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Resumen 

Para el control de la principal plaga de los frutos de pepita, Cydia pomonella (Linneaus) 

(Lepidoptera: Tortricidae) y otros insectos plaga se utilizan diversas familias de 

insecticidas, entre ellas, los organofosforados (OFs) y los neonicotinoides (NNs). Al 

momento de controlar la plaga, el estadio fisiológico de la población de insectos puede ser 

heterogéneo y la dosis que es letal para un estadio puede resultar subletal para otro. Por lo 

tanto, una proporción de individuos resulta estresada por el insecticida pero es capaz de 

sobrevivir. El estrés puede causar un aumento tanto en la tasa de mutaciones como en la 

actividad del sistema detoxificante, lo cual conduce al desarrollo de resistencia. El estadio 

blanco de control químico de C. pomonella son las larvas neonatas, las cuales coexisten 

con los adultos al momento de la aplicación de insecticidas. Dado que las concentraciones 

necesarias para el control de neonatas es muy inferior al requerido para adultos, estos 

últimos quedan expuestos a concentraciones subletales. Los objetivos de este trabajo 

fueron evaluar en poblaciones de campo los mecanismos convencionales de resistencia y 

los efectos sobre los mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo producido por el OF 

clorpirifós y el NN acetamiprid.  

Se trabajó con adultos susceptibles a insecticidas de C. pomonella (CSL), cepa usada como 

referencia, provista por el insectario del Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria 

Alto Valle. También se estudiaron dos poblaciones de campo (PC1 y PC2), recolectadas en 

montes frutales de la localidad de Villa Regina (Río Negro, Argentina).  

Los resultados no evidenciaron diferencias significativas en CL50 y CL95 de clorpirifós 

entre CSL y ambas poblaciones de campo. Tampoco se observaron diferencias 

significativas en la toxicidad de acetamiprid, a nivel de la CL50, entre CSL y PC1. Sin 

embargo, la CL95 para acetamiprid fue significativamente superior a la determinada en 

CSL (seis veces mayor). En los estudios in vitro, no se encontraron diferencias en las 

actividades residuales AChE en presencia de propoxur entre CSL y PC1 que sugieran la 

existencia de mutaciones en la AChE (p > 0,05). Por otro lado, no se observaron 

diferencias significativas en las actividades basales AChE en la CSL, PC1 y PC2 (p > 

0,05). En la exposición in vivo a concentraciones subletales de clorpirifós se inhibió la 

actividad AChE en una forma que dependió de la concentración.  

En ambas poblaciones de campo, las actividades basales CarE y CYP450 fueron 

significativamente superiores a las determinadas en CSL (p < 0,05). El resto de las enzimas 

estudiadas y el contenido de GSH no mostraron diferencias significativas entre los grupos 

controles de PC1 y PC2 con la cepa de referencia (p > 0,05). Tanto CSL como PC1 y PC2 

mostraron un aumento en la actividad CarE, con respecto a sus actividades basales, a las 

concentraciones subletales más bajas de clorpirifós. Sin embargo, este incremento solo fue 

significativo en CSL (p < 0,05). La caracterización cualitativa de las CarE obtenida de la 

corrida electroforética de geles nativos de poliacrilamida mostró la presencia de dos 

isoformas para CSL y cuatro isoformas para PC1. A partir de la concentración 3,9 mg/L de 

clorpirifós todas las isoformas de CarE fueron completamente inhibidas, coincidiendo con 

los resultados cuantitativos de actividad. La actividad CYP450 determinada en CSL no fue 

significativamente afectada por las concentraciones de clorpirifós (p > 0,05). Por el 

contrario, todos los tratamientos con clorpirifós en adultos de PC1 y PC2 produjeron una 

disminución en la actividad de esta enzima, la cual fue significativa en algunas de las 

concentraciones más altas (p < 0,05). La exposición in vivo de adultos de CSL y PC1 a 

acetamiprid produjo un aumento en la actividad CYP450 a las concentraciones más altas, 

con cambios significativos para los grupos de PC1 tratados con acetamiprid (p < 0,05). Las 

actividades GST determinadas en la CSL y PC1 no fueron afectadas por el clorpirifós. Por 

el contrario, se observó una disminución significativa en la actividad de esta enzima en 
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adultos de PC2 expuestos a algunas concentraciones de clorpirifós, respecto al grupo 

control. En general, la actividad GST no fue afectada por la exposición a acetamiprid, tanto 

en CSL como PC1 (p > 0,05). La actividad CAT no fue en general afectada por la 

exposición a clorpirifós, con la excepción de una disminución significativa (p < 0,05) de la 

actividad en los adultos de PC2. De la misma manera, la exposición de CSL y PC1 a 

acetamiprid no produjo cambios significativos en la actividad CAT, con la excepción de 

adultos de PC1 tratados con el insecticida. La exposición de CSL y PC1 a clorpirifós no 

produjo cambios significativos en la actividad SOD (p > 0,05). Por último, el contenido de 

GSH fue significativamente afectado en los adultos de CSL, PC1 y PC2 tratados con 

algunas concentraciones de clorpirifós y acetamiprid, en comparación a sus respectivos 

controles.  

En conclusión, los resultados presentes indicaron susceptibilidad de adultos de PC1 y PC2 

al OF clorpirifós y de PC1 al NN acetamiprid. Aun así, la actividad basal CarE y CYP450 

fue entre 2 y 4 veces superior a la observada en CSL, ambos mecanismos previamente 

asociados a resistencia a metil azinfos, acetamiprid y tiacloprid en larvas neonatas de 

dichas poblaciones. Los resultados de este trabajo sugieren que las actividades AChE y 

CarE fueron las más afectadas por el clorpirifós en CSL y en las dos poblaciones de 

campo. En general, el sistema antioxidante de CSL, PC1 y PC2 no mostró cambios 

significativos por la exposición a clorpirifós y acetamiprid. La mayor actividad CarE en 

ambas poblaciones de campo podría poner en riesgo el uso actual de insecticidas que 

contienen grupos hidrolizables en sus estructuras como el novalurón, clorantraniliprole, 

spinetoram, metoxifenocide y abamectina. 
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Abstract  

Organophosphates (OPs) and neonicotinoids (NNs) have been the most important classes 

of insecticides used to control the main pest of pome fruits codling moth, Cydia pomonella 

(Linneaus) (Lepidoptera: Tortricidae) and other ones. At the time of pest control, the 

physiological state of an insect population might be non-uniform and therefore, a 

concentration that is lethal to one physiological state of the species might be sublethal to 

another. Among other differences, the detoxification capacity varies with developmental 

stage. Moreover, the stress caused by the pesticide might enhance both the mutation rates 

and the activity of the detoxification system, which might lead to pesticide resistance. The 

control program of codling moth is intended to neonate larvae. However, adults may be 

subjected to sublethal pesticide concentrations because they coexist all together at the 

application time. The objective of this study was to evaluate in field populations both 

conventional resistance mechanisms and defense mechanisms to the oxidative stress 

induced by the OP chlorpyrifos and the NN acetamiprid.  

The study was carried out with susceptible adults from C. pomonella (CSL) which was 

used as reference strain, provided by the insectarium of the National Agricultural 

Technology Institute Alto Valle, and two field populations (PC1 and PC2) which were 

collected from a small-scale farmer in the valley at the locality of Villa Regina (Río Negro, 

Argentina). 

The results showed no significant difference in chlorpyrifos LC50 and LC95 between CSL 

and both field populations. The acetamiprid toxicity did not showed significant differences 

comparing CL50 values from CSL and PC1. However, LC95 was significantly greater than 

determined in CSL (six fold). The residual AChE activities after in vitro inhibition with 

propoxur showed no significant differences between CSL and PC1 suggesting the absence 

of mutations in AChE (p > 0.05). Moreover, AChE activities from control groups of CSL, 

PC1 and PC2 were not statistically significant (p > 0.05). In vivo exposure showed a 

concentration-dependent inhibition of AChE by chlorpyrifos sublethal concentrations.  

The CarE and CYP450 basal activities from both field populations were significantly 

higher than the one from CSL (p < 0.05). The other enzymes studied and GSH content 

showed no significant differences between PC1 and PC2 controls groups to CSL (p > 

0.05). Fields populations and reference strain showed an increase in CarE basal activities 

when were exposed at lower chlorpyrifos sub-lethal concentrations. However, this increase 

was only significant in CSL (p < 0.05). The use of native polyacrylamide gels for CarE 

qualitatively characterization CarE showed the presence of two isoforms from CSL and 

four isoforms from PC1.  Moreover, all CarE isoforms were completely inhibited from the 

3.9 mg/L chlorpyrifos concentration and this result is correlated with quantitative results. 

ECOD activities from CSL were not affected by chlorpyrifos concentrations (p > 0.05). On 

the other hand, ECOD activities from PC1 and PC2 exposed to chlorpyrifos concentrations 

showed a trend towards a decrease, at the same time some of the activities were 

statistically significant especially at high chlorpyrifos concentrations (p < 0.05). Adults 

from CSL and PC1 exposed in vivo to acetamiprid revealed an increase in the ECOD 

activities at high concentrations with significant changes in PC1 groups (p < 0.05). GST 

activities from CSL and PC1 were not affected by chlorpyrifos. Conversely, a significant 

decrease in the enzyme activity from PC2 adults exposed to chlorpyrifos to some 

concentrations was observed. In general, GST activity was not affected by exposure to 

acetamiprid in both CSL and PC1 (p > 0.05). In general, CAT activity was not affected by 

exposure to chlorpyrifos, with the exception of a significant decrease (p < 0.05) in the 

activity from PC2 adults. In the same way, exposure of CSL and PC1 to acetamiprid 
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exhibited no significant changes in CAT activity, except PC1 adults treated with this 

insecticide. SOD activity from PC1 and CSL were not affected by chlorpyrifos 

concentrations (p > 0.05). Finally, GSH content was significantly affected in CSL, PC1 

and PC2 adults treated with some chlorpyrifos and acetamiprid concentrations, compared 

to their respective controls. 

In conclusion, the results from the current study indicate that adults from PC1 and PC2 

were susceptible to chlorpyrifos and adults from PC1 to acetamiprid. Even so, the CYP450 

and CarE basal activity was 2- to 4- fold higher than CSL. Previously, both mechanisms 

were associated with azinphos methyl, acetamiprid and thiacloprid resistance in neonate 

larvae from these populations. Furthermore, the results of this work suggested that AChE 

and CarE activities were the most affected by chlorpyrifos from CSL and the two field 

populations. In general, the antioxidant system of CSL, PC1 and PC2 did not showed 

changes to chlorpyrifos and acetamiprid exposure. The increase CarE activity in both field 

populations could cause exposure risk in the current use of insecticides such as novaluron, 

chlorantraniliprole, spynetoram, methoxyfenozide and abamectin which contain 

hydrolyzed groups in their chemical structures.  
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Abreviaturas 

AChE: acetilcolinesterasa 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

Ala: alanina 

ANOVA: análisis de la varianza 

APOX: ascorbato peroxidasa  

ARNm: ácido ribonucleico mensajero 

ATP: adenosín trifosfato 

BFU: benzoilfenil ureas  

BSA: albúmina sérica bovina 

CAT: catalasa 

BW284C5: dibromuro de 1,5-bis  

(4-allildimetilamoniofenil) pentano-3-1  

CarE: carboxilesterasas  

CBs: carbamatos  

CCl3
•: triclorometilo  

CDNB: 1 -cloro-2,4-dinitrobenceno 

CI50: concentración inhibitoria 50 

CL50: concentración letal 50 

CpGV: virus de la granulosis de 

carpocapsa 

CSL: cepa susceptible de laboratorio 

CTEM: cadena de transporte de 

electrones de la mitocondria 

CuZnSOD: superóxido dismutasa de 

cobre y zinc  

CYP450: citocromo P450 

monooxigenasa  

DDT: dicloro difenil tricloroetano  

DEET: dietiltoluamida  

DTNB: ácido 5,5’-ditiobis-2-

nitrobenzoico  

 

 

ECOD: 7-etoxicoumarina-O-deetilasa  

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

EE: error estándar 

EROs: especies reactivas de oxígeno 

FAO: Organizaciones de las Naciones 

Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura 

FeSOD: superóxido dismutasa de hierro  

FunBaPa: Fundación Barrera 

Zoofitosanitaria Patagónica 

GABA: ácido gama-aminobutírico  

gen ace: gen de acetilcolinesterasa 

gen Rdl: gen de resistencia a  dieldrin 

Gly: glicina 

GR: grado de resistencia 

GR: glutatión reductasa 

GSH: glutatión reducido 

GSSG: glutatión oxidado 

GST: glutatión S-transferasa 

GST-Px: glutatión S- transferasa con 

actividad peroxidasa  

H2O2: peróxido de hidrógeno  

HJ: hormona juvenil  

HO•: radical hidroxilo  

IATCh: ioduro de acetiltiocolina  

IGR: reguladores del crecimiento de 

insectos  

IRAC: Insecticide Resistance Action 

Committee 

ISO-OMPA: tetraisopropil 

pirofosforamida 

Kdr: knockdown resistance  

Kpb: mil pares de bases 
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Leu: leucina 

LOO•: radical peroxilo  

LOOH: hidroperóxidos lipídicos  

Met: metionina  

MnSOD: superóxido dismutasas que 

contienen manganeso  

MDA: malondialdehído 

NADH: nicotinamida adenina 

dinucleótido 

NaOH: hidróxido de sodio 

NADH: nicotinamida adenina 

dinucleótido 

NNs: neonicotinoides 

NO•: óxido nítrico  

NTX: nereistoxina  

O2
•-: radical anión superóxido  

OCls: organoclorados  

OFs: organofosforados  

ONOO-: peroxinitrito  

PC1: población de campo 1 

PC2: población de campo 2 

Phe: fenilalanina 

RO•: radical alcoxilo  

ROO•: radical peroxilo  

ROOH: hidroperóxidos   

RnACh: receptor nicotínico de la 

acetilcolina  

Se-GPOX: glutatión peroxidasa Se-

dependiente  

Ser: serina 

SOD: superóxido dismutasas  

TCA: tricloro acético 

TEMED: tetrametiletiléndiamina 

Thr: treonina 

TPP: trifenil fosfato  

α-N: α-naftol  

α-NA: α-naftil acetato  

1O2: oxígeno molecular singlete  

7-EC: epinefrina: 7-etoxicoumarina  

7-OHC: 7-hidroxicoumarina  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La Organización de Agricultura y Alimentos de las Naciones Unidas (FAO) define a los 

plaguicidas como “cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, 

destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o 

animales, las especies no deseadas de plantas o animales que causan perjuicio o de otra 

manera interfieren con la producción, transformación, almacenamiento, transporte o 

comercialización de alimentos, productos agrícolas, madera y productos de madera o 

alimentos para animales, o sustancias que puedan administrarse a los animales para 

combatir insectos, arácnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos” (FAO 2003). Según los 

organismos a los cuales están dirigidos, los plaguicidas se clasifican en insecticidas, 

acaricidas, rodenticidas, avicidas, fungicidas y herbicidas, entre otros. 

 En todo el mundo se comercializan más de setecientos ingredientes activos que 

presentan unos noventa mecanismos de acción (Casida 2009). Sin embargo, la mayoría de 

los productos en venta contiene ingredientes activos que actúan sobre catorce funciones 

fisiológicas (cuatro corresponden a insecticidas, seis a herbicidas y cuatro a fungicidas) 

(Casida 2009). 

 Los insecticidas son plaguicidas de origen natural o sintético, destinados a controlar 

y eliminar plagas de insectos en la agricultura y ganadería, vectores de enfermedades 

humanas y veterinaria, e insectos que producen daño en los muebles e inmuebles, en las 

plantas ornamentales y en las mascotas animales. Sus mecanismos de acción son variados, 

pero la gran mayoría de los productos comerciales contienen ingredientes activos 

neurotóxicos (Gupta & Milatovic 2014).  La comprensión de los mecanismos de acción 

ayuda a la selección de los insecticidas para lograr una estrategia eficaz y sostenible en el 

manejo de plagas.   

 

1.1. CLASIFICACIÓN DE LOS INSECTICIDAS SEGÚN SU MECANISMO DE 

ACCIÓN  

 

La IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) (http://www.irac-online.org/ 

documents/moa-classification) clasifica a los insecticidas según el sitio y mecanismo de 

acción. El esquema de clasificación de la IRAC está basado en cuatro grupos primarios 

identificados con un color (Tabla 1). El color asocia estas grandes categorías de acuerdo a 

la función fisiológica afectada y sirve para comprender la sintomatología y velocidad de 

acción. Dentro de cada grupo, se clasifica a los subgrupos con números arábigos o números 

http://www.irac-online.org/
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y letras mayúsculas según el mecanismo primario de acción. Dentro de cada grupo, la 

asignación de subgrupos usualmente involucra la identificación de la proteína blanco 

responsable del efecto biológico (Sparks & Nauen 2015). 

Tabla1: Clasificación según el mecanismo y sitio de acción 

EFECTOS FISIOLÓGICOS 
 

Sistema nervioso y 

muscular 

 

Crecimiento y 

desarrollo 

Sistema 

digestivo 

Sistema 

respiratorio 

 

No específicos 

 

SISTEMA NERVIOSO Y MUSCULAR 

En este grupo se incluye a la mayoría de los insecticidas y comprende doce subgrupos de 

sustancias con rápida acción (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SISTEMA NERVIOSO Y MUSCULAR 

Figura 1: Mecanismos de acción de insecticidas que actúan en el sistema nervioso y muscular. 

 

 

Los disruptores neuromusculares actúan principalmente sobre los canales iónicos, 

excepto para los agonistas de octopamina que actúan sobre la proteína G acoplada al 

receptor y los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE). 

Mecanismos de Acción 

Inhibidores de AChE 

Antagonistas de las sinapsis inhibitorias gabaérgicas  

Moduladores del canal de Na+ 

Moduladores competitivos del receptor nicotínico de la acetilcolina 

(RnACh) 

Moduladores alostéricos del RnACh 

Bloqueadores del RnACh 

Moduladores alostéricos del canal de Cl- activado por glutamato 

Agonistas del receptor nicotínico de la ACh 

Moduladores de los órganos cordotonales 

Agonistas de receptores de octopamina 

Bloqueadores del canal de Na+ dependiente del voltaje 

Moduladores del receptor de rianodina 
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Grupo 1. Inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE)  

La AChE hidroliza el neurotransmisor acetilcolina (ACh) en las sinapsis nerviosas 

colinérgicas, interrumpiendo de esa manera la transmisión de impulsos nerviosos en la 

membrana post-sináptica (Fournier et al. 1992). Esta enzima es el sitio de acción de los 

organofosforados (OFs) y carbamatos (CBs). Los insecticidas que pertenecen a estos dos 

grupos se unen en forma covalente con un residuo de serina ubicado en el sitio activo de la 

enzima (Fukuto 1990). La enzima fosforilada o carbamilada queda completamente 

inhibida, causando la hiperexitación del sistema nervioso. Clorpirifós, metil azinfos, 

azametifós, fenitrotión y triclorfón son ejemplos de OFs. Carbaril, propoxur, carbofurán y 

fenoxicarb son ejemplos de CBs. Varios insecticidas de ambos grupos están prohibidos en 

muchos países por su alta toxicidad en organismos que no son plagas y sus efectos 

ambientales (Mostafalou & Abdollahi 2013). En nuestro país, está prohibido el uso de 

insecticidas OFs etil paratión, metil paratión (Resolución SAGPyA 606/93) y 

monocrotofós (Resolución SAGPyA 532/2011). El uso de clorpirifós se encuentra 

restringido (Resolución MSN 456/2009). Recientemente, el SENASA prohibió el uso del 

metamidofós y metil azinfós (Resolución 149/16).  

Grupo 2. Antagonistas de las sinapsis inhibitorias gabaérgicas 

El ácido -aminobutírico (GABA) es el principal neurotrasmisor en las sinapsis inhibitorias 

de los insectos, tanto en el sistema nervioso central como en el periférico, donde regula el 

funcionamiento de los canales de cloruro en las membranas post-sinápticas gabaérgicas 

(Bloomquist 2001). Estos canales son el sitio de acción de los insecticidas organoclorados 

(OCls) ciclodienos, hexacloro ciclo hexano y fenilpirazoles, que actúan como antagonistas 

del GABA y producen hiperexcitación nerviosa. Clordano, eldin y dieldrin son ejemplos de 

OCls; el fipronil es ejemplo de fenilpirazol. Los OCls están prohibidos en muchos países 

debido a sus efectos indeseables sobre el ambiente y los seres vivos en general (Camenzuli 

et al. 2015). En nuestro país, están prohibidos los insecticidas OCls como aldrín (Decreto 

2121/90), clordano (Ley 18073/69, Decreto 2678/69), DDT (Decreto 2121/90), HCH (Ley 

22289/80) y metoxicloro (Resolución SAGPyA 750/00).  

Grupo 3. Moduladores o activadores del canal de sodio 

En las membranas celulares de las neuronas, la actividad de los canales de sodio 

dependientes de voltaje controla el intercambio de iones sodio involucrado en la 

transmisión de los impulsos nerviosos (Bruce et al. 2002). El dicloro difenil tricloroetano 
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(DDT), sus análogos, las piretrinas y sus análogos sintéticos, los piretroides, se unen a 

estos canales y alteran su función, hiperexcitando el sistema nervioso (Casida & Durkin 

2013).  El DDT y sus análogos han dejado de usarse en buena parte del mundo (Camenzuli 

et al. 2015), mientras que piretroides como deltametrina y cipermetrina son los insecticidas 

más efectivos y más usados (Casida & Durkin 2013).  

Grupo 4. Moduladores competitivos del RnACh 

La ACh es el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central del 

insecto. Los receptores nicotínicos de ACh (RnACh) cumplen un rol importante en varios 

procesos cognitivos, además de mediar la transmisión sináptica colinérgica (Gauthier 

2010). Los insecticidas nicotínicos, neonicotinoides (NNs), sulfoximinas y butenólidos 

actúan como agonistas de la ACh causando un amplio rango de síntomas, desde 

hiperexcitación hasta letargia y parálisis (Tomizawa & Casida 2005). La nicotina y sus 

análogos se usaron en el pasado con fines insecticidas, pero su alta toxicidad en mamíferos 

condujo a su reemplazo por otras sustancias (Costa et al. 2008). Sus análogos sintéticos, 

los NNs, son los moduladores del RnACh más usados. 

Grupo 5. Moduladores alostéricos del RnACh 

Las espinosinas son una gran familia de compuestos producidos por la fermentación de dos 

especies del actinomicete del suelo pertenecientes al género Saccharopolyspora (Kirst 

2010). Actúan como activadores alostéricos del RnACh y provocan hiperexcitación del 

sistema nervioso. Los productos comerciales contienen una mezcla de espinosinas A y D, y 

aun no se conoce el sitio exacto del RnACh al cual se une la espinosina A (Salgado 1998). 

El spinetoram y el spinosad son derivados semi sintéticos de las espinosinas. 

Grupo 6. Moduladores alostéricos del canal de cloro activado por glutamato 

Los canales de cloro activados por glutamato se encuentran en la mayoría de los 

invertebrados y, entre otras funciones, controlan la locomoción y la alimentación, y 

participan en la percepción de estímulos sensoriales (Wolstenholme 2012). Las 

avermectinas y las milbemicinas son dos familias de lactonas macrocíclicas sintetizadas 

por actinomicetes del género Streptomyces (Wolstenholme & Rogers 2005). Estas 

moléculas bloquean la transmisión nerviosa cuando se unen a los canales de cloro 

activados por glutamato (Forrester et al. 2004). Son representantes de este grupo la 

abamectina, emamectina, milbemectina, etc. 
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Grupo 9. Moduladores de los órganos cordotonales y canales iónicos RPT   

Los órganos cordotonales son órganos sensoriales subcuticulares en miniatura, presentes 

en insectos y crustáceos, formados por repeticiones de una unidad multicelular 

característica llamada escolopidium (Field & Matheson 1998). La mayoría de los órganos 

cordotonales son propioceptores. Estos órganos detectan estímulos táctiles y vibraciones. 

En la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, la pimetrozina y el pirifluquinazon, 

únicos representantes de este subgrupo, alteran la coordinación y la audición al actuar 

sobre receptores cordotonales de estiramiento. Esta acción requiere de dos receptores de 

potencial transitorio (RPT) los cuales se encuentran exclusivamente en estas células 

(Nesterov et al. 2015). En la langosta, Locusta migratoria, la pimetrozina afecta los 

órganos cordotonales dentro de los que se incluye el órgano responsable del control 

femoral (Ausborn et al. 2005). Estos insecticidas han recibido considerable atención ya que 

interfieren en la coordinación y alimentación de insectos chupadores como los áfidos, son 

efectivos contra insectos que han desarrollado resistencia a otros insecticidas y presentan 

bajo grado de toxicidad en abejas (Maienfisch 2012).  

Grupo 14. Bloqueadores del canal del RnACh  

La abundancia de RnACh en el sistema nervioso central del insecto propició el desarrollo 

de insecticidas dirigidos a estos receptores (Liu et al. 2008). La nereistoxina (NTX), 

insecticida de origen natural del gusano marino Lumbriconereis heteropoda, fue el primer 

compuesto optimizado para los insecticidas sintéticos cartap y bensultap. El cartap y su 

éster ditiol son proinsecticidas que, al bioactivarse metabólicamente a NTX, compiten con 

la ACh y bloquean la señal mediada por los RnACh causando parálisis (Richter et al. 

1989). 

Grupo 19. Agonistas del receptor de la octapamina 

La octopamina en insectos, equivalente a la adrenalina, es la neurohormona del vuelo 

(Metcalf 2000). Las formamidinas o amidinas activan los receptores de octopamina lo que 

resulta en temblores y convulsiones. A niveles subletales afectan la alimentación y puesta 

de huevos (Orr et al. 1990). El amitraz es el único representante de este subgrupo. 

Grupo 22. Inhibidores del canal de sodio dependiente del voltaje 

Los canales de sodio dependientes de voltaje controlan las señales eléctricas en el sistema 

nervioso regulando la excitabilidad de las membranas (Dong et al. 2014). La oxadiazina 
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(indoxacarb) y la semicarbazona (metaflumizoma) inhiben la función del canal de sodio lo 

cual produce el colapso del sistema nervioso y parálisis (Wing et al. 2005). 

 

Grupo 28 Moduladores del receptor de rianodina 

Los receptores de rianodina son canales iónicos responsables de la liberación de calcio del 

retículo endoplásmico (Van Petegem 2012). Las diamidas, diamidas antranílicas y el ácido 

ftálico activan los receptores musculares de rianodina alterando la regulación de la 

contracción muscular (Cordova et al. 2006). El clorantraniliprole, comercialmente 

denominado Rynaxypyr® es un nuevo insecticida diamida antranílico.  

ACCIÓN SOBRE CRECIMIENTO Y DESARROLLO 

El desarrollo de los insectos se regula por el balance de la hormona juvenil (HJ) y 

ecdisona, ambas controladas por neurohormonas (Riddiford 2008). Los insecticidas que 

actúan sobre el crecimiento y desarrollo están clasificados en siete subgrupos (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Clasificación de insecticidas con efectos en el crecimiento y desarrollo. 

 

Grupo 7. Análogos de la HJ 

La HJ, sintetizada y secretada por la corpora allata (glándula endocrina), regula una gran 

diversidad de procesos durante el desarrollo post embrionario y reproducción en los 

insectos adultos (Riddiford 2008). En estados larvales o ninfales, la HJ previene la 

Mecanismo de Acción 

CRECIMIENTO Y DESARROLLO 

Los reguladores del crecimiento de insectos (IGR) son sustancias que aceleran o inhiben 

un proceso fisiológico esencial para el normal desarrollo del insecto o su progenie. 

 

Mímicos de la hormona juvenil (HJ) 

Inhibidores del crecimiento de ácaros 

Inhibidores tipo 0 y tipo 1 de la biosíntesis de quitina 

Disruptores de la muda 

Agonistas del receptor de ecdisona 

Inhibidores de la acetil CoA carboxilasa 

 



                                                                                                                                           Introducción 

14 

 

metamorfosis (Riddiford et al. 2003). Hacia el final del desarrollo larvario, los niveles de 

HJ disminuyen permitiendo que la ecdisona promueva la metamorfosis. Los insecticidas de 

este grupo imitan la acción biológica de la HJ (Wilson 2004). En la mayoría de los 

insectos, la adición de HJ causa la formación de larvas supernumerarias (Truman & 

Riddiford 2002). Algunos representantes de este grupo son el fenoxicarb, pyriproxifen, etc. 

Grupo 10. Inhibidores del crecimiento de ácaros 

La quitina es esencial para los insectos y ácaros, ya que es un componente de las cutículas 

que protegen la superficie interior y exterior de insectos (Muthukrishnan et al. 2012). La 

inhibición de la quitina sintetasa 1 es el mecanismo de acción propuesto para los acaricidas 

clofentezina, hexitiazox y etoxazole (Demaeght et al. 2014). Una de las especies más 

importantes de ácaros es la arañuela roja Tetranychus urticae con gran capacidad de 

desarrollar rápidamente resistencia a los acaricidas debido a su alto potencial reproductivo 

y corto ciclo de vida (Piraneo et al. 2015).  

Grupo 15. Inhibidores de la síntesis de quitina Tipo 0 

Las benzoilfenil ureas (BFU) producen la deposición anormal de la endocutícula y muda 

abortiva por inhibición de la síntesis de quitina (Soltani et al. 2009). En la langosta 

Schistocerca gregaria, el diflubenzurón reduce significativamente los niveles de 

ecdisteroides en la hemolinfa durante el desarrollo larval causando alteraciones durante la 

muda (Tail et al. 2015). Otros representantes de este grupo son clorfluazurón, 

teflubenzurón, hexaflumurón, y novalurón.  

 

Grupo 16. Inhibidores de la síntesis de quitina Tipo I 

Dentro de este grupo se encuentra el compuesto denominado buprofezin, que actúa como 

un inhibidor de la síntesis de quitina tipo I. Su modo de acción es similar a las BFU, 

aunque su estructura no es análoga. Su acción resulta de la inhibición de la incorporación 

de 3H-glucosamina en la quitina. Como resultado de la deficiencia de quitina, la 

procutícula de las ninfas pierde su elasticidad y el insecto es incapaz de completar el 

proceso de muda (De Cock & Degheele 1998).  

Grupo 17. Disruptores de la muda 

La ciromazina, único representante de este grupo, afecta la cutícula en larvas y pupas de 

dípteros y algunos otros insectos. Se desconoce el modo de acción, pero si se demostró que 
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no inhibe la síntesis de quitina o de proteínas cuticulares. Se hipotetiza que podría actuar 

en algún paso de la esclerotización de la cutícula (Bel et al. 2000). 

Grupo 18. Agonistas del receptor de ecdisona  

La liberación de 20-hidroxi-ecdisona inicia una cascada de reacciones bioquímicas que 

conducen a la formación de una nueva cutícula y a la ecdisis al final del proceso de muda. 

Las diacilhidrazinas son análogos no esteroides de la hormona que actúan directamente 

sobre los receptores de ecdisona. El metoxifenocide y cromafenozide inducen una muda 

precoz en larvas de lepidópteros. Otros compuestos pertenecientes a este grupo son 

tebufenozide, halofenozide, etc. (Nauen & Bretschneider 2002). 

Grupo 23. Inhibidores de acetil CoA carboxilasa 

La Acetil CoA carboxilasa posee un rol esencial en la regulación de la síntesis y 

degradación de ácidos grasos. El ácido tetrónico y sus derivados son inhibidores de la 

acetil-coenzima A carboxilasa y causan una reducción significativa en la biosíntesis de 

lípidos totales (Nauen 2005). Pertenecen a este grupo el spirodiclofen, spiromesifen y 

spirotetramat, éste último es particularmente eficaz en los estadios juveniles de algunas 

plagas. En el caso de las hembras adultas, el compuesto reduce significativamente la 

fecundidad y la fertilidad (Brück et al. 2009).  

DISRUPTORES MICROBIANOS DE LA MEMBRANA INTESTINAL DE 

INSECTOS 

En este grupo se incluyen las toxinas bacterianas y cultivos transgénicos que expresan las 

toxinas de las bacterias Bacillus thuringiensis y Bacillus sphaericus. 

Grupo 11. Agentes microbianos disruptores de la membrana intestinal de 

insectos  

La patogenicidad del B. thuringiensis se ha atribuido a la expresión de proteínas tóxicas 

que se producen en forma cristalina y causan la destrucción de las células epiteliales del 

intestino de las larvas. Las proteínas cristalinas, luego de activarse bajo la combinación de 

pH alcalino y proteinasas, se unen a receptores específicos de las microvellosidades 

apicales de las células del intestino medio. Posteriormente, la toxina se inserta en la bicapa 

lipídica de la membrana y forma un canal iónico que conduce a la entrada de agua y la 
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salida de iones y otros componentes más grandes, dando lugar a la hinchazón y lisis de la 

célula por un mecanismo de lisis coloide-osmótica (Aronson & Shai 2001). 

ACCIÓN SOBRE LA RESPIRACIÓN 

La respiración mitocondrial produce ATP, la molécula que da energía a todos los procesos 

celulares vitales. En las mitocondrias, la cadena de transporte de electrones (CTEM) 

almacena la energía generada por la oxidación en forma de un gradiente de protones, lo 

que genera la síntesis de ATP. Los insecticidas de este grupo son generalmente de acción 

rápida a moderadamente rápida (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Clasificación de insecticidas con efectos sobre la respiración. 

 

Grupo 12. Inhibidores de la ATP sintetasa mitocondrial 

La ATP sintetasa posee un doble rol en las células, participando no solo de la síntesis de 

ATP sino también en la regulación del gradiente de protones a través de la membrana por 

la hidrólisis del ATP (Metcalf 2000). Los organotins, diafentiurón y propargite son algunos 

representantes de este grupo.  

Grupo 13. Desacoplantes de la fosforilación oxidativa vía disrupción del 

gradiente de protones 

Los desacoplantes son compuestos con la capacidad de alterar el gradiente de protones a 

través de las membranas celulares mitocondriales (Metcalf 2000). La sulfluramida y el 

La mayoría de los insecticidas de este grupo son 

inhibidores enzimáticos, y algunos son ionóforos. 

 

Mecanismo de Acción 

Inhibidores de la ATP sintetasa mitocondrial 

Desacoplantes de la fosforilación oxidativa  

Inhibidores de la CTEM en los complejos I, II, III y IV 
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clorfenapir son algunos de los insecticidas que actúan como potentes desacoplantes de la 

fosforilación oxidativa. 

Grupos 20, 21, 24 y 25. Inhibidores de la CTEM  

Los insecticidas/acaricidas pertenecientes a estos grupos inhiben la CTEM impidiendo a 

las células utilizar la energía. El insecticida hidrametilnona y los acaricidas acequinocilo y 

fluacripirim (Grupo 20) inhiben el complejo III (citocromo C reductasa). Los acaricidas 

piridaben y tebufenpirad (Grupo 21) inhiben la actividad de la ubiquinona oxidoreducatasa 

del complejo I, interfiriendo con la reducción de la ubiquinona. La rotenona (Grupo 21), es 

un inhibidor específico de la enzima NADH deshidrogenasa, interfiriendo con la oxidación 

del NADH a NAD. La fosfina y el cianuro de hidrógeno (Grupo 24) son inhibidores del 

complejo IV de la CTEM. Por último, los acaricidas cienopirafen y ciflumetofen (Grupo 

25) inhiben al complejo II de la CTEM (Metcalf 2000).  

MODO DE ACCIÓN DESCONOCIDO O INCIERTO 

En esta categoría se encuentran varios insecticidas que actúan inespecíficamente sobre 

varias moléculas blanco. 

Grupo 8. Miscelánea de inhibidores de sitios múltiples no específicos 

Entre ellos se encuentran los alquil haluros (bromuro de metilo), fluorados (criolita), 

boratos (ácido bórico), etc. 

NC *. Compuestos con modos de acción inciertos o no conocidos 

Para numerosos insecticidas, los sitios de acción no son bien conocidos o actúan de forma 

no específica sobre numerosos sitios. Dentro de este grupo se encuentran productos de 

origen botánico como la sabadilla y la azaridactina. Este último actúa como regulador del 

crecimiento. Incluidos dentro de los insecticidas de origen químico se encuentra la criolita 

(fluoraluminato de sodio), pirifluquinazon, etc. 

 

1.2. EFECTOS ADVERSOS SUBLETALES DE PLAGUICIDAS EN INSECTOS 

Cuando se aplica un insecticida sobre una población de insectos plaga, el estadio 

fisiológico de los individuos que la componen puede ser heterogéneo y la dosis que es letal 

para algunos puede resultar subletal para otros (Gressel 2011). Además, la capacidad de 

detoxificación puede variar en los diferentes estadios de la especie y esto implica una 
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variación en la susceptibilidad a los insecticidas a lo largo del ciclo de vida (Terriere & Yu 

1974; Bouvier et al. 2002). Por otra parte, diversos factores pueden contribuir a que los 

insectos estén expuestos a dosis de insecticidas inferiores a las deseadas (Cutler 2013). 

Entre estos factores se cuentan la deriva que incluso una leve brisa puede causar en el 

momento de la aplicación, la volatilización, y la degradación biótica y abiótica. Todo esto 

conduce a que una proporción de la población plaga resulte expuesta a dosis subletales de 

los insecticidas y por lo tanto sobreviva. 

 El estudio de los efectos de los plaguicidas en artrópodos se basó históricamente en 

los efectos agudos producidos por altas dosis. Más recientemente se empezó a prestar 

atención a los efectos subletales. La mayoría de los estudios sobre los efectos subletales de 

los insecticidas en los insectos se refieren a modificaciones que afectan negativamente la 

fisiología o el comportamiento: disminución de la fecundidad o la fertilidad, retardo en el 

desarrollo, reducción de la longevidad, etc. (Desneux et al. 2007) (Figura 4). Aunque 

recibieron mucha menor atención, también se reportaron efectos estimulatorios 

ocasionados por bajas dosis de insecticidas. Este fenómeno, llamado hormesis, ocurre 

como consecuencia del comportamiento bifásico de algunas sustancias: en bajas 

concentraciones producen efectos benéficos, mientras que en altas dosis causan efectos 

perjudiciales (Cutler 2013). La hormesis ha sido señalada como la causa subyacente del 

resurgimiento de plagas y la aparición de plagas secundarias (Guedes et al. 2009). 

 

Figura 4: Efectos subletales de los plaguicidas en los insectos. Adaptado de Desneux et al. 

(2007).  
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 Los estudios sobre efectos subletales de plaguicidas en la bioquímica de insectos se 

ha llevado a cabo principalmente en abejas y enemigos naturales (Desneux et al. 2007). 

  

1.2.1.  Estrés oxidativo 

Un radical libre es un átomo o molécula que contiene uno o más electrones desapareados, 

características que los hace muy reactivos. La molécula de oxígeno (O2) se puede 

considerar como un radical libre porque contiene dos electrones desapareados, pero no es 

particularmente reactiva debido a una distribución electrónica especial (Halliwell & 

Gutteridge 1990). Sin embargo, en los pasos intermedios de la reducción del O2 a agua se 

pueden formar el radical anión superóxido (O2
•-), peróxido de hidrógeno (H2O2) y el 

radical hidroxilo (HO•). Además, el O2 en su estado fundamental puede ser excitado 

electrónicamente hacia el oxígeno molecular singlete (1O2). Cuando el oxígeno se combina 

con otros átomos o moléculas, es posible la formación de otras especies reactivas como los 

radicales alcoxilo (RO•) y peroxilo (ROO•), óxido nítrico (NO•), peroxinitrito (ONOO-), y 

triclorometilo (CCl3
•), entre otros. Estos radicales son llamados en conjunto Especies 

Reactivas de Oxígeno (EROS), grupo que incluye también a los no radicales derivados del 

O2 (Rice-Evans & Burdon 1993).  

El aumento en la producción de EROS se origina a partir de fuentes endógenas y 

exógenas. Existe una creciente evidencia de que los insecticidas OFs generan radicales 

libres que llevan a la alteración de la homeostasis de los insectos (Büyükgüzel 2009). El 

incremento de EROS puede ser independiente del mecanismo primario de acción del 

insecticida y estar vinculado al metabolismo oxidativo de los mismos catalizado por 

enzimas detoxificantes de Fase I, como el sistema citocromo P450 monooxigenasa 

(CYP450). Por lo tanto, si bien las EROS se producen durante el metabolismo aeróbico 

normal en los seres vivos, el incremento en su producción por exposición a contaminantes 

puede llevar a la célula a un estado de estrés oxidativo. Este estrés resulta de reacciones 

metabólicas que utilizan O2 y representa una alteración en el estado de equilibrio de las 

reacciones prooxidantes y antioxidantes en los organismos vivos. Además, genera efectos 

adversos en macromoléculas biológicas esenciales. Al ser las EROS moléculas altamente 

inestables reaccionan con moléculas cercanas, dañando sus estructuras y funciones 

(Krishnan & Kodrík 2011). Los sistemas vivos se adaptaron a coexistir con los radicales 

libres y desarrollaron varios mecanismos para su uso en diversas funciones fisiológicas 

(Migdal & Serres 2011). 
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1.2.1.1.  Efectos de las EROS sobre los lípidos 

La peroxidación lipídica es el deterioro oxidativo que afecta a las estructuras ricas en 

ácidos grasos poliinsaturados (Rice-Evans & Burdon 1993). Puede ser desencadenada por 

cualquier radical libre con la suficiente reactividad como para extraer un átomo de 

hidrógeno de un grupo metilo reactivo de un ácido graso insaturado, como los radicales 

hidroxilo, alcoxi, peroxilo, alquilo, etc. 

 Las membranas celulares son un blanco altamente vulnerable al ataque de los 

radicales libres (Rice-Evans & Burdon 1993). Esto se debe a que las cadenas laterales de 

los ácidos grasos poliinsaturados y los fosfolípidos son muy susceptibles a la oxidación, lo 

que conlleva a la formación de hidroperóxidos lipídicos (LOOH). Esto induce cambios en 

la permeabilidad de la membrana y la capacidad de mantener gradientes iónicos 

transmembrana, entonces se altera la fluidez de los lípidos y se modifican las interacciones 

lípido-proteína.  

El proceso de peroxidación lipídica tiene lugar en tres etapas: iniciación, propagación 

y terminación (Yu 1994) (Figura 5). La secuencia peroxidativa se inicia cuando las EROS 

substraen un átomo de hidrógeno de un grupo metileno (=CH2) de un lípido insaturado 

(LH). Esto deja un electrón desapareado en el átomo de carbono (reacción 1). Los grupos 

metileno de la bicapa lipídica son particularmente susceptibles al ataque, ya que su 

presencia debilita el enlace C-H contiguo. El radical de carbono resultante se estabiliza por 

un reagrupamiento molecular que produce un dieno conjugado, capaz de reaccionar 

rápidamente con una molécula de O2 y formar el radical peroxilo (LOO•) (reacción 2). 

Estos radicales sustraen átomos de H de otras moléculas de LH, convirtiéndolas en LOOH. 

Cuando el radical lipídico L• se forma desde un segundo LH (reacción 3), la peroxidación 

lipídica se propaga. Un LOOH puede ser luego degradados a otro radical LO• (reacción 4) 

por la reacción de Fenton en presencia de Fe++. Los LOO• son inestables y se degradan a 

productos como malondialdehído (MDA) y 4-hidroxinonenal (reacción 5). El MDA y sus 

aldehídos relacionados son los productos más utilizados para evaluar la peroxidación 

lipídica.  

La peroxidación lipídica puede terminar por múltiples reacciones. La principal 

involucra la reacción de LOO• ó LO• con antioxidantes (reacción 6). La más efectiva es 

con el α-tocoferol, que da lugar al radical más estable fenoxilo tocoferol, que a su vez 

puede ser reciclado por otro antioxidante celular, como ascorbato o glutatión (reacción 7). 

Si el suministro de oxígeno y las cadenas de ácidos grasos no oxidadas están disponibles, 
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la activación de un evento inicial de peroxidación lipídica se amplifica siempre y cuando el 

suministro de O2 y las cadenas de ácidos grasos no oxidadas estén disponibles 

(Devasagayam et al. 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Proceso de peroxidación lipídica. Extraído de Devasagayam et al. (2003). 

 En los invertebrados, y particularmente en los insectos, la peroxidación de lípidos es 

muy dañina. Además de ser componentes integrales de las membranas celulares, los lípidos 

son esenciales para los insectos para prevenir la desecación y para la síntesis de ecdisoma, 

HJ, isoprenoides y feromonas. Así, la peroxidación de lípidos afecta seriamente las 

funciones fisiológicas críticas que dependen de lípidos y conducen a alteraciones en el 

desarrollo y a una disminución de la supervivencia. El efecto principal es por lo tanto no 

específico y se atribuye al envejecimiento (Prestwich 1994).  

1.2.1.2.  Efectos de las EROS sobre las proteínas 

Las EROS provocan en las proteínas fragmentación química, aumento en la susceptibilidad 

a la proteólisis y cambios funcionales (Rice-Evans & Burdon 1993). Las proteínas pueden 

ser directamente dañadas por interacciones específicas de los radicales libres con 

aminoácidos, o ser modificadas por los productos aldehídicos de la peroxidación de lípidos 

o la oxidación de monosacáridos. Son particularmente susceptibles al ataque de radicales 

libres intermediarios de la peroxidación lipídica, tal como los radicales alcoxi y peroxilo. 

Existen otras modificaciones en las proteínas como la generación de derivados de 
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carbonilo que se producen por diferentes mecanismos. La carbonilación de proteínas es 

ampliamente utilizada como un marcador de daño oxidativo (Stadtman & Levine 2003).  

1.2.1.3.   Efectos de las EROS sobre el ADN 

Las EROS interactúan también con el ADN, produciendo modificaciones y consecuencias 

potencialmente serias para las células (Dizdaroglu et al. 2002). El HO• reacciona con el 

ADN por adición a dobles enlaces de las bases y por la abstracción del átomo de H del 

grupo metilo de la timina y de cada uno de los enlaces C-H. Además de las alteraciones 

estructurales de las bases nativas como la oxidación de dG a 8-OH-dG, estas reacciones 

inducen cambios conformacionales en el ADN. El daño oxidativo del ADN, tanto 

mitocondrial como nuclear, incluye la formación de aductos en las bases y en los azúcares, 

la ruptura de cadenas simples y dobles, y la unión con otras moléculas. El O2
•- es 

relativamente poco reactivo con el ADN (Henle & Linn 1997). Las mutaciones en el ADN 

mitocondrial son mucho más rápidas que en el ADN nuclear, probablemente porque el 

primero no está cubierto por histonas y está localizado cerca de la cadena respiratoria, que 

es una importante fuente de EROS (Richter & Schweizer 1997). 

 

1.2.2.  Efectos sobre el sistema inmune 

Los insecticidas pueden afectar la capacidad de reacción del sistema inmunitario de los 

insectos (Desneux et al. 2007). Según el insecticida, la capacidad de respuesta del sistema 

inmune aumenta o disminuye. Por ejemplo, con la aplicación de metil paratión en la 

chinche Rhynocoris kumarii disminuye el número de plasmocitos en la hemolinfa; 

mientras que el OCl endosulfan incrementa su capacidad inmunitaria. Esta respuesta 

inmunológica se produce mediante la encapsulación de cuerpos extraños, es así que los 

plasmocitos tienen un rol directo en la respuesta inmune de los insectos. La disminución de 

los plasmocitos se asoció con un aumento en el número de hemocitos granulares, que 

desempeñan un papel importante a través de la fagocitosis (George & Ambrose 2004). En 

larvas de la mariposa Caligo memnon se observó una disminución significativa en la 

melanización en los individuos alimentados con hojas tratadas con terbufos (OF) respecto a 

aquellos alimentados con hojas libre de insecticidas (Smilanich & Dyer 2012). La 

melanización es un mecanismo de defensa de los insectos frente a organismos invasores 

(Söderhäll & Cerenius 1998).  
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1.2.3.  Efectos sobre el desarrollo 

Los efectos subletales de sustancias neurotóxicas durante el desarrollo larval pueden 

resultar de alteraciones en el desarrollo del tejido neuronal (Desneux et al. 2007). El 

fenoxicarb prolonga el tiempo de desarrollo de la crisopa Chrysoperla rufilabris en todos 

los estadios, con la excepción del pupal (Liu & Chen 2001). Se reportaron aumentos en los 

tiempos de desarrollo en depredadores expuestos a insecticidas neurotóxicos (Galvan et al. 

2005). El impacto de los plaguicidas en el período de desarrollo depende del sexo de los 

insectos. En la chinche Supputius cincticeps, la exposición a permetrina disminuyó el 

tiempo de desarrollo en las hembras, pero lo incrementó en los machos (Zanuncio et al. 

2003). Las malformaciones en los machos dan lugar a una fuerte reducción de su condición 

física, ya que su capacidad de aparearse se correlaciona con el tamaño corporal.  

 

1.2.4.  Efectos sobre la longevidad del adulto 

Dosis subletales de spinosad en la micro avispa Trichogramma chilonis (Şimşek & Özkan 

2015), y de propoxur y deltametrina en la cucaracha Blattella germanica (Lee et al. 1998) 

disminuyeron la longevidad de los adultos. Sin embargo, según el insecticida, la 

longevidad puede aumentar, disminuir o permanecer inalterada (Lee 2000).  

 

1.2.5.  Efectos en la fecundidad 

Concentraciones subletales de imidaclorpid y bifentrin redujeron la oviposición en la 

mosca blanca Bemisia tabaci (He et al. 2013). Efectos reproductivos similares se 

reportaron en el ácaro T. urticae (Iftner et al. 1986) y en el trips Frankliniella occidentalis 

(Kontsedalov et al. 1998) tratados con dosis subletales de piretroides. 

 

1.2.6.  Efecto en la proporción de sexos 

Los plaguicidas producen efectos fisiológicos que incluyen la alteración en la proporción 

de sexos en los insectos (Alix et al. 2001) e inducción de deformaciones de ovarios y de 

testículos (Medina et al. 2004), entre otros. Sin embargo, muy pocos estudios 

documentaron los mecanismos potenciales de la alteración en la proporción de sexos como 

consecuencia de la exposición a plaguicidas en los artrópodos. 

 Además de los efectos subletales de los plaguicidas sobre la fisiología, los efectos en 

el comportamiento en organismos unicelulares (Tahedl & Häder 2001), insectos (Jensen et 

al. 1997) y peces (Little & Finger 1990) está adquiriendo un papel protagónico en las 
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evaluaciones de toxicidad. Estos efectos incluyen cambios en la movilidad, alimentación, 

aprendizaje, etc. 

 

1.2.7.  Efectos en la movilidad 

El sistema nervioso de los insectos es el blanco de los insecticidas más usados en todo el 

mundo (CBs, OFs y piretroides). Su acción provoca síntomas característicos que surgen de 

la alteración de las funciones nerviosas: temblores y parálisis de las patas, incoordinación 

motora, volteo (Alix et al. 2001; Suchail et al. 2001). El primer síntoma que se observa en 

los insectos intoxicados con piretroides y ciertos monoterpenos vegetales es un aumento de 

la actividad locomotora (Gammon 1978; Alzogaray et al. 1997; Moretti et al. 2013). En 

otros casos, como cucarachas expuestas al repelente dietiltoluamida (DEET) o la avispa T. 

chilonis tratada con spinosad, ocurre una disminución de dicha actividad (Şimşek & Özkan 

2015). La movilidad también se puede ver afectada en forma secundaria como 

consecuencia de efectos sobre el comportamiento ante sustancias atrayentes, repelentes o 

irritantes (Salerno et al. 2002; Karise et al. 2007; de Castro et al. 2013). La locomoción 

puede ser una medida sensible del estrés tóxico para una amplia gama de contaminantes 

ambientales (Little 1990). 

En organismos expuestos a monocrotofós, se observó una relación entre el aumento 

de los niveles de las actividades de enzimas antioxidantes y la locomoción (Kavitha & 

Venkateswara Rao 2007). En larvas del cuarto estadio del mosquito Aedes aegypti 

expuestas a concentraciones subletales de imidacloprid y spinosad se observó una 

disminución en la distancia de nado, mayores tiempos de reposo y menor velocidad de 

nado en los organismos (Tomé et al. 2014).  

 

1.2.8.  Efecto sobre la alimentación 

Los plaguicidas pueden interferir en la alimentación de los insectos de tres maneras. En 

primer lugar, algunos plaguicidas que producen efectos repelentes pueden afectar la 

alimentación. En segundo lugar, algunos plaguicidas se utilizan específicamente por sus 

propiedades antialimentarias (He et al. 2013) con la posibilidad de que los insectos 

benéficos también pueden ser inducidos a rechazar la alimentación cuando se los expone al 

plaguicida. En tercer lugar, la interrupción en la capacidad de localizar los alimentos puede 

ocurrir por la capacidad olfatoria reducida luego de la exposición a los plaguicidas (Pham-

Delégue & Decourtye 2002). Dosis subletales de tiacloprid y rynaxypyr, administrados a 
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través del alimento a la chinche Macrolophus pygmaeus, produjeron una disminución en el 

consumo respecto al grupo control (Martinou et al. 2014). 

 

1.2.9.  Efectos en el aprendizaje  

Los efectos de los plaguicidas en los procesos de aprendizaje de los artrópodos se han 

estudiado principalmente en insectos polinizadores como Apis mellifera, debido a la 

importancia del aprendizaje en el proceso de búsqueda de alimento en esta especie (Müller 

2002). Por ejemplo, se observó una reducción en el proceso de memorización de señales 

florales en abejas que sobrevivieron once días al tratamiento oral con imidacloprid, 5-OH-

imidacloprid, fipronil, deltametrina, endosulfán, y procloraz (Decourtye et al. 2005).  

  

1.3. MECANISMOS BIOQUÍMICOS DE DEFENSA 

En general, la respuesta al estrés y la detoxificación de xenobióticos incluye tres vías 

principales e interrelacionadas (Figura 6): óxido-reducción, conjugación e hidrólisis (Xu et 

al. 2013). Las reacciones de óxido-reducción, catalizadas principalmente por el sistema del 

CYP450 son las principales vías de detoxificación de los insecticidas. Sin embargo, estas 

reacciones pueden producir EROS como metabolitos intermedios. Estos metabolitos 

pueden ser detoxificados por antioxidantes o por la conjugación con componentes 

endógenos. La detoxificación puede también ocurrir a través de la hidrólisis.  
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Figura 6: Vías de detoxificación. Los cuadros sólidos indican los compuestos químicos 

ambientales o productos de los procesos metabólicos. Los cuadros de guiones y puntos indican las 

tres vías de detoxificación principales. Modificado de Xu et al. (2013).  

 

1.3.1.  Sistema antioxidante enzimático 

Para minimizar los daños celulares, los organismos han desarrollado un complejo sistema 

antioxidante que, de acuerdo a su naturaleza, se divide en defensas antioxidantes 

enzimáticas y no enzimáticas. Según Halliwell & Gutteridge (1989), un antioxidante es una 

sustancia que retrasa significativamente o inhibe la oxidación del sustrato, estando presente 

en bajas concentraciones comparadas con las de este último. Al igual que otros animales, 

los insectos poseen un conjunto de enzimas que contrarresta los daños producidos por las 

EROS (Ahmad 1992; Felton & Summers 1995). En este grupo se incluyen las enzimas 

superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión S- transferasas (GST), ascorbato 

peroxidasa (APOX), glutatión S- transferasa con actividad peroxidasa (GST-Px), entre 

otras. La mayoría de las enzimas antioxidantes se encuentra en altos niveles en tejidos 

metabólicamente activos como el cuerpo graso, el intestino medio y los túbulos de 

Malpighi (Felton & Duffey 1991).    
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1.3.1.1. Actividad superóxido dismutasa (SOD) 

 

La actividad SOD cataliza la reacción de dismutación de los radicales superóxido, 

proporcionando la primera línea de defensa antioxidante contra la toxicidad del oxígeno. 

Estas enzimas catalizan la siguiente reacción:   

2 O2
. - + 2 H+  H2O2 + O2 

 Existen tres tipos de SOD que podrían derivar de dos familias (Fridovich 1989): las 

que contienen manganeso (MnSOD) y se encuentran en las mitocondrias de procariotas y 

eucariotas, y las que contienen hierro (FeSOD) y se hallan en procariotas y unas pocas 

familias de plantas. La conservada secuencia de aminoácidos de las integrantes de estas 

dos familias indica su estrecha relación (Fridovich 1989). Una tercera familia, al parecer 

más lejanamente relacionada con las anteriores, corresponde a las SOD que contienen 

cobre y zinc (CuZnSOD), las cuales se encuentran en el citosol de los eucariotas, en los 

cloroplastos de las plantas y en unas pocas bacterias. La actividad SOD varía ampliamente 

en los invertebrados, pero es generalmente más baja que en los vertebrados, con unas pocas 

excepciones notables (Livingstone et al. 1992). Las CuZnSOD de los invertebrados son 

similares a las enzimas de mamíferos.  

 Las CuZnSOD y las MnSOD desempeñan un rol importante en la respuesta al estrés 

oxidativo celular de los insectos lepidópteros (Ahmad et al. 1988). Muchos lepidópteros 

son particularmente susceptibles a pro-oxidantes dietéticos como los orto-

dihidroxifenólicos por ejemplo, ácido cafeico, quercetina, etc. Esto se debe a la fuerte 

alcalinidad de sus intestinos (pH 8,0 a 12,4) que favorece la auto-oxidación de esos 

compuestos (Felton & Duffey 1991). Por su relación con las sustancias ingeridas, no debe 

sorprender que las SOD y otras enzimas antioxidantes (CAT, GST, y DHA-reductasa) se 

encuentran en niveles más altos en el sistema digestivo que en muchos otros tejidos (Felton 

& Duffey 1991; Ahmad 1992). 

 

1.3.1.2. Actividad catalasa (CAT) 

Las CAT son enzimas homotetraméricas localizadas dentro de los peroxisomas, que 

también contienen enzimas productoras de H2O2 (del Río et al. 1992). Su función principal 

es descomponer el H2O2 según la siguiente reacción (Halliwell 1989):  

 

2 H2O2  2 H2O + O2 
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 En los insectos, la actividad CAT es inducida por el estrés oxidativo causado por los 

insecticidas (Büyükgüzel 2009; Aslanturk et al. 2011; Kayis et al. 2015). Aparte de los 

pocos casos en que está ausente, generalmente la actividad CAT es mayor en los 

invertebrados que en los vertebrados (Livingstone et al. 1992).  

 La actividad CAT se ha estudiado en varios órdenes de insectos incluyendo Diptera, 

Coleoptera y Lepidoptera (Aucoin et al. 1991; Ahmad 1992). Esta enzima ha sido 

purificada en D. melanogaster (Nahmias & Bewley 1984), la polilla de la col Trichoplusia 

ni (Mitchell et al. 1991) y la lagarta de las vainas Spodoptera eridania (Ahmad 1992). 

Además de los peroxisomas, la actividad CAT  presente en el citosol y en las mitocondrias 

(Ahmad et al. 1988) sugiere que esta amplia distribución intracelular es una adaptación 

evolutiva como consecuencia de la ausencia de glutatión peroxidasa Se-dependiente (Se-

GPOX). La distribución tisular de la actividad CAT ha sido examinada en unas pocas 

especies de insectos. Se detectó actividad CAT en tejidos del intestino medio de varias 

plagas de lepidópteros como por ejemplo en larvas de Helicoverpa zea, Spodoptera exigua, 

Manduca sexta y Heliothis virescens (Felton & Duffey 1991). 

 

1.3.1.3.  Actividad glutatión S-transferasa (GST) 

Las GST son una superfamilia de enzimas que se encuentran tanto en organismos 

procariotas como eucariotas. Son multifuncionales y catalizan las conjugaciones de 

glutatión (GSH) con un amplio espectro de compuestos electrófilos (Habig et al. 1974). 

También participan en la reducción de hidroperóxidos (ROOH), pero no de H2O2 

(Mannervik et al. 1985). Catalizan el ataque nucleofílico del GSH en los centros 

electrofílicos de los xenobióticos, incluyendo insecticidas, metabolitos secundarios de 

plantas e hidroperóxidos orgánicos (Ranson & Hemingway 2005).  

 Según su distribución dentro de la célula, las GST se dividen en tres categorías: 

citosólicas, microsomales y mitocondriales. En los insectos, solo se conocen citosólicas y 

microsomales (Shi et al. 2012). Las GST citosólicas de los insectos se pueden clasificar en 

seis clases principales. Entre ellas, , , , y  tienen representantes en todos los 

metazoarios; mientras que  y  son específicas de los insectos (Ding et al. 2003; Enayati 

et al. 2005). De acuerdo a la comparación de secuencias de aminoácidos, se agrupan en las 

clases I y II. Mientras que algunos miembros de una misma clase muestran un alto grado 

de similitud (> 90%), otros pueden compartir menos de un 40%. La clase I de GST de 

insectos parece estar más cerca de las GST de la clase  de mamíferos, mientras que la 
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clase II de GST está más cerca de las GST de clase  (Feng et al. 1999). La primera GST 

de clase  fue reportada para la mosca Lucilia cuprina (Wilce et al. 1995). A la fecha, 

numerosos genes de GST fueron clonados en numerosos insectos, la mayoría de ellos 

dípteros (Shi et al. 2012; Zhang et al. 2014; Yamamoto et al. 2016). Solo un gen de GST 

que pertenece a la clase  fue clonado en carpocapsa Cydia pomonella (Liu et al. 2014). 

 

1.3.1.4. Actividad ascorbato peroxidasa (APOX) 

Estas enzimas catalizan la oxidación del ácido ascórbico con la consiguiente reducción del 

H2O2. La enzima reductasa dehidroascorbato es la encargada de la regeneración del 

ascorbato, una molécula que remueve el oxígeno singlete y numerosos radicales solubles 

en agua como peroxilo e hidroxilo. Además de la actividad peroxidasa, el reciclado 

eficiente de ascorbato le otorga un fuerte rol antioxidante. La actividad de APOX ha sido 

determinada en plantas, algunas cianobacterias y ocasionalmente en tejidos de mamíferos, 

pero no ha sido muy estudiada en invertebrados. En el gusano elotero H. zea, la APOX 

mostró actividad hacia un gran número de sustratos modelos, incluyendo el H2O2 

(Mathews et al. 1997).  

 

1.3.1.5.  Actividad glutation–S transferasa con actividad peroxidasa (GST-Px) 

Los vertebrados contienen la enzima GST-Px dependiente de selenio, la cual remueve 

H2O2 y peróxidos lipídicos. En los insectos, en cambio, esta enzima solo metaboliza los 

peróxidos lipídicos de acuerdo a la siguiente reacción (Ahmad 1992). 

 

ROOH + 2 GSH  ROH + H2O + GSSG 
 

 Las GPOX y las glutatión reductasas (GR) son enzimas complementarias. Las 

primeras reducen hidroperóxidos tóxicos que se forman como resultado del estrés 

oxidativo, mientras las GR convierten glutatión oxidado (GSSG) a su forma reducida. En 

los lepidópteros T. ni, Papilio polyxenes y S. eridania, los niveles de actividad GPOX son 

muy bajos en comparación con los mamíferos (Ahmad et al. 1988).  

 Además de las defensas antioxidantes enzimáticas, hay un grupo de compuestos de 

bajo peso molecular y químicamente diverso que se subdivide en antioxidantes solubles en 

lípidos (vitamina E o α-tocofenol, tocotrienoles, vitamina A o trans-retinol/ β-caroteno) y 

antioxidantes solubles en agua (GSH, vitamina C o ácido ascórbico) (Felton & Summers 
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1995). Estas moléculas cumplen un rol importante en presencia de las EROS y actúan 

contra los efectos deletéreos del estrés oxidativo.  

1.3.2.  Sistema antioxidante no enzimático 

1.3.2.1.  Glutatión reducido (GSH) 

 

Constituido por los aminoácidos cisteína, glutamato y glicina, el GSH es uno de los tioles 

de bajo peso molecular más abundante entre los seres vivos. El GSH presenta un grupo tiol 

reactivo que cumple un rol importante en los procesos de detoxificación. Esta molécula 

interactúa con los radicales libres y compuestos oxidantes como H2O2, O2
.-, HO• y 

radicales de carbono, interviniendo en la protección contra el daño de los peróxidos 

lipídicos (Felton & Summers 1995; Krishnan et al. 2009). En presencia de radicales, la 

forma reducida de GSH se oxida a GSSG y puede ser reciclada en una reacción 

dependiente de NADPH catalizada por GR o por los sistemas tiorredoxina reductasa 

(Kanzok 2001). Además de mantener un entorno intracelular reductor (Meister 1992), el 

GSH está implicado en muchos procesos incluyendo la síntesis de ADN y de proteínas, el 

transporte, la actividad enzimática y la conjugación de xenobióticos (Meister & Anderson 

1983) y mantiene al ascorbato, tocoferoles y otros agentes reductores en su estado reducido 

(Felton & Summers 1995). 

 

1.3.2.2.  Carotenoides 

Los carotenoides, una familia de polienos conjugados, pueden ser precursores de la 

vitamina A y son capaces de reaccionar con el oxígeno singlete y con radicales peroxilo 

(Krishnan & Kodrík 2011). En las plantas, su papel en la eliminación de radicales libres 

está bien documentado, pero el papel específico como antioxidante en los insectos 

permanece en estudio (Ahmad 1992).  

1.3.2.3.  α-Tocoferol 

El α-tocoferol es una vitamina líposoluble que actúa en las membranas y puede reaccionar 

con radicales peróxilos lipídicos para formar un radical relativamente estable, como se 

representa en la siguiente reacción. En los insectos, los estudios sobre las propiedades 

antioxidantes de α-tocoferol se limitan al efecto de la administración exógena mediante la 

dieta. Se ha estudiado en larvas de la polilla M. sexta, el papel de los antioxidantes en la 

dieta. Los niveles dietéticos elevados de moléculas antioxidantes como el β-caroteno y α-
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tocoferol (vitamina E) resultaron en una reducción dependiente de la concentración 

asociada a la mortalidad por el fototóxico tiofeno α-tertienilo (Aucoin et al. 1991). 

α-Tocoferol + LOO
.
  LOO – α-Tocoferol 

 

 1.3.2.4.  Ácido ascórbico 

El ácido ascórbico es un antioxidante esencial que los insectos obtienen a través de la 

alimentación, ya que no lo pueden sintetizar (Barbehenn et al. 2001). En presencia de 

EROS, el ácido ascórbico (o su base conjugada, el ascorbato) es donante de un electrón y 

se oxida en el radical semi-dehidroascorbato, siendo una molécula estable por la 

deslocalización de los electrones entre los tres átomos de oxígeno. El semi- 

dehidroascorbato es convertido de nuevo a ácido ascórbico en presencia de GSH y 

dehidroascorbato reductasa (Felton & Summers 1995).  

Ascorbato + radical  semidehidroascorbato + radical reducido 

Ascorbato + HOCL  semihidroascorbato + H2O + HCl  

 Además de los mecanismos antioxidantes y los sistemas descriptos, los insectos 

poseen varias moléculas solubles en agua (ácido úrico, carbohidratos, polioles) y proteínas 

de unión a metales (ferritina y transferrina) que también sirven para las funciones 

antioxidantes cruciales (Felton & Summers 1995). 

 

1.3.3. Metabolismo detoxificante  

Continuamente, en forma accidental o intencional, distintas sustancias ingresan al 

organismo de cada ser vivo. Estas sustancias son llamadas xenobióticos y a lo largo de la 

evolución han surgido procesos enzimáticos que participan en su eliminación, impidiendo 

que el organismo se intoxique. La detoxificación de los xenobióticos es llevada a cabo por 

enzimas que catalizan cuatro tipo de reacciones: oxidaciones, reducciones, hidrólisis y 

conjugaciones. Los tres primeros tipos corresponden a lo que tradicionalmente se 

denomina metabolismo de Fase I, mientras que las conjugaciones constituyen el 

metabolismo de Fase II (Josephy et al. 2005). El metabolismo de Fase I implica la 

exposición o la adición al sustrato de un grupo polar (oxhidrilo, carboxilo, sulfhidrilo, 

amino). El de Fase II consiste en la unión al sustrato de una molécula endógena pequeña 

(GSH, aminoácidos, sulfato, glucosa y otros). Los productos de las reacciones metabólicas 
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de Fase I y II son más polares que sus respectivos sustratos, y por lo tanto más fácilmente 

eliminables a través de la excreción. En la mayoría de los casos, los productos son también 

menos tóxicos que los sustratos, pero existen excepciones (activación). Según la especie, el 

momento del ciclo de vida y el tejido u órgano donde ocurre la reacción, un xenobiótico 

puede ser transformado sucesivamente por reacciones de Fase I y II, solo por reacciones de 

Fase I o solo por las de Fase II.  

1.3.3.1.  Esterasas 

En los últimos cincuenta años, las esterasas han sido una parte fundamental de la 

investigación bioquímica de insectos. Representan un componente importante del sistema 

de defensa frente a los xenobióticos y son foco de estudios en metabolismo de insecticidas 

y resistencia a los mismos. La reacción de las esterasas se define como la hidrólisis de un 

éster que da como producto un alcohol y un ácido, abarcando la hidrólisis de una amplia 

gama de sustratos. Esta reacción está comprendida dentro de un conjunto más amplio de 

reacciones de hidrólisis, que también incluye lipasas, proteasas, epóxido hidrolasas y 

muchas otras (Montella et al. 2012).  

 Existen varias clasificaciones basadas en la sensibilidad de las esterasas a distintos 

inhibidores (Figura 7). Una clasificación ampliamente aceptada reconoce tres tipos de 

esterasas (A, B, y C) en base a su interacción con los OFs (Aldridge & Reiner 1972): 

- Las esterasas de tipo A hidrolizan OFs, pero no son inhibidas por ellos.  

- Las esterasas de tipo B son irreversiblemente inhibidas por los OFs. 

- Las esterasas de tipo C no reaccionan con los OFs.  

La mayoría de las esterasas estudiadas en los insectos pertenecen al tipo B, y dentro de 

éstas las CarE están involucradas en el metabolismo detoxificante.  
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Figura 7: Esquema de la clasificación de las esterasas. 

 

1.3.3.1.1.  Fosfotriesterasas 

Estas enzimas hidrolizan triésteres de fosfato y requieren iones divalentes por lo que son 

inhibidas por agentes quelante (Reiner 1993). Los estudios de actividad fosfotriesterasas 

son limitados en insectos, probablemente como consecuencia de su baja actividad en esta 

clase taxonómica (Guedes et al. 1997). Para otros autores, estas enzimas no están presentes 

en insectos (Vilanova & Sogorb 1999). Recientemente, en el gusano de seda Bombyx mori 

se clonó un gen que codifica para una proteína con una secuencia similar a la familia de 

proteínas relacionadas con las fosfotriesterasas (Wang et al. 2011).  

 

1.3.3.1.2.  Carboxilesterasas (CarE) 

En insectos, las CarE hidrolizan numerosas moléculas endógenas y exógenas (Montella et 

al. 2102). Entre las funciones fisiológicas se puede citar la degradación de 

neurotransmisores y metabolismo de hormonas y feromonas específicas, desempeñando un 

papel fundamental en el desarrollo y el comportamiento de los insectos (Oakeshott et al. 

1999). También participan del proceso de detoxificación de númerosos plaguicidas que 

poseen ésteres carboxílicos, entre ellos, CBs y piretroides. Además, proporcionan 

protección contra la toxicidad de los OFs y los CBs al actuar como sitios de 

fosforilación/carbamilación estequiométricas alternativos (Figura 8), reduciendo la 

biodisponibilidad de estas moléculas (Dettbarn et al. 1999).   
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Figura 8: Inhibición de CarE por el CB carbaril (A) y por el OF metil paraoxón (B). Extraído 

de Lascano y Anguiano (2011).  

 

 Los genes que codifican las CarE pertenecen a la familia carboxil/colinesterasa, 

incluida dentro de la superfamilia de las α/β hidrolasas (Hotelier et al. 2004; Hotelier et al. 

2010; Punta et al. 2012). Las proteínas de esta familia no comparten un alto grado de 

similitud en la secuencia de ADN y difieren ampliamente en la especificidad de sustrato. 

Sin embargo, el conservado arreglo de residuos en el centro catalítico sugiere que 

provienen de un ancestro común (Nardini & Dijkstra 1999; Oakeshott et al. 2005). Los 

genes que codifican para las CarE parecen evolucionar muy rápido y cada especie posee un 

único complemento de genes con unos pocos genes ortólogos entre especies (Ranson et al. 

2002; Claudianos et al. 2006; Strode et al. 2008; Oakeshott et al. 2010). 
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 1.3.3.2  Citocromo P450 monooxigenasas (CYP450) 

Las CYP450 son un sistema enzimático muy importante, capaz de metabolizar compuestos 

estructuralmente diferentes, también denominado como el catalizador biológico más 

versátil conocido (Porter & Coon 1991). Las CYP450 de los insectos tienen varias 

funciones relacionadas con el crecimiento, el desarrollo, la alimentación, y la tolerancia a 

las toxinas de plantas (Feyereisen 1999; Scott & Scott 2008). Además, están implicadas 

íntimamente en la síntesis y degradación de hormonas y feromonas incluyendo la 20-

hidroxiecdisona y HJ (Hunt & Smirle 1988; Reed et al. 1994). Los organismos eucariontes 

poseen múltiples CYP450 que se encuentran tanto en el retículo endoplásmico como en las 

mitocondrias (Omura 2006). Las oxidaciones catalizadas por CYP450 son reacciones de 

monooxigenación dependientes de NADPH y O2. Las CYP450 de insectos pueden ser 

detectadas en una amplia variedad de tejidos, con mayor actividad en el intestino medio, 

tejido graso y los tubos de Malpighi (Hodgson 1983). En los insectos, el número de 

CYP450 varía de 47 en A. mellifera a 164 en A. aegypti (Scott & Scott 2008). Se hipotetiza 

que todas las CYP450 provienen de un gen ancestral común por duplicación génica y 

diversificación adaptativa (Aguiar et al. 2005).  

 El sistema de nomenclatura actual, basado en la secuencia de aminoácidos fue 

primero introducido por Nebert et al. (1989) y ha estado bajo constante revisión por la 

rápida acumulación de nuevas secuencias (Nelson et al. 1996). Los genes que codifican 

para las CYP450 se denominan con un número arábigo y una letra mayúscula para asignar 

una familia y subfamilia específicas, respectivamente. Otro número a continuación de la 

letra designa el gen individual (Figura 9).  

 

 

Figura 9: Esquema de la nomenclatura de un gen CYP. Extraído de Feyereisen (2005). 
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 Inicialmente, muchas CYP450 de insectos fueron agrupadas arbitrariamente en las 

familias CYP6 y CYP4, a pesar de que tenían menos de 40% de identidad de aminoácidos 

con CYP6A1 o con proteínas de CYP4 de vertebrados. Por ejemplo, CYP6L1 se aisló de 

B. germanica (Wen & Scott 2001) y es la primera subfamilia de CYP450 llamada L dentro 

de la familia 6. Si bien hay excepciones, las CYP450 son generalmente agrupadas dentro 

de la misma familia o subfamilias cuando comparten más del 40% o del 55% de similitud 

de aminoácidos, respectivamente (Feyereisen 2005).  

 Si bien esta familia de enzimas es la más importante en la detoxificación de 

xenobióticos, también es responsable de la biotransformación que convierte a los OFs en 

oxones, generando productos más tóxicos que los respectivos sustratos (Feyereisen 1999). 

Además, algunas enzimas del CYP450 se han asociado con aumento del estrés oxidativo 

celular (Strolin-Benedetti et al. 1999) y son a menudo reguladas en respuesta a factores de 

estrés oxidativo (Morel & Barouki 1998). 

 

1.4.  MECANISMOS DE RESISTENCIA A INSECTICIDAS 

La resistencia es una “disminución de origen genético en la susceptibilidad a un 

plaguicida” (Tabashnik et al. 2014). Otra definición que destaca sus consecuencias 

prácticas, describe a la resistencia como “un cambio heredable en la sensibilidad de la 

población plaga que se refleja en repetidas fallas de control de un producto, el cual es 

usado de acuerdo a lo recomendado para esa especie” (IRAC 2016). Los principales 

mecanismos de resistencia a insecticidas en los insectos se agrupan en cuatro clases: (I) 

mutaciones que modifican los sitios de acción, disminuyendo la afinidad que por ellos 

presentan los insecticidas (II) sobreexpresión1 que aumenta la actividad de enzimas 

detoxificantes, lo cual aumenta la tasa de biotransformación de los insecticidas, (III) 

mutaciones que modifican la cutícula, disminuyendo la velocidad de ingreso al organismo 

de los insecticidas y (IV) cambios de origen genético en el comportamiento (Ranson et al. 

2011).   

 

                                                           
1 Sobreexpresión génica: aumento en la transcripción del número de copias regulares del gen para una 

especie. Esto ocurre, generalmente, por mayor estabilidad del (ARNm) o por mutaciones e 

inserciones/deleciones en secuencias de promotores o locus regulatorios (Li et al. 2007). 
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1.4.1.  Mutaciones que modifican los sitios de acción  

1.4.1.1.  Acetilcolinesterasa 

La AChE de los insectos, codificada por el gen ace, es una proteína homodimérica globular 

anclada por su extremo C-terminal al glicosil-fosfatidil inositol de las membranas post-

sinápticas. La AChE desempeña un papel muy importante en la neurotransmisión 

colinérgica al hidrolizar el neurotransmisor ACh liberando ácido acético y colina (Mutero 

& Fournier 1992). En varias especies de insectos se han identificado dos loci para AChE 

(ace–1 y ace–2, este último es el único reportado en Drosophila) (Nabeshima et al. 2004; 

Cassanelli et al. 2006; Revuelta et al. 2009). Es probable que ambos genes estén presentes 

en la mayoría de los insectos (Weill et al. 2002). El árbol filogenético construido con la 

secuencia de AChE de treinta y tres especies de insectos indica que los dos genes de 

Anopheles derivan de una duplicación génica ocurrida muy temprano en la evolución y, 

que la pérdida de uno de ellos ocurrió al menos dentro de la familia Drosophilidae.  

  La AChE es el sitio de acción primario de los OFs y los CBs, que inhiben esta 

enzima en las sinapsis colinérgicas. Muchos casos de resistencia a estos insecticidas se ha 

asociado a la sensibilidad reducida de la AChE (Figura 10), ocasionada por mutaciones 

puntuales que producen sustituciones de aminoácidos cercanos al sitio activo de la enzima, 

pero que no afectan su capacidad de hidrolizar el sustrato fisiológico (Mutero et al. 1994; 

Menozzi et al. 2004; Weill et al. 2004).  

 En las moscas D. melanogaster y Musca domestica se determinó que las mutaciones 

que confieren resistencia a OFs y CBs ocurren en ace-2 (Mutero et al. 1994; Walsh et al. 

2001). Por otro lado, la resistencia a anticolinesterásicos en C. pomonella, el mosquito 

Culex pipiens, la polilla Plutella xylostella y el pulgón Myzus persicae se asoció a ace-1 

(Weill et al. 2002; Nabeshima et al. 2004; Baek et al. 2005; Cassanelli et al. 2006). Estos 

resultados indican que ace-1 y ace-2 cumplen la misma función fisiológica en las sinapsis 

colinérgicas, al menos en los dípteros (Weill et al. 2002). 
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Figura 10: Alteraciones en el sitio activo de la enzima AChE. (A) Hidrólisis de acetilcolina 

(ACh), el sustrato fisiológico, por la enzima AChE. (B) Inhibición de AChE por un OF, resultando 

en la acumulación de ACh en el espacio sináptico. (C) Disminución de la afinidad de la AChE 

modificada en su sitio activo por el OF sin originar cambios en la capacidad hidrolítica de ACh. 

Extraído de Soleño (2011).  

 

 También se observaron casos de resistencia a OFs debida a un mayor título de AChE, 

que compensaría la pérdida de moléculas inhibidas por los insecticidas (Charpentier & 

Fournier 2001). El mayor título de AChE se relacionó con un aumento de ARNm, 

atribuído a un aumento en la transcripción del gen ace o a una mayor estabilidad del 

ARNm (Gao & Zhu 2002). 

 

1.4.1.2.  Canal de sodio dependiente de voltaje 

Uno de los principales mecanismos de resistencia a DDT y piretroides es la resistencia al 

volteo (knockdown resistance o kdr), ocasionada por una o más mutaciones en el sitio de 
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acción de estos insecticidas, el canal de sodio dependiente de voltaje (Kushwah et al. 

2015). La resistencia por kdr se documentó inicialmente para la mosca doméstica, en la 

cual se determinó la sustitución de Leu por Phe (L1014F), dentro del segmento IIS6 del 

canal (Williamson et al. 1993). Una segunda sustitución de Met por Thr (M918T) en el 

dominio citoplasmático entre los segmentos IIS4 y IIS5 de la proteína, en conjunción con 

L1014F, conduce a niveles mayores de resistencia a piretroides y se denomina super-kdr 

(Ingles et al. 1996). A la fecha, se han identificado más de treinta mutaciones que confieren 

este tipo de resistencia, y muchas de ellas han sido determinadas en más de una especie 

(Figura 11).  

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Posición de las mutaciones en el canal de sodio que ocasionan resistencia a 

piretroides y DDT determinadas en más de una especie (A) o en una sola especie (B). La 

subunidad alfa del canal de sodio es una proteína transmembrana, formada por cuatro dominios (I–

IV), cada uno con seis segmentos hidrofóbicos que permanecen dentro de la membrana celular de 

las neuronas (S1–S6). Extraído de Rinkevich (2013).  

 

 La mayoría de las mutaciones funcionalmente confirmadas se encuentran en los 

segmento IIS5, IIS6 e IIIS6 (Rinkevich et al. 2013). En C. pomonella, la sustitución de un 

solo aminoácido (L1014F) se relacionó con la insensibilidad del canal de sodio en 

poblaciones de campo (Franck et al. 2012). 

 

A 

B 
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1.4.1.3.  Receptor GABA 

El gen Rdl (resistance to dieldrin) codifica para el receptor GABA asociado al canal de 

cloruro, blanco de los insecticidas ciclodienos y fenil pirazoles (Remnant et al. 2013). El 

gen Rdl fue primero caracterizado en D. melanogaster, donde se observó el reemplazo de 

Ala a Ser (A302S) en el dominio M2 del canal (Figura 12) (ffrench-Constant & Rocheleau 

1993). Esta sustitución (Ala a Gly) fue subsecuentemente identificada en un amplio rango 

de insectos resistentes a ciclodienos (Andreev et al. 1999; Bass et al. 2004; Wang et al. 

2013). Estudios electrofisiológicos mostraron que el reemplazo de Ala 302 afecta la 

sensibilidad a ciclodienos mediante dos mecanismos: (a) la mutación debilita la unión con 

el antagonista (insensibilidad del sitio al tóxico) por un cambio estructural en el sitio activo 

y, (b) la mutación desestabiliza alostéricamente la unión con el antagonista (Zhang et al. 

1994).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Esquema de las mutaciones en los dominios M2 y M3 de una de las subunidades 

del receptor GABA. El receptor GABA consiste de cinco subunidades, cada una de las cuales 

contiene cuatro dominios transmembrana (M1-M4). En D. simulans, Ala 301 y Thr 350 son 

reemplazados por Gly y Met (resaltado en negro). Extraído de Le Goff et al. (2005). 

 Esta mutación confiere altos niveles de resistencia a dieldrin y bajos niveles de 

resistencia a fipronil (Bloomquist 2001), lo cual sugiere que el sitio de unión al receptor 

GABA o el mecanismo de acción entre estos compuestos podrían ser diferentes. En una 

cepa de Drosophila simulans altamente resistente a fipronil se determinó la presencia de 

dos mutaciones: A301G y T350M  (Le Goff et al. 2005).  
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1.4.2.  Mutaciones que aumentan la actividad de enzimas detoxificantes  

La resistencia a insecticidas ocasionada por detoxificación puede desarrollarse en las 

poblaciones de campo en tres maneras diferentes: mutaciones en la región de codificación, 

mutaciones en secuencias reguladoras de la expresión génica, y amplificación génica 

(Hemingway et al. 1998).  

1.4.2.1.Esterasas 

Como componente del sistema de detoxificación de xenobióticos en los insectos, las CarE 

están frecuentemente implicadas en la resistencia a los OFs, CBs y piretroides por cambios 

cualitativos o cuantitativos de las enzimas, o una combinación de estos mecanismos 

(Hemingway et al. 2004). Existen muchos alelos de esterasas asociados con la resistencia. 

En Diptera, Hymenoptera y Lepidoptera se determinaron dos mutaciones puntuales en el 

gen que codifica para CarE y, en algunos casos, estas mutaciones conducen a un aumento 

de la capacidad de hidrolizar a los OFs y/o el secuestro (Hotelier et al. 2010; Li et al. 

2013). La primera mutación involucra la sustitución, en el sitio activo, de Trp por Leu, Ser 

o Gly. La segunda mutación sustituye en el sitio activo a Gly por Asp (Newcomb et al. 

1997). Aunque el grado de expresión de las fosfotriesterasas nativas en insectos se 

desconoce, se ha determinado que una enzima homóloga a una fosfotriesterasa de salmón 

estaría presente en el perfil transcripcional de la polilla, H. virescens (Zhu et al. 2011). La 

sobreexpresión de CarE, como una respuesta evolutiva a la presión de selección de los 

insecticidas OFs y CBs, se documentó en numerosas especies de artrópodos (Alon et al. 

2008; Zhang et al. 2010; Cui et al. 2011). La causa predominante de este incremento en la 

síntesis de la enzima es la amplificación del gen o genes dentro del genoma (Vaughan & 

Hemingway 1995). La amplificación génica y la regulación positiva transcripcional de las 

CarE, solas o combinadas, suelen ser la principal causa de sobreproducción de esta enzima 

en insectos y ácaros resistentes a OFs y CBs (Vontas et al. 2007; Pan et al. 2009). El 

primer descubrimiento de amplificación génica fue en M. persicae, donde los individuos 

resistentes presentaban hasta ochenta copias del gen de esterasas E4, mientras que los 

susceptibles poseían una sola (Devonshire & Sawicki 1979). La sobreexpresión de E4 en 

M. persicae se correlacionó con resistencia a varios insecticidas, a través de procesos de 

hidrólisis o de secuestro, producto de la gran cantidad de enzima presente en cada 

individuo. También se observó que mediante la metilación de los genes amplificados, 

algunos clones perdían el fenotipo resistente (Field et al. 1989). En el mosquito Culex 
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quinquefasciatus el genotipo más común es la co-amplificación de dos genes de esterasas 

(estα2 y estβ2) en un amplicón de aproximadamente 28 Kpb, que se reitera hasta ochenta 

veces en los individuos altamente resistentes (Paton et al. 2000). También se reportó 

resistencia a OFs y CBs debido a la sobreproducción de CarE en C. pipiens y A. aegypti 

(Guillemaud et al. 1997; Poupardin et al. 2014).  

  

1.4.2.2. GST 

Una elevada actividad de una o más GST fue asociada en insectos con resistencia a OFs en 

M. domestica (Wei et al. 2001), a DDT en D. melanogaster (Tang & Tu 1994), y a 

piretroides en la chinche Nilaparvata lugens (Vontas et al. 2001). La detoxificación por 

GST es el principal mecanismo de resistencia a DDT en mosquitos (Hemingway & Ranson 

2000). El mecanismo molecular responsable por la elevada actividad GST en mosquitos se 

relacionó con cambios de regulación que aumentan los niveles de transcripción. Tanto 

mutaciones en elementos reguladores en cis como en trans pueden conducir a la 

sobreexpresión de GST en A. aegypti (Grant & Hammock 1992) y Anopheles gambiae 

resistentes a DDT (Ranson et al. 2001). Por otro lado, la mayor actividad GST en D. 

melanogaster se debió a una mayor estabilidad del ARNm (Tang & Tu 1995); mientras 

que la amplificación génica se observó en M. domestica (Wang et al. 1991) y N. lugens 

(Vontas et al. 2002). En C. pomonella, se asoció una mayor actividad GST con resistencia 

a OFs (Fuentes-Contreras et al. 2007; Rodríguez et al. 2010; Reyes et al. 2015) y 

piretroides (Bouvier et al. 2002). Además, los niveles de expresión de CpGSTd1 parecen 

estar regulados positivamente luego de la exposición a metil clorpirifós y lambdacialotrina 

(Liu et al. 2014). 

1.4.2.3. CYP450 

El aumento de la actividad CYP450 es el resultado de la sobreexpresión transcripcional 

constitutiva y, la misma es vinculada al desarrollo de resistencia a numerosos insecticidas, 

entre ellos DDT (Mitchell et al. 2012), piretroides (Ishak et al. 2016); NNs (Karunker et al. 

2008), al inhibidor del desarrollo diciclamil (Daborn et al. 2007) y el análogo de la HJ 

pyriproxifen (Karatolos et al. 2012), entre otros. Este fenómeno, se ha reportado en varios 

artrópodos como en M. domestica (Gao et al. 2012), C. quinquefasciatus (Liu et al. 2011), 

C. pipiens (Hardstone et al. 2010), Drosophila (Daborn et al. 2007), A. gambiae (Mitchell 

et al. 2012), Aedes albopictus (Ishak et al. 2016), Helicoverpa armigera (Yang et al. 

2006), Tribolium castaneum (Zhu et al. 2010), B. tabaci (Karunker et al. 2008) y 
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Trialeurodes vaporariorum (Karatolos et al. 2012). Asimismo, la expresión puede ser 

inducida tanto por compuestos endógenos como exógenos (Tompkins & Wallace 2007). 

Tanto el aumento constitutivo de la expresión por la inducción de uno o más genes 

CYP450 son responsables de los mayores niveles de detoxificación enzimática de 

insecticidas (Poupardin et al. 2010; Liu et al. 2011; Gong et al. 2013). El nivel de 

inducción de CYP450 varía según la especie, estado fisiológico, poblaciones susceptibles y 

resistentes (Terriere 1984). Con respecto a C. pomonella, se observó que tanto los datos 

moleculares como los bioquímicos indican que CYP9A61 está fuertemente inducida por la 

exposición a lambdacialotrina (Yang et al. 2013). 

  

1.4.3.  Mutaciones que modifican la cutícula  

Un aumento en el grosor de la cutícula puede conferir resistencia al modificar el ingreso de 

los insecticidas al organismo, porque una incorporación más lenta del tóxico podría 

optimizar la eficiencia de su detoxificación metabólica (Lin et al. 2012; Koganemaru et al. 

2013). La resistencia a piretroides se asoció a un aumento en el grosor de la cutícula en 

Anopheles funestus (Wood et al. 2010), y a la sobreexpresión de un gen que codifica para 

una proteína cuticular en A. albopictus (Ishak et al. 2016). También se encontró una 

reducida penetración cuticular en H. armigera resistente a piretroides, si bien no se 

investigó la causa de este fenómeno (Ahmad et al. 2006).  

1.4.4.  Cambios en el comportamiento 

La resistencia ocasionada por cambios en el comportamiento se refiere a la habilidad de los 

insectos de alejarse de las áreas tratadas con insecticidas. Este tipo de resistencia, 

observada P. xylostella (Nansen et al. 2016) y en varias especies de mosquitos 

(Chareonviriyaphap et al. 2013; Ritthison et al. 2014), se clasifica como estímulo 

dependiente o independiente (Roberts et al. 2000). En el primer caso, los insectos entran en 

contacto con el insecticida; mientras que en el segundo, los insectos evitan las áreas 

tratadas. Los insectos simplemente dejan de alimentarse si se encuentran con ciertos 

insecticidas o salen de la zona tratada. Por ejemplo, pasan a la parte inferior de una hoja 

pulverizada o vuelan lejos de la zona (Mouchet et al. 2008).  

 La resistencia a varias clases de insecticidas, incluyendo OCls, OFs, CBs y 

piretroides, se reportó en diferentes especies (Lockwood et al. 1985; Ross 1992; 1998; 

Mathenge et al. 2001; Potikasikorn et al. 2005).  
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1.5.  LA FRUTICULTURA EN LA REGIÓN DEL VALLE DE RÍO NEGRO Y  

NEUQUÉN 

Argentina produce 1,8 millones de toneladas de frutas pomáceas, distribuidas casi por 

partes iguales entre manzana y pera. Mientras que el mayor porcentaje de la producción de 

peras se destina a la exportación, solo se exporta un 25% de las manzanas. El 85% de la 

producción de manzana y el 75% de pera se concentra en el Alto Valle de Río Negro y 

Neuquén, y en el Valle Medio de Río Negro. El resto se genera en el Valle de Uco 

(Mendoza), 25 de Mayo (La Pampa) y el Valle del Tulum (San Juan), entre otros puntos 

(Sanchez & Villareal 2010).  

 En el valle de Río Negro se distinguen tres sectores principales bajo riego. Cada uno 

de estos posee una actividad productiva principal diferente, siendo el Alto Valle la zona 

productora de peras y manzanas por excelencia. La actividad frutícola se concentra en 

cuatro zonas distintas (Figura 13): el Alto Valle, el Valle Medio, General Conesa y Río 

Colorado (Valle Inferior). 

VALLE AZUL

Alto Valle
Valle 

Medio

Valle 

Inferior

 

Figura 13: Zonas productoras de frutas de las provincias de Río Negro y Neuquén.  

 

 La superficie total con frutales de pepita y carozo es de 50.993 ha, donde el 93% 

corresponde a manzana y pera. La provincia de Río Negro participa con el 85% del total de 

superficie implantada en la Región Patagonia Norte, y el 15% restante corresponde a la 

provincia de Neuquén. El promedio en la producción comercial de peras y manzanas para 

el período 2008/2012 alcanzó 1.460.000 toneladas (FunBaPa 2012).   

 Considerando que la fruticultura de la región norpatagónica se desarrolló en un 

marco fuertemente orientado a la exportación, las estrategias en el control de plagas están 
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condicionadas por las exigencias de los mercados compradores (Sanchez & Villareal 

2010). La carpocapsa o gusano de la manzana, C. pomonella (Linneaus) (Lepidoptera; 

Tortricidae) es la principal plaga de los cultivos de manzanos y perales y constituye el 

principal problema debido a los niveles de daño que provoca en las frutas (Figura 14). 

 

 

 

Figura 14: Daños internos y externos producidos por la larva de C. pomonella. 

 Durante la década del ´80 e inicios de los ´90, los piretroides (esfenvalerato, 

detametrina, lambdacialotrina, entre otros) fueron utilizados en el valle en forma masiva 

para el control de C. pomonella. El uso indiscriminado (de ocho a once pulverizaciones por 

temporada) provocó diferentes efectos secundarios sobre las plagas y sus enemigos 

naturales. Como ejemplo, el psílido del peral alcanzó una densidad poblacional muy baja 

en el Alto Valle, mientras que aumentó la incidencia de arañuelas, especialmente por el 

efecto negativo sobre sus enemigos naturales. Por otra parte, las numerosas aplicaciones 

provocaron una disminución de individuos de carpocapsa susceptibles a esta familia de 

insecticidas, seleccionando progresivamente una mayor cantidad de individuos resistentes 

(Cichón et al. 2006).  

 A partir del año 2000, debido a fallas del control con piretroides, se empezaron a usar 

OFs (metil azinfos, metidatión, fosmet y clorpirifós) y CBs (carbaril). Este esquema dejó 

de ser sostenible por las restricciones del mercado, su impacto en el medio ambiente 

(Loewy et al. 2011) y los efectos adversos sobre la salud humana (Rivero Osimani et al. 

2016). También comenzaron a implementarse estrategias no convencionales mediante el 

uso del virus de la granulosis de carpocapsa (CpGV), insecticidas botánicos (riania, 

rotenona), entre otros.  
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 En el año 2006 se implementó el “Programa Nacional de Supresión de Carpocapsa” 

que planteó un cambio en el modo de la lucha fitosanitaria mediante la aplicación de la 

Técnica de Confusión Sexual (TCS), combinado con el control químico, cultural y legal. 

Entre los insecticidas químicos recomendados por el INTA (Cichón et al. 2013a) se 

encuentran: I) los OFs clorpirifós, metil azinfós, metidatión, mercaptotión, fosmet; II) los 

CBs carbaril y metomil III) los NN acetamiprid, tiacloprid; IV) la BFU novalurón; V) el 

agonista de ecdisoma metoxifenocide; VI) el modulador de los receptores de rianodina 

clorantraniliprole; VII) el antagonista del receptor nicotínico spinetoram; VIII) el activador 

de los canales de cloro abamectina  y el análogo de la HJ pyriproxifen. Este cambio 

tecnológico no solo aseguró un mejor control de la plaga por la reducción del nivel de daño 

a 0,1% luego de la ejecución del proyecto, sino también la sustentabilidad sanitaria, 

ambiental y comercial (FunBaPa 2012).  

 Actualmente, a causa de las restricciones crecientes de Estados Unidos y la 

Comunidad Europa en cuanto a los residuos de plaguicidas en las frutas, los OFs y NNs se 

limitaron a una sola aplicación para el control de carpocapsa al inicio de la temporada 

productiva (Cichón, comunicación personal). 

1.5.1.  Biología de C. pomonella 

La carpocapsa es una especie nativa del sudeste europeo, con una amplia distribución 

mundial acompañando al manzano (Malus domestica), su hospedero más importante 

(Sheldeshova 1967) (Figura 15). Su distribución geográfica está relacionada tanto a 

factores climáticos como a la disponibilidad de alimento. Probablemente, esta plaga se 

haya dispersado entre los diferentes países y continentes a través del transporte de fruta, 

materiales de empaque o importación de partes vegetales contaminados.  
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Figura 15: Distribución geográfica de C. pomonella. Extraído de Codling Moth Information 

Support System (1997). 

  

 La carpocapsa se ha adaptado exitosamente a las condiciones agro-ecológicas 

imperantes en varias regiones de Argentina, particularmente en la zona productora del Alto 

Valle del Río Negro y Neuquén. En esta región, las temperaturas son propicias para el 

desarrollo de al menos tres generaciones, lo que determina la necesidad de efectuar las 

actividades de control en forma precisa a fin de evitar porcentajes de daño que 

comprometan la producción (Cichón & Fernéndez 1993).  

 

 Ciclo de vida de la carpocapsa 

Como es propio del orden Lepidoptera, la carpocapsa cumple una metamorfosis completa a 

lo largo de su ciclo de vida. Esto significa que atraviesa cuatro etapas diferentes de 

desarrollo en los que las formas juveniles poseen una apariencia muy diferente a la del 

adulto. Los cuatro estadios son: huevo, larva, pupa y adulto (Figura 16). La hembra adulta 

deposita entre 50 y 80 huevos sobre la superficie de las hojas o frutos, los cuales tardan de 

5 a 12 días en emerger como larva neonata (primer estadio). Este es el momento crucial en 

el que se deben tomar las medidas apropiadas para combatir la plaga y evitar que ingrese al 

fruto ocasionando daños irreversibles. Una vez que la larva penetra en el fruto, completa su 

desarrollo larvario alimentándose de las semillas. Después de 25-40 días, en el quinto y 

último estadio larvario, la larva abandona el fruto (INTA 2006). En los siguientes estadios 

de pupa y adulto, carpocapsa no produce daños (Metcalf & Flint 1965). 
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Figura 16: Ciclo biológico de C. pomonella (no a escala). 

  

 Cada uno de estos ciclos se denomina “generación” y se completa entre 49 y 59 días 

aproximadamente, de acuerdo a las condiciones de temperatura. En la República 

Argentina, este ciclo se repite entre tres y cuatro veces entre octubre y febrero. 

Generalmente, las larvas de la última generación se refugian en las cortezas de los árboles, 

ramas y frutos caídos para pasar el invierno en estado de diapausa (Figura 17). Sin 

embargo, larvas de generaciones intermedias también pueden entrar en diapausa. Ésta se 

induce por las bajas temperaturas y la disminución de las horas de luz, y se caracteriza por 

presentar niveles metabólicos extremadamente bajos (Brown 1991). Al aumentar la 

temperatura y las horas de luz en la primavera, las larvas finalizan el período de diapausa y 

dentro de su capullo se transforman en pupa para emerger luego como adultos y reiniciar el 

ciclo. 
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Figura 17: Tronco de manzano con larvas diapausantes de carpocapsa. 

 

1.5.2.  Situación regional de la resistencia a insecticidas en C. pomonella 

Durante la década del 90, el uso masivo de piretroides condujo a la aparición de resistencia 

a estos insecticidas en poblaciones de C. pomonella del Alto Valle de Río Negro y 

Neuquén. (Soleño 2009).  

 Larvas diapausantes recolectadas entre 2003 y 2005 en chacras de la región con 

historial de control químico mostraron menor susceptibilidad al tratamiento con una dosis 

discriminante2 de metil azinfós, en comparación con larvas de una cepa susceptible de 

laboratorio (CSL) (Soleño et al. 2008). En dicho estudio, las poblaciones con mayor 

tolerancia al OF mostró una correlación positiva con la actividad esterasas y una débil 

correlación con la actividad GST.  

 Durante el año 2006, se evaluó la relación dosis-respuesta de numerosas poblaciones 

de carpocapsa procedentes de localidades situadas en un amplio rango geográfico de la 

región del Valle de Río Negro y Neuquén (Soleño et al 2012). El 70% de las poblaciones 

mostraron grado de resistencia3 (GR) superiores a dos, con un GR máximo de 11. La 

mayoría de las poblaciones con los menores niveles de resistencia fueron colectadas en 

chacras localizadas en los extremos geográficos del valle productivo (El Chañar, Conesa y 

                                                           
2 Dosis discriminante: dosis de insecticida que en un bioensayo mata a todos o casi todos los individuos 

susceptibles y pocos o ningún individuo resistente (Tabashnik et al.2014).  
3 Grado de resistencia: índice de magnitud de la resistencia que suele ser calculado como la CL50 de la 

población resistente dividida por la CL50 de una población susceptible (Tabashnik et al.2014). 
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Río Colorado). Tanto las CarE como el CYP450 fueron significativa y positivamente 

correlacionados con las CL50.  

 En 2010 se realizaron ensayos de toxicidad con concentraciones discriminantes de 

metil azinfós (2 mg/L), acetamiprid (0,7 mg/L) y tiacloprid (1 mg/L) en neonatas 

provenientes de diferentes montes frutales (Cichón et al 2013b). La mayoría de las 

poblaciones evaluadas mostró bajos porcentajes de mortalidad tanto al OF como a los dos 

NNs. También se determinó una correlación positiva significativa entre las mortalidades 

producidas por tiacloprid y metil azinfós. Más del 70% de las poblaciones de campo 

presentaron actividad CYP450 significativamente mayores (1,4-4,6 veces) que CSL.  
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2. HIPÓTESIS  

 

 Poblaciones naturales de C. pomonella del Alto Valle de Río Negro y Neuquén han 

desarrollado resistencia a los insecticidas usados para su control.  

 La resistencia a insecticidas en C. pomonella se debe a un aumento en la actividad 

basal de enzimas detoxificantes, a modificaciones en los sitios de acción o a ambas.  

 Poblaciones de campo de C. pomonella, continuamente expuestas a plaguicidas y 

aleloquímicos, presentan niveles basales de los componentes antioxidantes mayores 

que los de una cepa susceptible de laboratorio. 

 Los insecticidas clorpirifós y acetamiprid producen efectos subletales que 

modifican las actividades de eznimas detoxificantes de insecticidas y componentes 

antioxiodantes.  

 

3. OBJETIVOS 

 

Objetivo general  

Aportar información sobre los mecanismos de defensa en poblaciones de campo de C. 

pomonella que pueda resultar útil para alcanzar un control más eficiente de la plaga. 

 

Objetivos específicos 

1. Determinar el estado de la resistencia a clorpirifós y acetamiprid en adultos de C. 

pomonella provenientes de poblaciones de campo. 

2. Determinar la actividad y sensibilidad de AChE a propoxur. 

3. Determinar los niveles basales de las actividades de enzimas metabolizantes (CarE, 

CYP450 y GST) y de componentes del sistema antioxidante (actividades CAT, 

SOD y contenido de GSH). 

4. Evaluar los efectos subletales de los insecticidas clorpirifós y acetamiprid sobre las 

actividades de las enzimas detoxificantes de insecticidas y los componentes del 

sistema antioxidante mencionados en el objetivo anterior. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1.  MATERIAL BIOLÓGICO 

Se trabajó con adultos de la especie C. pomonella. Los individuos de una cepa susceptible 

a insecticidas usada como referencia (CSL) fueron provistos por el insectario del INTA 

Alto Valle. Esta cepa fue establecida en junio de 1991, a partir de 7.000-8.000 larvas 

diapausantes recolectadas en una chacra de manzanos abandonada. Desde entonces, la cría 

se mantuvo en condiciones controladas de temperatura (25 °C), fotoperíodo (16:8 h L:O) y 

70% de humedad relativa, siempre en ausencia de plaguicidas. Ocasionalmente se 

introducen en la cría individuos provenientes de montes frutales abandonados u orgánicos 

para disminuir la endogamia. Las dos poblaciones de campo PC1 y PC2 usadas en el 

presente trabajo se recolectaron en montes frutales ubicados en la localidad de Villa 

Regina (Río Negro) (39° 09' 41" S, 67° 04' 45" O y 39° 7' 41" S 67° 6' 37" O (Figura 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Imagen satelital de la localidad de Villa Regina (Río Negro, Argentina). 

La flecha indica el sitio de recolección de los individuos de C. pomonella (PC1 y PC2) 

utilizadas en esta tesis. 80 × 92 mm (300 x 300 ppp). 
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 Las larvas diapausantes se recolectaron en fajas de cartón corrugado colocadas en los 

troncos y ramas de árboles frutales durante los meses de diciembre y enero. Las larvas 

fueron transferidas a fajas de papel corrugado, el cual se colocó en una caja de telgopor y 

se almacenó a 4 ºC durante tres meses. Para la emergencia de adultos, las larvas fueron 

colocadas en una cámara cría (25 ºC, un fotoperíodo de 16:8 h L:O y 70% de humedad 

relativa ) (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: A) Colocación de fajas de cartón corrugado en árboles frutales. B) Obtención de larvas 

de C. pomonella. C) Cámara climatizada para permitir el desarrollo de los adultos. 

 

 4.2. REACTIVOS Y BUFFERES 

4.2.1.  Reactivos 

El OF clorpirifós (99,08% de pureza) y el NN acetamiprid (99,90% de pureza) se 

obtuvieron de AccuStandard Inc., (New Haven, CT, USA). Glutatión reducido (GSH), 

epinefrina,7-etoxicumarina (7-EC), 7-hidroxicoumarina (7-OHC), 1-cloro-2,4-dinitro 

benceno (CDNB), α-naftil acetato (α-NA), α-naftol (α-N), Fast Garnet GBC, Tritón X-100, 

ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), tetrametil etilén diamina (TEMED),  ioduro 

de acetil tiocolina (IATCh), dibromuro de 1,5-bis(4-allildimetilamoniofenil)pentano-3-1 

(BW284C5), tetraisopropil pirofosforamida (ISO-OMPA), trifenil fosfato (TPP), propoxur, 

glicina y albúmina de suero bovina fueron comprados a Sigma-Aldrich, Argentina S.A. 

(Buenos Aires). La solución Folin Ciocalteu, los ácidos etilén diamino tetra-acético 

(EDTA), tricloro acético (TCA), tiobarbitúrico y el peróxido de hidrógeno fueron provistos 

por Anedra, Argentina (Buenos Aires).  

 

 

B C A 
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4.2.2. Bufferes 

A) Buffer de fosfato de sodio (100 mM), con Tritón X-100 0,5%; pH = 7,5. 

B) Buffer de fosfato de potasio (143 mM), EDTA 6,3 mM; pH 7,5.  

C) Buffer de fosfato de sodio (0,1 M); pH 6,5. 

D) Buffer de muestra Tris HCl 0,5 M; pH 6,8. 

E) Buffer de muestra Tris HCl 0,5 M, glicerol y de azul de bromofenol al 1%; pH 6,8. 

F) Buffer de Tris HCl (0,025 M) y glicina (192 mM); pH 8,8. 

G) Buffer de fosfato de sodio (0,05 M), con Fast Garnet GBC (0,5 g) y α- y β-naftil 

acetato 2%en acetona (2 mL). 

H) Buffer de fosfato de sodio (50 mM); pH 7,2. 

I) Buffer de fosfato de sodio (50 mM), con H2O2 25 mM (como sustrato); pH 7,0.  

J) Buffer de glicina (50 mM); pH 10,2. 

 

4.3.  ENSAYOS DE TOXICIDAD 

Se prepararon dos soluciones madre de clorpirifós (500 mg/L) y acetamiprid (200 mg/L) 

en acetona. A partir de estas soluciones se realizaron diluciones seriadas para la exposición 

de los adultos de C. pomonella. Se aplicó de manera uniforme un mL de cada solución 

sobre la superficie interna de un vaso de cristal (212 mL), incluida la tapa. La aplicación 

del insecticida en las paredes del vial se realizó de forma manual. El mililitro de solución 

insecticida se depositó dentro del vial. Luego se cerró el vial con la correspondiente tapa, 

se lo colocó de forma horizontal y se lo hizo rotar unos minutos para lograr una cobertura 

uniforme. Posteriormente se lo dejó secar durante 1 h a temperatura ambiente para permitir 

la evaporación completa del solvente (Knight 2010a). Los grupos control se colocaron en 

vasos de cristal tratados únicamente con 1 mL de acetona. En cada vaso se colocaron diez 

adultos, de ambos sexos, de 1-2 días de edad. La exposición duró 24 h y se realizó a 25 °C 

y fotoperíodo de 16:8 h L:O. Se utilizaron al menos cuatro concentraciones de cada 

insecticida por bioensayo. Una vez finalizado el ensayo, se registró la mortalidad. Se 

consideraron muertos los individuos incapaces de volar al momento de la observación. Se 

realizaron al menos tres réplicas independientes de cada tratamiento para cada uno de los 

grupos de insectos estudiados (CSL, PC1 y PC2).  
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Tabla 1: Concentraciones de clorpirifós (mg/L) con sus correspondientes dosis (ng/cm2) 

utilizadas en los bioensayos de adutlos de C. pomonella. 

Insectos Clorpirifós 

CSL 
Concentración 0,0625 0,25 0,35 0,625 1 1,5 2 3 

Dosis 0,42 1,70 2,38 4,25 6,80 10,20 13,60 20,41 

PC1 
Concentración 0,0625 0,25 0,625 1 1,5 2 3 3,9 

Dosis 0,42 1,7 4,25 6,80 10,20 13,60 20,41 26,53 

PC2 
Concentración 0,0625 0,25 0,35 0,625 1 2 3 - 

Dosis 0,42 1,70 2,38 4,25 6,80 13,60 20,41 - 

  

Tabla 2: Concentraciones de acetamiprid (mg/L) con sus correspondientes dosis (ng/cm2) 

utilizadas en los bioensayos de adultos de C. pomonella. 

Insectos Acetamiprid 

CSL 
Concentración 0,195 0,39 0,78 1,56 3,12 6,25 

Dosis  1,33 2,65 5,30 10,61 21,22 42,51 

PC1 
Concentración 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 

Dosis 5,30 10,61 21,22 42,51 85,03 170,06 

 

4.3.1.  Exposición a concentraciones subletales de clorpirifós y acetamiprid 

La exposición a concentraciones subletales se realizó de igual manera que los bioensayos. 

Se aplicaron ocho concentraciones de clorpirifós disuelto en acetona: 0,0625; 0,25; 1; 3,9; 

15,62; 62,5; 250 y 500 mg/L. Esta última es la máxima concentración de ingrediente activo 

recomendada a campo para el control de C. pomonella (corresponde a 1,2 kg de ia/ha). La 

exposición de individuos a la menor concentración tuvo como objetivo lograr una 

inhibición de AChE menor del 50%.  

 Las concentraciones aplicadas de acetamiprid fueron 6,25; 25; 50; 100 y 200 mg/L. 

La concentración de este ingrediente activo utilizado a campo es 35 mg/L, pero se trabajó 

con concentraciones mayores porque la exposición a esta última no produjo síntomas 

visibles de intoxicación en los insectos. 
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4.4. ESTUDIOS BIOQUÍMICOS 

En los estudios bioquímicos se usaron individuos no tratados (controles) y expuestos que 

sobrevivieron a los tratamientos con clorpirifós y acetamiprid (incluidos los que 

presentaban síntomas de intoxicación). Los individuos sobrevivientes de cada 

concentración fueron suficiente para realizar al menos cuatro repeticiones de 4 individuos 

cada una. Cada grupo de cuatro individuos fue almacenado en frezzer, dentro de un tubo 

Eppendorf. La Figura 20 ilustra el procesamiento del material biológico.  

 

 

Figura 20: Esquema general del procesamiento del material biológico. 

 

4.4.1.  Preparación de homogenatos  

4.4.1.1. Homogenatos para medición de la actividad AChE 

Para el estudio de la inhibición in vitro de la enzima AChE con el CB propoxur, las 

cabezas fueron homogenizadas individualmente en 1200 μL del buffer (A), usando un 

homogeneizador PRO eléctrica 200.  Por otro lado, se realizaron 4-5 homogenatos de 

cuatro cabezas cada uno en 1100 μL de buffer (A) para la determinación de la actividad 

remanente de AChE en adultos expuestos a clorpirifós (estudio in vivo). En ambos 

estudios, los homogenatos se centrifugaron a 5.204 x g durante 10 min a 4 ºC. 
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4.4.1.2. Homogenatos para determinar las actividades, CarE GST CAT SOD y 

contenido de GSH. 

Los tórax y abdómenes fueron homogeneizados en el buffer (B) con un homogeneizador 

PRO eléctrica 200 (Figura 21). Los homogenatos se centrifugaron a 1000 x g durante 15 

min a 4 ºC. De cada sobrenadante se separaron alícuotas de 120 y 10 μL para cuantificar 

los contenidos de GSH y proteínas, respectivamente. El volumen restante de cada 

homogenato se centrifugó a 16.000 x g durante 20 min a 4 °C y los sobrenadantes 

resultantes se distribuyeron en alícuotas para la determinación de las actividades GST (100 

μL), CAT (100 μL), SOD (300 μL), CarE (150 μL) y para la determinación del contenido 

de proteínas (20 μL). El contenido de GSH se determinó de inmediato, mientras que la 

fuente de las actividades enzimáticas y el homogenato para la determinación del contenido 

de proteína se congelaron a -80 °C hasta el momento de las pruebas bioquímicas.  

 

 

Figura 21: Esquema del diseño experimental para las mediciones enzimáticas y contenido de 

GSH. 
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4.4.2.  Determinación de parámetros bioquímicos 

4.4.2.1. Inhibición de AChE por propoxur 

La inhibición de AChE por propoxur fue evaluada a través de la actividad enzimática 

residual en presencia de este insecticida (ffrench-Constant & Bonning 1989). Las muestras 

procesadas (ver 4.4.1.1.) se mantuvieron siempre en hielo. Se añadieron 100 µL buffer (A) 

en cada uno de los pocillos externos de la placa de microtitulación. A partir de la segunda 

columna, se colocaron 100 µL del sobrenadante de cada muestra en tres pocillos 

consecutivos. Al primero se le agregaron 5 µL de etanol (control); al segundo, 5 µL de 

propoxur (2mM); y al tercero, 5 µL de BW284C5 (0,08 mM). Después de 10 min, se 

adicionaron con pipeta múltiple 100 µL de la solución de desarrollo a todos los pocillos. 

Esta solución contenía 9,4 mL agua destilada, 80 µL de IATCh y 400 µL de DTNB. Las 

concentraciones finales de estos últimos fueron 1 mM y 0,24 mM, respectivamente. Las 

absorbancias se registraron en un espectrofotómetro Microplate Reader a 405 nm y 25 ºC a 

0, 15 y 30 min a partir de la colocación de la solución de desarrollo.  

 Por otro lado, se determinó la concentración inhibitoria 50 (CI50) de la AChE por 

propoxur. El rango de concentraciones estudiadas fue entre 6,09 x10-6 y 2,43 x10-4.  

La actividad AChE (expresada en μmoles de IATCh hidrolizado/min x mg de 

proteína) fue calculada a partir del coeficiente de extinción molar 13,6 x 10-3 mol/L x cm.  

 

4.4.2.2. Actividad AChE en adultos expuestos a concentraciones subletales de 

clorpirifós 

La actividad remanente de AChE (ver 2.4.1.1) se midió en el sobrenadante de los 

homogenatos de cabeza mediante el método de Ellman (Ellman et al. 1961). Las 

absorbancias se registraron en un espectrofotómetro SHIMAZU UV-visible a 405 nm y 25 

ºC. Las lecturas se realizaron a 0, 15 y 30 minutos a partir de la colocación de la solución 

de desarrollo. 

4.4.2.3. Actividad carboxilesterasa (CarE) 

La actividad CarE, evaluada solo para individuos no tratados y tratados con clorpirifós, se 

determinó según el procedimiento descripto por Dary (Dary et al. 1990). Este método se 

basa en la hidrólisis de α-naftil acetato por la enzima presente en el homogenato, en 

presencia de Tritón X-100 y un inhibidor específico de AChE (BW284C5). El α-naftol, 
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producto de la hidrólisis, fue determinado colorimétricamente mediante su reacción con 

Fast Garnet GBC.  

Se tomaron alícuotas de 50 μL de cada homogenato, y se adicionaron 50 μL del 

buffer (C). Luego se agregaron 100 μL de una solución que contenía dicho buffer, α-naftil 

acetato y BW284C5 en concentraciones finales de 2 mM y 0,002 mM, respectivamente. 

Luego de la incubación durante 15 minutos a 25 °C se adicionaron 100 μL de Fast Garnet 

en agua destilada, en una concentración final de 1 mM. A los 10 minutos se registraron los 

valores de absorbancia a 550 nm en un lector de microtitulación. Las lecturas de 

absorbancia del blanco (50 μL de buffer en lugar de la muestra) fueron restadas a los 

valores de las muestras. La actividad (μmoles de α-naftol hidrolizado/ minuto x mg de 

proteína) fue determinada mediante una curva estándar de α-naftol (2-20 nmoles). 

 

4.4.2.3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) para la 

caracterización cualitativa de esterasas.  

La separación electroforética de las proteínas se realizó en geles no desnaturalizantes de 

poliacrilamida de acuerdo con la técnica de Davis (1964), utilizando un equipo Mini 

PROTEAN® para geles verticales de 1,5 mm de espesor. La composición del gel de 

separación al 7% fue: 2,3 mL de acrilamida/bisacrilamida al 3% p/v, 2,5 mL de Tris HCl 

1,5 M (pH 8,8), 200 μl de persulfato de amonio al 10% y 5 μl de TEMED. La composición 

del gel de concentración al 4% fue: 0,65 mL de acril/bisacrilamida al 3% p/v, 1,25 mL de 

Buffer (D), 5 μL de persulfato de amonio al 10% y 5 μL de TEMED.  

 La muestra se preparó en un tubo eppendorf, el cual contenía un volumen suficiente 

de homogenato para una concentración final de 60 µg de proteína, e igual volumen del 

buffer (E).  

En cada calle del gel se sembraron 20 µl de muestra, previa colocación del buffer de 

electrodos (F), y se aplicó una corriente 75 V durante 15 minutos para permitir el ingreso 

en el gel de separación; entonces se aplicaron 150 V durante 60 minutos. A continuación, 

los geles fueron incubados por unos minutos con 100 ml de buffer (G). Luego se descartó 

la solución de sustratos y colorante, se lavó cada gel dos veces con agua corriente y se lo 

conservó en ácido acético.  
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4.4.2.4. Actividad CYP450 en adultos expuestos a concentraciones subletales 

de clorpirifós y acetamiprid 

La actividad CYP450 se determinó, inmediatamente luego de la exposición de adultos, por 

fluorometría a través de la medición de la actividad 7-etoxicumarina-O-deetilasa (ECOD) 

(Bouvier et al. 2002). Se extrajeron las cabezas, patas y alas de los adultos, y cada cuerpo 

fue cortado en tres partes y colocado en un pocillo de microplaca con 50 µL de buffer (H) 

a temperatura ambiente.  

La reacción se inició con el agregado de 50 µL de una mezcla de 7-EC en buffer (H) 

(concentración final: 0,2 mM). Después de 4 h de incubación a 30 °C, se detuvo la 

reacción con el agregado de 100 µL de una mezcla glicina/etanol (pH 10,4) en relación 1:1, 

hasta una concentración final de glicina de 0,017 mM. Se evaluaron entre 8 y 16 controles 

para cada población en cada microplaca, los cuales recibieron la mezcla glicina/etanol 

desde el inicio de la incubación.  

Antes de cada medición, las placas fueron centrifugadas durante 1 min a 1.500 x g 

para precipitar el material biológico. La fluorescencia de las muestras se midió a 380 nm 

de excitación y 460 nm de emisión en un fluorómetro Wallac 1420 Multilabel Counter. La 

actividad fue expresada como pg de 7-OHC/adulto x min, utilizando una curva estándar de 

7-OHC como referencia en cada placa de medición. Dependiendo del número disponible, 

se utilizaron entre 76 y 92 adultos de cada población.  

 

 

4.4.2.5. Actividad glutatión S-transferasa (GST) 

La determinación de la actividad GST se basó en la conjugación de GSH y CDNB (Habig 

et al. 1974). La mezcla de reacción consistió en 930 μL del buffer (D), 50 µL de GSH, 10 

µL de CDNB (CDNB 0,5 mM en acetonitrilo) alcanzando una concentración final en la 

cubeta de medición de 2,5 y 0,5 mM, respectivamente. Luego de registrar la línea de base, 

se adicionaron 10 µL de la fuente enzimática. Durante un minuto se registraron los 

cambios en la absorbancia a 340 nm. En todos los casos, cada determinación fue realizada 

por duplicado. La actividad fue expresada como µmoles de CDNB conjugado/min x mg 

proteína, utilizando el coeficiente de extinción molar 9,6 mM/cm. 
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4.4.2.6. Actividad catalasa (CAT) 

La actividad CAT se determinó por espectrofotometría de acuerdo a la técnica de Beers & 

Sizer (1952), basada en la descomposición de H2O2. La reacción se realizó en 3 mL del 

buffer (I) con 25 mM de H2O2 como sustrato, con una absorbancia de valor inicial de la 

mezcla de reacción de 1. Para iniciar la reacción se añadieron 10 µL del sobrenadante a la 

mezcla de reacción y se registró en forma continua la caída de absorbancia a 240 nm y 25 

°C. Los datos obtenidos fueron transformados a unidades internacionales (UI) utilizando 

un coeficiente de extinción molar de 40 mM/cm. 

 

4.4.2.7. Actividad superóxido dismutasa (SOD) 

La actividad SOD se determinó por su capacidad de inhibir la auto-oxidación de epinefrina 

a pH alcalino (en una reacción que tiene al anión superóxido como intermediario) (Misra & 

Fridovich 1972). El volumen de reacción (1 mL) contenía el buffer (J), 60 mM de 

epinefrina (pH 2,0) y diferentes volúmenes del sobrenadante (10, 20,40 y 60 μL). Durante 

2 min se midió la absorbancia a 480 nm. Se definió una unidad de actividad SOD como la 

cantidad de enzima (mg proteína) necesaria para disminuir el 50% de la auto-oxidación de 

la epinefrina. 

 

4.4.2.8. Contenido de glutatión reducido (GSH) 

Se determinó el contenido de GSH por el método de Ellman (1959), utilizando como 

sustrato DTNB. A 120 μL del sobrenadante se le agregaron 120 μL de TCA 10% y la 

mezcla se centrifugó a 10.000 x g durante 10 min a 4 ºC. A 100 μL de este último 

sobrenadante se le adicionó 1 mL del reactivo de Ellman, y luego de 5 minutos a 

temperatura ambiente se midieron las absorbancias a 412 nm. El GSH fue cuantificado a 

partir de una curva estándar (1- 8 nmoles). 

 

4.4.3.  Determinación de la cantidad de proteínas 

La concentración de proteínas se determinó mediante el método de Lowry (Lowry et al. 

1951). Se tomaron 15 μL de la muestra y se llevó a 200 μL con NaOH 0,1 N. Se agregó a 

cada tubo 1 mL de Na2CO3 2% en NaOH 0,1 N con CuSO4 0,5% y tartrato de sodio y 

potasio 1%. Se dejó a temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se añadió 0,1 mL 
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del reactivo de Folin-Ciocalteau. Luego de 30 minutos se registró la absorbancia a 750 nm. 

Para obtener la curva estándar se utilizó albúmina bovina.  

 

4.4.4.  Análisis estadístico 

Los valores de CL50 y CL95 se calcularon con el programa PriProbit NM 

(http://www.ars.usda.gov/Services/docs.htm?docid=11281). Se consideró que no había 

diferencia significativa entre los valores cuyos intervalos de confianza del 95% se 

superponían.  

Los resultados de las determinaciones enzimáticas se sometieron a las pruebas de 

Kolmogorov-Smirnov y de Levene para comprobar si reunían las condiciones para realizar 

el ANOVA (normalidad y homocedasticidad, respectivamente). Los resultados que 

cumplían estos requisitos fueron analizados con ANOVA de una vía, seguido de la prueba 

de comparaciones múltiples de Bonferroni. Cuando no se cumplieron las condiciones del 

ANOVA, aun luego de transformar los datos, se usó la prueba no-paramétrica de Kruskall- 

Wallis, seguida de la prueba de comparaciones múltiples de Dunn. 

 La CI50 de clorpirifós sobre la AChE y CarE se determinó por regresión no lineal 

(log inhibidor vs respuesta) análisis estadístico GraphPad y se consideró que no había 

diferencia significativa entre los valores cuyos intervalos de confianza del 95% se 

superponían.  

Por último, las diferencias entre las variables de actividad basal y población (CSL, 

PC1 y PC2) se analizaron con la prueba de ANOVA simple.  

Los análisis se realizaron con los programas estadísticos STATISTICA versión 7 

(SattSoft In. 2004) y GraphPad Prism version 4.0 para Windows, GraphPad Software, La 

Jolla California USA, www.graphpad.com.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. TOXICIDAD DE CLORPIRIFÓS Y ACETAMIPRID EN ADULTOS DE C. 

POMONELLA. 

5.1.1.  Ensayos de toxicidad 

La Tabla 3 muestra los valores de CL50 y CL95 para clorpirifós en CSL, PC1 y PC2, y para 

acetamiprid en CSL y PC1. En ninguno de los ensayos ocurrió mortalidad en los grupos 

controles, de modo que no fue necesario realizar la corrección de Abbott. En todos los 

experimentos, la relación concentración-respuesta se ajustó al modelo probit (p ≥ 0,05). 

La toxicidad de clorpirifós en PC1 y PC2 no difirió significativamente de la 

toxicidad en la cepa susceptible CSL (p > 0,05). Tampoco se evidenciaron diferencias 

significativas entre las pendientes de las rectas de las poblaciones de campo y CSL (Prueba 

χ2 de paralelismo; CSL vs PC1: χ2 = 3,45, gl = 1, p = 0,063; CSL vs PC2: χ2 = 1,96, gl = 

1, p = 0,16). Sin embargo, la CL50 en PC2 fue significativamente mayor que la 

determinada en PC1 (p < 0,05) al igual que el valor de la pendiente (Prueba χ2 de 

paralelismo; PC1 vs PC2: χ2 = 13,05, gl = 1, p = 0,00030). 

No se observaron diferencias significativas entre los valores de CL50 de acetamiprid 

en CSL y PC1 (p > 0,05). Sin embargo, la CL95 en PC1 fue casi seis veces mayor que la 

CL95 en CSL y la diferencia fue significativa (p < 0,05). Las pendientes de las relaciones 

concentración-respuesta de acetamiprid entre CSL y PC1 fueron significativamente 

diferentes (Prueba χ2 de paralelismo; CSL vs PC1: χ2 = 6,62, gl = 1, p = 0,010). 

 

Tabla 3: Toxicidad de clorpirifós y acetamiprid en adultos de C. pomonella. 

Insecticida Insectos N CL50 (LC 95%) 

(mg/L) 

CL95 (LC 95%)                    

(mg/L) 
p 

Pendiente 

± EE 

Clorpirifós 

CSL 217 0,65 (0,35-1,00)a 3,85 (1,97-31,49)a 0,05 2,12 ± 0,46ab 

PC1 321 0,36 (0,24 - 0,48)a 4,80 (3,10 - 9,42)a 0,33 1,42 ± 0,18a 

PC2 350 0,66 (0,57 - 0,78)a 2,65 (1,97 - 4,16)a 0,44 2,75 ± 0,31b 

Acetamiprid 
CSL 201 0,90 (0,72-1,15)a 4,72 (3,04-9,89)a 0,90 2,29 ± 0,31a 

PC1 306 1,49 (0,82-2,15)a 29,00 (14,5-141)b 0,75 1,26 ± 0,25b 

Para cada insecticida, letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas (p 

< 0,05).  
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5.2.  DETERMINACIÓN DE LA SENSIBILIDAD DE LA ACHE A PROPOXUR  

Se determinó la actividad AChE en ausencia y presencia de propoxur en CSL y en PC1 

(Tabla 4). La actividad AChE en ausencia de inhibidor en CSL y PC1 fue 0,037 y 0,043 

μmoles de IACh hidrolizada/minuto x mg de proteína, respectivamente. La diferencia entre 

estos dos valores no fue significativa (Prueba de Student; t = 1,20, p = 0,23). Cuando las 

muestras se incubaron con una concentración final de propoxur de 0,05 mM, la inhibición 

fue ligera pero significativamente mayor en CSL que en PC1 (Prueba de Student; t = 2,03, 

p = 0,049).  

   

Tabla 4: Actividad específica AChE y actividad residual en presencia de propoxur de la 

CSL y PC1 de adultos C. pomonella. En una misma columna, los valores seguidos por las 

mismas letras no presentan diferencias significativas (p > 0,05). 

 

Insectos N 

Actividad sin 

propoxur ± EE 
(μmoles de IACh 

hidrolizada/min x mg 

de proteína)  

Actividad  

con propoxur ± EE 
(μmoles de IACh 

hidrolizada/min x mg de 

proteína) 

CSL 44 0,037 ± 0,0037a 0,0090 ± 0,0011a 

PC1 78 0,043 ± 0,0030a 0,012 ± 0,0089b 

 

 Al realizar incubaciones con distintas concentraciones de propoxur, se comprobó que 

la inhibición aumentaba al aumentar la concentración del insecticida (Figura 22A y B). Los 

valores de CI50 fueron 4,46 x 10-6 ± 3,78 x 10-6 y 1,38 x 10-5 ± 1,96 x 10-5 mM para la CSL 

y PC1, respectivamente.  
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Figura 22: Actividad AChE en homogenatos de cabezas de CSL (A) y PC1 (B) incubados con 

distintas concentraciones de propoxur. 
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5.3. EFECTOS SUBLETALES DE CLORPIRIFÓS Y ACETAMIPRID  

 

5.3.1.  Actividad AChE  

La Figura 23 muestra la actividad AChE en adultos de CSL, PC1 y PC2 controles y 

expuestos a concentraciones subletales de clorpirifós. Las actividades promedio de los 

respectivos controles (adultos no expuestos al insecticida) fueron 0,036 ± 0,003; 0,041 ± 

0,0027 y 0,034 ± 0,0019 μmoles/min x mg de proteína, respectivamente. Los valores de las 

poblaciones de campo no fueron significativamente diferentes que el observado en CSL 

(ANOVA simple; F = 0,89, gl = 2-55, p = 0,41).  

 

 

Figura 23: Actividad AChE en adultos de C. pomonella de CSL, PC1 y PC2 expuestos a 

concentraciones subletales de clorpirifós. Cada barra representa los valores de actividad 

enzimática promedio de al menos cuatro réplicas independientes. Las líneas verticales 

representan los EE. Las actividades AChE tanto para CSL como para PC1 y PC2 fueron 

analizadas por la Prueba de Kruskal-Wallis seguido la Prueba de comparación múltiple de 

Dunn. En cada población, letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). 

 

 En comparación con los respectivos controles, el clorpirifós inhibió en forma 

significativa la actividad enzimática de los adultos en una forma dependiente de la 

concentración (Kruskal-Wallis; CSL: H = 36,78, gl = 8, p = 0,0001; PC1: H = 39,88, gl 

= 8, p = 0,0001; PC2: H = 38,47, gl = 8, p = 0,0001). En ambas poblaciones de campo y 

CSL, la actividad enzimática comenzó a ser significativamente menor que en los 
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controles a partir de 15,62 mg/L de clorpirifós. Las concentraciones de 250 y 500 mg/L 

del insecticida inhibieron casi por completo la actividad AChE en CSL y PC1. Los 

valores de CI50 para CSL, PC1 y PC2 fueron 0,39 ± 0,10; 0,35 ± 0,094 y 0,10 ± 0,019 

mg/L, respectivamente. Los valores de CI50 para CSL y PC1 no mostraron diferencias 

significativas (p > 0,05); mientras que la CI50 para PC2 fue significativamente menor 

que las correspondientes a CSL y PC1 (p < 0,05). 

 

5.3.2.  Actividad CarE  

Las actividades CarE para grupos controles y tratados con clorpirifós determinados en 

adultos de C. pomonella se muestran en la Figura 24. Las actividades promedio CarE en 

los controles de CSL, PC1 y PC2 fueron 0,031 ± 0,0034; 0,070 ± 0,0068 y 0,12 ± 0,013 

μmoles/min x mg de proteína, respectivamente. Los valores de ambas poblaciones de 

campo fueron significativamente mayores que el de CSL (ANOVA simple; F = 18,04, gl = 

2-11, p = 0,0003). Por otra parte, la actividad promedio de PC2 fue un 70% superior a la 

actividad promedio de PC1 (p < 0,05).   

 

 

Figura 24: Actividad CarE en adultos de C. pomonella de CSL, PC1 y PC2 expuestos a 

concentraciones subletales de clorpirifós. Cada barra representa los valores de actividad 

enzimática promedio de al menos cuatro réplicas independientes. Las líneas verticales representan 

los EE. Las actividades CarE de CSL fueron transformadas a logaritmo y analizadas por ANOVA 

simple seguido la prueba de comparación múltiple de Bonferroni. Las actividades CarE de PC1 y 

PC2 fueron analizadas por la prueba no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido la prueba de 
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comparación múltiple de Dunn. En cada población, letras distintas indican diferencias 

significativas (p < 0,05). 

 

 Las actividades CarE de adultos de CSL expuestos a las concentraciones de 0,0625 y 

0,25 mg/L de clorpirifós fueron significativamente mayores que la de su control (ANOVA 

simple; F = 130,6, gl = 8-30, p = 0,0001). Respecto a los controles, los aumentos 

observados correspondieron a un 127,44 y un 156,16% para las concentraciones de 0,0625 

y 0,25 mg/L, respectivamente. A partir de 3,9 mg/L de clorpirifós, la actividad CarE en 

CSL fue significativamente inhibida en más de un 82%.  

Si bien las diferencias no fueron significativas, los adultos de PC1 expuestos a las 

concentraciones de 0,0625 y 0,25 mg/L mostraron, respecto al grupo control, un aumento 

de la actividad CarE del 35,62% y del 10,37%, respectivamente. A partir de la 

concentración de 62,5 mg/L se observó una inhibición significativa (Kruskal-Wallis; H = 

36,07, gl = 8, p < 0,0001).  

 La actividad CarE en PC2 mostró un pequeño y no significativo aumento en los 

adultos expuestos a 0,25 mg/L de clorpirifós, con respecto al grupo control. A diferencia 

de CSL y PC1, la inhibición de CarE fue significativamente diferente del control para los 

grupos tratados con 500 mg/L (Kruskal-Wallis; H = 30,37, gl = 8, p = 0,0001). 

Los valores de CI50 de clorpirifós en CSL (2,21 ± 1,24mg/L), PC1 (4,33 ± 2,6 

mg/L) y PC2 (6,01 ± 3,02 mg/L) no fueron significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

5.3.2.1  Caracterización cualitativa de CarE. Electroforesis en geles 

  nativos de poliacrilamida.  

La corrida electroforética de homogenatos en geles no desnaturalizantes permitió 

identificar las isoformas de CarE en adultos de C. pomonella de CSL y PC1 (Figura 25). A 

partir de la concentración 3,9 mg/L de clorpirifós, la actividad CarE fue imperceptible, lo 

cual coincide con los resultados espectrofotométricos.  

En CSL se detectaron dos isoformas, con una mayor intensidad en la tinción de 

EST1. Además, la isoforma EST1 mostró mayor actividad en los organismos expuestos a 

0,0625 y 0,25 mg/L de clorpirifós. 

Las dos bandas presentes en CSL también se observaron en PC1, junto con otras dos 

bandas adicionales (EST3 y EST4). A diferencia de CSL, la isoforma EST3 de PC1 fue la 

que presentó mayor actividad en los organismos expuestos a 0,0625 y 0,25 mg/L de 

clorpirifós. Más aun, la exposición a 1 mg/L de clorpirifós produjo en PC1 una 
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disminución en la actividad de las isoformas EST1 y EST2, con un concomitante aumento 

de la isoforma EST3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Geles nativos de poliacrilamida de la actividad CarE de homogenatos de C. 

pomonella de CSL (A) y PC1 (B). Cada una de las calles indica la concentración de clorpirifós, 

expresadas en mg/L, a la que fueron expuestos los individuos de CSL y PC1.  

 

 

 

 

 

B 

A  



                                                                                                                                              Resultados 

73 

 

5.3.3.  Actividad CYP450 (ECOD) 

La Figura 26 muestra las actividades promedio ECOD para CSL, PC1 y PC2 controles y 

tratados con concentraciones subletales de clorpirifós. Las actividades basales de ECOD 

para CSL, PC1 y PC2 fueron 50,26 ± 8,03; 113,90 ± 19,80 y 183,30 ± 20,31 pg de 7-

OHC/adulto x min, respectivamente. Las diferencias de actividad entre el control de CSL y 

los controles de las poblaciones de campo fueron estadísticamente significativas (ANOVA 

simple; F = 15,96, gl = 2-98, p = 0,0001). Por otro lado, la actividad basal de ECOD 

determinada en PC1 fue aproximadamente un 60% de la observada en PC2 (p < 0,05).  

 

Figura 26: Actividad ECOD en adultos de C. pomonella de CSL, PC1 y PC2 expuestos a 

concentraciones subletales de clorpirifós. Las barras representan la media de las actividades 

ECOD (n = 99 para CSL; n = 201 para PC1 y n = 173 para PC2). Las líneas verticales representan 

los EE. Las actividades ECOD para la CSL fueron analizadas por ANOVA simple seguido la 

prueba de comparación múltiple de Bonferroni. Las actividades ECOD para PC1 y PC2 fueron 

analizadas por la prueba de Kruskal-Wallis seguido de Prueba de comparación múltiple Dunn. En 

cada población, letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).  

 

 

En CSL, el tratamiento con clorpirifós no modificó en forma significativa la 

actividad ECOD respecto de los controles (ANOVA simple; F = 0,73, gl = 8-90, p = 0,66). 

En PC1 y PC2, la actividad ECOD tendió a disminuir en función del incremento de las 

concentraciones de clorpirifós. La disminución de la actividad ECOD, con respecto a sus 

respectivos controles, fue significativa para adultos de PC1 tratados con 15,62 y 62,5 mg/L 
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de clorpirifós (Kruskal-Wallis; H = 30,58, gl = 8, p = 0,0001) y adultos de PC2 tratados 

con 250 mg/L del insecticida (Kruskal-Wallis; H = 27,84, gl = 8, p = 0,0005).  

 En la Figura 27 se muestran los promedios de actividad ECOD determinadas en 

adultos controles y expuestos a concentraciones subletales de acetamiprid, provenientes de 

CSL y PC1.  

En CSL, la actividad ECOD no fue significativamente modificada por el 

tratamiento con acetamiprid (ANOVA simple; F = 2,39, gl = 5-69, p = 0,045). En PC1, en 

cambio, la actividad tendió a aumentar al aumentar la concentración de insecticida y fue 

significativamente diferente del control para los tratamientos con 25, 50 y 100 mg/L de 

acetamiprid (ANOVA simple; F = 4,02, gl= 5-109, p = 0,045). 

 

 

Figura 27: Actividad ECOD en adultos de C. pomonella de CSL y PC1 expuestos a 

concentraciones subletales de acetamiprid. Las barras representan la media de las actividades 

de ECOD en CSL (n = 75) y PC1 (n = 115). Las líneas verticales corresponden a los EE. Las 

actividades ECOD de la CSL fueron analizadas por ANOVA simple seguido de la prueba de 

comparación múltiple de Bonferroni. Las actividades ECOD de PC1 fueron transformadas a 

logaritmo y analizadas por ANOVA simple seguido de la prueba de comparación múltiple de 

Bonferroni. En cada población, letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).  
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5.3.4.  Actividad GST 

La actividad GST, determinada en adultos de CSL, PC1 y PC2 controles y expuestos a 

concentraciones subletales de clorpirifós se muestra en la Figura 28. La actividad GST 

promedio para los grupos controles de CSL, PC1 y PC2 fueron 0,086 ± 0,013; 0,065 ± 

0,0066 y 0,12 ± 0,016 μmoles de CDNB conjugados/min x mg de proteína, 

respectivamente. Si bien se determinaron diferencias significativas en la actividad basal 

GST entre PC1 y PC2, éstas actividades no fueron significativamente diferentes al control 

de CSL (ANOVA simple; F = 4,61, gl = 2-11, p = 0,03).  

Ninguna de las concentraciones de clorpirifós produjo efectos significativos en la 

actividad GST en CSL y PC1 respecto a los controles (ANOVA simple; CSL: F = 1,87, gl= 

8-33, p = 0,098; PC1: F = 3,48, gl = 8-34, p = 0,049). 

En PC2, la actividad GST disminuyó en forma significativa en adultos expuestos a 

0,0625; 0,25 y 500 mg/L de clorpirifós con respecto a su control (ANOVA simple; PC2: F 

= 5,85, gl = 8-36, p < 0,0001). 

 

 

Figura 28: Actividades GST en adultos de C. pomonella de CSL, PC1 y PC2 expuestos a 

concentraciones subletales de clorpirifós. Las barras representan el promedio de las 

actividades GST de al menos cuatro réplicas independientes. Las líneas verticales 

corresponden a los EE. La comparación de las actividades GST dentro de cada población fue 

analizada por ANOVA simple seguido de la prueba de comparación múltiple de Bonferroni. 

En cada población, letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).  
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La actividad GST determinada en adultos de CSL y PC1 controles y expuestos a 

concentraciones subletales de acetamiprid se muestra en la Figura 29. En CSL, la 

exposición a acetamiprid no modificó en forma significativa la actividad enzimática 

(ANOVA simple; F = 1,91, gl = 5-24, p = 0,13).  

En PC1, el insecticida produjo un aumento de la actividad GST, pero éste solo fue 

significativo para la concentración de 25 mg/L (ANOVA simple; F = 3,49, gl = 5-24, p = 

0,016).  

 

Figura 29: Actividad GST en adultos de C. pomonella de CSL y PC1 expuestos a 

concentraciones subletales de acetamiprid. Las barras representan el promedio de las 

actividades GST en al menos cuatro réplicas independientes. Las líneas verticales corresponden a 

los EE. Las actividades GST para ambas poblaciones fueron analizadas por ANOVA simple 

seguido de la prueba de comparación múltiple de Bonferroni. En cada población, letras distintas 

indican diferencias significativas (p < 0,05).  

 

5.3.5.  Actividad CAT 

La actividad CAT en individuos de CSL, PC1 y PC2 controles tratados con 

concentraciones subletales de clorpirifós se muestra en la Figura 30. La actividad CAT 

promedio en los grupos controles de CSL, PC1 y PC2 fue 0,14 ± 0,028; 0,11 ± 0,0075 y 

0,14 ± 0,012 mmoles/min x mg proteína, respectivamente. Las diferencias no fueron 

estadísticamente significativas (ANOVA simple; F = 1,06, gl = 2-12, p = 0,37).  

 En CSL y PC1, el clorpirifós no modificó la actividad CAT en forma significativa 

(ANOVA simple; CSL: F= 0,94, gl = 8-32, p = 0,49; PC1: F = 2,97, gl =8-34, p = 0,012). 
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En PC2 es importante mencionar que si bien la actividad CAT no resultó en general 

afectada con el aumento de las concentraciones de clorpirifós, se observó una disminución 

significativa en el grupo tratado con 0,0625 mg/L de clorpirifós (ANOVA simple; F = 7,55, 

gl = 8-36, p < 0,0001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Efecto del clorpirifós en la actividades CAT en adultos de C. pomonella de CSL, 

PC1 y PC2. Las barras representan el promedio de las actividades CAT de al menos 4 réplicas 

independientes. Las líneas verticales corresponden a los EE. Las diferencias dentro de cada 

población fueron analizadas por ANOVA seguido de la prueba de comparación múltiple de 

Bonferroni. En cada población, letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).  

 

 La Figura 31 muestra la actividad CAT en individuos de CSL y PC1 controles y 

tratados con concentraciones subletales de acetamiprid. La exposición de CSL a 

acetamiprid no produjo efectos significativos en la actividad CAT (ANOVA simple; F = 

0,81, gl = 5-24, p < 0,55). Solo la concentración de 50 mg/L de acetamiprid produjo una 

disminución significativa de la actividad CAT en los individuos de PC1 (ANOVA simple: 

F = 13,43, gl = 5-24, p < 0,0001). 
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Figura 31: Actividades CAT en adultos de C. pomonella de la CSL y la PC1 expuestos a 

concentraciones subletales de acetamiprid. Las barras representan el promedio de las 

actividades de CAT de al menos 4 réplicas independientes. Las líneas verticales corresponden a 

los EE. Las actividades CAT para ambas poblaciones fueron analizadas por ANOVA simple 

seguido de la prueba de comparación múltiple de Bonferroni. En cada población, letras distintas 

indican diferencias significativas (p < 0,05).  

 

5.3.6 Actividad SOD 

La actividad SOD en individuos de CSL y PC1 controles y tratados con concentraciones 

subletales de clorpirifós se muestran en la Figura 32. La actividad SOD basal determinada 

en CSL (8,20 ± 0,74 U/mg de proteína) y PC1 (7,20 ± 0,68 U/mg de proteína) no mostró 

diferencias significativas (Prueba de Student; t6 = 0,95, p = 0,37).  

 Tampoco hubo diferencias significativas ni atribuibles al tratamiento con el 

insecticida en CSL y PC1 (ANOVA simple; CSL: F = 2,91, gl =8-29, p = 0,016; PC1: F = 

1,34, gl = 8-31, p = 0,26).  
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Figura 32: Actividad SOD en adultos de C. pomonella de CSL y PC1 expuestos a 

concentraciones subletales de clorpirifós. Una unidad de SOD (U SOD) se define como la 

cantidad de muestra que causa el 50% de inhibición de la auto-oxidación de la epinefrina. Las 

barras representan la actividad promedio de cuatro réplicas independientes. Las líneas verticales 

representan los EE. Las diferencias dentro de cada población fueron analizadas por ANOVA 

seguido de la prueba de comparación múltiple de Bonferroni.  En cada población, letras diferentes 

indican diferencias significativas (p < 0,05).  

 

5.3.7.  Contenido de GSH 

El contenido de GSH en individuos de CSL, PC1 y PC2 controles y tratados con 

concentraciones subletales de clorpirifós se muestran en la Figura 33. Los promedios del 

contenido basal de GSH en CSL (14,45 ± 2,30 nmoles/mg proteína), PC1 (16,47 ± 1,15 

nmoles/mg de proteína) y PC2 (12,16 ± 1,74 nmoles/mg proteína) no presentaron 

diferencias significativas (ANOVA simple; F = 1,44, gl = 2-12, p = 0,27). En CSL, los 

tratamientos con 250 y 500 mg/L de clorpirifós aumentaron en forma significativa el 

contenido de GSH (ANOVA simple; F = 9,24, gl = 8-32, p < 0,0001).  

 Por el contrario, el contenido de GSH en PC1 disminuyó significativamente en la 

mayoría de los tratamientos con clorpirifós (ANOVA simple; F = 26,56, gl = 8-35, p < 

0,0001). En PC2, solo la concentración de 15,62 mg/L produjo una disminución 

significativa en el contenido de GSH (ANOVA simple; F = 8,25, gl = 8, p < 0,0001). 
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Figura 34: Contenido de GSH endógeno en adultos de C. pomonella de CSL, PC1 y PC2 

expuestos a concentraciones subletales de clorpirifós. Las barras representan el contenido 

promedio de cuatro réplicas independientes. Las líneas verticales representan los EE. Las 

diferencias dentro de cada población fueron analizadas por ANOVA simple seguido de la prueba 

de comparación múltiple de Bonferroni. En cada población, letras distintas indican diferencias 

significativas (p < 0,05).   

 

 El contenido de GSH endógeno determinado en adultos de CSL y PC1 controles y 

expuestos a concentraciones subletales de acetamiprid se muestra en la Figura 35. Tanto en 

CSL como en PC1 se evidenció una tendencia de aumento de GSH en función de las 

concentración de acetamiprid (6,25-100 mg/L del insecticida), con una posterior 

disminución para el tratamiento de mayor concentración. Sin embargo, tanto en CSL como 

PC1 las diferencias solo fueron significativas para los adultos expuestos a 100 mg/L de 

acetamiprid (ANOVA simple; CSL: F = 6,59, gl = 5-24, p = 0,0005; PC1: F = 10,36 gl = 5-

24, p < 0,0001). 
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Figura 35: Contenido de GSH endógeno en adultos de C. pomonella de CSL y PC1 

expuestos a concentraciones subletales de acetamiprid. Las barras representan el contenido 

promedio de al menos cuatro réplicas independientes. Las líneas verticales representan los EE. El 

contenido de GSH para ambas poblaciones fueron analizadas por ANOVA simple seguido de la 

prueba de comparación múltiple de Bonferroni. En cada población, letras distintas indican 

diferencias significativas (p < 0,05). 
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6. DISCUSIÓN  

 

La resistencia a insecticidas en las poblaciones de insectos se origina en mutaciones 

que modifican la estructura molecular de los sitios de acción, aumentan la actividad de los 

sistemas enzimáticos detoxificantes o producen cambios cuticulares que reducen el ingreso 

de los insecticidas al organismo (Rosario-Cruz & Domínguez-García 2016). En un 

ambiente con insecticidas, los genes de resistencia confieren una ventaja a los organismos 

que los poseen, quienes sobreviven en forma selectiva respecto de aquellos que no los 

poseen. 

 

6.1. TOXICIDAD DE CLORPIRIFÓS Y ACETAMIPRID EN ADULTOS DE C. 

POMONELLA 

 En monitoreos previos realizados en distintos sitios del valle de Río Negro y 

Neuquén, se detectó resistencia a insecticidas en larvas diapausantes y neonatas de C. 

pomonella. En larvas diapausantes, se encontró una correlación positiva entre los valores 

de DL50 para metil azinfós y las actividades esterasas y CYP450. En esta investigación, 

también se encontró una asociación entre el origen geográfico de las larvas y los niveles 

resistencia. Los individuos más resistentes provenían del corazón del valle (áreas con más 

antigua e intensa actividad productiva), mientras que las larvas colectadas en los extremos 

geográficos de la zona productiva eran menos resistentes o no presentaban diferencias con 

la cepa susceptible de referencia (Soleño et al. 2012). En otro trabajo, la exposición de 

larvas neonatas recolectadas en diferentes montes frutales a dosis discriminantes de 

tiacloprid, acetamiprid y metil azinfós produjeron, en general, bajos porcentajes de 

mortalidad (Cichón et al. 2013). En los individuos provenientes de catorce montes frutales 

de ocho localidades del valle, la mortalidad varió entre 14,8 y 88,2% para tiacloprid; entre 

24,8 y 68,8% para acetamiprid; y entre 8,0 y 90,2% para metil azinfós. En los tres casos, la 

resistencia se correlacionó en forma positiva con la actividad CYP450. Los montes frutales 

en los cuales se colectaron los individuos de PC1 y PC2 de la presente tesis estuvieron 

incluidos en dicho estudio. En larvas neonatas de PC1, las dosis discriminantes de 

tiacloprid, acetamiprid y metil azinfós produjeron 14,8; 51,1; y 16,9% de mortalidad, 

respectivamente; y en larvas neonatas de PC2, 40,8; 43,4; y 29,5%, respectivamente 

(Cichón et al. 2013). Estos resultados sugieren la existencia de resistencia a estos 

insecticidas en ambas poblaciones.  
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 En la presente tesis, los adultos de las poblaciones PC1 y PC2 fueron tan 

susceptibles a clorpirifós como los de la cepa de referencia CSL, tanto a nivel de la CL50 

como de la CL95. Los resultados presentes indicarían que los individuos de PC1 y PC2, 

cuyas larvas neonatas presentaron resistencia a tiacloprid, acetamiprid y metil azinfós 

(Cichón et al. 2013), no presentan resistencia cruzada4 a clorpirifós.   

 Es bien conocido que la resistencia a un insecticida confiere resistencia a otros 

insecticidas que comparten tanto el sitio de acción a través de la insensibilidad de la 

molécula blanco (Liming et al. 2016; Rinkevich et al. 2013) o la/las enzimas que lo 

detoxifican (Nardini et al. 2012; Mesut Ȋşci & Recep Ay 2017). Específicamente en C. 

pomonella, hay reportes de resistencia cruzada dentro de la familia de OFs y entre OFs y 

otras familias de insecticidas (Reyes et al. 2007; Mota-Sánchez et al. 2008; Reyes et al. 

2015). Sin embargo, también se han detectado casos de resistencia cruzada negativa5. Por 

ejemplo, adultos de C. pomonella provenientes de California, resistentes a metil azinfós 

eran, más susceptibles a clorpirifós que la cepa de referencia susceptible a insecticidas 

(Dunley & Welter 2000). Otro ejemplo lo constituyen las larvas del tercer estadio del 

escarabajo Diabrotica virgifera que presentaban altos niveles de resistencia a metil 

paratión fueron susceptibles a clorpirifós (Wright et al., 2000). Además, las polillas 

Choristoneura rosaceana y Pandemis pyrusana también mostraron resistencia a metil 

azinfós y susceptibilidad a clorpirifós (Dunley et al 2006).  

Por otro lado, la susceptibilidad de adultos a clorpirifós observada en el presente 

estudio y la resistencia previamente observada a metil azinfós en neonatas (Cichón et al. 

2013), podría adjudicarse al estadio evaluado. En general, la resistencia se expresa tanto en 

larvas como adultos (Rust et al. 2014; Pourmirza 2005), aún con notables diferencias en la 

metodología de los bioensayos entre los diferentes estadios. Sin embargo, en algunos 

casos, los niveles de resistencia a diferentes insecticidas son significativamente superiores 

en larvas que en adultos (Rawlins 1998; Lima et al. 2003; Nkya et al. 2014). También se 

observó que mientras las larvas del primer estadio del escarabajo Leptinotarsa 

lecemlineata eran resistentes a metil azinfós, los adultos eran completamente susceptibles a 

este insecticida (Tisler & Zehnder 1990).  

                                                           
4 Resistencia cruzada: ocurre cuando una población se vuelve resistente a un insecticida al que estuvo 

expuesta y también presenta resistencia a uno o más insecticidas a los que no estuvo expuesta (Tabashnik et 

al. 2014). 
5 Resistencia cruzada negativa: ocurre cuando individuos resistentes a un insecticida muestran mayor 

susceptibilidad a otro que la cepa susceptible al primero (Tabashnik et al. 2014). 
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En el presente estudio, la CL50 de acetamiprid en adultos de CSL y PC1 fueron 

similares. Sin embargo, la CL95 en PC1 fue seis veces superior a la de CSL (Tabla 3). Estos 

resultados son coincidentes con lo observado en estudio previos (Cichón et al. 2013), 

donde la aplicación de la dosis discriminante de acetamiprid en neonatas de PC1 resultó 

letal para el 51,1% de las larvas tratadas. Estos resultados podrían ser indicativos de 

estadios tempranos de desarrollo de resistencia. La frecuencia de genotipos resistentes 

aumenta en una población bajo presión de selección con insecticidas y las líneas de la 

relación dosis respuesta se desplazan hacia la derecha con valores de pendientes menores 

(Brown & Pal 1971). 

 La evolución de la resistencia en una población es un proceso escalonado (Forgash 

1984). Durante la temprana exposición a un insecticida existe un período de latencia, en el 

cual los genes que generan resistencia son segregados y asociados con otros genes que 

gobiernan características favorables para la supervivencia de la plaga. A continuación 

ocurre un período donde la resistencia se desarrolla gradualmente, seguida de otro período 

de evolución rápida, donde múltiples factores contribuyen a la resistencia en la población. 

 En una población japonesa de P. xylostella, monitoreada en varios años sucesivos, 

los valores de DL50 para acetamiprid variaron ligeramente a través del tiempo, pero en 

igual período, la DL95 aumentó 21 veces (Ninsin & Miyata 2003). La interpretación de los 

autores es que la resistencia a acetamiprid se encuentra en una etapa temprana de su 

evolución poblacional, y que podría conducir a más elevados niveles de resistencia en el 

futuro si se sigue aplicando el mismo insecticida.  

Algunas características del área productiva del Alto Valle favorecen una lenta 

evolución de la resistencia a insecticidas. Una de las características más importantes es la 

presencia de montes frutales tanto familiares como abandonados u orgánicos intercalados 

con aquellos bajo control integrado, los cuales sirven como reservorios de individuos 

susceptibles. Además, la reducción en los últimos años del uso tanto de clorpirifós u otros 

OFs debido a las restricciones de países importadores de fruta como de NNs por sus 

efectos adversos en la fauna benéfica, contribuiría a retardar la evolución de la resistencia a 

estos insecticidas. 

 

6.2 ACTIVIDAD ACHE Y SENSIBILIDAD A ANTICOLINESTERÁSICOS 

Los OFs, cuyo sitio de acción primario es la AChE, han sido usados de forma 

masiva durante dos décadas en la región para el control del carpocapsa. Los resultados de 
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los niveles basales de actividad AChE no mostraron diferencias significativas entre la CSL 

y las poblaciones de campo (Figura 23 y Tabla 4). No obstante, en D. melanogaster se 

reportó aumento en los niveles basales de actividad AChE como mecanismo para 

compensar la pérdida de moléculas inhibidas por anticolinesterásicos (Charpentier & 

Fournier 2001).  

En el presente estudio se observó una actividad residual ligeramente mayor en PC1 

en los estudios in vitro en presencia de propoxur. Sin embargo, esta pequeña diferencia no 

sería indicativa de la presencia de mutaciones en la AChE de individuos de esta población. 

El limitado número de individuos utilizados en dicho estudio y restringido a una sola 

población de campo podría encubrir la presencia de una muy baja frecuencia de individuos 

con mutaciones en la enzima. 

  

6.3. MECANISMOS BIOQUIMICOS DE DEFENSA 

Los mecanismos metabólicos más comunes que confieren resistencia a insecticidas 

involucran a las esterasas, CYP450 y GST. En la mayoría de los casos, la resistencia 

metabólica puede ser detectada a través de la determinación de un aumento en la actividad 

basal de estas enzimas en comparación con poblaciones de referencia (Hemingway et al., 

2000). 

La actividad basal CarE en PC1 y PC2 fue mayor que en CSL (2 y 4 veces, 

respectivamente) (Figura 24). Además, en PC1 se encontraron isoformas de esterasas que 

no estaban presentes en CSL (Figura 25). También se encontró mayor actividad de esta 

enzima en larvas diapausantes colectadas en numerosos sitios del valle de Río Negro y 

Neuquén en comparación a CSL (Soleño et al. 2008; 2012).  

 En estudio previos, la actividad CarE fue positivamente correlacionada con la 

resistencia a metil azinfós en poblaciones de larvas diapausantes de la región (Soleño et al. 

2012). Varios autores asociaron la resistencia a OFs en poblaciones de campo de C. 

pomonella con el aumento (Reyes et al. 2007; Rodríguez et al. 2011; Voudouris et al. 

2011) o disminución en la actividad esterasas (Reyes et al. 2015). La expresión de 

esterasas con reducida afinidad por sustratos no específicos como β-naftil acetato y mayor 

actividad hacia insecticidas explicaría la asociación negativa entre resistencia a clorpirifós 

y disminución en la actividad esterasas (Bush et al. 1993). 

 En el presente trabajo, los adultos de PC1 y PC2 mostraron actividades basales 

ECOD mayores a las registradas en CSL. Un resultado similar se registró previamente en 
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larvas neonatas de estas poblaciones de campo (Cichón et al. 2013) y en larvas 

diapausantes de la localidad de Villa Regina (Soleño et al. 2012).  

 En numerosos estudios se correlacionó la resistencia a OFs en C. pomonella con 

una mayor actividad ECOD (Reyes et al. 2007; Rodriguez et al. 2010; Soleño et al. 2012; 

Cichón et al 2013). Sin embargo, según Scott (1991) la asociación de actividad CYP450 

con la resistencia a OFs debe considerarse circunstancial a menos que se acompañe de 

estudios toxicológicos con sinergistas o estudios metabólicos. Por ejemplo, en una cepa de 

laboratorio de C. pomonella resistente a metil azinfós (con mutaciones en ace y elevada 

actividad CYP450), no se evidenció sinergismo luego del tratamiento simultáneo con este 

insecticida y piperonil butóxido (inhibidor de CYP450) (Reyes et al 2011). Los autores 

concluyeron que la actividad CYP450 no desempeña un rol importante en la detoxificación 

del insecticida y que la sobreexpresión de estas enzimas se conserva en esta cepa de 

laboratorio por ligamiento genético, a pesar de su costo biológico. Por otro lado, la 

evidencia sugiere múltiples formas de CYP450 en insectos con capacidad de bioactivación 

y detoxificación de OFs (Feyereisen 1999). 

 La resistencia a NNs en C. pomonella se correlacionó con mayor actividad CYP450 

(Voudouris et al. 2001; Reyes et al. 2007; Rodriguez et al. 2011), incluso en larvas 

neonatas de PC1 y PC2 (Cichón et al. 2013). La resistencia a NNs en varias especies de 

insectos se atribuye principalmente al metabolismo oxidativo y a una menor afinidad del 

insecticida por los RnACh (Nauen 2005; Jeschke & Nauen 2008; Minakuchi et. al. 2013). 

El aumento de actividad CYP450 parece ser el principal mecanismo de detoxificación de 

NNs en B. tabaci (Rauch & Nauen, 2003, Karunker et al., 2008), N. lugens (Zewen et al. 

2003), y M. domestica (Markussen & Kristensen 2010). Del mismo modo, el piperonil 

butóxido aumentó la toxicidad tanto de acetamiprid como de tiacloprid en A. mellifera 

(Iwasa et al. 2004).  

 Las enzimas GST son miembros de una superfamilia involucrada tanto en la 

detoxificación como en la protección contra el daño oxidativo causado por EROS (Yan et 

al. 2013). Los resultados del presente estudio no presentaron diferencias en la actividad 

basal GST entre CSL y ambas poblaciones de campo. Estudios previos en poblaciones de 

larvas diapausantes de C. pomonella del Valle de Río Negro y Neuquén mostraron una 

gran variabilidad en la actividad GST, con una débil correlación entre la actividad de esta 

enzima y la resistencia a metil azinfós (Soleño et al. 2008). Por otra parte, hay evidencia 

que el aumento en la actividad GST se correlaciona con la resistencia a OFs en otras 

poblaciones de campo de C. pomonella (Rodríguez, Bosch, & Avilla 2011). También, 
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Fuentes Contreras et al. (2007) detectaron una elevada actividad GST en una población de 

C. pomonella resistente a metil azinfós.  

 Por último, las actividades basales CAT y SOD y el contenido de GSH entre CSL y 

las poblaciones de campo evaluadas en el presente estudio no mostraron diferencias 

significativas. Una extensa búsqueda bibliográfica no mostró reportes sobre diferencias en 

los niveles basales de componentes del sistema antioxidante, con la excepción de actividad 

GST, entre poblaciones de campo expuestas a insecticidas y cepas de laboratorio.  

 

6.4. EFECTOS SUBLETALES DE CLORPIRIFÓS Y ACETAMIPRID 

Actualmente, está cobrando importancia el estudio de los efectos subletales de los 

plaguicidas en artrópodos tanto plagas como benéficos (Desneux et al. 2007). Como se 

mencionó anteriormente, los insecticidas producen una amplia gama de efectos subletales 

tanto fisiológicos como de comportamiento. Por ejemplo, en C. pomonella se observó que 

dosis subletales de fosmet, esfenvalerato y acetamiprid disminuyen la longevidad de 

adultos y que tanto el esfenvalerato como el acetamiprid reducen también la tasa de 

apareamiento y la fecundidad (Knight 2010b). En dicho estudio, los efectos fueron 

observados a concentraciones hasta cien veces menores a las máximas recomendadas para 

su uso a campo. Si bien el control de esta plaga va dirigido a las neonatas, en base a estos 

resultados, este autor ha sugerido como complemento para los programas de manejo la 

aplicación conjunta de microencapsulados de feromonas E,E-8,10-dodecadien-1-ol 

(codlemone) con bajas concentraciones de plaguicidas convencionales como OFs, NNs y 

piretroides.  

  En el presente trabajo se estudian los efectos subletales de clorpirifós y acetamiprid 

sobre los parámetros bioquímicos. 

 

6.4.1.  Actividad AChE 

La actividad AChE por la exposición in vivo a diferentes concentraciones clorpirifós no 

mostro, en general, diferencias significativas entre CSL y las poblaciones de campo de C. 

pomonella (Figura 23). Estos resultados al igual que los obtenidos por la exposición in 

vitro a propoxur son indicativos de que no existen cambios en la sensibilidad de la enzima 

debido a mutaciones puntuales. Si bien la insensibilidad de la AChE a anticolinesterásicos 

se determinó en numerosos lepidópteros (Li et al. 2010; Carvalho et al. 2013), no se 
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reportaron aún mutaciones en poblaciones de campo de C. pomonella, a pesar del uso 

masivo de OFs a nivel mundial para el control de esta plaga.  

 

6.3.2.  Actividad CarE 

 La exposición in vivo de adultos a concentraciones subletales de clorpirifós 

disminuyó la actividad CarE en CSL, PC1 y PC2 (Figura 24). En los tres casos, las 

mayores concentraciones de clorpirifós estudiadas inhibieron un 80% o más la actividad 

enzimática. También se observó un aumento significativo en la actividad CarE en adultos 

de CSL tratados con 0,0625 y 0,25 mg/L de clorpirifós, aproximándose a las actividades de 

PC1 y PC2 expuestas a estas concentraciones. Se reconoce que las CarE protegen a la 

AChE, dado que actúan como sitios de fosforilación alternativos para los insecticidas OFs 

(Jokanović 2001). Considerando el rol protector de las CarE, la inducción diferencial de 

esta enzima observada en el rango del bioensayo (0,0625−3 mg/L clorpirifós) podría en 

parte explicar la toxicidad comparable de clorpirifós en CSL y las poblaciones de campo. 

De acuerdo con Plapp y Wang (1983), la inducción enzimática en insectos susceptibles es 

en general mayor que en individuos resistentes. Resultados similares fueron observados en 

el pulgón M. persicae expuesto al anticolinesterásico pirimicarb (Silva et al. 2012). En este 

insecto, la exposición al pirimicarb indujo a nivel transcripcional la sobreexpresión de 

diferentes genes según el genotipo de los insectos susceptibles y resistentes. En el genotipo 

susceptible fueron inducidos 183 genes; en el genotipo de insectos resistentes con 

mutaciones en el canal de sodio dependiente de voltaje, 17; y en el genotipo de insectos 

resistentes con mutaciones en el canal de sodio y en la AChE, 7. La anotación de los genes 

sobreexpresados en los individuos susceptibles reveló que estaban relacionados con el 

metabolismo energético, enzimas detoxificantes, proteínas de transporte extracelular, 

peptidasas y proteínas cuticulares. Finalmente, en los individuos con genotipos resistentes 

se determinó una regulación negativa de genes involucrados en la detoxificación. Los 

autores concluyeron que los genotipos susceptibles exhiben una mayor plasticidad 

transcripcional que los resistentes. 

 

 6.3.3.  Actividad ECOD 

 Los estudios de exposición in vivo a concentraciones subletales de clorpirifós 

evaluadas en este estudio no modificaron la actividad ECOD de CSL. Sin embargo, en los 

adultos de PC1 y PC2 se observó una tendencia a disminuir la actividad de esta enzima en 
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función del incremento de las concentraciones del insecticida. Se ha propuesto que durante 

la activación de paratión a paraoxón por CYP450, el sulfuro formado reacciona con 

sulfhidrilos de las cisteínas de la enzima  produciendo su inhibición (De Matteis 1974).  

 La exposición in vivo a concentraciones subletales de acetamiprid no modificó la 

actividad ECOD de CSL. Sin embargo, en PC1 se observó una tendencia al aumento en la 

actividad CYP450 en función del incremento de las concentraciones del insecticida. 

 La expresión de genes CYP450 en insectos puede ser inducida tanto por compuestos 

endógenos como exógenos (Feyereisen 1999). Por ejemplo, la exposición de larvas de C. 

pomonella durante 36 h a la CL10 del NNs imidacloprid aumentó significativamente los 

niveles de transcripción de CYP450 en comparación al grupo control (Yang et al. 2015). 

Más aún, la exposición del mosquito C. quinquefasciatus a la CL50 de permetrina 

(piretroide) promovió la inducción en 7 de 19 genes CYP450 en la población resistente, los 

cuales estaban constitutivamente sobreexpresados. Por el contrario, la exposición a 

permetrina no alteró la expresión de genes CYP450 en la población susceptible (Gong et 

al. 2013). 

 

6.4.4. Actividad GST 

 La exposición in vivo de CSL y ambas poblaciones de campo a concentraciones 

subletales de clorpirifós no mostró, en general, efectos sobre la actividad GST. Del mismo 

modo, la exposición de la langosta Oxya chinensis durante 24 horas a CL10 y CL50 de 

clorpirifós no influyó en la actividad de esta enzima (Wu et al., 2011). Por el contrario, en 

larvas de C. pomonella la actividad GST aumentó luego de 24 h de exposición a metil 

clorpirifós, pero disminuyó 48 y 60 h post-tratamiento (Liu et al., 2014). Por otro lado, la 

exposición de la langosta L. migratoria a clorpirifós produjo una disminución significativa 

y dosis dependiente en las actividades GST hacia 1,2-dicloro-4-nitrobenceno (DCNB) y 

cloruro de p-nitro-bencilo (PNBC), sin verse afectada la actividad por CDNB (Qin et al. 

2014). En el mismo trabajo, luego de la exposición clorpirifós aumentó el ARNm de 

algunas clases de GST mientras que disminuyó para otras. La conclusión de los autores fue 

que el insecto regula diferencialmente la expresión de las enzimas involucradas en la 

detoxificación de insecticidas.  

  Al igual que con clorpirifós, la exposición in vivo de CSL y PC1 a concentraciones 

subletales de acetamiprid no produjo, en general, efectos significativos en la actividad 

GST. Por otro lado, la exposición de larvas de C. pomonella durante 36 h a la CL10 de 
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acetamiprid disminuyó los niveles de transcripción de GST en comparación con el  grupo 

control (Yang et al. 2015). Por el contrario, en el gorgojo Ceutorchynhus assimilis, la 

resistencia a acetamirpid se correlacionó con la actividad GST y enzimas hidrolíticas, 

sinergizadas por dietil maleato y S,S,S-tributilfosforotritioato, respectivamente (Zamojska 

& Wegoreck 2014).  

 Algunas GST de insectos contienen glutatión peroxidasas (GSTPX) no 

dependientes de selenio capaces de eliminar hidroperóxidos (Fang 2012) disminuyendo el 

estrés oxidativo originado por los insecticidas. Por ejemplo, en la abeja Apis cerana se 

observó un aumento significativo en los niveles de ARNm de GSTS1 después de una 

inyección de 50 µM de H2O2 en el abdomen de las obreras (Yan et al. 2013). Los niveles 

de ARNm de GST también disminuyeron significativamente luego del tratamiento con 

H2O2. Además, la actividad GST en la abeja A. mellifera aumentó hasta 186% luego de la 

exposición a concentraciones subletales de acetamiprid, lo cual se atribuyó a una respuesta 

al estrés oxidativo producida por el insecticida (Badawy et al. 2015). 

 

6.3.5. Actividad CAT 

La actividad CAT no fue significativamente afectada por la exposición in vivo a la 

mayoría de las concentraciones subletales de clorpirifós o acetamiprid, tanto para adultos 

de CSL como PC1 y PC2. La actividad CAT es directamente regulada por la concentración 

de H2O2 (Fornazier et al. 2002). Sin embargo, la exposición de la polilla Lymantria dispar 

al OF metidatión (Aslanturk et al. 2011) y de la polilla Galleria mellonella al OF diclorvós 

(Kayiş et al. 2015) indujeron aumentos en la actividad CAT. También se observó un 

aumento en la actividad CAT en Pimpla turionella a varias concentraciones subletales del 

OF diazinón, aunque los aumentos no fueron concentración dependiente (Kayiş et al. 

2012). Otros autores también reportaron cambios no consistentes en la actividad CAT 

luego de la exposición de Oxya chinensis a diferentes concentraciones de malatión y 

clorpirifós (Wu et al., 2011). Muchos insectos poseen peroxidasas generales que convierten 

el H2O2 en agua al oxidar un sustrato como GSH o ascorbato (Felton & Summers, 1995).  

 

6.4.6. Actividad SOD 

En el presente trabajo, no se encontraron diferencias significativas en las actividades 

SOD de CSL y PC1 expuestos a dosis subletales de clorpirifós. Por el contrario, la 

exposición aguda a concentraciones subletales de diclorvós aumentó la actividad SOD en 



                                                                                                                                               Discusión 

  

92 

 

G. mellonella en forma dependiente de la concentración (Kayiş et al. 2015). Además, en 

Spodoptera exigua expuesta a las CL10 y CL30 del OF fenitrotión se observó una 

correlación positiva entre la actividad SOD y la supervivencia (Adamski et al. 2003). Los 

autores concluyeron que la toxicidad del insecticida puede ser beneficiada por el 

desequilibrio entre los radicales libres y antioxidantes. También se sugirió que la tolerancia 

a los piretroides en Anopheles arabiensis estaría asociada a un aumento de la expresión de 

genes de SOD (Muller et al. 2008).  

  

6.3.7. Contenido de GSH 

La exposición in vivo a clorpirifós produjo variaciones en el contenido de GSH, tanto en 

CSL como las poblaciones de campo, pero no se observó una clara dependencia con la 

concentración del insecticida. Los aumentos significativos en el contenido de GSH 

observados en CSL a las dos concentraciones más altas podrían indicar que el GSH es 

regenerado de su forma oxidada (GSSG) por la GR. A estas concentraciones, también se 

observó en adultos de CSL un aumento en la actividad GST, si bien las diferencias con el 

grupo control no fueron significativas. A diferencia de CSL, el contenido de GSH en las 

poblaciones de campo fue en general menor en los grupos tratados con clorpirifós 

comparados con el grupo control. La disminución en el contenido de GSH sugiere que esta 

molécula es utilizada como antioxidante o de que ocurrió un mal funcionamiento de su 

reciclado por GR.  

 Tanto en CSL como PC1, la exposición in vivo a concentraciones subletales de 

acetamiprid produjo una tendencia de aumento en el contenido de GSH, seguido de una 

disminución en la concentración más alta del insecticida. Los efectos de acetamiprid sobre 

la actividad ECOD mostraron una tendencia similar, tanto en CSL como PC1. Dado que 

CYP450 es capaz de generar EROS, estos resultados sugieren que el GSH estaría 

cumpliendo un mecanismo de protección frente al daño oxidativo generado por el aumento 

en la actividad de esta enzima.  

 

 En resumen, los resultados aquí presentados indican susceptibilidad de adultos de 

PC1 y PC2 al OF clorpirifós y de PC1 al NN acetamiprid. Aun así, la actividad basal de 

CarE y CYP450 fue entre dos y cuatro veces superior a la de CSL, ambos mecanismos 

previamente asociados a resistencia a metil azinfós, acetamiprid y tiacloprid en larvas 

neonatas de dichas poblaciones. La susceptibilidad de los adultos a dichos insecticidas 
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podría ser utilizada como complemento del control de neonatas. Más aún, el hecho de que 

las poblaciones de campo, en relación a CSL, no mostraron en general ventajas 

metabólicas en las exposiciones a concentraciones subletales de clorpirifós y acetamiprid, 

sería otro punto a favor de esta medida de control complementaria. Una o dos aplicaciones 

de la mezcla de feromonas e insecticida durante la temporada productiva disminuiría la 

presión de selección ejercida contra las neonatas. Por otro lado, los niveles mayores de 

actividad CarE en ambas poblaciones de campo podría poner en riesgo el uso actual de 

insecticidas que contienen grupos hidrolizables en sus estructuras como el novalurón, 

clorantraniliprole, spinetoram, metoxifenocide y abamectina.  
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7. CONCLUSIONES 

 

 A nivel de la CL50, los adultos de las dos poblaciones de campo de C. pomonella 

aquí estudiadas fueron tan susceptibles al clorpirifós como la cepa de referencia 

CSL.  

 

 A nivel de la CL95, los adultos de PC1 fueron casi seis veces más resistentes a 

acetamiprid que los de CSL. 

 

 Los resultados de los ensayos de toxicidad y de inhibición in vitro sugieren que no 

hay diferencias en la actividad AChE de CSL, PC1 y PC2. 

 

 No se encontraron evidencias de mutaciones que modifiquen el sitio de acción de 

los OFs en adultos de PC1.  

 

 Las actividades basales de CarE y ECOD fueron significativamente mayores en 

ambas poblaciones de campo que en CSL. 

 

 La exposición a bajas concentraciones de clorpirifós produjo un aumento en la 

actividad CarE, el cual fue significativamente superior en CSL. 

 

 La actividad ECOD fue afectada por la exposición a clorpirifós y acetamiprid. En 

general, el clorpirifós produjo una disminución en la actividad de la enzima en 

función del incremento de la concentración del insecticida. Por el contrario, el 

acetamiprid causó un aumento en la actividad ECOD en función del incremento de 

la concentración. 

 

 En general, las enzimas del sistema antioxidante evaluadas no fueron afectadas por 

la exposición a clorpirifós y acetamiprid.  
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8. RECOMENDACIONES  

 

 

Se recomienda para un manejo futuro de la plaga: 

 

 Evitar o limitar el uso abusivo de plaguicidas con grupos hidrolizables. 

 

 Realizar durante la temporada productiva una o dos aplicaciones de los 

microencapsulados de feromonas e insecticidas para el control de los individuos 

adultos.  

 

 Profundizar estudios sobre efectos subletales relacionados con aspectos que 

disminuyan la reproducción.  
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