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Evaluacion de biomarcadores de estrés
oxidativo en diferentes poblaciones de
adultos de Cydia pomonella de la
Patagonia argentina

Maero, E. y Anguiano, O. L.

RESUMEN

En el ambiente natural, los organismos estan expuestos a factores ambientales
prooxidantes. En este trabajo se evaluaron biomarcadores antioxidantes en
insectos adultos de Cydia pomonella de diferentes poblaciones de campo
y de una cepa de laboratorio. Las poblaciones de campo provinieron de las
provincias de Neuguén (Centenario), Rio Negro (Allen, General Roca 1, General
Roca 2, General Roca 3 y General Godoy) y Chubut (Sarmiento 1y Sarmiento 2).
Se determinaron antioxidantes enzimaticos —como catalasa (CAT), superoxido
dismutasa (SOD) y glutation S-transferasa (GST)- y no enzimaticos, nivel de
glutation (GSH) endodgeno. Las actividades GST determinadas en las polillas
provenientes de las poblaciones de campo resultaron significativamente
menores a las medidas en la cepa de laboratorio. La actividad CAT detectada
en los individuos provenientes de General Roca 1 resulté 2,13 veces menor a la
de las polillas de laboratorio. No se observaron diferencias significativas entre
poblaciones en los valores determinados de actividad SOD. El nivel de GSH
determinado en las polillas de Sarmiento 2 resulté significativamente diferente
y fue 1,57 veces mayor al de los individuos de laboratorio. Con excepcion
de las polillas provenientes de General Godoy, el resto de las poblaciones de
campo presenté niveles significativamente menores comparados con el de la
cepa de laboratorio. Las alteraciones observadas en los biomarcadores GST y
GSH reflejarian indirectamente la presencia de estrés oxidativo.
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SUMMARY

In a natural environment living organisms are exposed to environmental
prooxidant factors. In this study, antioxidant biomarkers were evaluated in
adult codling moth Cydia pomonella from different field populations and from

Fecha de recepcion: 02/03/2017; fecha de aceptacion: 05/05/2018.



36

AGRISCIENTIA

a laboratory strain. Field populations analyzed were from the provinces of
Neuquén (Centenario), Rio Negro (Allen, General Roca 1, General Roca 2,
General Roca 3 y General Godoy) y Chubut (Sarmiento 1 y Sarmiento 2). The
levels of antioxidants were evaluated, for both enzymatic antioxidants such as
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione S-transferase
(GST) and non-enzymatic, endogenous glutathione (GSH). GST activity found
in all field populations were significantly lower than in the laboratory strain. CAT
activity in General Roca 1 population turned 2.13 times lower than that from
the reference strain. No significant differences in SOD activity were observed
between different populations. GSH levels observed in Sarmiento 2 codling
moths were significantly different and rise 1.57 times higher than the laboratory
ones. Except for General Godoy, all field populations tested had significantly
lower GSH levels compared with the laboratory strain. Alterations in GST and
GSH biomarkers could indirectly reflect the presence of oxidative stress.

Key words: codling moth, biomarkers, glutathione S-transferase, catalase,
superoxide dismutase, reduced glutathione.
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INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno (ERO),
que son o pueden generar faciimente radicales
libres y/o causar dafio oxidativo, incluyen a
moléculas como el peroxido de hidrégeno (H,0,),
aniones como el superoxido (O,7) y al radical
hidroxilo (OH*) (Halliwell, 2011). Estas especies
reactivas, en particular el radical hidroxilo, pueden
reaccionar con macromoléculas bioldgicas vy
conducir al dafio oxidativo de proteinas, lipidos y
ADN (Bonekamp, Volkl, Fahimi y Schrader, 2009;
Sohal y Orr, 2012). El estrés oxidativo resulta del
desequilibrio entre la excesiva formacién de ERO
y la limitada capacidad del sistema bioldgico para
detoxificarlas rapidamente o para reparar el dafio
resultante (Halliwell y Whiteman, 2004).

Los insectos, de manera similar a otros
organismos aerdbicos, poseen un sofisticado
sistema enzimatico y no enzimatico de defensa
antioxidante para contrarrestar y regular el nivel de
las ERO. Las enzimas claves para la detoxificacion
de las ERO son: la superoxido dismutasa (SOD),
la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx) y
la glutation S-transferasa (GST). La SOD cataliza
la dismutacién del radical superdxido a perdxido
y oxigeno. Las enzimas CAT y GPx catalizan la
descomposicion del perdxido de hidrégeno en
agua y oxigeno. Las GST catalizan la conjugacion
del glutation reducido (GSH) con una variedad

de compuestos electrofilicos que participan en la
defensa contra el estrés oxidativo, dado que estas
enzimas son capaces de detoxificar sustancias
nocivas producto de la peroxidacion de lipidos y
del ADN entre otras (Ahmad y Pardini, 1990; Felton
y Summers, 1995). La defensa antioxidante no
enzimatica incluye a biomoléculas como el GSH,
el acido ascoérbico o vitamina C, el a-tocoferol o
vitamina E, entre otras, que pueden reaccionar con
una variedad de radicales libres en los sistemas
bioldgicos eliminando de manera efectiva las
especies potencialmente dafiinas (Yu, 1994; Felton y
Summers, 1995; Birben, Sahiner, Sackesen, Erzurum
y Kalaysi, 2012). La alteracién de cualquiera de
estos parametros puede reflejar indirectamente la
presencia de estrés oxidativo, por o que pueden
actuar como biomarcadores de exposicion o de
efecto (Pefa-Llopis, Ferrando y Pefia, 2002; Pandey
et al. 2003; Farombi, Adelowo y Ajimoko, 2007,
Buyukguzel, 2009; Birben et al., 2012).

Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae)
0 carpocapsa es la principal plaga de importancia
econémica a nivel mundial en cultivos de
manzanos, perales y nogales (Reuveny y Cohen,
2004). Durante muchos afios, la aplicacion de
insecticidas fue la herramienta mas comunmente
utilizada para el control de esta plaga en la region
de la Patagonia Norte, Argentina. A partir del
afno 2006, la implementacion de programas de
manejo integrado de plagas (MIP) condujo a la
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reduccion significativa del nimero de aplicaciones
de insecticidas neurotdxicos, particularmente
organofosforados y carbamatos, los que fueron
paulatinamente reemplazados por otros mas
especificos pertenecientes a nuevos Qgrupos
quimicos (neonicotinoides y diamidas antranilicas)
con distintos modos de accién (Cichén y Garrido,
2012). Si bien, la aplicacion de insecticidas para el
control de C. pomonella se realiza en los estadios
tempranos de su ciclo de vida, los insectos adultos
también estarian expuestos a estos quimicos
(Knight y Flexner, 2007). Numerosos trabajos han
reportado exposicion a plaguicidas que pueden
inducir estrés oxidativo al generar radicales libres
y alterar el sistema antioxidante en diferentes
especies (Ferrari, Venturino y Pechén de D’Angelo,
2007; Kristoff, Verrengia Guerrero y Cochoén, 2008;
Buyukguzel, 2009; Dorts et al 2009; Ferreira, Costa
da Motta, Kreutz, Toni, Loro y Gil Barcellos, 2010;
El-Demerdash, 2011; Akbar, Sharm, Jayalakshmi
y Sreeramulu, 2012; JanakiDevi, Nagarani,
YokeshBabu, Kumaraguru y Ramakritinan, 2013;
Han, Jinhua Wang, Wang, Zhang y Zhu, 2016).
Con el objetivo de examinar el sistema antioxidante
de C. pomonella, se evaluaron biomarcadores de
estrés oxidativo en adultos de ocho poblaciones de
campo y de una cepa de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Las determinaciones bioquimicas se realizaron
en polillas de C. pomonella de uno o dos dias de
edad. Los insectos adultos se obtuvieron en el la-
boratorio a partir de larvas diapausantes recolecta-
das en cartones corrugados colocados en la base
de arboles frutales de ocho chacras con manejo
convencional, organico y sin tratamiento de diferen-
tes localidades patagénicas correspondientes a las
provincias de Neuguén, Rio Negro y Chubut (Tabla

Tabla 1. Descripcion de las poblaciones analizadas.

1), en la temporada 2012-2013. Los adultos de la
cepa de referencia se obtuvieron a partir de larvas
diapausantes de C. pomonella procedentes de una
colonia de laboratorio establecida en 1991, criadas
en condiciones controladas de temperatura, foto-
periodo, humedad y sin contacto con plaguicidas.
Los cartones corrugados con las larvas se coloca-
ron en potes de telgopor de 1 L cubiertos con tela
mosquitera a 25 °C y fotoperiodo 16:8 (L-O) h hasta
la emergencia de los adultos. Todos los insectos
emergidos de las diferentes poblaciones evaluadas
se recolectaron y guardaron en grupos de a cua-
tro en tubo de microcentrifuga Eppendorf a -80 °C
hasta su procesamiento. Los organismos fueron su-
ministrados por el INTA Alto Valle. La designacion
de las poblaciones corresponde a las localidades
de origen de las muestras. Las poblaciones de po-
lillas de diferentes chacras de una misma localidad
se identificaron ademas con un ndmero.

Preparacion de los extractos

Para las determinaciones bioguimicas se utiliza-
ron los abdomenes-térax de cuatro insectos adul-
tos de C. pomonella que se homogeneizaron en
1.100 pL de buffer fosfato de potasio 143 mM pH
7,5, EDTA 6,3 mM con un homogeneizador Ultra-
sonico Eléctrico PRO 200, siempre trabajando en
hielo. Los homogenados se centrifugaron a 1000
x g a 4 °C durante 15 min. De los sobrenadantes
obtenidos se separaron 10 y 150 pL para cuantifi-
car proteinas y GSH, respectivamente. El conteni-
do de GSH se determiné inmediatamente. El resto
del sobrenadante se centrifugdé a 16.000 x g a 4 °C
durante 20 min y el sobrenadante obtenido se se-
pard en alicuotas para determinar las actividades
de SOD (250 pL), CAT y GST (200 pL) y 20 pL para
cuantificar proteinas. Los sobrenadantes obtenidos
se conservaron en ultrafreezer a -80 °C hasta su
utilizacion para las determinaciones enzimaticas.

Region Localizacién Poblacion Proteccion
Neuquén 38°49° 00" S, 68° 08" 00" O Centenario Quimica
Rio Negro 39°02°45,7" S, 67° 43 34,5" O Allen Quimica
Rio Negro 39°02°31,4”S,67°33°51,6" 0 Gral. Roca1 No tratada*
Rio Negro 39°00' 36,7" S, 67° 41 48,9” O Gral. Roca2 Quimica
Rio Negro 39°02" 12" S, 67°36'56” O Gral. Roca3 Quimica
Rio Negro 39°05°50,8” S, 67° 107 08,7" O Gral. Godoy Quimica
Chubut 31°32°15” S,68° 3111”0 Sarmiento1 Organica
Chubut 31°32' 157 S, 68° 32' 25" O Sarmiento2 Quimica

* Chacra abandonada desde el afio 2001.
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Analisis bioquimicos

La actividad GST se determiné usando la técni-
ca desarrollada por Habig, Pabst y Jacoby (1974).
La mezcla de reaccion consistié en 920 L de bu-
ffer fosfato de sodio 0,1 M pH 6,5, 10 uL de CDNB
50 mM (en acetonitrilo) y 50 uL de GSH 0,1 mM.
Los cambios en la absorbancia fueron registrados
continuamente a 340 nm durante 120 s a 25 °C
en un espectrofotémetro Shimadzu UV-visible. La
actividad especifica se expres6é como pmoles de
CDNB conjugados min"' mg protefna™' usandose el
coeficiente de extincién molar 9,6 mM-" cm™.

La actividad SOD se determind por su habilidad
de inhibir la autooxidacion de la epinefrina (Misra
y Fridovich, 1972). La mezcla de reaccién consis-
tio en 1.140 pL de buffer glicina 50 mM pH 10,2,
epinefrina 60 mM pH 2 y diferentes volumenes del
sobrenadante (40; 60; 80; 100y 120 uL). Se monito-
red el cambio en la absorbancia a 480 nm durante
600 s a 30 °C. Los resultados se expresaron como
unidades de SOD mg de proteina” (U SOD mg').
Se define 1 U de SOD como la cantidad de muestra
que causa el 50 % de inhibicion de la autooxidacion
de la epinefrina.

La actividad CAT se determind segun la técni-
ca de Beers y Sizer (1952). La mezcla de reaccion
consistié en 2990 ulL de buffer fosfato de sodio 50
mM, pH 7,2 y H,0, 25 mM. Para iniciar la reaccion
se agregaron 10 pL del extracto enzimatico y la ac-
tividad CAT se determind registrando la disminu-
cion continua de la absorbancia a 240 nm durante
60 segundos a 25 °C. La actividad especifica se
expresd como mmoles de H,O, consumidos min”
mg proteina’, utilizando un coeficiente de extincion
molar de 40 M-" cm™'.

El contenido de GSH enddgeno se determiné
como tioles acidos solubles mediante la técnica
descripta por Ellman (1959) y modificada por
Venturino (2001). Se determiné el contenido de GSH
en 100 pL del sobrenadante al que se le agregé 1
mL de DTNB 1,5 mM en buffer fosfato de potasio
0,25 M, pH 8,0. La mezcla se incub6 durante 20
min a temperatura ambiente y se determind la
absorbancia a 412 nm. Los tioles 4cidos solubles
se cuantificaron usando una curva de calibracion
con GSH puro como estandar. Los resultados se
expresaron en nmoles de GSH mg de proteina™.

Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determiné
aplicando el método descripto por Lowry,
Rosebrough, Farr y Randall (1951) y se uso
albumina sérica bovina como estandar.

Analisis estadisticos

Los resultados se expresaron como promedios
+ errores estandar de diez muestras independien-
tes. La normalidad de los datos se evalué mediante
el andlisis de los residuales y la homocedasticidad
a través del test de Levene. Las diferencias esta-
disticas de los parametros bioquimicos evaluados
entre las poblaciones se analizaron por ANOVA de
un factor seguido del test de Tukey, usando el soft-
ware Statistica 7.1. Los datos de GST se transfor-
maron con raiz cuadrada para lograr la normalidad
de las varianzas. El nivel de significancia p < 0,05
se utilizd en todos los analisis estadisticos.

RESULTADOSY DISCUSION

En los dltimos afios, se ha intensificado
notablemente el interés en el estudio de las enzimas
GST en artropodos por su rol potencial en el
mantenimiento del estado redox celular (Ranson
y Hemingway, 2005; Li, Schuller y Berenbaum,
2007; Fang, 2012). La actividad GST determinada
en insectos adultos de C. pomonella de diferentes
poblaciones se presenta en la Figura 1. Los niveles
de actividad observados en todas las poblaciones
de campo resultaron significativamente diferentes,
entre 1,5 y 3,3 veces menores al detectado en las
polillas de laboratorio. También, Frenzilli et al. (2004),
detectaron una disminucion significativa de la
actividad GST en moluscos Mytilus galloprovincialis
después de siete dias de trasplantados a sitios
contaminados en el puerto de Génova. De Luca-
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Figura 1. Actividad de GST en adultos de C. pomonella de ocho
chacras de manzanos de la Patagonia argentina y de una cepa
de laboratorio. Cada uno de los puntos representa la actividad
promedio + el error estandar de diez muestras independientes.
La actividad esté expresada como pmoles de CDNB conjugado
min"' mg proteina™. Valores similares se representan con la mis-
ma letra. Letras distintas indican diferencias significativas entre
poblaciones, p < 0,05.
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Abbott et al. (2005) evaluaron la actividad GST
en hepatopancreas de mejillones Perna viridis
trasplantados a cuatro sitios sospechados de
contaminacién quimicay observaron una disminucion
significativa de la GST a los 28 dias de exposicion.
La actividad GST disminuida evidenciaria su rol
protector reducido y dejaria a la célula expuesta a los
efectos deletéreos de las ERO producidas durante el
estrés oxidativo. La disminucion de la actividad GST
podria ser explicada por dos hipotesis diferentes:
Segun Egaas et al (1999), en la primera etapa de la
biotransformaciéon de xenobidticos catalizados por
las enzimas citocromo P450 se produciria un coctel
de diferentes metabolitos, los cuales competirian
con los sustratos de las GST por su sitio activo. De
acuerdo con Gallagher y Sheehy (2000), la menor
actividad enzimatica podria deberse a la inhibicion
de la sintesis de las GST.
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Figura 2. Actividad de SOD en adultos de C. pomonella de di-
ferentes poblaciones de campo. Una unidad de SOD (U SOD)
se define como la cantidad de muestra que causa el 50 % de
inhibicion de la autooxidacion de la epinefrina. Los valores repre-
sentan la actividad promedio + el error estandar de diez muestras
independientes.

Por otra parte, no se observaron diferencias sig-
nificativas entre las actividades SOD determinadas
en adultos de diferentes poblaciones de C. pomo-
nella cuyos valores promedio fluctuaron entre 2,18 y
3,51 U SOD mg de proteina™ (p > 0,05) (Figura 2).
Las enzimas SOD y CAT constituyen la primera linea
de defensa antioxidante contra las ERO en los orga-
nismos aerébicos. Felton y Summers (1995) detec-
taron en insectos que la enzima SOD esta presente
en todos los tipos celulares y es uno de los antioxi-
dantes enzimaticos mas efectivos contra el estrés
oxidativo. El papel clave de esta enzima en la pro-
teccion contra los toxicos prooxidantes se demostrd
cuando su inhibicién resultd en un incremento del
efecto toxico de las ERO (Ahmad y Pardini, 1990).
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Figura 3. Actividad de CAT en adultos de C. pomonella determi-
nada en ocho poblaciones de campo y en una de laboratorio. Los
valores representan la actividad promedio + el error estandar de
diez muestras independientes. La actividad especifica se expresa
como mmoles de H,0, consumido min™ mg proteina™. Letras dis-
tintas indican diferencias significativas entre poblaciones, p < 0,05.

Nuestros resultados mostraron que la actividad
CAT determinada en las polillas de laboratorio
fue similar a la de la poblacion de Allen y resultd
significativamente superior a la expresada en
los individuos provenientes de General Roca 1
(p < 0,01) (Figura 3). El resto de las poblaciones
ensayadas presentaron actividades menores,
aunque no resultaron estadisticamente diferentes.
También Pampanin et al (2005) han reportado una
disminucion significativa de la actividad CAT en
mejillones Mytilus galloprovincialis trasplantados
a sitios contaminados en el Lago Venecia, ltalia.
Resultados similares fueron informados por Vioque-
Fernandez, Alves de Almeida y Lopez-Barea (2009)
en cangrejos Procambarus clarkii recolectados de
sitios contaminados cercanos a cultivos de arroz en
el sur de Espafia. La enzima CAT facilita la remocion
del H,0,, que es metabolizado a oxigeno molecular
y agua. La disminucion de la actividad CAT resultaria
en la detoxificacion deficiente del H,0, e indicaria
la presencia de quimicos inductores de estrés
oxidativo. Se conoce que esta enzima es sensible al
dafio causado por ERO y puede ser inhibida por el
radical superéxido (Kono y Fridovich, 1982).

Porotraparte, el nivelmedio de GSH determinado
en adultos de las poblaciones de laboratorio y de
General Godoy fue similar (22,17 + 0,48 nmoles
GSH mg proteina' y 20,64 + 1,14 nmoles GSH mg
proteina’’, respectivamente) (Figura 4). El mayor
valor de GSH se observé enlas polillas provenientes
de Sarmiento 2, que resultd significativamente
diferente (p = 0,000135) del determinado en el
resto de las poblaciones y fue 1,57 veces mayor
al obtenido en la cepa de laboratorio. De manera
similar, Pandey et al. (2003) detectaron altos
niveles de GSH en el pez de agua dulce Wallago
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Figura 4. Niveles de GSH endégeno en adultos de C. pomonella
obtenidos en ocho poblaciones de campo y en la cepa de
laboratorio. Los valores representan el nivel promedio + el error
estandar de diez muestras independientes. Valores similares
se representan con la misma letra. Letras distintas indican
diferencias significativas entre poblaciones, p < 0,05.

attu, proveniente de zonas contaminadas de la
India; De Luca-Abbott et al. (2005) en branquias
de almejas y mejillones trasplantados a sitios
contaminados en la costa de Hong Kong, luego de
14 y 28 dias de exposicion; y Farombi et al. (2007)
en higado, riidén y corazén del pez gato, Clarias
gariepinus, proveniente de un rio contaminado de
Nigeria. El aumento en el contenido de GSH podria
sugerir un papel protector y adaptativo de esta
biomolécula contra el estrés oxidativo inducido por
compuestos prooxidantes. Ademas, su incremento
se ha relacionado en diversos organismos con el
desarrollo de la resistencia a plaguicidas (Pefa et
al, 2000; Pefia-Llopis, Pefia, Sancho, Fernandez-
Vega y Ferrando, 2001).

Por el contrario, el resto de los individuos
estudiados presento niveles de GSH
significativamente menores. En particular, el valor
promedio méas bajo se determiné en las polillas de
General Roca 1 y resultdé 2,3 veces menor al de
los adultos de laboratorio. También, Farombi et al.
(2007) detectaron una disminucion significativa del
nivel de GSH en branquias del pez gato, Clarias
gariepinus, proveniente de un rio contaminado
de Nigeria. La disminucién en el contenido de
este antioxidante podria deberse a su utilizacion
como sustrato de enzimas detoxificantes y/o
antioxidantes (GST, GPx) y/o a su oxidacion
directa al reaccionar con ERO, en una situacion
de estrés oxidativo. Jokanovic (2001) propuso
que una disminucion igual o mayor al 20 % en el
contenido de esta biomolécula resultaria altamente
perjudicial para la supervivencia de la célula.

CONCLUSIONES

Este es el primer estudio que evalla los niveles
basales de biomarcadores de estrés oxidativo en
adultos de C. pomonella provenientes de diversas
localidades de la Patagonia argentina. Los resul-
tados presentados en esta investigacion muestran
que la actividad GST fue significativamente menor
en los individuos de C. pomonella provenientes
de ocho chacras con cultivos de manzanos, en
comparacion con la de la cepa de laboratorio, que
sugiere el papel protector disminuido frente a xe-
nobidticos toxicos. El aumento significativo en el
contenido de GSH determinado en las polillas de
C. pomonella de Sarmiento 2 indica una respuesta
adaptativa de estos organismos a la exposicion a
prooxidantes. Ademas, el nivel de esta biomolécu-
la significativamente menor respecto al de la cepa
de laboratorio, podria sugerir su oxidacion por
ERO en situacion de estrés oxidativo.

Las alteraciones observadas en los biomarca-
dores antioxidantes GST y GSH en polillas de C.
pomonella de las distintas poblaciones de campo
sugeririan la exposicion a contaminantes y/o facto-
res ambientales prooxidantes. Estudios posteriores
seran necesarios para evaluar los efectos adver-
sos del estrés oxidativo en adultos de C. pomonella
sobre la repuesta fisioldgica en la supervivencia, el
crecimiento y la reproduccion.
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