 2,10 nmoles GSH x mg proteína-1 y 22,17 ± 0,48 

nmoles GSH x mg proteína-1, respectivamente). El nivel de GSH en las polillas de Gral. 

Godoy fue similar al detectado en la cepa de laboratorio (20,64 ± 1,14 nmoles GSH x 

mg proteína-1). Se determinaron niveles similares de MDA en las polillas de referencia, 

Centenario y Sarmiento2 que resultaron significativamente mayores a los obtenidos en 

las poblaciones de Sarmiento1, Gral. Godoy y Allen.  

La exposición de insectos adultos de C. pomonella a concentraciones crecientes 

de clorantraniliprol no produjo mortalidad; no obstante se detectó una notable letargia 

en los individuos expuestos que resultó dependiente de la concentración del tóxico. No 

se observaron cambios significativos en la actividad CAT ni en el nivel de GSH 

endógeno en las polillas de carpocapsa expuestas a clorantraniliprol. La exposición de 

insectos adultos a 50 mg x L-1 del insecticida -equivalente a la dosis de aplicación a 

campo- durante 24 h causó disminuciones significativas de las actividades GST y SOD 

(36,4% y 52,5%, respectivamente) y en el nivel de MDA (56,8%,) comparados con los 

niveles determinados en los organismos control.  

Este estudio es una contribución al conocimiento creciente de la fisiología de C. 

pomonella que posibilitará una mejor interpretación de su respuesta bioquímica a la 

exposición al insecticida clorantraniliprol, lo que resultará en la optimización del control 
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de esta importante plaga. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demuestran 

que las alteraciones observadas en los biomarcadores de estrés oxidativo, nivel de GSH 

endógeno y actividad GST, sugieren la exposición a contaminantes y/o factores 

ambientales prooxidantes de adultos de C. pomonella provenientes de diferentes 

huertos de la Patagonia Argentina. 
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ABSTRACT

In aerobic organisms, oxygen is essential for efficient energy production but  

produces toxic stress in cells. Oxidative stress results when production of reactive 

oxygen species (ROS) exceeds the capacity of cellular antioxidant defenses to remove 

these toxic species. All living organisms are constantly exposed to oxidant agents 

deriving from both endogenous and exogenous sources capable to modify biomolecules 

and induce damages and even apoptosis. Diverse protective systems exist in Arthropods 

and in all living organisms to enable adaptation to oxidative environments.  

The codling moth, Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae), is a severe 

pest of pome fruits and walnuts worldwide and it is an important quarantine pest in 

Argentina. It has been the main pest affecting fruit production in Northern Patagonia 

during the last decades since it has become a factor of extreme gravity in the production 

of pears and apples, as a consequence, its control is critical in order to obtain a 

sustainable production and the maintenance and expansion of agribusiness and fresh 

fruit external market conditions. During the last decades organophosphorus insecticides 

were widely used to control the cogling moth. At present, to mitigate negative effects of 

its indiscriminate use they are being replaced by more specific insecticides groups. In 

addition, programs of integrated pest management -MIP-, which combines different 

management strategies and sustainable practices such as the use of bioinsecticides, are 

being used to achieve the optimization of pest control. The aim of this study was to 

evaluate biomarkers of antioxidant defense system and oxidative damage in C. 

pomonella adults from different field populations as well as in a laboratory strain and to 

study the effect on these parameters of in vivo exposure to chlorantraniliprole. 

The antioxidant system parameters evaluated were: the enzymes glutathione S-

transferase (GST), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) and biomarkers of 

oxidative damage were: the level of endogenous glutathione (GSH) and malodialdehyde 

(MDA). Also, these biochemical parameters were evaluated because of the exposure 

during 24 h at increasing concentrations (0; 12.5; 25; 50; 100; 1000 to 2000 mg x L-1) of 

chlorantraniliprole (20 Coragen® SC) treatment commercial formulation Coragen® 20 SC.  

C. pomonella diapausing larvae from eight field populations from Argentinean 

Patagonia with conventional, organic and untreated management where collected using 

corrugated paper strips, during 2012 and 2013. A laboratory larvae strain, used as a 
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reference, was established in laboratory and provided by INTA Alto Valle. They were 

stored at 4 ° C in order to satisfy the chilling requirement for the emergence of adults.  

GST activity detected in C. pomonella moths from all field populations were 

significantly lower than laboratory ones. CAT activity in Gral. Roca1 population was 

statistically different and turned 2.13 times lower than that from the reference strain. No 

significant differences in SOD activities between different populations were evident. 

Except Sarmiento2 and Gral. Godoy populations GSH levels obtained in all the others 

were significantly lower related to the laboratory strain. GSH level in Sarmiento2 codling 

moths was significantly higher than those form laboratory (34.90 ± 2.10 nmol GSH x mg 

protein-1 and 22.17 ± 0.48 nmol GSH x mg protein-1, respectively). GSH level in adult 

insects from Gral. Godoy was similar to those from the laboratory strain (20.64 ± 1.14 

nmol GSH x mg protein-1). Similar MDA levels were detected in laboratory, Centenario 

and Sarmiento2 codling moth populations, which were significantly higher than those 

from Sarmiento1, Gral. Godoy and Allen populations.  

No mortality was observed in any of the tested concentrations by exposure of C. 

pomonella adults to increasing concentrations of chlorantraniliprole insecticide, however 

a significant lethargy was detected in a dose dependent manner. No significant changes 

were observed in CAT nor GSH activities in codling moths exposed to the insecticide. 

Exposure of codling moths to 50 mg x L-1 chlorantraniliprole insecticide –equivalent to 

field application dose- for 24 h caused significant decreases in GST and SOD activities 

(36.4% and 52.5%, respectively) as well as in MDA level (56.8%) in comparison with the 

laboratory ones. 

This study contribute to knowledge about C. pomonella physiology which will 

enable a better understanding of the biochemical response respect to the exposure to 

chlorantraniliprole allowing the optimization of the control of this important pest. The 

results obtained in this thesis study show that changes in biomarkers of oxidative stress 

observed, endogenous GSH level and GST activity suggest the exposure to pollutants 

and/or environmental prooxidants of C. pomonella codling moths from different field 

populations from Argentinean Patagonia.  

 

 

  



                                                                                                             Résumé 

ix 
 

RÉSUMÉ 

Dans les organismes aérobies, l'oxygène est essentiel pour la production 

d'énergie efficace, mais paradoxalement, produit un stress toxique dans les cellules. Le 

stress oxydatif survient lorsque la production de dérivés réactifs de l’oxygène (DROs) 

dépasse la capacité des défenses antioxydants cellulaires pour supprimer ces espèces 

toxiques. C´est un état qui résulte d´un déséquilibre de la balance 

prooxydants/antioxydants en faveur des premiers. Tous les organismes vivants sont 

constamment exposés à des agents oxydants provenant de deux sources endogènes et 

exogènes qui entraînent des dommages oxydatifs des biomolécules. Les organismes 

aérobies disposent d'un ensemble d'enzymes antioxydantes qui protègent ses cellules 

de l'action des ROS, afin de prévenir les dommages oxydatifs et permettre l'adaptation 

à des environnements oxydants.  

Le carpocapse de la pomme, Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae), est 

un ravageur très important des fruits à pépins dans le monde entier et c´est l'une des 

ravageurs les plus importantes d´l´Argentine. La pomiculture occupe depuis toujours une 

place importante dans l’économie agricole au  nord de la Patagonie. Dans les décennies 

dernières années le carpocapse a été le principal bio-agresseurs qui a affecté la 

production régionale des fruits. Ce petit papillon devenu un facteur de gravité extrême 

dans la production de poires et de pommes, en conséquence, son contrôle est 

essentielle pour obtenir une production durable et le maintien ou sur l'expansion des 

marchés internationaux des fruits frais. La lutte contre le carpocapse C. pomonella s’est 

longtemps basée essentiellement sur l’usage des esters phosphoriques. Des 

programmes efficaces de gestion intégrée des ravageurs sont d´une importance vital 

pour assurer un croissance économique et développement durable. Dans les jours 

présents pratiques de lutte intégrée -IMP- comprennent le développement récent des 

alternatives de contrôle, c’est le cas de la carpovirusine, un baculovirus spécifique au 

carpocapse et inoffensif pour les organismes non ciblés. Mais l’utilisation de 

microorganismes n’est pas la seule méthode de contrôle, une autre voie est l'utilisation 

des une toute nouvelle classe d’insecticide doté d’un nouveau mode d’action à risque 

réduit, tels que le chlorantraniliprole, appartient à la classe chimique des diamides de 

l'acide anthranilique de première génération, ce qu´est largement utilisé à la lutte 

généralisée contre le carpocapse C. pomonella dans la région nord de la Patagonie. Le 

but de cette étude était d'évaluer les biomarqueurs de système antioxydant et les 

dommages oxydatifs dans les insectes adultes de différentes populations de C. 

pomonella des vergers et la souche de référence est une souche d'un laboratoire et 
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aussi d'étudier l'effet sur ces paramètres dans l'exposition in vivo à l'insecticide 

chlorantraniliprole. 

Les paramètres du système antioxydant évalués étaient: les enzymes glutathion-

S-transférase (GST), la catalase (CAT) et le superoxyde dismutase (SOD) et les 

biomarqueurs de dommages oxydatifs étaient: le niveau de glutathion endogène (GSH) 

et le contenu d’acide malonedialdéhyde (MDA). En outre, ces paramètres biochimiques 

ont été évaluées par l'exposition pendant 24 h à des concentrations croissantes (0; 12,5; 

25; 50; 100; 1000 à 2000 mg x L-1) avec traitement à base de chlorantraniliprole (20 

Coragen® SC). 

Les chenilles diapausantes de carpocapse ont été récupérées en 2012 et 2013 

dans des bandespièges installées dans huit vergers en la région patagonique (lutte 

classique, organic et non traités). Toutes les chenilles diapausantes ont été stockées 

pendant l’hiver dans des bandelettes de carton ondulé, en chambre froide à 4 °C afin de 

rompre la diapause, jusqu’à l’émergence des adultes. Une souche sensible de référence 

a été analysé, qui se maintient depuis 1991 dans le laboratoire sur l' INTA Alto Valle 

sans être en contact avec des pesticides.  

L'activité enzymatique de la GST détecté chez les papillons de C. pomonella de 

toutes les populations des vergers était significativement plus faible que celles observée 

dans les insectes de la souche de laboratoire L'activité de la CAT dans Gral. Roca1 

population était statistiquement différente et se tourna 2,13 fois inférieure à celle de la 

souche de référence. Les niveaux d'activité de la SOD étaient similaires dans toutes les 

populations des carpocapses de verger testés. Sauf pour les vergers de Sarmiento2 et 

Gral. Godoy les autres vergers étudiés ont montré des niveaux significativement plus 

faibles de GSH par rapport à la souche de laboratoire. Les taux de GSH mesurés en 

insectes adultes Sarmiento2 était significativement supérieur à celui déterminé dans les 

individus de laboratoire (34,90 ± 2,10 nmol GSH x mg de protéine-1 et 22,17 ± 0,48 nmol 

GSH x mg de protéine-1, respectivement). Taux de GSH chez les insectes adultes de 

Gral. Godoy était similaire à ceux de la souche de laboratoire (20,64 ± 1,14 nmol GSH x 

mg de protéine-1). Des niveaux similaires de MDA ont été détectés chez les papillons de 

référence, Centenario et Sarmiento2, qui étaient significativement plus élevés que ceux 

obtenus dans les populations Sarmiento1, Gral. Godoy et Allen.  

Il n'a pas été observé de mortalité des papillons exposés l'une quelconque des 

concentrations testées mais a été observée une léthargie significative dans tous les 
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organismes exposés d'une manière dépendante de la dose testée. Aucun changement 

significatif n'a été observé dans l'activité de CAT et le niveau de GSH endogène dans 

carpocapses exposés au chlorantraniliprole. L'exposition de carpocapses à 50 mg x L-1 

de l'insecticide -équivalent à la dose appliquées sur le terrain dose- pendant 24 h causé 

des diminutions significatives des activités de la GST et de la SOD (36,4% et 52,5%, 

respectivement), ainsi que dans le niveau MDA (56,8%) en comparaison avec celles de 

laboratoire.  

Cette étude contribue à la connaissance de la physiologie de C. pomonella qui 

permettra une meilleure compréhension de la réponse biochimique égard à l'exposition 

au chlorantraniliprole permettant l'optimisation du contrôle de cet important ravageur. 

Les résultats obtenus dans cette thèse montrent que les changements observés dans 

les biomarqueurs du stress oxydatif, le taux de glutathion endogène et de l'activité de la 

GST suggèrent l'exposition aux polluants et/ou des facteurs environnementaux 

prooxydants du C. pomonella de différentes populations de la Patagonie Argentine. 
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IÓ 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 

La respiración aeróbica y la liberación de oxígeno a través de la fotosíntesis han 

constituido la maquinaria básica de la vida durante casi tres mil millones de años y han 

impulsado la evolución de complejas formas de vida (Zharkov, 2013). Se desconocieron 

las implicancias de las propiedades tóxicas del oxígeno hasta que Harman (1956) 

propuso la hipótesis de los radicales libres en relación con el envejecimiento, la cual 

sugería que la naturaleza deletérea del oxígeno se debía a las formas parcialmente 

reducidas del mismo. Años más tarde, la detección de radicales libres en los sistemas 

biológicos, el descubrimiento de la enzima superóxido dismutasa por McCord y Fridovich 

(1969) y la demostración de la existencia de peróxido de hidrógeno in vivo, le dieron 

credibilidad a la hipótesis original que la elevaron al nivel de teoría. En 1972, Harman 

modificó su hipótesis de los radicales libres, otorgándole un rol central a las mitocondrias 

en la generación de gran cantidad de especies reactivas de oxígeno en las células. En 

las últimas décadas la hipótesis de Harman fue redefinida e incluyó a otras formas 

reactivas de oxígeno, que no son radicales libres pero que tienen un rol significativo en 

la producción de daño celular, y en la actualidad es denominada teoría del estrés 

oxidativo del envejecimiento (Harman, 2006; Rizvi y Pandey, 2012). 

Un radical libre es una especie química que posee uno o varios electrones 

desapareados en su orbital (Valko y col. 2006), y en algunos casos son altamente 

reactivos no obstante, la reactividad química de los radicales varía ampliamente. Un 

electrón desapareado es un electrón solo que ocupa un orbital atómico o molecular. El 

oxígeno es un radical libre que tiene dos electrones en su orbital más externo con el 

mismo sentido de rotación, por lo que son electrones desaparados con el mismo spin 

(Halliwell, 2006).  

Excepto para algunas especies anaeróbicas y aerotolerantes, todos los 

organismos requieren de O2 para la producción eficiente de energía a través de la 

cadena transportadora de electrones que, por último, dona electrones a la molécula de 

oxígeno, tanto en las mitocondrias de las células eucariotas como en la membrana 

celular de muchas bacterias. Esta necesidad de O2 opaca el hecho de que es un gas 

incoloro muy reactivo y puede ser tóxico. Los organismos aeróbicos sobreviven porque 

han desarrollado una efectiva defensa antioxidante ya que están sujetos a las 
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condiciones oxidativas resultantes del metabolismo normal y también, a la exposición a 

determinadas condiciones ambientales oxidantes. La paradoja del oxígeno es de 

hecho la paradoja de la evolución misma y se denomina así a la toxicidad del oxígeno; 

no obstante, ser este elemento esencial para el metabolismo energético y la respiración 

de todos los organismos aeróbicos (Halliwell y Gutteridge, 2007).  

Si bien los organismos aeróbicos necesitan oxígeno para la producción eficiente 

de energía, pueden sufrir daño oxidativo cuando se exponen a altas concentraciones, 

aunque se ha encontrado que ocurre daño oxidativo aún a niveles normales de O2. El 

ambiente del medio celular ofrece amplias oportunidades para la reducción no 

programada del oxígeno generando productos intermedios reactivos que son los 

verdaderos responsables de su toxicidad (Halliwell, 2006).  

Especies reactivas de oxígeno, EROs, es un descriptor colectivo que incluye 

tanto a radicales de oxígeno, como a ciertos no radicales que son agentes oxidantes y/o 

son rápidamente convertidos en radicales (HClO, O3, ONOO-, H2O2) (Halliwell, 2006). 

En otras palabras, todos los radicales de oxígeno son EROs, pero no todas las EROs 

son radicales de oxígeno (Halliwell y Whiteman, 2004). Hay también radicales libres o 

especies reactivas de nitrógeno (ERNs), que incluyen a radicales como el óxido nítrico 

(NO•), peroxinitrito (ONOO-) y dióxido de nitrógeno (NO2), que juegan un rol importante 

como moléculas activas (Halliwell y col., 1999). Además hay especies reactivas de cloro, 

bromo, cobre, hierro y azufre, por lo que algunos autores las denominan genéricamente 

especies reactivas (Tabla 1) (Halliwell y Whiteman, 2004). Los radicales derivados del 

oxígeno representan la clase más importante de especies reactivas que se generan en 

los seres vivos (Valko y col, 2006).  
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Tabla 1. Algunas especies reactivas. Adaptada de Halliwell y Whiteman (2004). 

Radicales libres No radicales 

EROs EROs 

   Superóxido, O2
•−      Peróxido de hidrogeno, H2O2 

   Hidroxilo, OH•    Acido hipobromoso, HBrOa 

   Hidroperoxilo, HO2
•    Acido hipocloroso, HClOb 

   Carbonato, CO3
•-    Ozono, O3

c 

   Peroxilo, RO2
•    Peróxidos orgánicos, ROOH 

   Alcoxilo, RO•    Peroxinitrito, ONOO-d 

   Radical dióxido de carbono, CO2
•-    Peroxinitrato, O2NOO-d 

   Oxígeno singulete, 1O2    Acido peroxinitroso, ONOOHd  

Especies reactivas de cloro Especies reactivas de cloro 

   Cloro atómico, Cl    Acido hipocloroso, HClOd 

    Cloruro de nitrilo, NO2Cle 

    Cloraminas 

    Cloro gaseoso, Cl2 

    Cloruro de bromo, BrCla 

    Dióxido de cloro, ClO2 

Especies reactivas de bromo Especies reactivas de bromo 

   Bromo atómico, Br•    Acido hipobromoso, HBrO 

    Bromo gaseoso, Br2 

    Cloruro de bromo, BrCla   

Especies reactivas de nitrógeno Especies reactivas de nitrógeno 

   Oxido nítrico, NO•    Acido nitroso, HNO2 

   Dióxido de nitrógeno, NO2
•c    Peroxinitrito, ONOO-d 

   Radical nitrato, NO3
•cf    Peroxinitrato, O2NOO 

    Acido peroxinitroso, ONOOHd 

    Anión nitroxilo, NO- 

 

aHBrO y BrCl podrían considerarse también como especies reactivas de bromo. bHClO y HBrO 
se incluyen a menudo entre las EROs. cEspecies oxidantes formadas en el aire contaminado 
que son tóxicas para animales y plantas. dONOO-, ONOOH y O2NOO- se incluyen 
frecuentemente como EROs. eNO2Cl también se puede considerar como una especie reactiva 
de nitrógeno. fEstas especies pueden originar la formación de proteínas nitradas alergénicas en 
el polen.  
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Las EROs incluyen al radical hidroxilo, al anión superóxido, al peroxilo, al alcoxilo 

y a otras especies no radicales como el peróxido de hidrógeno y el oxígeno singulete, 

un poderoso oxidante, entre otras especies químicas (Figura 1) (Halliwell y col., 1999; 

Scandalios, 2002). El anión superóxido es considerado una ERO “primaria” y puede 

interactuar con otras moléculas para generar EROs “secundarias”, principalmente a 

través de procesos catalizados por enzimas o metales (Valko y col., 2006).  

 

 
 

O2                                         
1O2                                           O2

•−                                     H2O2                     
  Oxígeno molecular               Oxígeno singulete               Radical Superóxido          Peróxido de Hidrógeno 

 

Figura 1. Configuración electrónica de los orbitales moleculares de EROs (extraído y 
adaptado de Halliwell, 2006). 

 

Las principales EROs fisiológicamente significativas producidas como resultado 

del metabolismo celular normal son: el O2
•−, el OH• y el H2O2 (Birben y col., 2012). Las 

EROs/ERNs pueden desempeñar diferentes roles, incluso duales, durante los procesos 

celulares (Valko y col., 2006). Por ejemplo, bajo condiciones fisiológicas normales, el 

H2O2 puede tener un papel importante en la transducción de señales y en la activación 

del factor de transcripción NF-kB, pero en condiciones de estrés oxidativo, el H2O2, 

puede conducir a la apoptosis1 o a la necrosis celular (Scandalios, 2002). Ambas clases 

                                                           
1Apoptosis: es una forma evolutivamente conservada de muerte celular programada mediante la cual se 
produce la eliminación de células dañadas, potencialmente peligrosas para el organismo. 
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de especies reactivas son productos del metabolismo celular normal en todos los 

organismos aeróbicos (Valko y col., 2006). 

1.1.1. Radical superóxido 

El radical superóxido, O2
•−, es relativamente inestable y proviene de la reducción 

de una molécula de O2, se origina en las células eucariotas como producto de 

reacciones enzimáticas o por autooxidación de compuestos tiólicos, xantinas y 

hemoproteínas en presencia de cantidades traza de metales (Fridovich, 1995; Valko y 

col., 2005). El principal lugar de producción de O2
•− es la mitocondria (Birben y col., 2012; 

Green y Reed, 1998). 

Este radical, aunque no es un oxidante fuerte, es el precursor de la mayoría de 

las EROs y también está involucrado en la propagación de reacciones oxidativas en 

cadena dando origen a EROs secundarias (Valko y col, 2006). Además, el anión O2
•− es 

la principal fuente de formación de H2O2 que es un subproducto estable capaz de 

atravesar membranas, lo que potencia los mecanismos oxidantes. Su producción en 

exceso puede tener consecuencias perjudiciales para el organismo (Turrens, 2003; Veal 

y col., 2007). 

La dismutación del anión O2
•− localizado en los peroxisomas, ya sea 

espontáneamente o a través de una reacción catalizada por la superóxido dismutasa 

origina H2O2 (ecuación 1) en presencia de iones metálicos, generalmente el catión Fe2+, 

produce radicales OH• altamente reactivos conocida como reacción de Fenton. La 

combinación de la reacción de Fenton (ecuación 2) y la reducción del catión Fe3+ por el 

anión superóxido (ecuación 3) dan lugar a la reacción denominada de Haber-Weiss 

(ecuación 4) (Halliwell, 2006). 

                       O2
•−    +   2 H+         →     H2O2   +    O2                                    (1) 

Fe2+    +   H2O2     →     Fe3+    +    OH•    +    OH−      (2) 

Fe3+    +    O2
•−         →     Fe2+    +    O2                      (3) 

   O2
•−  +    H2O2    →     O2       +    OH•    +    OH−   (4) 
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El hierro y el cobre son metales de transición muy comunes en las células. El 

daño producido por las reacciones de Fenton-Haber-Weiss dependerá de la 

disponibilidad y localización de estos metales y de H2O2 (Barbehenn y col., 2005; 

Halliwell, 2006). 

1.1.2. Radical hidroxilo 

El radical hidroxilo, OH•, es altamente reactivo, dañino, con baja capacidad de 

difusión y con un tiempo de vida media en solución acuosa menor a 1 nanosegundo, por 

lo tanto, cuando se produce in vivo reacciona cerca de su sitio de formación. Este radical 

ocasiona severos daños oxidativos en las células al reaccionar con ácidos nucleicos, 

lípidos y proteínas. Puede ser generado por una variedad de mecanismos, por ejemplo, 

mediante la descomposición del agua por radiación ionizante, la descomposición 

fotolítica de alquilhidroperóxidos y a través de las reacciones de Fenton-Haber-Weiss 

(ecuaciones 2; 3 y 4) (Valko y col., 2004; Barbehenn y col., 2005; Halliwell, 2006). 

1.1.3. Radicales alcoxilo y peroxilo 

Los radicales alcoxilo, RO•, y peroxilo, ROO•, son especies reactivas generadas 

durante la peroxidación lipídica debido al ataque de algunos radicales libres sobre las 

cadenas carbonadas de los ácidos grasos. No son tan reactivos como el OH•, pero son 

importantes en el inicio y la propagación de la peroxidación lipídica por toda la 

membrana celular (Halliwell y Whiteman, 2004; Halliwell, 2006; Zharkov, 2013). 

1.1.4. Peróxido de hidrógeno 

El peróxido de hidrogeno, H2O2, no es un radical libre ya que no posee electrones 

desapareados, pero se considera una especie reactiva muy importante por ser precursor 

de EROs secundarias (Veal y col., 2007). El H2O2 es la forma menos reactiva de las 

EROs, su importancia radica en que puede difundir a través de las membranas 

biológicas y dar lugar a reacciones de oxidación que originan EROs en lugares alejados 

de la zona de producción de las mismas (Halliwell, 2006; Halliwell y Gutteridge, 2007). 

Además, esta mólecula tiene vida relativamente larga lo que es muy adecuado para la 

señalización intracelular (Bonekamp y col., 2009). 
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1.1.5. Oxígeno singulete 

El oxígeno singulete, 1O2, y el OH• son las formas más reactivas de las EROs y 

por consiguiente son las más peligrosas para las biomoléculas (Halliwell, 2006). El 1O2 

no es un radical libre, aunque debido a que es una forma excitada del oxígeno, reacciona 

fácilmente con otras moléculas. El 1O2 se produce por la absorción de energía 

electromagnética del O2 molecular y está restringido a sucesos fotoquímicos, a 

reacciones de oxidación de diversas especies o también a reacciones enzimáticas 

(Halliwell, 2006; Halliwell y Gutteridge, 2007).  

1.2. GENERACIÓN DE ESPECIES REACTIVAS EN LOS SERES VIVOS 

1.2.1. Fuentes endógenas de EROs 

La evolución de los procesos metabólicos aeróbicos como la respiración y la 

fotosíntesis han conducido inevitablemente a la generación endógena de EROs por las 

mitocondrias, los peroxisomas y los cloroplastos como parte de los procesos de 

fosforilación oxidativa y fotosíntesis (Turrens, 2003; Apel y Hirt, 2004). Si bien, las 

mitocondrias son los principales organelos generadores de EROs en las células 

eucarióticas, existen otras fuentes endógenas que incluyen las reacciones 

inmunológicas y la oxidación de metales de transición (Finkel y Holbrook, 2000; Inoue y 

col., 2003; Circu y Aw, 2010; Rizvi y Pandey, 2012). Aproximadamente entre el 1 y el 

2% del oxígeno consumido durante la respiración se convierte en radicales O2
•−  (Ott y 

col., 2007). El nivel de producción de radicales libres en las mitocondrias es 

directamente proporcional al del daño oxidativo que originan. Durante la fase 

posreproductiva de la vida, en diversas especies animales, tiende a aumentar la 

producción del O2
•−  mitocondrial sin un incremento compensatorio discernible de la 

defensa antioxidante (Ray y col., 2012; Sohal y Orr, 2012). Las mitocondrias a menudo 

están expuestas a altas concentraciones de oxidantes con consecuencias deletéreas 

generalizadas, como producto del daño oxidativo al ADN mitocondrial (ADNmt) 

(Desagher y Martinou, 2000; Wang, 2001; Jovanović-Galović y col., 2007; Orrenius y 

col., 2007; Ott y col., 2007). Las deleciones en el ADNmt inducidas por el estrés oxidativo 

se acumulan con el paso del tiempo en todos los organismos eucariotas. El aumento del 

daño en el ADNmt compromete inevitablemente la integridad y la función mitocondrial 

(Finkel y Holbrook, 2000; Rizvi y Pandey, 2012).  
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Si bien las mitocondrias son la fuente principal de generación de superóxido y de 

peróxido de hidrógeno en las células eucarióticas, los peroxisomas tienen también un 

rol crucial en la generación y en el secuestro de EROs. Los peroxisomas son orgánulos 

que cumplen un amplio rango de funciones relacionadas con la oxidación de los ácidos 

grasos, el catabolismo de las purinas y la biosíntesis de ácidos biliares (Antonenkov y 

col., 2010). En los peroxisomas las EROs se producen durante el metabolismo oxidativo 

que lleva a la formación de productos reactivos peligrosos para la célula (Cooke y col., 

2003), especialmente durante la oxidación de los ácidos grasos o debido a la interacción 

con fuentes exógenas como los xenobióticos (Lopez-Huertas y col., 2000; Schrader y 

Fahimi, 2006). Algunas funciones metabólicas de los peroxisomas como la oxidación de 

los ácidos grasos y el metabolismo de los aminoácidos se llevan a cabo en cooperación 

con las mitocondrias, ya que ambos orgánulos están estrechamente relacionados 

(Lopez-Huertas y col., 2000; Valko y col., 2006; Bonekamp y col., 2009). En estos 

orgánulos se produce la mayor parte del H2O2 citosólico y se ha demostrado que esta 

molécula señal de estrés incrementa la proliferación de los peroxisomas debido a la 

sobrerregulación de los componentes requeridos para su biogénesis (Lopez-Huertas y 

col., 2000). Los peroxisomas cumplen una importante función en la formación y en la 

descomposición de las EROs, tanto en animales como en vegetales, dado que la 

catalasa, una de las principales enzimas antioxidantes, se encuentra mayoritariamente 

en este orgánulo (Halliwell, 2006; Schrader y Fahimi, 2006; Antonenkov y col., 2010).  

1.2.2. Fuentes exógenas de EROs 

La exposición a numerosos insecticidas de síntesis como organofosforados 

(Gupta y col., 1998; Kristoff y col., 2008; Bϋyϋkgϋzel, 2009; Ferreira y col., 2010; Wu y 

col., 2011; Gupta y col., 2010), algunos carbamatos (Akbar y col., 2012; Rodríguez y 

col., 2012), piretroides (Fetoui y col., 2010; El-Demerdash, 2011) y organoclorados 

(Dorts y col., 2009), así como también la exposición a otros xenobióticos (Valko y col., 

2005; Hyršl y col., 2007; Franco y col., 2009; Limón-Pacheco y Gonsebatt, 2009; Zheng 

y col., 2011), radiación ionizante y no ionizante (Riley, 1994; Buyukuslu y col., 2006; 

Pandir y Sahingoz, 2014), temperaturas extremas (Grubor-Lajsicy col., 1997; Cui y col., 

2011; Jena y col., 2013) y condiciones de anoxia (Aucoin y col., 1991; Lopez-Martínez 

y Hahn, 2012), entre otros factores ambientales, puede producir EROs por alteración 

del sistema antioxidante celular en diversos organismos vertebrados e invertebrados. 

La respuesta inmediata a estos estresores es crítica para la supervivencia (Smith y 

Workman, 2012). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lim%C3%B3n-Pacheco%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18955158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonsebatt%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18955158
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1.3. ESTRÉS OXIDATIVO 

Estrés oxidativo es una expresión utilizada para describir varios procesos 

deletéreos en los organismos vivos, que resultan del desequilibrio entre la excesiva 

formación de EROs y la limitada capacidad del sistema biológico para detoxificarlas 

rápidamente o para reparar el daño resultante, es decir, es la disminución de la defensa 

antioxidante (Halliwell y Whiteman, 2004). Según Davies (2000) el estrés oxidativo es 

una consecuencia inevitable de la vida en una atmósfera rica en oxígeno.  

Tradicionalmente se han considerado a las EROs como subproductos tóxicos 

del metabolismo aeróbico ya que la sola presencia de macromoléculas oxidadas 

resultan nocivas para los organismos. Las EROs se encuentran normalmente en 

equilibrio bioquímico con los antioxidantes, aunque incluso, bajo condiciones fisiológicas 

normales existe un estado crónico de estrés oxidativo debido al desequilibrio entre 

prooxidantes y antioxidantes (Halliwell, 2007). La completa eliminación de las EROs 

puede ser altamente peligrosa para la supervivencia de los distintos organismos (Sohal 

y Orr, 2012), dado que al disminuir los niveles por debajo del valor umbral homeostático, 

pueden interrumpir el rol fisiológico de los oxidantes en la proliferación celular y en la 

defensa del huésped (Finkel y Holbrook, 2000; Mittler, 2002; Valko y col., 2004; 

Bonekamp y col., 2009).  

Rizvi y Pandey (2012) propusieron que el estrés oxidativo es uno de los 

principales factores involucrados en el proceso de envejecimiento de los organismos 

aeróbicos. El envejecimiento no es un proceso cronológico causado por el paso de 

tiempo sino que, más bien, se considera un proceso biológico determinado por la 

velocidad con que las EROS son asimiladas por el cuerpo, destruyendo las células, 

atacando los tejidos y afectando las funciones vitales. 

1.3.1. Efectos biológicos de las EROs 

Según Lushchak y Semchyshyn (2012) los efectos biológicos de las EROs se 

basan en su interacción con los constituyentes celulares más que en su concentración, 

y el resultado final depende del componente celular que puede interactuar con EROs 

específicas.  

Los oxidantes se generan como resultado del metabolismo intracelular normal 

en las mitocondrias y los peroxisomas, así como en una variedad de sistemas 
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enzimáticos citosólicos. Además, numerosos agentes externos pueden desencadenar 

la producción de EROs. Un sofisticado sistema enzimático y no enzimático de defensa 

antioxidante que incluye a la catalasa (CAT), a la superóxido dismutasa (SOD) y a la 

glutatión peroxidasa (GPx) contrarresta y regula los niveles generales de EROs para 

mantener la homeostasis fisiológica. Tradicionalmente, se considera que el deterioro 

causado por el aumento de las EROs puede conducir al daño oxidativo de proteínas, 

lípidos y ADN (Bonekamp y col., 2009; Sohal y Orr, 2012). Además, de estos efectos un 

incremento en los niveles de EROs también puede constituir una señal de estrés que 

activa vías de señalización específicas redox sensibles. Una vez activadas estas vías 

de señalización pueden tener funciones potencialmente perjudiciales o protectoras 

(Figura 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 2. Orígenes y respuestas celulares a las EROs (extraído y adaptado de Finkel y Holbrook, 
2000). 
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Cuando el daño oxidativo es severo, principalmente en el ADN, puede causar la 

muerte por apoptosis, necrosis o por mecanismos con características de ambos. En 

efecto, las EROs pueden actuar como desencadenantes de la apoptosis y como 

participantes si la misma es inducida por otros mecanimos, en vegetales y en animales 

(Halliwell, 2006). El proceso de apoptosis es de regulación mitocondrial en los insectos 

lepidópteros (Kumarswamy y col., 2009; Huang y col., 2013) al igual que en humanos 

(Desagher y Martinou, 2000; Orrenius y col., 2007; Ott y col., 2007).  

1.3.1.1     Daño oxidativo en lípidos 

Los lípidos, componentes principales de las membranas biológicas, son las 

macromoléculas más susceptibles de ser atacadas por EROs, especialmente aquellas 

que tienen mayor número de enlaces dobles en su molécula, es decir, los ácidos grasos 

poliinsaturados (Devasagayam y col., 2003; Valko y col., 2006). Dado que el proceso de 

deterioro oxidativo de los lípidos incluye la formación de peróxidos lipídicos, la oxidación 

de los lípidos inducida por EROs se denomina peroxidación lipídica o 

lipoperoxidación, LPO (Devasagayam y col., 2003). La LPO ocurre en tres etapas: 

iniciación, propagación y finalización. Una vez que se inicia el proceso, tiene lugar la 

propagación de reacciones en cadena hasta la fase de finalización, en la que se originan 

productos finales como el malondialdehido, MDA, que se acumulan en los sistemas 

biológicos (Kohen y Nyska, 2002; Rahal y col., 2014). 

Los principales efectos de la LPO son: (i) la disminución de la fluidez de la 

membrana, que facilita el intercambio de fosfolípidos entre las dos partes de la bicapa, 

(ii) el incremento de la permeabilidad de la membrana a sustancias que normalmente 

no la atraviesan sino a través de canales específicos (Ej: K+ y Ca2+) (iii) el daño a las 

proteínas de membrana con la consecuente inactivación de receptores, enzimas y 

canales iónicos y (iv) la disminución de la resistencia eléctrica de la membrana. 

También, las alteraciones estructurales, como la formación de uniones cruzadas entre 

fosfolípidos, y entre fosfolípidos y proteínas, restringen la movilidad de las proteínas de 

membrana. El ataque peroxidativo a los ácidos grasos poliinsaturados de las 

membranas biológicas compromete una de sus funciones principales que es la de actuar 

como barreras (Devasagayam y col., 2003). Debido a que las membranas celulares son 

constituyentes de mitocondrias, retículo endoplásmico, lisosomas, aparato de Golgi y 

peroxisomas, el daño causado por LPO es altamente perjudicial para el funcionamiento 

y la supervivencia celular (Green y Reed, 1998; Devasagayam y col., 2003). La 
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peroxidación lipídica es uno de los principales indicadores de daño oxidativo (Rahal y 

col., 2014). 

El MDA es uno de los principales productos de la LPO y tiene efectos 

mutagénicos y citotóxicos para las células animales y bacterianas (Valko y col., 2006). 

El MDA puede reaccionar con las bases del ADN guanina, adenina y citocina para 

formar aductos mutagénicos inductores de transiciones2 y de transversiones3 (Fink y 

col., 1997; Valko y col., 2006). Este compuesto también produce graves alteraciones en 

la membrana celular en diversos organismos, entre los que se encuentran los insectos 

(Ahmad, 1995; Halliwell y Whiteman, 2004; Halliwell, 2006).  

1.3.1.2     Daño oxidativo en proteínas 

Las proteínas constituyen el componente mayoritario (68%) del peso seco de las 

células; dada su abundancia en los sistemas biológicos, son un objetivo importante para 

las EROs (Davies, 1995; 2005). Todos los aminoácidos presentes en las proteínas 

tienen residuos susceptibles de sufrir daño oxidativo, especialmente a nivel del grupo 

carbonilo (Rahal y col., 2014). El daño oxidativo en las proteínas ocasiona numerosas 

consecuencias funcionales ya que éstas actúan como receptores, transportadores, 

factores de transcripción, componentes del citoesqueleto y tienen, además, funciones 

enzimáticas (Davies y Goldberg, 1987). La oxidación puede ocurrir tanto en el esqueleto 

de la proteína como en las cadenas laterales de los aminoácidos (Stadtman y Levine, 

2003). Algunos oxidantes producen daño limitado y específico para determinados 

residuos, mientras que otras EROs como el radical hidroxilo, dan lugar a daños 

generalizados, relativamente no específicos (Davies, 2005).  

La carbonilación proteica puede producir la alteración de la estructura primaria 

y cambios conformacionales mediante la formación de enlaces intra e intermoleculares 

con la consiguiente modificación, pérdida de función, inactivación y/o proteólisis. La 

carbonilación proteica es un importante marcador del daño oxidativo celular (Davies, 

2005; Braconi y col., 2011; Sohal y Orr, 2012; Sung y col., 2013). 

                                                           
2Transición: un par de bases es sustituído por otra del mismo tipo, es decir, purinas por purinas o 
pirimidinas por pirimidinas. 
3Transversión: un par de bases es sustituído por otra de distinto tipo, es decir, purinas por pirimidinas y 
pirimidinas por purinas.  
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1.3.1.3     Daño oxidativo en el ADN 

Gran parte de la respuesta celular está coordinada por la estructura y la 

accesibilidad del genoma. En las células eucariotas, el genoma se empaqueta y enrolla 

por las proteínas histonas para crear una serie de estructuras nucleares de ADN/histona 

conocidas como nucleosomas, que se condensan posteriormente para formar la 

cromatina. El grado y la naturaleza de la condensación determinan la transcripción de 

los genes. Las histonas se pueden modificar químicamente por un gran número de 

proteínas que son responsables de los cambios dinámicos en la expresión génica. La 

estructura de la cromatina y de las proteínas de unión determinan la respuesta celular a 

los cambios ambientales y a las situaciones de estrés (Smith y Workman, 2012). 

El ADN, la macromolécula más importante de los organismos vivos, es 

susceptible a perder un electrón de alguna de sus bases nitrogenadas, lo que puede 

producir un daño irreversible en la doble hélice al originar bases estructuralmente 

modificadas (Kanvah y col., 2010; Singh y col., 2012). El daño oxidativo al ADN puede 

afectar los codones génicos, las bases púricas y pirimídicas, los enlaces fosfodiéster y 

los azúcares de su estructura, que conducen a la generación de mutaciones, roturas de 

enlaces simples y dobles y uniones cruzadas con otras macromoléculas (Beckman y 

Ames, 1997; Cooke y col., 2003; Salmon y col., 2004; Ott y col., 2007; Singh y col., 2012; 

Zharkov, 2013). Las funciones biológicas celulares normales se ven afectadas debido al 

daño oxidativo citotóxico o mutagénico que pueden inducir a errores en la traducción 

proteica, en la replicación del material genético y a la inestabilidad genómica (Cooke y 

col., 2003; Valko y col., 2006; Singh y col., 2012). 

El radical OH•, producido en cercanías del ADN nuclear o mitocondrial (ADNmt), 

reacciona con todos los componentes del ADN. El ADNmt parece ser particularmente 

sensible a la acción de las EROs debido a que carece de la protección de las histonas, 

por lo que es baja su eficiencia de reparación a diferencia del ADN nuclear (Valko y col., 

2006). El daño oxidativo del ADNmt se acumula de manera muy notable a lo largo del 

ciclo de vida en diversos organismos y se considera un detonador del proceso de 

envejecimiento (Muller y col., 2007; Rizvi y Pandey, 2012). 
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1.3.2. Detoxificación de las EROs 

La presión evolutiva ha generado mecanismos de defensa antioxidante para 

reducir los efectos tóxicos de las EROs. La primera defensa antioxidante contra la 

toxicidad del oxígeno en los organismos aeróbios es la adaptación a la acentuada 

diferencia entre el gradiente de presión del oxígeno en el ambiente (20%), y su 

concentración en los tejidos de los mamíferos (3 – 4 %) ya que los niveles tan bajos en 

los tejidos evitan que ocurra un mayor nivel de daño oxidativo (Davies, 2000). Los 

antioxidantes mantienen en equilibrio los niveles de EROs, permitiéndoles desempeñar 

sus funciones biológicas sin producir mayores daños (Halliwell y Gutteridge, 2007; Circu 

y Aw, 2010). Halliwell y Gutteridge (2007) propusieron que los antioxidantes pueden 

actuar en diferentes niveles de la secuencia oxidativa y pueden tener distintos 

mecanismos de acción.  

El sistema de defensa antioxidante celular es amplio y provee protección a las 

macromoléculas biológicas contra el daño oxidativo. La defensa antioxidante 

desplegada por las células puede ser enzimática y no enzimática. El mecanismo de 

defensa antioxidante enzimático es el más importante para la rápida detoxificación y 

secuestro de las EROs. Entre las enzimas antioxidantes se encuentran la superóxido 

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutatión S-transferasa (GST) y la glutatión 

peroxidasa (GPx) (Aucoin y col., 1991; Yu, 1994; Felton y Summers, 1995; Limón-

Pacheco y Gonsebatt, 2009; Rizzo y col., 2010). La defensa antioxidante no 

enzimática, representada por el glutatión reducido (GSH), el ácido ascórbico o vitamina 

C, el α-tocoferol o vitamina E, los carotenoides y los flavonoides entre otros, 

desempeñan un rol fundamental en la reducción de los niveles de EROs que neutralizan 

y regulan los niveles totales de oxidantes a efectos de mantener la homeostasis 

fisiológica como respuesta a las condiciones de estrés (Yu, 1994; Zabłocka y Janusz, 

2008; Birben y col, 2012). Los cambios en las enzimas antioxidantes específicas como 

SOD, CAT, GPx, los niveles de GSH y MDA pueden reflejar indirectamente la presencia 

de estrés oxidativo, por lo que pueden actuar como biomarcadores4 de exposición o de 

efecto (Bϋyϋkgϋzel, 2009; Sung y col., 2013).  

El mecanismo de defensa antioxidante enzimático mantiene a las EROs en 

niveles inocuos, transformándolas en H2O y oxígeno (Rahal y col., 2014). Mientras que, 

                                                           
4 Biomarcador: parámetro biológico, bioquímico, fisiológico o histológico medible, que refleja cambios en 
la condición o salud de un organismo o de una población como resultado de la exposición a xenobióticos 
y/o a otros factores de estrés ambiental. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lim%C3%B3n-Pacheco%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18955158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lim%C3%B3n-Pacheco%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18955158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonsebatt%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18955158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zab%C5%82ocka%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18388851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Janusz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18388851
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el mecanismo no enzimático actúa, básicamente, secuestrando y removiendo las EROs 

generadas durante los procesos reductivos o durante las reacciones detrimentales 

producidas entre el exceso de radicales libres y las macromoléculas celulares (Krishnan 

y Kodríck, 2012). A efectos de mitigar o revertir el daño oxidativo en las proteínas, los 

lípidos y el ADN, las células deben restablecer importantes parámetros homeostáticos 

mediante la activación de mecanismos de protección (Brandes y col., 2009), la 

regulación redox de los factores de transcripción que conducen a la expresión de las 

enzimas de defensa antioxidante (Finkel y Holbroock, 2000; Halliwell, 2006; Ray y col., 

2012) o al silenciamiento de genes (Scandalios, 2002; Rahal y col., 2014) y a la 

activación de enzimas de reparación/eliminación de daños y de proteínas estructurales 

como las chaperonas moleculares del tipo de las proteínas de shock térmico (Brandes 

y col., 2009; Dorts y col., 2009; Calabrese y col., 2010; Cui y col., 2011).  

Las enzimas SOD y CAT constituyen la primera línea de defensa antioxidante; 

conjuntamente con la GPx y el GSH endógeno protegen a los organismos del daño 

oxidativo originado por las EROs (Halliwell, 2006; Schrader y Fahimi, 2006; Bonekamp 

y col., 2009; Antonenkov y col., 2010; Rizzo y col., 2010; Cui y col., 2011; Barbehenn y 

col., 2013).  

1.3.2.1     Glutatión S transferasa (GST) 

Las GSTs son una familia de enzimas implicadas en la detoxificación y la 

biotransformación de numerosos compuestos endógenos y xenobióticos que cumplen 

un rol fundamental en el transporte de proteínas y en la defensa antioxidante (Ding y 

col., 2003). Estas enzimas catalizan la conjugación de moléculas orgánicas con el grupo 

thiol del glutatión. Como resultado de esta reacción generalmente, una molécula 

lipofílica reactiva es convertida en otra soluble en agua mediante un conjugado no 

reactivo que puede ser más fácilmente excretable (Fukami, 1984; Clark, 1989). En 

particular, en los insectos las GSTs también participan en los procesos fisiológicos del 

desarrollo y la metamorfosis y son inducidas por las hormonas juveniles (Wu y Lu, 2008). 

Las GSTs pueden clasificarse de acuerdo a su estructura y a la especificidad de 

sustrato (Mannervik y col., 1985). Se conocen tres familias no relacionadas de proteínas 

con actividad GSTs en los organismos eucariotas, es decir, (i) las microsomales 

asociadas a membrana, relacionadas al metabolismo del glutatión, (ii) las citosólicas o 

solubles y (iii) las mitocondriales o Kappa (Che-Mendoza y col., 2009; Birben y col., 
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2012). Las GSTs citosólicas, presentes tanto en plantas como en animales, son 

proteínas diméricas, compuestas por dos subunidades con dos sitios de unión, uno al 

que se une el glutatión y el otro, muy variable en su estructura, es el sitio de unión al 

sustrato (Mannervik y col., 1985; Ding y col., 2003).  

Las GSTs junto a otras enzimas antioxidantes (AOX), protegen a las células del 

daño oxidativo generado por xenobióticos. La peroxidación lipídica se inicia por las 

EROs al generar hidroperóxidos lipídicos, LOOH, que pueden propagar la cadena 

autocatalítica de la LPO por generación continua de radicales libres. Las GSTs evitan la 

LPO al inactivar el H2O2 (defensa primaria) y al actuar como la segunda línea de defensa 

reduciendo LOOH a lípidos monohidroxilados, LOH, y conjugando el 4-hidroxi-2-

nonenal, HNE, al GSH (defensa secundaria) (Figura 3). 

 

Figura 3. Defensa antioxidante de la enzima GST contra los plaguicidas (extraído y adaptado de 

Che-Mendoza y col., 2009). 

En los insectos, se han identificado seis isoformas de GSTs citosólicas: sigma, 

zeta, theta, delta, épsilon y omega. Las clases delta y épsilon están presentes en la 

mayoría de los genomas secuenciados de insectos y desempeñarían un rol importante 

en la detoxificación de los xenobióticos y en la resistencia a insecticidas (Li y col., 2007; 

Che-Mendoza y col., 2009; Fang, 2012; Hu y col., 2014). Particularmente, en el mosquito 
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Anopheles gambiae la sobreexpresión de los múltiples miembros de las GSTs clase 

épsilon estarían asociados a la resistencia al insecticida DDT (Ding y col., 2003). 

Las enzimas metabolizantes de drogas, como las GSTs, actúan de manera 

coordinada con los sistemas antioxidantes para metabolizar los compuestos electrófilos 

y xenobióticos, y algunas de las moléculas involucradas en estos dos principales 

mecanismos de defensa son inducidas simultáneamente en respuesta a la exposición a 

éstos. Tal inducción génica coordinada del sistema metabolizante y del sistema de 

defensa antioxidante ocurre a través de una región reguladora de respuesta antioxidante 

(Prestera y Talalay, 1995). Se ha demostrado la inducción de genes que codificaron 

enzimas GSTs, mediante el estudio de los perfiles de expresión génica, bajo condiciones 

de estrés oxidativo en la abeja Apis cerana cerana y en el gusano de seda, Bombix mori 

(Yu y col., 2011; Yan y col., 2012).  

1.3.2.2     Catalasa (CAT) 

La enzima antioxidante CAT está presente en la mayoría de las células de 

animales, plantas y bacterias aeróbicas. En insectos tiene alta actividad constitutiva y 

amplia localización subcelular (microsomas, mitocondrias, citosol y núcleo) (Ahmad y 

Pardini, 1990) mientras que, en plantas y en mamíferos se localiza en los peroxisomas 

(Halliwell, 2006). Su función principal es catalizar la descomposición del peróxido de 

hidrógeno en agua y oxígeno molecular (Fridovich, 1995; Wang y col., 2001) (ecuación 

5). 

 

      CAT 

                    2  H2O2                                                                          2 H2O    +   O2         (5) 

 
 

1.3.2.3     Superóxido dismutasa (SOD) 

Uno de los antioxidantes enzimáticos intracelulares más efectivos en la 

protección de células y tejidos contra el estrés oxidativo es la SOD, presente en todos 

los tipos celulares de organismos procariotas y eucariotas (Felton y Summers, 1995). 

Se han descrito varias isoformas, aunque todas catalizan la dismutación del radical 
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superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno (Wang y col., 2001; Halliwell, 2006; 

Valko y col., 2006) según la ecuación (6): 

                                                      SOD 

             2  O2
•−   +   2H+                                      H2O2   +   O2        (6) 

El H2O2 producido es tóxico y se elimina rápidamente por acción de la enzima 

CAT o de la enzima GPx, que utiliza el poder reductor del GSH. Ambas enzimas 

catalizan la descomposición del H2O2 en agua y oxígeno (Davies, 2000).  

Todos los miembros de la familia SOD poseen metales de transición en sus sitios 

activos. En las bacterias y células vegetales se encuentra la Fe-SOD (Davies, 2000; 

Fridovich, 2004; Halliwell, 2006). Los mamíferos e insectos expresan tres tipos de SOD 

en sus tejidos, (i) SOD1 o CuZn-SOD, que está localizada en el citosol, (ii) SOD2 o Mn-

SOD, localizada en la matriz mitocondrial y se considera la enzima más importante en 

la defensa antioxidante y (iii) SOD3 que es la forma extracelular (Fridovich, 2004; Valko 

y col., 2006; Brennan y col., 2012; Sung y col., 2013). En los insectos lepidópteros las 

fracciones soluble, microsómica y mitocondrial de esta enzima tienen roles importantes 

en la respuesta al estrés oxidativo celular (Ahmad y col., 1988). Wang y col. (2001) 

propusieron que aproximadamente un tercio de la actividad total de SOD en los 

lepidópteros correspondió a la MnSOD localizada en las mitocondrias. 

La acción coordinada de las enzimas CAT y SOD evita la formación del radical 

OH
•
 a través de la reacción de Fenton (ecuación 2), lo cual protege a las células de los 

subproductos tóxicos generados durante la reducción del O2 (Halliwell, 2006).  

1.3.2.4     Glutatión reducido (GSH)   

El antioxidante no enzimático GSH es el tripéptido γ-glutamil-cisteina-glicina y es 

uno de los tioles de baja masa molecular más abundante de la célula. El GSH se 

caracteriza por su grupo tiol reactivo y es un efectivo reductor que juega un papel 

importante en diversos procesos de detoxificación (Felton y Summers, 1995). Además, 

está involucrado en múltiples funciones fisiopatológicas que incluyen el mantenimiento 

del estado redox celular, el transporte de los aminoácidos a través de la membrana 

plasmática, la síntesis y degradación de proteínas, la síntesis del ADN y la regulación 

de la expresión génica, así como también la detoxificación de sustancias endógenas y 
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exógenas. El GSH es muy abundante en el citosol, por ser su principal lugar de síntesis, 

aunque también se localiza en las mitocondrias y en el núcleo (Rebrin y Sohal, 2008). 

La concentración de GSH varía en los diferentes compartimentos celulares, lo que 

implica que existen distintos microambientes redox intracelulares dentro de los 

diferentes orgánulos. Esta molécula reacciona rápidamente con las EROs y las ERNs. 

Asimismo, participa en reacciones catalizadas por varias enzimas dependientes de GSH 

(GSH peroxidasas y GSTs). Estas reacciones conducen directa o indirectamente a la 

formación de glutatión oxidado (GSSG) (ecuación 7). El GSSG puede entonces ser 

excretado de las células o reconvertido a GSH por la actividad de la enzima GSSG 

reductasa dependiente de NADPH (ecuación 8) (Sohal y Orr, 2012). En los insectos, la 

enzima tiorredoxina reductasa cataliza la reducción del GSSG a GSH (Kanzok y col., 

2001). 

 
 Glutatión peroxidasa 

           H2O2  + 2GSH                                                GSSG + 2H2O         (7) 
 

 
 

  GSSG reductasa  

               GSSG + NADPH + H+                                                                           2GSH + NADP+       (8) 

Estas reacciones acopladas son esenciales para la defensa antioxidante celular 

(Valko y col., 2006). El complejo GSH-NADPH es el principal proveedor de energía 

reductora en las células y constituye el eje fundamental de la defensa antioxidante para 

la eliminación de EROs (Rebrin y Sohal, 2008). 

El principal determinante del estado redox celular es la relación GSH/GSSG, que 

progresivamente es más prooxidante durante el proceso de envejecimiento debido al 

incremento en el contenido de GSSG y a la disminución de la capacidad de biosíntesis 

de novo de GSH, especialmente bajo condiciones de estrés (Rebrin y Sohar, 2008; 

Sohal y Orr, 2012). En los insectos, la acumulación de GSSG también se incrementa 

con el envejecimiento lo que sugiere un aumento del estrés oxidativo y del deterioro de 

la integridad de la membrana mitocondrial (Ahmad y Pardini, 1990).  
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1.3.3. Estrés oxidativo en los insectos 

El estrés oxidativo en los insectos es una consecuencia inevitable de su estilo de 

vida aeróbico, debido a que el O2
•− y el H2O2 se forman cada vez que el oxígeno 

molecular oxida químicamente a los transportadores de electrones (Krishnan y Kodrík, 

2012). Todos los factores que provocan estrés oxidativo en los insectos incrementan la 

producción de EROs que perturban la homeostasis y activan mecanismos de defensa 

antioxidante, dado que poseen un conjunto de enzimas capaces de remover el exceso 

de EROs, similares a los de otros organismos eucariotas (Ahmad, 1992; Felton y 

Summers, 1995; Rizvi y Pandey, 2012). 

En los insectos, como en los demás organismos aeróbicos, el estrés oxidativo 

puede causar daños en la membrana celular o en la célula misma debido a la 

peroxidación lipídica, a la oxidación de proteínas y enzimas y al agotamiento del GSH; 

estos procesos podrían conducir a la apoptosis descontrolada (Ott y col., 2007). Los 

mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo en estos organismos también son 

inducidos por diversos factores como lesiones, infecciones, inanición, locomoción 

intensa, exposición a campos magnéticos, radiación, temperaturas extremas y 

contaminantes ambientales (Ahmad, 1995; Scandalios, 2002; Adamski y col., 2003; 

Krishnan y Kodríck, 2012; Pandir y Sahingoz, 2014). En particular en los insectos, 

durante el vuelo y la producción de bioluminescencia se ha observado un incremento 

significativo en la formación de EROs asociado a un notable incremento en los niveles 

de las enzimas antioxidantes SOD y CAT (Felton y Summers, 1995). También, los 

insectos fitófagos se ven afectados, a través de su alimentación, por los radicales libres 

de origen exógeno que forman parte de los mecanismos de defensa de los vegetales 

que constituyen su alimento. Por lo tanto, los niveles constitutivos de las enzimas de 

defensa antioxidante y de detoxificación se correlacionan con sus hábitos alimenticios 

en relación a la susceptibilidad relativa a los aleloquímicos de los vegetales (Ahmad y 

Pardini, 1990; Lee, 1991; Ahmad, 1992; Felton y Summers, 1995; Barbehenn y col., 

2005; Krishnan y col., 2007). Se ha reportado que la SOD en estos organismos cumple 

un rol crucial en la respuesta antioxidante en condiciones dietarias prooxidantes (Ahmad 

y Pardini, 1990; Ahmad y col., 1992; Felton y Summers, 1995).  

Los insectos controlan el impacto del estrés en sus organismos mediante 

diferentes procesos bioquímicos y fisiológicos (Velki, y col., 2011; Krishnan y Kodrík, 

2012). La defensa antioxidante más simple consiste en minimizar la presión 

intracorpórea del oxígeno mediante la apertura y cierre de los espiráculos a efectos de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pardini%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2199343
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mantener baja pero constante la presión de oxígeno, sin perjuicio de la necesidad de 

permitir la salida del anhídrido carbónico (Burmester, 2005; Halliwell, 2007). Hetz y 

Bradley (2005) indicaron que a pesar de su elevada tasa metabólica numerosos 

insectos, entre los que se encuentran los lepidópteros, presentan patrones altamente 

discontinuos de intercambio gaseoso con el objetivo de evitar el daño oxidativo en sus 

tejidos. Además, en los insectos como en otros organismos, las enzimas antioxidantes 

SOD, CAT, GPx y GST protegen a las células del daño oxidativo producido por EROs 

(Ahmad y Pardini, 1990; Aucoin y col., 1991; Felton y Duffey, 1991; Ahmad, 1992; Felton 

y Summers, 1995; Jovanović-Galović y col., 2004, 2007; Krishnan y col., 2007).  

En insectos lepidópteros, las enzimas antioxidantes se encuentran en niveles 

elevados en el cuerpo graso5 y en los tejidos metabólicamente activos como los tubos 

de Malpighi y el intestino medio que presenta un ambiente altamente oxidante (Felton y 

Duffey, 1991; Felton y Summers, 1995; Hyršl y col., 2007). Felton y Duffey (1991) 

detectaron actividad de la enzima CAT en el lumen digestivo de larvas de lepidópteros, 

principalmente. En relación con los diferentes estadios del desarrollo, Krishnan y col. 

(2007) reportaron en individuos adultos del escarabajo Leptinotarsa decemlineata una 

mayor actividad de enzimas antioxidantes y menor nivel de EROs en comparación con 

lo observado en larvas, que resultó en una respuesta de la defensa más eficiente. 

1.4. DESCRIPCIÓN Y FENOLOGÍA DE Cydia pomonella 

La “carpocapsa” o también llamada “polilla de la pera y la manzana”, C. 

pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae), se considera una plaga clave por su 

peligrosidad en los huertos de pomáceas6 en todo el mundo con excepción de algunos 

lugares del este de Asia y el oeste de Australia. La familia Tortricidae constituye uno de 

los principales grupos de lepidópteros en términos de riqueza de especies e importancia 

económica (Evenden y McClaughlin, 2005; Kührt y col., 2006; Alford, 2007; Pajac y col., 

2011).  

Los adultos de C. pomonella son las típicas “polillas” de hábito crepuscular de 

color gris, con las alas anteriores que caen en forma de techo a dos aguas cuando están 

                                                           
5 Cuerpo graso: componente del sistema excretor de los insectos asociado con la acumulación de 
sustancias metabólicas de desecho que se vierten posteriormente a la hemolinfa y finalmente a los tubos 
de Malpigui que tienen la función de filtrarla. La función del cuerpo graso en los insectos es similar a la 
función del hígado en los vertebrados. 
6Pomáceas: perales, manzanos, membrilleros. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jovanovi%C4%87-Galovi%C4%87%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17294423
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en reposo (Figura 4 A), miden de 15 a 20 mm de largo y generalmente es más pequeño 

el macho que la hembra. Las alas anteriores son largas, de color gris ceniza, con un 

diseño de bandas dispersas de color plateado y escamas cobrizas en el extremo de 

cada una de ellas (Figuras 4 A y B). Las alas posteriores son de tonalidad marrón con 

reflejos dorados (Figura 4 B) (Fernández y col., 2006; Fernández, 2012).  

 

Figura 4 A y B. Adulto de C. pomonella en reposo (A) y en vuelo (B). 

Los machos tienen una mancha negra en la cara inferior de las alas anteriores, 

que constituye una característica confiable como carácter sexual secundario y permite 

diferenciar a los machos (Figura 5 A) de las hembras de la especie (Figura 5 B).  

 
Figura 5 A y B. Ala anterior de macho y de hembra C. pomonella. (A) Cara inferior del ala 
anterior del macho con la mancha negra y (B) de la hembra sin la mancha (extraído de 
Fernández, 2012). 

La biología de C. pomonella responde a la temperatura, por lo que los procesos 

se suceden en relación a la cantidad de calor acumulado que se definen técnicamente 

A B 

A   B  
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como días-grado o “carpogrados” (Fernández, 2012). En la Norpatagonia se han 

validado las unidades fisiológicas7 determinadas por el modelo lineal de Vermeulen y 

col. (1988). El “Sistema Termoacumulativo” para el control de la carpocapsa utilizado 

actualmente en la Norpatagonia se basa en este modelo fenológico (Fernández, 2012).  

La carpocapsa, como todos los lepidópteros, tiene reproducción sexual y es un 

insecto holometábolo8, por lo que su ciclo de vida consta de cuatro estadios diferentes: 

huevo, larva, pupa y adulto o polilla y se cumple en 49 a 54 días aproximadamente, en 

función de la temperatura. Las larvas recién eclosionadas son de color blanco cremoso 

con la cabeza negra y su tamaño es de 2 a 2,5 mm de largo. Las larvas de C. pomonella 

pasan por cinco estadios antes de transformarse en pupas o crisálidas. En la primavera 

emergen de las pupas los adultos alados, produciéndose el primer vuelo de la 

temporada. En la región de la Patagonia Norte la emergencia de las polillas provenientes 

de las larvas diapausantes o invernantes se inicia en el mes de septiembre a partir de 

70 - 90 °D, según el modelo fenológico de Vermeulen y col. (1988), y coincide con el 

período de floración de los manzanos (Fernández, 2012). El vuelo de las polillas de la 

última generación del año anterior se prolonga hasta principios de diciembre y abarca 

un período total de casi tres meses, durante el cual se produce la oviposición 

(Urretabizkaya y col., 2010, Fernández, 2012). Los nacimientos se incrementan hasta 

hacerse máximos entre mediados y fines de noviembre (400 a 650 ºD), para luego 

declinar. Las larvas de la primera generación del año nacen a partir de los 250 ºD e 

ingresan a los frutos originando galerías y se dirigen a la zona carpelar donde se 

encuentran las semillas9. El desarrollo larval completo se cumple entre 21 y 25 días, 

luego las orugas abandonan el fruto y se refugian en lugares protegidos para 

trasformarse en pupas y posteriormente en polillas, que se aparean y dan origen a la 

segunda generación a mediados de diciembre (Figura 6) (Urretabizkaya y col., 2010; 

Cichón y Fernández, 2012). No todas las larvas se transforman en pupas y 

posteriormente en adultos, es decir, en distintos momentos de la temporada una 

proporción creciente de larvas no continúa con su desarrollo y se refugian en lugares 

                                                           
7Unidades fisiológicas de desarrollo necesarias para cada estadio del insecto: se determinan por la 

aproximación lineal de la tasa de desarrollo entre las temperaturas por debajo de un umbral máximo de 
31°C y por encima de un umbral mínimo de 10°C. 
8Holometábolos: tienen metamorfosis completa. 
9El hábito alimenticio de C. pomonella implica un daño estético a la fruta que altera su calidad comercial. 
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protegidos donde permanecerán como larvas diapausantes 10  hasta la primavera 

siguiente. Esta parte de la población se comporta como univoltina ya que solamente 

cumplirá con una generación anual (Fernández, 2012).  

 

Figura 6. Ciclo biológico de carpocapsa (extraído y modificado de Bado e Iglesias, 2014). 

 

En la región de la Patagonia Norte, durante la primera quincena de diciembre 

finaliza el nacimiento de las larvas de la primera generación. A partir de este momento 

comienza a producirse la superposición de generaciones y se hace muy difícil distinguir 

la procedencia generacional de los distintos individuos, complicando el control 

poblacional de esta plaga (Cichón y Fernández, 2012). C. pomonella es una especie 

multivoltina11 y en esta región, generalmente completa tres generaciones anuales y en 

algunos años excepcionalmente calurosos puede llegar a cuatro generaciones 

incompletas. En este caso, las larvas permanecen hasta la primavera siguiente como 

larvas encapulladas diapausantes protegidas bajo las resquebrajaduras de la corteza, 

en la base de las ramas principales de los árboles frutales, también dentro de los cajones 

                                                           
10Diapausa: estado fisiológico de detención del desarrollo, que le permite a un organismo sobrevivir a 
condiciones desfavorables. Puede ser obligatoria (independiente de estímulos externos) o facultativa 
(dependiente de estímulos externos). 
11Multivoltina: completa varias generaciones anuales.  
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bins y en el suelo entre la hojarasca, aunque en menor proporción (Urretabizkaya y col., 

2010; Fernández, 2012). 

En general, se considera que la carpocapsa es una plaga sedentaria, aunque la 

capacidad de vuelo de los adultos es altamente variable. Schumacher y col. (1997) 

estimaron que aproximadamente el 10% de los individuos realizan vuelos de largo 

alcance, lo que puede aumentar significativamente la dispersión de esta plaga entre 

huertos y/o localidades distantes. 

1.4.1. Importancia y control de C. pomonella 

En Argentina, C. pomonella es una de las plagas endémicas más comunes e 

importantes que afectan a los frutales de pepita y que, además, condiciona el mercado 

externo por ser una plaga cuarentenaria12 de gran importancia. En el año 1963, fue 

declarada plaga nacional de la agricultura lo cual significa que su control es obligatorio 

por la Ley Nº 6704.  

El complejo frutícola de la región de la Patagonia Norte se desarrolla 

fundamentalmente en los valles irrigados de las provincias de Río Negro y Neuquén y 

es la principal actividad económica regional que además, representa una de las 

economías más dinámicas del país debido a que produce tradicionalmente el 85% de 

las manzanas y el 75% de las peras de la producción nacional (Villarreal y col., 2011; 

Salvador, 2012; SENASA, 2014). Actualmente está sumida en una profunda crisis sin 

precedentes, producto de numerosas variables tanto estructurales como coyunturales. 

El nivel de infestación de perales y manzanos es de gran importancia económica ya que 

en los huertos sin tratamiento puede alcanzar hasta el 100%. Para lograr una producción 

sustentable y con calidad de exportación es de fundamental importancia el control de la 

carpocapsa en la región Norpatagónica (Cichón y col., 2001; Giganti y col., 2007). Esta 

situación se ha materializado progresivamente en las últimas temporadas, por la 

anunciada pérdida de registros comerciales y la reducción de los límites máximos de 

residuos de varios insecticidas organofosforados sobre las frutas, con la consiguiente 

restricción de la expansión comercial y el acceso limitado de Argentina a mercados 

                                                           
12Plaga cuarentenaria: plaga de importancia económica y/o ambiental cuya introducción se evita o se 
limita su distribución en el territorio nacional debido a que provoca efectos negativos sobre los recursos 
agrícolas. 
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como Taiwán, India, Japón y otros países emergentes del sudeste asiático (Villarreal y 

col., 2011; SENASA, 2013). 

El sector frutícola nacional se enfrenta actualmente a severas restricciones 

comerciales impuestas por los principales mercados internacionales en los que 

Argentina desea afianzarse y ampliar su mercado, estas restricciones están 

relacionadas con aspectos sanitarios y ambientales. El tipo de estrategias a seguir para 

el control de plagas y en especial para el control de C. pomonella, se ve condicionado 

por las exigencias de los mercados compradores respecto de la calidad e inocuidad 

alimentaria a efectos de garantizar la ausencia de plagas cuarentenarias y los niveles 

de tolerancia aceptados por los países importadores respecto de los residuos de 

plaguicidas (Cichón y col., 2012). Por esta razón, el manejo sanitario regional se ha 

desarrollado en un marco orientado fuertemente a la exportación, mediante la 

implementación de estrategias de manejo de acuerdo a los estándares internacionales 

de calidad impuestos por los principales países importadores (Villarreal y col., 2011; 

SENASA, 2014). 

Desde el año 2006 el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria 

(SENASA), ha impulsado el “Programa Nacional de Supresión de Carpocapsa para la 

producción frutícola en el Alto Valle de Río Negro y Neuquén”. Este Programa tiene 

como objetivo principal la disminución de la densidad poblacional de C. pomonella por 

debajo del 0.1% de daño a la cosecha y el mantenimiento de dicho valor en el largo 

plazo, con el objetivo de garantizar el mínimo número de aplicaciones de insecticidas de 

amplio espectro. Mediante la aplicación del mencionado programa se logró la 

disminución del porcentaje de daño producido por carpocapsa a nivel regional del 6% al 

0,26%, y la disminución del número de aplicaciones de insecticidas de síntesis en más 

del 40% (Cichón y Garrido, 2012; SENASA, 2013).  

Debido a que el control biológico de esta plaga es muy limitado y que es bajo el 

umbral de daño económico13, que se alcanza cuando se ve afectado el 1% de los frutos, 

el control regional de C. pomonella en los valles irrigados de la Patagonia Norte se ha 

basado hasta el año 2010, principalmente en el uso de insecticidas neurotóxicos de 

amplio espectro con los objetivos de garantizar la sanidad y favorecer el rendimiento de 

los cultivos de pomáceas. Debido a la necesidad de mitigar los efectos negativos del 

uso indiscriminado de insecticidas, se implementan programas de Manejo Integrado de 

                                                           
13Umbral de daño económico: densidad poblacional de la plaga a la que debe aplicarse tratamiento para 
evitar que la población aumente hasta alcanzar el nivel económico de daño. 
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Plagas (MIP) que los fueron reemplazando progresivamente (Cichón y Garrido, 2012). 

El MIP consiste, básicamente, en el empleo de herramientas sustentables en el tiempo 

y seguras para el medioambiente, como el sistema de alarma termoacumulativo, las 

técnicas de confusión sexual y del insecto estéril, el control biológico, el monitoreo 

semanal de la plaga por medio de trampas de feromonas para estimar los niveles 

poblacionales y determinar el momento óptimo de aplicación racional de insecticidas, en 

combinación con prácticas de manejo cultural (Villareal y col., 2010). También son muy 

utilizados para el control de esta plaga los productos basados en el virus de la granulosis 

de C. pomonella o granulovirus (CpGV). El Carpovirus Plus fue el primer insecticida 

biológico desarrollado íntegramente en Argentina por investigadores del INTA Castelar 

y registrado para su comercialización en el año 2000 (Haase y col, 2015). Tras su 

ingestión, el CpGV destruye las células de las larvas al producirse su replicación. El 

CpGV conjuntamente con la técnica de confusión sexual, constituyen la piedra angular 

para el control de esta plaga en programas de manejo orgánico o biológico (Cichón y 

col., 2001; Quintana y col., 2004; Eberle y col., 2008; Jehle, 2008). 

En la actualidad, uno de los plaguicidas más usados en la región de la Patagonia 

Norte para el control de la carpocapsa es el clorantraniliprol. Este compuesto fue el 

primer insecticida del grupo de las diamidas antranílicas en ser comercializado y 

pertenece a la clase 28 de acuerdo a la clasificación según el modo de acción de la 

IRAC (Insecticide Resistance Action Commitee, 2009). El clorantraniliprol ejerce su 

acción tóxica debido a su unión selectiva a los receptores de rianodina localizados en 

los músculos de los insectos, lo cual resulta en la liberación del calcio intracelular que 

afecta la homeostasis en las células nerviosas y musculares. Este insecticida actúa por 

ingestión y por contacto principalmente sobre las larvas y en menor proporción sobre 

los adultos de un amplio rango de lepidópteros, dípteros, isópteros, hemípteros y 

coleópteros (Cordova y col., 2006; Sattelle y col., 2008; Lahm y col., 2009; Bentley y 

col., 2010). El clorantraniliprol, por su especificidad, baja toxicidad para mamíferos y 

reducido impacto ambiental es muy utilizado en programas de MIP para el control de la 

carpocapsa (Milanesi y col., 2008; Witzgall y col., 2008; Weddle y col., 2009; Pluciennik, 

2012).  

Si bien los insecticidas utilizados para el control de C. pomonella son aplicados 

en los estadios tempranos de su ciclo de vida, los insectos adultos también están 

expuestos a estos químicos (Knight y Flexner, 2007). En la actualidad no hay 

insecticidas específicos que se apliquen directamente en la etapa adulta de este insecto 

plaga. Más aún, Reyes y col. (2004) informaron que las altas actividades de GST y de 
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oxidasas de función mixta en adultos de carpocapsa estarían asociadas a la reducción 

de la susceptibilidad a metilazinfos de larvas de tres huertos de Chile. Los autores 

sugirieron que estas enzimas estarían involucradas en la degradación del metilazinfos, 

lo que podría resultar en individuos resistentes a la acción de este producto. Esta 

correlación entre la respuesta de estadios larvales con las actividades enzimáticas de 

adultos de C. pomonella proporciona un antecedente fundamental para evaluar 

parámetros bioquímicos antioxidantes y de detoxificación en la etapa adulta de esta 

importante plaga. Hasta la fecha no existen trabajos en carpocapsa que hayan evaluado 

el efecto de la exposición a xenobióticos ambientales sobre estos parámetros. 

1.5. Hipótesis  

 Adultos de C. pomonella provenientes de diferentes huertos de manzanos 

de la Patagonia Argentina expuestos a factores ambientales prooxidantes, 

incluidos los plaguicidas, presentan alteraciones en la respuesta del 

sistema de defensa antioxidante respecto a la de una población de 

referencia de laboratorio. 

 La exposición de adultos de C. pomonella a clorantraniliprol modifica la 

respuesta bioquímica del sistema antioxidante. 

1.5.1. Objetivo general  

Evaluar biomarcadores del sistema antioxidante – GST, CAT, SOD y GSH- y de 

daño oxidativo -MDA- en organismos adultos de C. pomonella de diferentes poblaciones 

de campo y de una cepa de referencia de laboratorio y estudiar el efecto de la exposición 

in vivo al insecticida clorantraniliprol  sobre estos parámetros.  

1.5.2. Objetivos específicos 

  Determinar las actividades de las enzimas antioxidantes GST, CAT y SOD  

en adultos de C. pomonella provenientes de poblaciones de campo y de una 

población de laboratorio. 
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 Establecer el contenido de GSH endógeno en adultos de C. pomonella de 

poblaciones de campo de la Patagonia Argentina y de una población de 

referencia. 

  Evaluar el daño oxidativo sobre lípidos de adultos C. pomonella 

provenientes de distintos huertos de manzanos localizadas en la Patagonia 

Argentina y de la cepa de laboratorio. 

 Analizar el efecto de la exposición in vivo de polillas de C. pomonella a 

clorantraniliprol sobre los parámetros bioquímicos antioxidantes 

mencionados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  



                                                                                          Materiales y métodos 

30 
 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. MATERIAL QUÍMICO 

El ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), la albúmina de suero bovino (ASB), 

el glutatión reducido (GSH), el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), la epinefrina ((+-)- 

hidrocloruro de epinefrina) y la glicina fueron comprados al laboratorio Sigma-AldrichTM 

de Argentina S.A. Los fosfatos fueron provistos por Merck, Darmstadt, Alemania. La 

solución Folin Ciocalteu, el ácido tricloroacético, el ácido tiobarbitúrico y el peróxido de 

hidrógeno fueron provistos por Anedra. El insecticida clorantraniliprol, formulación 

comercial Corangen® 20 SC, fue donado por el INTA Alto Valle. El resto de las drogas y 

solventes usados fueron de calidad analítica.  

2.2. MATERIAL BIOLÓGICO 

La totalidad de las determinaciones bioquímicas se realizaron en polillas de C. 

pomonella de 1 o 2 días de emergidas. Los insectos adultos se obtuvieron en el 

laboratorio a partir de las larvas diapausantes recolectadas en cartones corrugados 

colocados en la base de los árboles frutales de huertos con manejo convencional, 

orgánico y sin tratamiento de diferentes localidades patagónicas (Tabla 2 y Figura 7), en 

las temporadas 2012 y 2013. Las larvas se conservaron a 4°C con un fotoperiodo de 12 

h de luz y 12 h de oscuridad durante tres meses, para satisfacer el requerimiento de 

horas de frío. Las larvas diapausantes fueron suministradas por el INTA Alto Valle. 

  

Tabla 2. Descripción de las poblaciones analizadas en este trabajo de tesis. 

Región Localización Población Protección 

    Neuquén 38°49´00”S, 68°08´00”O Centenario Química 

Río Negro 39°02´45,7”S, 67°43´34,5”O Allen Química 

Río Negro 39°02´31,4"S, 67°33´51,6”O Gral. Roca1 No tratada* 

Río Negro 39º00’36,7’’S, 67º41’48,9’’O Gral. Roca2 Química 

Río Negro  39°02´12’’S, 67°36’56’’O Gral. Roca3 Química 

Río Negro 39°05´50,8”S, 67°10´08,7”O Gral. Godoy Química 

    Chubut  31°32’15”S, 68°31’11”O Sarmiento1 Orgánica 

    Chubut 31°32’15”S, 68°32’25”O Sarmiento2 Química 

* Chacra abandonada desde el año 2001. 
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Como población de referencia se utilizaron polillas de carpocapsa procedentes 

de una colonia de laboratorio, que fueron criadas en condiciones controladas de 

temperatura, fotoperíodo, humedad y sin contacto con plaguicidas. Esta colonia se 

estableció en 1991 mediante la colecta de larvas diapausantes provenientes de una 

chacra de manzanos abandonada, de la localidad de Gral. Roca (Río Negro), que se ha 

mantenido desde entonces con la introducción regular (cada 3 años) de material 

biológico de otra colonia de laboratorio para evitar los efectos de la depresión por 

consanguinidad14. 

                                                           
14Depresión por consanguinidad: pérdida de adaptación (vigor, viabilidad, fecundidad) producida por la 

disminución de la variación genética debida a la homocigosis, que impide la supervivencia de la especie. 
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Figura 7. Localización geográfica de las regiones muestreadas de la Patagonia Argentina 
(imágenes satelitales de Google Earth). 
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Una vez cumplido el período de frío, para inducir el término de la diapausa y 

favorecer la emergencia de los adultos, las larvas provenientes de laboratorio y las 

obtenidas en el campo se transfirieron a envases de tergopol con cubierta de malla 

mosquitera hasta la emergencia. Diariamente se recolectaron las polillas, se colocaron 

en eppendorf y se conservaron en ultrafreezer a -80 ºC hasta la realización de las 

determinaciones bioquímicas.  

Los adultos recién emergidos de la población de Centenario se expusieron a 

concentraciones crecientes de Coragen® 20 SC para evaluar el efecto sobre 

biomarcadores del estrés oxidativo. 

2.3. PREPARACIÓN DE LOS EXTRACTOS ENZIMÁTICOS 

Se disectaron insectos adultos de C. pomonella y se utilizaron los abdómenes- 

tórax para realizar las determinaciones bioquímicas. Cada muestra estuvo compuesta 

por 4 abdómenes-tórax que se homogeneizaron en 1.100 µL de buffer fosfato de potasio 

143 mM pH 7,5 + 6,3 mmolar EDTA con un homogeneizador Ultrasónico Eléctrico PRO 

200, siempre trabajando sobre hielo. Los homogenados se centrifugaron a 1.000 x g a 

4°C durante 15 min. De los sobrenadantes obtenidos se separaron 150 µL para la 

determinación del nivel de GSH a los que se le agregaron 150 µL de ácido tricloroacético 

10% y se centrifugaron a 10.000 x g a 4°C durante 10 min y 200 µL para evaluar el 

contenido de MDA. Ambas determinaciones se realizaron inmediatamente después de 

la homogeneización. El resto del sobrenadante se centrifugó a 16.000 x g a 4 °C durante 

20 min y el sobrenadante obtenido se conservó en ultrafrezeer a -80 °C hasta su 

utilización para las determinaciones bioquímicas (Figura 8). 
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Figura 8. Esquema de preparación de las muestras. 

2.4. ANÁLISIS BIOQUÍMICOS 

2.4.1. Determinación de la actividad enzimática de GST 

La habilidad de los preparados enzimáticos para catalizar la conjugación del 

sustrato CDNB se determinó usando la técnica espectrofotométrica desarrollada por 

Habig y col. (1974). La mezcla de reacción consistió en 920 µL de buffer fosfato de Na 

0,1 M, pH: 6,5; 10 µL de CDNB 50 mM en acetonitrilo y 50 µL de GSH 0,1 mM. La 

actividad enzimática se determinó registrando el cambio en la absorbancia a 340 nm 

durante 120 segundos en un espectrofotómetro Shimadzu 1603 UV-Vis de doble haz a 

25 ºC. La actividad específica de GST se expresó como µmoles de CDNB conjugados 

x min-1 x mg proteína-1 usándose el coeficiente de extinción molar 9,6 mM-1 cm-1. 

2.4.2. Determinación de la actividad enzimática de CAT 

La actividad de la CAT se determinó cinéticamente según la técnica de Beers y 

Sizer (1952) que se basa en la descomposición del peróxido de hidrógeno por la enzima 

CAT presente en el homogenado. La reacción se realizó en 30 mL de buffer fosfato de 

sodio 50 mM, pH 7,2 que contenía H2O2 25 mM. Para iniciar la reacción se agregaron 
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10 µL del sobrenadante centrifugado a 16.000 x g y la actividad enzimática se determinó 

registrando de manera continua la disminución en la absorbancia a 240 nm durante 60 

segundos en un espectrofotómetro Shimadzu 1603 UV-Visible de doble haz a 25 ºC. La 

actividad específica de la CAT se expresó como mmoles de H2O2 consumidos x min-1 x 

mg proteína-1 usando un coeficiente de extinción molar de 39 M-1 cm-1 (Büyükgüzel y 

col., 2013). 

2.4.3. Determinación de la actividad enzimática de SOD 

La actividad de la SOD total se determinó por el método de la epinefrina descripto 

por Misra y Fridovich (1972), basado en la habilidad de esta enzima para inhibir la 

autooxidación de la epinefrina por el adrenocromo a pH alcalino. El volumen de reacción 

fue de 1.140 µL y contenía buffer glicina 50 mM, pH 10,2 y 20 µL de epinefrina 60 mM 

a pH 2,0. Se monitoreó el cambio en la absorbancia a 480 nm durante 600 segundos y 

a 30°C para cada medición. Los resultados se expresaron como unidades de SOD x mg 

de proteínas-1 (U mg-1), donde 1 U de SOD se define como la cantidad de muestra que 

causa el 50% de inhibición de la autooxidación de la epinefrina.  

2.4.4. Determinación de GSH endógeno 

El contenido de GSH endógeno se determinó colorimétricamente como tioles 

ácidos solubles por la técnica descripta por Ellman (1959) y modificada por Venturino 

(2001). A una alícuota de 150 µL del sobrenadante se le agregaron 150 µL de ácido 

tricloroacético al 10% y se centrifugó a 10.000 x g durante 10 minutos a 4 ºC. El 

sobrenadante se utilizó para determinar el contenido de GSH.  

Se determinó el contenido de GSH en 100 µL del sobrenadante a 10.000 x g al 

que se le agregó 1 mL de DTNB 1,5 mM en buffer fosfato de potasio 0,25 M, pH 8,0. La 

mezcla se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente y se determinó la 

absorbancia a 412 nm en un espectrofotómetro Shimadzu 1603 UV-Vis de doble haz. 

Los tioles ácidos solubles se cuantificaron usando una curva de GSH puro como 

estándar. El contenido de GSH endógeno se expresó como nmoles de GSH x mg de 

proteina-1.  
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2.4.5. Determinación del nivel de peroxidación lipídica 

La peroxidación lipídica se estimó midiendo el contenido de MDA mediante el 

test del ácido tiobarbitúrico descripto por Ortega-Villasante y col. (2005). A 200 µL del 

sobrenadante a 1.000 x g de cada muestra se le agregaron 400 µL de la mezcla de 

reacción que contenía ácido tiobarbitúrico al 0,375%, ácido tricloroacético al 15% y ácido 

clorhídrico 0,25 N en una relación 1:1:1. Las mezclas se colocaron en agua a 100 °C 

durante 10 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron a 3.000 x 

g durante 10 minutos. El nivel de MDA se determinó a punto fijo a 532 nm y se usó un 

coeficiente de extinción molar igual de 156 mM-1 cm-1. Los resultados se expresaron 

como nmoles de MDA x mg proteína-1. 

2.4.6. Determinación de proteínas  

La concentración de proteínas se determinó aplicando el método descripto por 

Lowry y col. (1951) y se usó albúmina sérica bovina como estándar. Se agregó la mezcla  

compuesta por NaCO3 en NaOH, tartrato de Na al 1% y CuSO4 al 0,5% a las muestras. 

Se dejó actuar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se agregó Folin y se incubó 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los valores de absorbancia se registraron  

a 750 nm en espectrofotómetro Shimadzu 1603 UV-Vis de doble haz. Las muestras se 

analizaron por triplicado. 

2.5. BIOENSAYO TOXICOLÓGICO 

Para evaluar el efecto de la exposición al insecticida clorantraniliprol, formulación 

comercial Coragen® 20 SC -equivalente a 200 g de ingrediente activo x L-1- sobre 

biomarcadores del sistema antioxidante de adultos de C. pomonella se utilizaron polillas 

de la población de Centenario, provincia de Neuquén. Los bioensayos se realizaron de 

acuerdo a Knight (2010). Los individuos adultos de 1 día de emergidos se expusieron a 

concentraciones crecientes (0; 12,5; 25; 50; 100; 1.000 y 2.000 mg x L-1) del insecticida  

depositado de forma homogénea en la superficie interna y en las tapas de frascos de 

vidrio de 200 mL (1.000 µL de cada dilución del insecticida en agua) y secados al aire 

durante 24 h. Para los controles se agregaron 1.000 µL de agua destilada. Se realizaron 

2 repeticiones con 20 insectos adultos (n= 40) para cada una de las concentraciones 

evaluadas. La mortalidad se registró a las 24 h y los individuos sobrevivientes se 
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conservaron en eppendorf en un ultrafreezer a -80 °C hasta la determinación de los 

parámetros bioquímicos. 

2.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se expresaron como promedios ± errores estándar de 10 

muestras independientes. La normalidad de los datos se evaluó mediante el análisis de 

los residuales y la homocedasticidad a través del test de Levene. Las diferencias 

estadísticas de los parámetros bioquímicos evaluados entre las poblaciones se 

analizaron por ANOVA de un factor seguido del test de Tukey, usando el Software 

Statistica 7.1. Los datos de GST en función de las poblaciones se transformaron con 

raíz cuadrada  para lograr la uniformidad de las varianzas. El nivel de significancia p < 

0,05 se utilizó en todos los análisis estadísticos.  

El efecto de la exposición de insectos adultos de C. pomonella a concentraciones 

crecientes del insecticida clorantraniliprol sobre los parámetros antioxidantes ensayados 

se analizó de manera análoga.  

A efectos de observar posibles vínculos entre los parámetros bioquímicos 

analizados en las diferentes poblaciones se realizó un análisis de correlación de 

Pearson usando el software mencionado.
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3. RESULTADOS 

3.1. ENSAYOS BIOQUÍMICOS  

3.1.1. Determinación de la actividad enzimática de GST  

Los niveles de actividad enzimática promedio de GST determinados en insectos 

adultos de C. pomonella de diferentes poblaciones de campo y en la cepa de laboratorio 

son significativamente diferentes (Figura 9).  

 
Figura 9. Actividad de GST en adultos de C. pomonella provenientes de ocho de manzanos 
localizadas en la Patagonia Argentina y en una cepa de laboratorio. Cada uno de los puntos 
representa la actividad promedio ± el error estándar de diez muestras independientes. La 
actividad está expresada como µmoles de CDNB conjugado x min-1 x mg proteina-1. Valores 
similares se representan con la misma letra. Letras distintas indican diferencias significativas 
entre poblaciones, p < 0,05. 

La mayor actividad enzimática de GST se determinó en la cepa de referencia de 

laboratorio (0,16 ± 0,02 µmoles CDNB x min-1 x mg proteína-1). El ANOVA reveló que la 

actividad de GST detectada en los adultos de Centenario, Sarmiento1, Sarmiento2, Gral. 

Godoy, Allen, Gral. Roca1, Gral. Roca2 y Gral. Roca3 fue estadísticamente inferior a la 
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expresada por la cepa de laboratorio (p < 0,001). Las polillas de Gral. Roca1 (0,05 ± 

0,01 µmoles CDNB x min-1 x mg proteina-1) presentaron el valor más bajo de actividad 

de GST.  

3.1.2. Determinación de la actividad enzimática de CAT 

Las actividades de CAT determinadas en las poblaciones de laboratorio y de 

Allen fueron 2,13 y 1,80 veces mayores a la estimada en los individuos provenientes de 

Gral. Roca1, que resultó estadísticamente diferente (p < 0,01). No se observaron 

diferencias significativas entre las actividades enzimáticas de las otras poblaciones 

analizadas (Figura 10). 

 

Figura 10. Actividad de CAT en adultos de C. pomonella determinada en ocho poblaciones de 
campo y en una de laboratorio. Los valores representan la actividad promedio ± el error estándar 
de diez muestras independientes. La actividad específica se expresa como mmoles de H2O2 
consumido x min-1 x mg proteina-1. Letras distintas indican diferencias significativas entre 
poblaciones, p < 0,05. 
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3.1.3. Determinación de la actividad enzimática de SOD 

Los niveles de actividad de SOD resultaron similares en las polillas de las 

diferentes poblaciones de campo ensayadas (Figura 11). En particular, los insectos de 

la población de Gral. Roca1 expresaron el menor nivel de actividad enzimática que no 

resultó estadísticamente diferente comparado con los determinados en las restantes 

poblaciones (p > 0,05). 

 
Figura 11. Actividad de SOD en adultos de C. pomonella de diferentes poblaciones de campo. 
Una unidad de SOD (U SOD) se define como la cantidad de muestra que causa el 50% de 
inhibición de la autooxidación de la epinefrina. Los valores representan la actividad promedio ± 
el error estándar de diez muestras independientes.  

No se presentó el nivel basal de actividad SOD de la cepa de laboratorio debido 

a que los preparados enzimáticos se dañaron, y fue imposible obtener más insectos 

adultos de la misma. 
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3.1.4. Determinación del nivel de GSH endógeno 

El contenido de GSH endógeno determinado en insectos adultos de C. 

pomonella de las poblaciones de campo y de la cepa de laboratorio presentaron 

diferencias significativas (Figura 12). 

 
Figura 12. Niveles de GSH endógeno en adultos de C. pomonella obtenidos en ocho poblaciones 
de campo y en la cepa de laboratorio. Los valores representan el nivel promedio ± el error 
estándar de diez muestras independientes. Valores similares se representan con la misma letra. 
Letras distintas indican diferencias significativas entre poblaciones, p < 0,05.  

El contenido de GSH determinado en las polillas de referencia y de Gral. Godoy 

fue similar (22,17 ± 0,48 nmoles GSH x mg proteína-1 y 20,64 ± 1,14 nmoles GSH x mg 

proteína-1, respectivamente). A excepción del nivel obtenido en la población de 

Sarmiento 2, las otras poblaciones de campo analizadas presentaron niveles 

significativamente menores de GSH comparados con el de la cepa de laboratorio. Los 

individuos provenientes de Sarmiento2 presentaron el mayor nivel de GSH (34,90 ± 2,10 

nmoles GSH x mg proteína-1) que resultó significativamente diferente (p = 0,000135) del 

determinado en el resto de las poblaciones y fue 1,57 veces mayor al nivel de GSH 

detectado en las polillas de referencia. Por el contrario, los insectos adultos provenientes 
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de Gral. Roca1 mostraron el menor contenido de GSH que resultó 2,27 veces menor al 

valor obtenido en la cepa de laboratorio.  

3.1.5. Determinación del contenido de MDA 

Los efectos deletéreos del estrés oxidativo sobre los lípidos de la membrana 

celular se determinaron mediante la cuantificación del nivel de MDA, un producto de la 

peroxidación lipídica. En la Figura 13 se muestran los valores detectados en insectos 

adultos de C. pomonella de diferentes poblaciones.  

 

Figura 13. Niveles de MDA en adultos de C. pomonella obtenido en cinco poblaciones de campo 
y en la cepa de laboratorio. Los valores representan el nivel promedio ± el error estándar de al 
menos cinco muestras independientes. Letras distintas indican diferencias significativas entre 
poblaciones, p < 0,05.  

El contenido de MDA varió entre 0,22 a 0,51 nmoles MDA x mg proteína-1. 

Niveles similares de MDA se detectaron en las polillas de referencia, Centenario y 

Sarmiento2, que resultaron significativamente mayores a los determinados en las 

poblaciones de Sarmiento1, Gral. Godoy y Allen (p < 0,001). El menor nivel de MDA se 
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observó en los insectos adultos provenientes de Allen (0,02 ± 0,01 nmoles MDA x mg 

proteína-1) y fue significativamente diferente a los valores medidos en las restantes 

poblaciones ensayadas (p < 0,001).  

No se presentan los datos del nivel de MDA de polillas provenientes de Gral. 

Roca debido a que las muestras se inutilizaron y no fue posible obtener más insectos 

adultos de estas poblaciones para realizar nuevas determinaciones.  

El análisis de correlación entre los parámetros bioquímicos analizados en las 

polillas de C. pomonella reveló una correlación negativa estadísticamente significativa 

entre GSH y GST de -0,51 y entre GSH y MDA de -0,50.  

3.2. EFECTO DE LA EXPOSICIÓN in vivo A CLORANTRANILIPROL 

SOBRE BIOMARCADORES ANTIOXIDANTES 

Si bien, se realizaron exposiciones de polillas de C. pomonella a 1.000 y 2.000 

mg x L-1 de clorantraniliprol, no se presentan los resultados de las determinaciones 

bioquímicas correspondientes debido al escaso número de adultos emergidos que 

impidió realizar repeticiones. En las concentraciones evaluadas no se observó 

mortalidad, no obstante, los individuos adultos expuestos mostraron una notable  

letargia, dependiente de la concentración del tóxico. Se realizaron correlaciones 

parciales debido a los datos faltantes de algunas poblaciones. 

3.2.1. Glutatión S-transferasa 

La exposición de los insectos a 12,5; 25 y 50 mg x L-1 de clorantraniliprol produjo 

una disminución en la actividad GST respecto a la determinada en los controles, que 

resultó estadísticamente diferente a 50 mg x L-1. A 100 mg x L-1 del insecticida la 

actividad enzimática aumentó, si bien no alcanzó el nivel de actividad de los organismos 

control (Figura 14). 
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Figura 14. Efecto sobre la actividad de GST en adultos de C. pomonella por la exposición durante 
24 h a concentraciones crecientes de clorantraniliprol. La actividad está expresada como µmoles 
CDNB conjugado x min-1 x mg proteina-1. Los valores representan la actividad promedio ± el error 
estándar de al menos tres muestras independientes. Letras distintas indican diferencias  
significativas entre las concentraciones, p < 0,05.  

3.2.2. Catalasa 

 El mayor nivel de actividad promedio se determinó en los organismos control 

(0,12 ± 0,03 mmoles H2O2 x min-1 x mg proteina-1). En todas las concentraciones del 

insecticida ensayadas se observó una disminución en la actividad de la enzima. Sin 

embargo, no resultó significativamente diferente de la actividad promedio determinada 

en las polillas no expuestas (p > 0,05) (Figura 15). 
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Figura 15. Efecto de la exposición a 0; 12,5; 25; 50 y 100 mg x L-1 de clorantraniliprol sobre la 
actividad de CAT en adultos de C. pomonella. La actividad se expresa como mmoles H2O2 
consumido x min-1 x mg proteina-1. Los valores representan la actividad promedio ± el error 
estándar de al menos tres muestras independientes.  

3.2.3. Superóxido dismutasa 

El nivel de actividad enzimática detectado en los insectos adultos expuestos a 

12,5 mg x L-1 de clorantraniliprol resultó similar al observado en los controles (4,28 ± 

1,36 y 4,08 ± 0,60 U SOD x mg proteína-1, respectivamente) (Figura 16). La actividad de 

SOD en los organismos expuestos a 50 mg x L-1 del insecticida fue significativamente 

menor en comparación con los insectos control (1,94 ± 0,82 U SOD x mg proteína-1). La 

exposición de adultos de carpocapsa a las restantes concentraciones evaluadas del 

insecticida no tuvo efecto sobre la actividad de SOD.  
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Figura 16. Efecto de la exposición a concentraciones crecientes de clorantraniliprol sobre la 
actividad de SOD en adultos de C. pomonella. Una unidad de SOD (U SOD) se define como la 
cantidad de muestra que causa el 50% de inhibición de la autooxidación de la epinefrina. Los 
datos representan la actividad promedio ± el error estándar de al menos tres muestras 
independientes. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos, p < 0,05.  

3.2.4. Contenido de GSH 

No se evidenciaron diferencias estadísticamente significativas en el contenido de 

GSH endógeno determinado en las polillas expuestas a concentraciones crecientes del 

insecticida (p > 0,05) (Figura 17).  
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Figura 17. Efecto de la exposición a 0; 12,5; 25; 50 y 100 mg x L-1 de clorantraniliprol durante 24 
h sobre el nivel de GSH endógeno en adultos de C. pomonella. Los valores representan el nivel 
promedio ± el error estándar de al menos tres muestras independientes.  

3.2.5. Contenido de MDA 

En la Figura 18 se presenta el efecto de la exposición de polillas de C. pomonella 

a clorantraniliprol sobre el contenido de MDA, un indicador del nivel de oxidación de los 

fosfolípidos de membrana. La exposición de adultos a 12,5 y 25 mg x L-1 del insecticida 

produjo niveles de MDA menores al determinado en los controles (15,9% y 18,2%, 

respectivamente), que no fueron estadísticamente diferentes. Mientras que, la 

exposición a 50 mg x L-1 produjo una disminución del 56,8% (p ˂ 0,01) en el nivel de 

MDA comparada con el determinado en los insectos control y del 57,8% (p ˂ 0,05), 

respecto del nivel detectado en los organismos expuestos a la concentración más alta 

analizada (100 mg x L-1).  
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Figura 18. Efecto de la exposición a concentraciones crecientes de clorantraniliprol sobre el nivel 
de MDA en adultos de C. pomonella. Los valores representan el nivel promedio ± el error estándar 
de al menos tres muestras independientes. Letras distintas indican diferencias significativas entre 
tratamientos, p < 0,05.  
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4. DISCUSIÓN 

4.1. EVALUACIÓN DE BIOMARCADORES ANTIOXIDANTES EN 

ADULTOS DE C. pomonella 

Numerosos agentes tóxicos y factores ambientales (radiación UV, oxígeno, 

temperaturas extremas, etc.) pueden producir radicales libres y, por lo tanto, alterar el 

status antioxidante en los sistemas biológicos. Un exceso de EROs no detoxificadas por 

el sistema antioxidante podría facilitar la producción, por ejemplo, de radicales hidroxilos 

con el consecuente aumento de la peroxidación lipídica. Hay evidencias de que algunos 

plaguicidas deben su acción tóxica a la producción de estrés oxidativo (Abdollahi, 2004; 

Lukaszewicz-Hussain, 2010). La mayoría de los estudios de estrés oxidativo se han 

realizado en mamíferos y especies acuáticas, sin embargo, muy pocos trabajos se han 

llevado a cabo en insectos. La carpocapsa es la principal plaga de perales y manzanos, 

cultivos que constituyen el eje de la producción frutícola regional de la Patagonia Norte. 

Este es el primer estudio que evaluó el status antioxidante en insectos adultos de C. 

pomonella en poblaciones de campo y en una cepa de laboratorio.  

Además de detoxificar xenobióticos electrófilos, como los químicos 

carcinogénicos, contaminantes ambientales y agentes antitumorales, las enzimas GST 

inactivan a compuestos endógenos como α,β-aldehidos insaturados, quinonas, 

epóxidos e hidroperóxidos formados como metabolitos secundarios durante el estrés 

oxidativo. Las GSTs y otras enzimas antioxidantes como la GPx1 Se-dependiente, 

proveen a la célula de protección contra un rango de electrófilos nocivos producidos 

durante el daño oxidativo a membranas (Hayes y col., 2005). Las GSTs son muy 

estudiadas en insectos por su asociación con la resistencia desarrollada a insecticidas 

(Vontas y col., 2001; Ding y col., 2003; Lumjuan y col., 2005, 2011; Che-Mendoza y col., 

2009; Rodríguez y col., 2010, 2012; Pavlidi y col., 2015; Zhu y col., 2015). En los últimos 

años hay un interés creciente en el estudio de estas enzimas en artrópodos por su rol 

potencial en el mantenimiento del estado redox celular (Ranson y Hemingway, 2005; Li 

y col., 2007; Fang, 2012). 

En este trabajo se analizó la actividad GST en diferentes poblaciones de insectos 

adultos de C. pomonella. La actividad enzimática presentó diferencias significativas 

entre las poblaciones de campo y la cepa de referencia. Todos los insectos adultos 

provenientes de las poblaciones de campo ensayadas presentaron actividades GST 
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significativamente menores (Figura 9). En particular, la actividad enzimática de las 

polillas de Sarmiento1 y Gral. Roca1 fueron 2,7 y 3,2 veces menores que la actividad 

determinada en la población de referencia. La población de Gral. Roca1 corresponde a 

una chacra abandonada ubicada en el corazón del valle productivo de la Patagonia 

Norte, que si bien no se encontraría bajo presión de plaguicidas, estaría expuesta a 

tóxicos y factores ambientales prooxidantes capaces de producir la inhibición de las 

GSTs. Mientras que, el control de C. pomonella en Sarmiento1 se realizó mediante 

manejo orgánico que incluyó el tratamiento con carpovirus. En la actualidad, no existen 

datos sobre el efecto de este bioinsecticida sobre las enzimas GSTs en artrópodos. No 

obstante, se ha demostrado que el estado redox celular es un factor importante para la 

supervivencia de patógenos y parásitos en los insectos, por lo que, la respuesta inmune 

involucra la respuesta oxidativa. Este mecanismo de defensa contra la invasión de 

parásitos y patógenos requiere del equilibrio del sistema antioxidante para prevenir 

daños al huésped (Kumar y col., 2003). Se ha reportado actividad de enzimas 

antioxidantes en hemocitos y en hemolinfa de larvas del gusano de seda, Bombyx mori, 

con infección bacteriana (Krishnan y col., 2002) y en hembras adultas del mosquito 

Anopholes gambiae infectadas con el parásito Plasmodium berghei (Kumar y col., 2003). 

Más aún, Subramanian y col. (2005) informaron que el proceso de infección con 

granulovirus en larvas de la polilla Spodoptera litura tuvo un impacto negativo en la 

expresión génica y en la síntesis de proteínas del huésped y, por ende, en la inducción 

de las enzimas detoxificantes.  

En resumen, la disminución en la actividad GST detectada en todas las polillas 

de campo analizadas en este estudio, evidenciaría su rol protector reducido y dejaría a 

la célula expuesta a los efectos deletéreos de las EROs producidas durante el estrés 

oxidativo. La disminución de la actividad GST podría ser explicada por dos hipótesis 

diferentes. Según Egaas y col. (1999) en la primera etapa de la biotransformación de 

xenobióticos catalizados por las enzimas citocromo P450 se produciría un cóctel de 

diferentes metabolitos, los cuales competirían con los sustratos de las GSTs por su sitio 

activo. De acuerdo a Gallagher y Sheehy (2000) la menor actividad enzimática podría 

deberse a la inhibición de la síntesis de las GSTs.  

Frenzilli y col. (2004) también, detectaron una disminución significativa de la 

actividad GST en mejillones Mytilus galloprovincialis después de la primera semana de 

trasplantados a sitios contaminados en el puerto de Génova. Además, De Luca-Abbott 

y col. (2005) evaluaron la actividad GST en hepatopáncreas y branquias de mejillones 

Perna viridis, obtenidos de un lugar prístino y trasplantados a cuatro sitios sospechados 
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de contaminación química. En hepatopáncreas, la actividad GST disminuyó 

significativamente a los 28 días de exposición; mientras que, en tejido branquial la GST 

aumentó a los 14 días en todos los sitios. Asimismo, Konus (2015) informó aumentos 

significativos de la GST en dos poblaciones de campo de larvas de la polilla del tomate, 

Tuta absoluta, comparada con la actividad expresada en la cepa de laboratorio. Su y 

col. (2012) determinaron actividades de GST significativamente superiores en larvas de 

Spodoptera litura de poblaciones de campo tolerantes a clorantraniliprol. Es bien 

conocido que las enzimas GST pueden ser inducidas por exposición a un amplio 

espectro de xenobióticos, incluidos los plaguicidas, y un aumento en la actividad en los 

tejidos se asociaría con el desarrollo de un mecanismo defensivo eficaz contra la 

toxicidad de estos compuestos (Monteiro y col., 2006).  

Por otra parte, las enzimas SOD y CAT constituyen la primera línea de defensa 

antioxidante contra las EROs en organismos procariotas y eucariotas (Felton y 

Summers, 1995; Wang y col., 2001). La CAT facilita la remoción del H2O2, que es 

metabolizado a oxígeno molecular y agua sin producir nuevas EROs. Este trabajo de 

tesis es el primer estudio que evalúa las actividades enzimáticas de CAT y SOD en 

polillas de C. pomonella. El nivel más alto de CAT se detectó en la cepa de laboratorio 

y resultó estadísticamente similar al de la población de Allen. La menor actividad se 

observó en los insectos provenientes de Gral. Roca1 (Figura 10). Si bien las actividades 

enzimáticas determinadas en las restantes poblaciones de campo fueron menores 

comparadas con la de referencia, no resultaron estadísticamente diferentes. La 

inhibición significativa de la actividad CAT observada en las polillas de Gral. Roca1 

sugeriría la detoxificación deficiente del H2O2. La disminución en los niveles de CAT 

podría ser interpretada como una inhibición indirecta de esta enzima por su enlace con 

moléculas oxidativas producidas por el metabolismo de los plaguicidas. Más aún, Kono 

y Fridovich (1982) informaron que esta disminución podría deberse al flujo del radical 

superóxido, el cual inhibe la actividad enzimática de la CAT.  

La actividad CAT de mejillones Mytilus galloprovincialis trasplantados a sitos 

contaminados en el Lago Venecia, Italia, resultó significativamente inhibida (Pampanin 

y col., 2005). Asimismo Vioque-Fernández y col. (2009) encontraron la actividad CAT 

disminuida en cangrejos Procambarus clarkii recolectados de sitios contaminados 

cercanos a cultivos de arroz en el sur de España. Por el contrario, Douhri y Sayah (2009) 

reportaron un incremento en la actividad CAT de dos invertebrados marinos, Nereis 

diversicolor y Patella vulgata, provenientes de sitios contaminados de Marruecos. En un 

estudio realizado por Pérez y col. (2004) se observó un incremento de 7 veces en la 



                                                                                                          Discusión 

51 
 

actividad CAT y de 2 veces en la actividad GST en gusanos poliquetos Nereis 

diversicolor recolectados en un medio contaminado de la bahía de Cádiz, España. Del 

mismo modo, aumentos significativos en la actividad CAT fueron encontrados en 

mejillones Mytilus galloprovincialis provenientes de sitios altamente contaminados 

comparados con la actividad enzimática determinada en organismos recolectados en 

ambientes con bajo impacto antropogénico (Box y col., 2007; Vlahogianni y col., 2007). 

Las alteraciones de la actividad CAT indicarían la presencia de químicos inductores de 

estrés oxidativo.  

En insectos, Felton y Summers (1995) propusieron que la SOD está presente en 

todos los tipos celulares y es uno de los antioxidantes enzimáticos intracelulares más 

efectivos en la protección de las células y tejidos contra el estrés oxidativo. El papel 

clave de la SOD en la protección de los insectos contra los tóxicos prooxidantes se 

demostró cuando su inhibición resultó en un incremento del efecto tóxico de las EROs 

(Ahmad y Pardini, 1990). Se puede concluir, de acuerdo a los resultados obtenidos en 

este trabajo, que no se encontraron diferencias significativas entre las actividades 

promedio de SOD determinadas en las poblaciones de campo analizadas. 

Numerosos contaminantes ambientales son capaces de alterar el sistema 

antioxidante en diferentes especies. Pandey y col. (2003) determinaron aumentos 

significativos en la actividad SOD en hígado, riñon y branquia del pez Wallago attu 

recolectados en un sitio contaminado del río Yamuna, India. También, en diferentes 

tejidos del mejillón Mytilus galloprovincialis, provenientes de ambientes acuáticos 

contaminados, se han detectado marcados incrementos en el nivel de actividad SOD 

(Box y col., 2007; Vlahogianni y col., 2007). Además, los organismos que habitan en 

regiones con condiciones ambientales extremas estarían predispuestos a estrés 

oxidativo. Tal es el caso de las vieiras Adamussium colbecki del Mar de Ross en la 

región Antártica que presentaron en sus branquias actividades de SOD 

significativamente mayores en comparación a la actividad detectada en vieiras del 

Mediterráneo, Pecten jacobaeus (Viarengo y col., 1995).  

El GSH cumple un rol importante en la detoxificación de compuestos 

electrofílicos, en la prevención del estrés oxidativo y participa en varios procesos 

celulares críticos que incluyen la regulación de la proliferación y la división celular (Allen 

y Balin, 1989; Rudneva, 1999; Sies, 1999). Hasta el presente, no existen datos sobre el 

nivel de GSH endógeno en adultos de C. pomonella por lo que este trabajo de tesis es 

el primero en evaluarlo en diferentes poblaciones de campo y en una cepa de 



                                                                                                          Discusión 

52 
 

laboratorio. El mayor nivel de este antioxidante no enzimático se detectó en las polillas 

provenientes de Sarmiento2, que resultó estadísticamente diferente al determinado en 

las demás poblaciones (Figura 12). El aumento en el contenido de GSH sugiere un papel 

protector y adaptativo de esta biomolécula contra el estrés oxidativo inducido por 

compuestos prooxidantes. Similares resultados fueron citados por Pandey y col. (2003) 

que detectaron altos niveles de GSH en el pez de agua dulce, Wallago attu, proveniente 

de zonas contaminadas de la India. De Luca-Abbott y col. (2005) determinaron 

aumentos significativos en el contenido de GSH en branquias de almejas y mejillones 

trasplantados a sitios contaminados en la costa de Hong Kong, luego de 14 y 28 días 

de exposición. También, Farombi y col. (2007) detectaron altos niveles de GSH en 

hígado, riñón y corazón del pez gato, Clarias gariepinus, proveniente de un río 

contaminado de Nigeria y observaron una disminución significativa del mismo en las 

branquias. Mulcahy y col. (1997) propusieron que un incremento del nivel de GSH en 

presencia de contaminantes sería un mecanismo de defensa adaptativo asociado a la 

inducción de las enzimas que participan de su síntesis. Más aún, el incremento de GSH 

se ha relacionado en diversos organismos con un aumento de la resistencia a 

plaguicidas (Peña y col., 2000; Peña-Llopis et al., 2001).  

Por otra parte, y a excepción de Gral. Godoy, el resto de las poblaciones 

analizadas presentaron niveles de GSH significativamente menores al detectado en la 

cepa de laboratorio. La disminución en el contenido de este antioxidante podría deberse 

a su utilización como sustrato de enzimas detoxificantes y/o antioxidantes (GST, GPx) 

y/o a su oxidación directa al reaccionar con EROs, en una situación de estrés oxidativo. 

En este trabajo se detectó una correlación inversa entre GSH y GST que sugiere la 

utilización del antioxidante no enzimático como sustrato de la enzima GST. La 

disminución del nivel de GSH puede ser usada como un biomarcador de estrés 

ambiental y Jokanović (2001) propuso que una disminución igual o mayor al 20% en el 

contenido de este antioxidante no enzimático resulta altamente perjudicial para la 

supervivencia de la célula.  

Las EROs se producen en los organismos vivos como resultado del metabolismo 

celular normal. A bajas concentraciones, estas especies reactivas actúan en los 

procesos fisiológicos normales, pero a elevadas concentraciones, pueden producir 

modificaciones adversas en los componentes celulares, particularmente en lípidos, 

proteínas y ADN (Birben y col., 2012). La peroxidación de los ácidos grasos 

poliinsaturados es una característica en numerosos tipos de daño celular y es un 
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proceso mediado por radicales libres (Devasagayam y col., 2013). El nivel de MDA es 

muy utilizado como un indicador de la peroxidación lipídica (Pampanin y col., 2005).  

En este estudio se determinó el contenido de MDA en distintas poblaciones de 

insectos adultos de C. pomonella. Las polillas provenientes de laboratorio, Centenario y 

Sarmiento2 presentaron niveles similares de MDA. Inesperadamente, en los individuos 

adultos de Sarmiento1, Gral. Godoy y Allen se midieron valores de MDA que resultaron 

significativamente menores al obtenido en la cepa de laboratorio. El nivel basal de MDA 

detectado en la cepa de laboratorio resultó similar al medido en el intestino medio 

(Büyükgüzel y col., 2013) y en el cuerpo graso de larvas del lepidóptero Galleria 

mellonella (Hyršl y col., 2007). Los niveles menores de MDA determinados en los 

insectos provenientes de Sarmiento1, Gral. Godoy y Allen  se asociarían al valor 

promedio estadísticamente significativo más alto de proteínas (8,18 ± 2,03 mg de 

proteína x mL-1) respecto del obtenido en la cepa de laboratorio (2,67 ± 0,17 mg de 

proteína x mL-1). La correlación inversa detectada entre GSH y MDA de -0,50 indicaría 

el rol protector del GSH frente al daño oxidativo de los lípidos de membrana. Según 

Meng y col. (2010) los insectos pueden percibir las señales de estrés y responder con 

varias estrategias para defenderse del mismo, una de las cuales sería la regulación de 

la expresión proteica. Estudios posteriores serán necesarios para caracterizar y obtener 

información funcional del conjunto de proteínas expresadas, en estos insectos plaga, en 

condiciones de estrés a efectos de interpretar los resultados obtenidos. 

El nivel de MDA determinado en diferentes tejidos de mejillones Mytilus 

galloprovincialis provenientes de sitios contaminados fue sustancialmente mayor al 

reportado en mejillones recolectados en ambientes acuáticos prístinos (Pampanin y col., 

2005; Vlahogianni y col., 2007). Estevez y col., (2002) reportaron un mayor nivel de 

peroxidación lipídica en bivalvos Laternula elliptica del Antártico, expuestos a 

condiciones ambientales extremas, comparado con el determinado en bivalvos Mya 

arenaria de zonas templadas. En la vieira antártica, Colbecki adamussium, se determinó 

en glándula digestiva un nivel basal elevado de MDA en comparación con el detectado 

en la vieira del Mediterráneo, Pecten jacobaeus, (Viarengo y col., 1995). Además, en 

hígado, riñon y branquias del pez Wallago attu que habita en sitios con alto nivel de 

polución se detectaron elevados niveles de MDA (Pandey y col., 2003). 
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4.2. EXPOSICIÓN in vivo DE ADULTOS DE C. pomonella AL    

INSECTICIDA CLORANTRANILIPROL: EFECTOS SOBRE 

BIOMARCADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO  

Numerosos contaminantes ambientales son importantes fuentes de radicales 

libres en los sistemas biológicos (Bacchetta, 2011). En particular, algunos plaguicidas 

pueden causar daño oxidativo al estimular la formación de EROs, la inducción de 

peroxidación lídica y la alteración de la capacidad antioxidante (Abdollahi y col., 2004). 

En los insectos, numerosos xenobióticos se detoxifican a través de la oxidación y esta 

respuesta puede ser el resultado de un mecanismo de retroalimentación para aumentar 

la producción de EROs (James y Xu, 2012).  

En años recientes se ha incrementado el uso del insecticida clorantraniliprol en 

la región de la Patagonia Norte, recientemente introducido en el mercado global para el 

control de C. pomonella. Hasta el presente hay escasa información del efecto de este 

químico sobre biomarcadores de estrés oxidativo. Por lo tanto, en este estudio se evaluó 

el efecto de la exposición durante 24 h a clorantraniliprol sobre parámetros bioquímicos 

antioxidantes en insectos adultos de esta importante plaga. No se observó mortalidad 

de polillas en ninguna de las concentraciones ensayadas del insecticida; sin embargo, 

se detectó letargia dependiente de la concentración en todos los organismos expuestos. 

Este insecticida debe su acción tóxica a la activación de los receptores de rianodina que 

produce la liberación descontrolada de iones calcio de los reservorios internos de este 

ion. Esto conduce al cese inmediato de la alimentación, letargia, parálisis por 

contracción muscular y muerte de los insectos por inanición en el transcurso de 1 a 3 

días (Lahm y col., 2007, 2011).  

Knight y Flexner (2007) reportaron que la exposición a campo de insectos adultos 

de C. pomonella a 56 mg x L-1 de clorantraniliprol tuvo un efecto mínimo en la 

supervivencia y fecundidad; sin embargo alteró el comportamiento sexual y el patrón de 

vuelo de los machos, que causó una disminución en el número de apareamientos. 

Asimismo, Zhang y col., (2013) encontraron que la exposición de larvas del lepidóptero 

Helicoverpa armigera a concentraciones subletales de clorantraniliprol redujo el 

porcentaje de eclosión de los huevos, el peso de las larvas, las tasas de empupado y 

de emergencia y la longevidad de los adultos tanto en la generación parental como en 

la descendencia. También observaron una marcada disminución en el número de 

apareamientos que afectó seriamente la reproducción tanto en los progenitores como 
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en la progenie, aún cuando sólo uno de los parentales hubiera estado expuesto a 

clorantraniliprol en estadio larval. Además, la exposición de larvas de Plutella xylostella 

(Han y col., 2012; Guo y col., 2013; Ribeiro y col., 2014), de Spodoptera exigua (Lai y 

Su, 2011), de Chironomus riparius (Rodrigues y col., 2015) y de adultos de Rhagoletis 

pomonella (Teixeira y col., 2009) a concentraciones subletales de este insecticida 

impactó negativamente sobre diferentes parámetros biológicos que resultaron en la 

disminución de la eficacia biológica15 de los insectos. Por lo tanto, el clorantraniliprol aún 

a concentraciones subletales tendría efectos significativos sobre la dinámica poblacional 

de estos organismos.  

En este estudio se observó que la exposición de polillas de C. pomonella a 50 

mg x L-1 de clorantraniliprol, equivalente a la dosis recomendada a campo, produjo una 

disminución significativa del 36,4% de la actividad GST comparada con la determinada 

en los organismos no expuestos (Figura 14). La exposición durante 24 h de larvas del 

mosquito Chironomus riparius a este insecticida causó una disminución significativa en 

la actividad GST (Rodrigues y col., 2015). Por el contrario, en larvas del lepidóptero 

Helicoverpa armigera la exposición a este químico produjo un incremento significativo 

en la actividad GST (Cao y col., 2010). Además, la aplicación tópica de las 

concentraciones más bajas ensayadas de malatión en la langosta Oxya chinensis 

produjo el aumento de la actividad GST; mientras que a las concentraciones más altas 

causó disminución en la actividad de esta enzima (Wu y col., 2011). Los autores 

propusieron que las enzimas GSTs podrían detoxificar el malatión a bajas 

concentraciones, mientras que a las concentraciones más altas del insecticida se 

inhibiría la actividad enzimática. En otras palabras, la respuesta de las GSTs a los 

tóxicos es controvertida debido a que es altamente dependiente del tipo de xenobiótico, 

de la concentración, del tiempo de exposición y de la especie involucrada (Oruç y col., 

2000).  

Numerosos trabajos informan que la actividad de las enzimas GSTs de 

invertebrados puede ser alterada por la exposición a un amplio espectro de 

xenobióticos, incluidos los plaguicidas (Papadopoulos y col. 2004; Gravato y col., 2005; 

Mosleh y col., 2007; Muthusamy y col., 2011; Yu y col., 2011; Fahmy, 2012; Büyükgüzel 

y col., 2013; Altuntaş, 2015; Dere y col., 2015). La disminución de la actividad GST 

reduciría su rol protector antioxidante. Mientras que, según Monteiro y col. (2006) un 

                                                           
15 Eficacia biológica: cantidad de individuos adultos que pueden adaptarse y reproducirse en un 
determinado ambiente. 
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incremento de esta enzima en los tejidos indicaría el desarrollo de un eficaz mecanismo 

de defensa contra la toxicidad de los xenobióticos. Más aún, varios autores demostraron 

la correlación entre altos niveles de GST y la resistencia a insecticidas en diferentes 

organismos. De hecho, actividades incrementadas de GST en adultos de C. pomonella 

de poblaciones de campo en Chile estarían involucradas en la resistencia al carbamato 

carbaril, a los organofosforados etilclorpirifos, fosalón y metilazinfos y al regulador del 

crecimiento de insectos tebufenocide (Reyes y col., 2004; Fuentes-Contreras y col., 

2007; Rodríguez y col., 2010 y 2012). Altos niveles de actividad GST en larvas 

diapausantes de carpocapsa de diferentes poblaciones en Grecia también estarían 

asociadas con la resistencia a los insecticidas fosalón, deltametrina, tiacloprid, 

tebufenocide, metoxifenocide y diflubenzurón (Voudouris y col., 2011). Vontas y col. 

(2001) determinaron que elevados niveles de GST en cepas resistentes del saltamontes 

Nilaparvata lugens atenuaron la peroxidación lipídica inducida por los insecticidas 

piretroides permetrina y -cihalotrina; mientras que, la inhibición de esta enzima eliminó 

su rol protector. Un estudio reciente realizado con el sinergista dietilmaleato, en adultos 

de Plutella xylostella expuestos a clorantraniliprol sugirió la asociación de la actividad 

GST aumentada con la resistencia desarrollada a este insecticida (Wang y col., 2013).  

La CAT es un componente fundamental del sistema antioxidante celular. En este 

estudio, la exposición a clorantraniliprol no produjo cambios significativos sobre la 

actividad CAT en las polillas de C. pomonella, a las concentraciones utilizadas. No 

obstante, se midieron actividades promedio más bajas que no resultaron 

estadísticamente significativas. Un aumento en el nivel de CAT protegería a los 

organismos de las EROs producidas durante la metabolización de prooxidantes; 

mientras que la disminución de la misma reflejaría alteraciones en el sistema 

antioxidante celular. La exposición a clorantraniliprol de los peces Ctenopharyngodon 

idella (Rathnamma y Nagaraju, 2014) y Labeo rohita (Nagaraju y col., 2013) produjo 

incrementos significativos de la actividad CAT en los distintos tejidos analizados. Del 

mismo modo, Rodrigues y col. (2015) informaron que la exposición durante 24 h a 9,6 

µg x L-1 de clorantraniliprol de larvas del mosquito Chironomus riparius disminuyó 

significativamente la actividad enzimática de CAT.  

Bϋyϋkgϋzel y col. (2013) reportaron la disminución de la actividad CAT en el 

cuerpo graso de larvas de la polilla Galleria mellonella expuestas a ácido bórico, un 

antiguo insecticida utilizado en la agricultura. Adamski y col., (2003) reportaron que 

larvas del tercer estadio del gorgojo Tenebrio molitor expuestas hasta alcanzar el estado 

de pupa al organofosforado fenitrotión presentaron una disminución significativa en la 
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actividad CAT. También, Dere y col. (2015) reportaron una disminución en la actividad 

CAT de Galleria mellonella expuestas durante 24 h al insecticida azadaractina, de origen 

vegetal. Por el contrario, se han reportado aumentos significativos en la actividad CAT 

de larvas de insectos de los géneros Spodoptera y Oxa expuestas a insecticidas de 

diferentes grupos químicos (Adamski y col., 2003; Wu y col., 2011; Fahmy, 2012).  

Otro componente esencial de la defensa antioxidante celular es la SOD que 

cataliza la dismutación del anión superóxido dando origen a nuevas EROs. En este 

trabajo también se evaluó el efecto de la exposición a concentraciones crecientes de 

clorantraniliprol sobre la actividad SOD en polillas de C. pomonella. Una disminución 

altamente significativa del 52,5% de la actividad SOD se detectó en los individuos 

expuestos a 50 mg x L-1 de clorantraniliprol, equivalente a la dosis de aplicación 

recomendada a campo, en comparación con el nivel determinado en los insectos control. 

Dado que la enzima SOD es susceptible al estrés oxidativo podría ser inactivada por 

elevados niveles de EROs producidas durante la detoxificación del plaguicida. 

Asimismo, Bϋyϋkgϋzel (2009) observó una disminución significativa en la actividad 

enzimática de SOD en larvas de Galleria mellonella expuestas a 10 mg x L-1 del 

organofosforado malatión. En la hemolinfa de larvas de esta especie expuestas durante 

24 y 72 h a azadaractina se observó una disminución en la actividad SOD a todas las 

dosis ensayadas (Dere y col., 2015). En el himenóptero endoparásito Pimpla turionellae 

se observó, también, una disminución significativa de SOD por la exposición obligada16 

a las concentraciones más altas de malatión evaluadas (Bϋyϋkgϋzel, 2006).  

Por el contrario, en estudios recientes realizados en los peces Labeo rohita 

(Nagaraju y col., 2013) y Ctenopharyngodon idella (Rathnamma y Nagaraju, 2014) 

expuestos a concentraciones subletales de clorantraniliprol se observaron incrementos 

significativos de la actividad SOD en todos los órganos analizados después de 15 días 

de tratamiento. Del mismo modo, incrementos significativos en la actividad SOD se 

detectaron en cuerpo graso e intestino medio de larvas de Galleria mellonella expuestas 

a 620 mg x L-1 de ácido bórico (Bϋyϋkgϋzel y col., 2013). Un significativo aumento de la 

actividad MnSOD se observó cuando adultos de Bemisia tabaci, la mosca blanca del 

tabaco, se alimentaron sobre plantas de algodón tratadas con el insecticida imidacloprid 

(Gao y col., 2013a). La exposición durante 24 y 48 h a 15 µg x L-1 de clorpirifos de larvas 

de Drosophila melanogaster  produjo un incremento significativo en las actividades 

enzimáticas SOD y CAT (Gupta y col., 2010). Gao y col. (2013b) sugirieron que los 

                                                           
16Exposición obligada: las avispas parasitaron a las pupas de G. mellonella tratadas con el insecticida. 
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diferentes perfiles de expresión de 4 genes SOD del díptero Bactrocera dorsalis se 

asociarían con los diferentes roles que cumplen en la protección contra el estrés 

oxidativo. Diversos plaguicidas y factores ambientales pueden causar estrés oxidativo y 

la actividad SOD incrementada protegería a los organismos contra sus efectos tóxicos. 

El GSH juega un rol central en los procesos metabólicos intracelulares en los 

insectos, ya que no sólo está implicado en la defensa contra las EROs sino también en 

la remoción final de los productos de oxidación (Krishnan y Kodrík, 2012). En este 

trabajo no se observaron diferencias estadísticamente significativas en el contenido de 

GSH endógeno en los adultos de C. pomonella expuestos a concentraciones crecientes 

de clorantraniliprol. La exposición durante 12 h al bioinsecticida Bacillus thuringiensis 

kurstaki de larvas del mosquito Aedes caspius no produjo cambios en el nivel de GSH, 

sin embargo, a las 24 h fue significativamente menor al determinado en los organismos 

control (Ahmed, 2011). Se informó que ninfas de la langosta Oxya chinensis y larvas de 

Drosophila melanogaster expuestas durante 24 h al organofosforado clorpirifos 

mostraron una disminución significativa en el nivel de GSH (Gupta y col., 2010; Wu y 

col., 2011).  

Por el contrario, Mosleh y col. (2007) observaron un incremento significativo en 

el contenido de GSH a las 48 y 96 h de exposición al fungicida quitosano en el oligoqueto 

Tubiflex tubifex. El contenido de GSH de larvas de Galleria mellonella expuestas a 

malation aumentó significativamente a las concentraciones más bajas mientras que, 

disminuyó marcadamente a las concentraciones más altas ensayadas (Bϋyϋkgϋzel, 

2009). Un incremento significativo en el nivel de GSH de larvas de Spodoptera littoralis 

se determinó a las 24 y 48 h postratamiento con el insecticida buprofezin, disminuyó a 

las 72 h y a las 120 h fue significativamente menor al determinado en los organismos 

control (Fahmy, 2012). En los bivalvos marinos Mytilus galloprovincialis y Flexopecten 

flexuosus expuestos al insecticida organofosforado fenitrotión se detectaron altos 

niveles de GSH que estarían asociados con el incremento en la tolerancia a este 

compuesto (Peña-Llopis y col., 2001).  

Por otra parte, en organismos invertebrados, y en particular, en insectos la 

peroxidación lipídica es potencialmente muy peligrosa porque puede afectar funciones 

fisiológicas críticas lípido dependientes, que conducirían a deficiencias en el desarrollo 

y comprometerían la supervivencia del insecto. Los lípidos son biomoléculas esenciales 

en vertebrados e invertebrados como componentes principales de las membranas 

celulares. En los insectos también son importantes para la síntesis de la ecdisona, las 



                                                                                                          Discusión 

59 
 

hormonas juveniles isopropanoides y otros lípidos que actúan como feromonas (Ahmad, 

1995). Además, los productos de la peroxidación lipídica no son sólo marcadores de 

daño oxidativo sino que también pueden desencadenar la regulación de los mecanismos 

de defensa antioxidante (Lushchak y Bagnyukova, 2006).  

En este trabajo de tesis se evaluó el efecto de la exposición a clorantraniliprol 

sobre el nivel de MDA, otro biomarcador del status oxidativo, en adultos de C. 

pomonella. Se observó una disminución significativa del 56,8% en el nivel de MDA en 

los insectos expuestos a 50 mg x L-1 de clorantraniliprol respecto del valor determinado 

en los controles. Içen y col. (2005) propusieron que la disminución del nivel de MDA 

determinado en larvas de Galleria mellonella expuestas al insecticida metilparatión  

podría ser el resultado de la transformación de este compuesto en diversas 

biomoléculas, como la lipofuscina, considerada un indicador de la tolerancia a largo 

plazo del estrés oxidativo.  

La aplicación tópica de 0,75 µg x µL-1 de malatión a ninfas de la langosta Oxya 

chinensis causó un aumento significativo en el nivel de MDA. Mientras que, la aplicación 

tópica de 0,08 µg x µL-1 de clorpirifos a ninfas de este insecto produjo una disminución 

significativa en el contenido de MDA (Wu y col., 2011). Larvas de Galleria mellonella 

expuestas durante 48 h al bioinsecticida Bacillus thuringiensis presentaron niveles de 

MDA en el intestino medio significativamente menores al determinado en los organismos 

control (Dubovskiy y col., 2008). Por el contrario, se observaron incrementos 

significativos en el nivel de peroxidación lipídica en varios tejidos y en diferentes estadios 

del desarrollo de este insecto expuestos a ácido bórico (Bϋyϋkgϋzel y col., 2013), a 

malatión (Bϋyϋkgϋzel, 2006; 2009) y a azadaractina (Dere y col., 2015). También, Içen 

y col. (2005) observaron en larvas de este insecto plaga expuestas a la concentración 

más baja ensayada del insecticida metilparatión (0,01 mg x L-1) un aumento significativo 

en el nivel de MDA; mientras que, a 0,1 y 1 mg x L-1 detectaron una marcada 

disminución. Contrariamente a lo observado con metilparatión, los autores informaron 

que la exposición de larvas de esta especie a 1 mg x L-1 de etilparatión produjo niveles 

mayores de MDA respecto del determinado en los organismos control. En la avispa 

endoparásita Pimpla turionellae, por exposición obligada a malatión, se observó un 

incremento significativo en el nivel de MDA a las concentraciones más altas evaluadas 

(Bϋyϋkgϋzel, 2006). La exposición de larvas del gusano de seda, Bombix mori, al 

organofosforado foxim causó aumentos significativos en el nivel de MDA en el cuerpo 

graso e intestino medio (Yu y col., 2011). Del mismo modo, Nagaraju y col. (2013) 

informaron que la exposición del pez Labeo rohita a una concentración subletal de 
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clorantraniliprol causó un marcado incremento en el contenido de MDA en branquia, 

hígado, riñon y músculo. 

En conclusión, este estudio es una contribución al conocimiento creciente de la 

fisiología de C. pomonella que posibilitará una mejor interpretación de su respuesta 

bioquímica a la exposición a insecticidas y a otros contaminantes prooxidantes. Además, 

la comprensión de los efectos generales del clorantraniliprol en este importante insecto 

plaga nos permitirá optimizar la gestión de programas de control y el manejo de la 

resistencia. 
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5. CONCLUSIONES  

 La actividad enzimática significativamente menor de GST 

determinada en adultos C. pomonella provenientes de ocho huertos 

con cultivos de manzanos, comparada con la de la cepa de 

laboratorio, expresa su papel protector disminuido frente a 

xenobióticos tóxicos. 

 
 La actividad CAT significativamente menor determinada en las 

polillas de C. pomonella provenientes de Gral. Roca1 revela la 

exposición de estos organismos a químicos inductores de estrés 

oxidativo. 

 
 El nivel de GSH significativamente mayor determinado en las polillas 

de C. pomonella de Sarmiento2 indica una respuesta adaptativa de 

estos organismos a la exposición a prooxidantes.  

 
 Con excepción de los organismos provenientes de Gral. Godoy, el 

resto de las poblaciones de adultos de C. pomonella ensayadas 

presentaron niveles de GSH significativamente menores al 

determinado en la cepa de laboratorio, lo que podría sugerir su 

oxidación por EROs en situación de estrés oxidativo.  

 
 Los adultos de C. pomonella provenientes de Sarmiento1, Gral. 

Godoy y Allen presentaron niveles de MDA significativamente 

menores al determinado en la cepa de laboratorio que se asociarían 

con el incremento de la expresión proteica.  

 
 Las alteraciones observadas en los biomarcadores de estrés 

oxidativo, nivel de GSH endógeno y actividad GST, sugieren la 

exposición a contaminantes y/o factores ambientales prooxidantes  

de adultos de C. pomonella provenientes de diferentes huertos de la 

Patagonia Argentina. 
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 La exposición de polillas de C. pomonella a clorantraniliprol durante 

24 h causó letargia dependiente de la concentración. 

 
 La exposición de polillas de C. pomonella a 50 mg x L-1 de 

clorantraniliprol produjo una disminución significativa en las 

actividades GST y SOD, equivalente a la dosis de aplicación a campo, 

que resulta en la desprotección de los organismos frente al daño 

oxidativo inducido por el insecticida.  

5.1. PERSPECTIVAS FUTURAS  

Los resultados de este trabajo demuestran que los biomarcadores de estrés 

oxidativo, GST y GSH, en polillas de C. pomonella provenientes de 8 poblaciones de 

campo presentaron significativas alteraciones, lo que sugiere la exposición de estos 

organismos a prooxidantes. Estudios futuros serán necesarios para evaluar si la 

disminución de la actividad GST, importante enzima involucrada en la metabolización 

de xenobióticos y en la defensa antioxidante, determinada en adultos podría afectar la 

susceptibilidad a insecticidas de las larvas neonatas de la siguiente generación. 

Asimismo, sería interesante estudiar si la actividad GST disminuída en las polillas de C. 

pomonella afecta la supervivencia y la reproducción. Esta información resultaría útil para 

la planificación de rotaciones y el uso combinado de insecticidas. 

Niveles reducidos de antioxidantes intracelulares pueden conducir a la 

acumulación de EROs, es decir, si la producción de GSH se reduce, si hay menos 

vitaminas antioxidantes en la célula, si las enzimas que eliminan las EROs se inhiben, 

o si existe una combinación de estos factores se incrementará el nivel celular de EROs. 

Algunas de estas condiciones han sido reportadas en el presente trabajo. Una de las 

estrategias de defensa de los insectos frente a situaciones de estrés es mediante la 

regulación de la expresión de proteínas. Por lo tanto, otro aspecto interesante a 

considerar en estudios posteriores sería profundizar el análisis del perfil de expresión 

proteico en los adultos de C. pomonella bajo condiciones de estrés oxidativo. El uso de 

las herramientas emergentes omics -genómicas, proteómicas y metabolómicas- 

permitirá evaluar rápidamente cómo los adultos de C. pomonella responden al estrés 

oxidativo producido por la exposición a prooxidantes. 
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Las polillas de C. pomonella expuestas a clorantraniliprol en los agroecosistemas 

tratados podrían presentar alteraciones en los parámetros asociados a la eficacia 

biológica que afectarían la dinámica poblacional de estos insectos. Hasta la fecha, hay 

escasa información de los efectos subletales del clorantraniliprol a pesar de su crucial 

importancia en la evaluación de riesgo de este insecticida tanto en especies no blanco 

como en los insectos plaga. En este estudio se detectaron disminuciones significativas 

en las actividades enzimáticas de GST y SOD y en el nivel de MDA en adultos expuestos 

a 50 mg x L-1 de clorantraniliprol, equivalente a la dosis recomendada de aplicación a 

campo. Estudios posteriores de los efectos de la toxicidad residual del clorantraniliprol  

contribuirán a la optimización del manejo integrado de esta plaga.  

Por último, el clorantraniliprol representa un nuevo modo de acción insecticida, 

tiene un perfil ecotoxicológico muy favorable, que hace de este químico una herramienta 

útil en el manejo integrado de C. pomonella. No obstante, el riesgo del desarrollo de 

resistencia a este insecticida no debería ser ignorado.  
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