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RESUMEN 

El picudo rojo de las palmeras, Rhynchophorus ferrugineus (Coleoptera: Curculionidae) es 

una de las peores plagas de palmáceas en todo el mundo. Al ser un insecto tropical, su respuesta 

frente al frío ha sido poco estudiada. Considerando la relevancia que tienen las proteínas de choque 

térmico (o Hsp) y las acuaporinas en la respuesta frente al estrés térmico, en este trabajo se ha 

estudiado por primera vez en Rhynchophorus ferrugineus, los niveles de expresión de algunos genes 

de las familias Hsp60, Hsp70 y Hsp90, así como las acuaporinas PRIP, DRIP, AQP12L y EGLPA2, en 

respuesta a una disminución brusca y temporal en la temperatura ambiental. El estudio se ha 

realizado en cuerpo graso y tegumento de larvas prepupa control, tratadas a una temperatura fría (7 

días a 5,0 ± 0,5 °C) y sin tratar (7 días a 23 ± 1 °C). Para ello se optimizó la extracción de ARN, se 

diseñaron cebadores específicos para los genes y finalmente se llevó a cabo la cuantificación 

mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los resultados indicaron que el procedimiento de 

extracción de ARN optimizado para Rhynchophorus ferrugineus es válido y puede utilizarse en 

experimentos futuros tanto en cuerpo graso como tegumento. Además, los cebadores diseñados 

para los genes Hsp60, Hsp70, DRIP, AQP12L y EGLPA2 parecen funcionar adecuadamente. Los genes 

Hsp90 y PRIP parecen estar codificando diferentes isoformas de la proteína mediante procesamiento 

alternativo. A partir de los resultados obtenidos mediante qPCR, se puede concluir lo siguiente: 1) 

Los genes Hsp60 y Hsp70 parecen expresarse en mayor cantidad en el tejido del tegumento que en 

cuerpo graso; 2) Los genes Hsp70,  AQP12L y DRIP parecen disminuir su expresión en respuesta a 

estrés por frío en tejido de cuerpo graso; 3) Los genes EGLPA2 y la Hsp60 no parecen variar su 

expresión tras la exposición a un tratamiento de frío con respecto al control sin tratamiento en 

Rhynchophorus ferrugineus. Estos resultados iniciales se completarán posteriormente con la finalidad 

de tener un conocimiento mayor sobre los procesos de daptabilidad en esta plaga para disponer, por 

tanto, de mejores herramientas para su control. 

ABSTRACT 

The red palm weevil, Rhynchophorus ferrugineus (Coleoptera: Curculionidae) is one of the 

worst pests of palm trees in the world. Being a tropical insect, its response to cold has been little 

studied. Considering the relevance of heat shock proteins (or Hsp) and aquaporins in the response to 

heat stress, in this work the expression levels of some genes of the Hsp60 families have been studied 

for the first time in Rhynchophorus ferrugineus, Hsp70 and Hsp90, as well as the aquaporins PRIP, 

DRIP, AQP12L and EGLPA2, in response to a sudden and temporary decrease in ambient 

temperature. The study was carried out on the fat body and integument of control prepupal larvae, 
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treated at a cold temperature (7 days at 5.0 ± 0.5 ° C) and untreated (7 days at 23 ± 1 ° C). In that 

way, the RNA extraction was optimized, specific primers were designed for the genes and finally the 

quantification was carried out by means of quantitative PCR in real time. The results indicated that 

the optimized RNA extraction procedure for Rhynchophorus ferrugineus is valid and can be used in 

future experiments on both the fat body and the integument. Furthermore, primers designed for the 

Hsp60, Hsp70, DRIP, AQP12L and EGLPA2 genes appear to work well. The Hsp90 and PRIP genes 

seem to be encoding different isoforms of the protein by alternative processing. From the results 

obtained by qPCR, we can be concluded: 1) The Hsp60 and Hsp70 genes seem to be expressed in 

greater quantity in the integument tissue than in the fat body; 2) The Hsp70, AQP12L and DRIP genes 

seem to decrease their expression in response to cold stress in fat body tissue; 3) EGLPA2 and Hsp60 

genes do not seem to vary their expression after exposure to a cold treatment in contrast with the 

control without treatment in Rhynchophorus ferrugineus. These initial results will be completed later 

in order to have a better understanding of the adaptability processes in this pest to have, therefore, 

better tools for its control. 
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1. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

1.1. Rhynchophorus ferrugineus. Características generales.    

El picudo rojo o gorgojo de las palmeras, Rhynchophorus ferrugineus, fue descubierto y 

catalogado por Guillaume-Antoine Olivier en 1790. Representa actualmente, a nivel mundial, uno de 

los insectos plaga más destructivos para las palmeras, provocando generalmente la muerte de los 

ejemplares infestados. 

Pertenece al Phylum Arthropoda, Clase Insecta, Orden Coleoptera y Familia Curculionidae. 

Dentro de la familia de los curculiónidos también se encuentran otras especies conocidas, como el 

escarabajo del pino de montaña (Dendroctonus ponderosae), el escarabajo del pino blanco 

(Dendroctonus armandi) o el gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae), entre otros. 

Debido a su potencial colonizador y la probabilidad de constituir una amenaza grave para las 

especies autóctonas, esta especie ha sido incluida en el Catálogo Español de Especies Exóticas 

Invasoras, aprobado por Real Decreto 630/2013, de 2 de agosto.  

 

1.1.1. Ciclo biológico 

Rhynchophorus ferrugineus Olivier es un insecto herbívoro que vive y se alimenta en el 

interior de las palmeras, condición que hace difícil detectar su presencia con una simple inspección 

visual. Es holometábolo, por tanto, tiene metamorfosis completa, cuyo desarrollo comprende las 

fases de huevo, larva, pupa y adulto. Además, estos cuatro estadios diferentes a menudo se 

encuentran conviviendo simultáneamente en la misma palmera.  

Se trata de un insecto con una gran capacidad reproductiva ya que en tan solo 3-4 meses 

pasa por todas las fases de su ciclo biológico (tres generaciones al año). Los adultos abandonan la 

planta volando o caminando cuando ésta no puede acoger a la próxima generación o no queda 

material vegetal interno para su alimentación. Son insectos sensibles a las kairomonas que 

desprenden las palmeras debido a heridas realizadas por golpes o podas sin tratar, por lo que éstas 

tienen un gran poder de atracción sobre ellos [1]. Las diferentes fases del ciclo podemos observarlas 

en la Figura 1 y se detallan a continuación: 

 

a) Huevo 

Mide de 1,0 a 2,5 milímetros y se localizan en el interior de pequeños agujeros realizadas por las 

hembras. No entran en contacto unos con otros y son fijados con una secreción mucosa materna. Se 

realizan puestas de 300-400 huevos de media. 
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b) Larva 

Al eclosionar los huevos salen las larvas, que pasan por varios estadios durante un periodo de 1 a 3 

meses muy influenciado por la temperatura. Los estadios larvarios se diferencian únicamente en el 

tamaño del cuerpo, de la cabeza y en la coloración, pasando ésta de un color blanquecino a una 

tonalidad cada vez más amarillenta (ver Figura 1). Es ápoda, alargada, segmentada y con una cabeza 

dura de color-marrón oscuro, dutada de unas fuertes mandíbulas cónicas. Al final de la fase, la larva 

puede llegar a tener 5 cm de longitud. La larva se alimenta del tejido vegetal interno de la palmera, 

especialmente del tejido meristemático, y como consecuencia forma galerías internas que pueden 

llegar hasta un metro de longitud. Es la fase del insecto que más perjucio causa a la palmera [1]. 

 

c) Pupa  

En este estadio la larva sale al exterior y construye sobre sí misma una envoltura en forma oval con 

fibras vegetales del interior de la palmera. Miden de de 4 a 6 cm y esta fase dura aproximadamente 

entre 15 y 30 días. Una vez finalizada la metamorfosis el adulto permanece en el interior unos 10 días 

más [1]. 

 

d) Adulto 

Pueden llegar a vivir hasta 90 días y su cuerpo endurecido mide de 19 a 45 mm de longitud. 

Presentan coloración variable, predominando pardo anaranjado claro o rojo ferruginoso, con o sin 

manchas negras en el pronoto de forma y números variables. Abandonan la palmera solo cuando ya 

está en avanzado estado de descomposición y tienen actividad diurna [1]. 

 

 

 

 



Antón Ruiz, Noelia 
RESPUESTA GÉNICA INDUCIDA POR FRÍO EN EL PICUDO ROJO DE LAS PALMERAS (Rhynchophorus 

ferrugineus)  
 

9 
 

 
Figura 1. Ciclo biológico de Rhynchophorus ferrugineus. Se observan las diferentes fases por las que pasa el 

insecto durante su desarrollo: Huevo, estado larvario (diferentes estadios), pupa e insecto adulto. 

 

1.1.2. Distribución  

1.1.2.1. A nivel global 

Rhynchophorus ferrugineus es originario de las regiones tropicales del Sudeste Asiático y 

Polinesia, donde es una plaga de las palmeras de coco. Los primeros registros de invasión datan de 

1906, cuando la especie fue declarada plaga severa para las palmeras de coco en la India. 

Posteriormente, en 1917 se consideró también plaga para las palmeras datileras. Un año después se 

detectó en Irak y alrededor de los años 80 la especie apareció en gran parte de la península arábica 

desde donde se expandió al resto de los países de Oriente Medio. Entró en el norte de África a través 

de Egipto en el año 1993, continuando su expansión hacia países europeos como Italia, Francia, 

Portugal y España, siempre ligado a la importación de palmeras (Figura 2) [2, 3]. 
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Figura 2. Mapamundi de países afectados por la plaga actualizado hasta 2020. Se destacan en naranja los 
países afectados. En círculos amarillos aquellos lugares donde la plaga sigue presente y en morado aquellos en 
los que está en proceso de desaparición. Fuente: European and Mediterranean Plant Protection Organization 
(EPPO). 

  

1.1.2.2. En España  

En 1993  fue detectada por primera vez en España, concretamente en la provincia de 

Granada, donde se introdujo con la importación de palmeras ornamentales infestadas por la 

especie desde el Norte de África. Posteriormente extiende su área de distribución, colonizando 

también las provincias de Almería, Huelva, Valencia, Castellón, Alicante, Murcia y Barcelona, así 

como las Islas Canarias y Mallorca [1,3]. En 2005 el picudo se detectó en el palmeral de Elche, 

declarado patrimonio de la humanidad por la UNESCO y considerado el mayor palmeral de Europa. 

En las Islas Canarias representó una amenaza importante, puesto que atacaba a Phoenix canariensis 

(palmera canaria), endemismo de las Islas, sin embargo, en 2016 fue erradicada. 

 

1.1.3. Papel como plaga 

El picudo rojo, como se ha comentado, es un insecto parásito de varios géneros de la familia 

Palmae, como Cocos nucifera, Phoenix canariensis o Phoenix dactylifera entre otras. Los síntomas 

observados en las palmeras son debidos fundamentalmente a la actividad alimenticia de las larvas y, 

en menor medida, a los adultos. A menudo, cuando los síntomas de la infestación se hacen patentes 

y visibles es demasiado tarde y suelen ser tan graves que tienen como resultado la muerte de la 

palmera.  
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Los principales signos visuales que se perciben tras la infestación son: 

- Amarillamiento y marchitado de las hojas centrales. 

- Decaimiento de las hojas tanto externas como internas del penacho central.  

- Desplomado general de la corona de hojas. 

 

La plaga ha demostrado una gran capacidad de adaptación a entornos diferentes y que, en 

principio, podrían parecer adversos para su supervivencia. Actualmente, con el fin de controlar la 

plaga es fundamental, en primera instancia, la vigilancia periódica de las palmeras, siendo la principal 

herramienta en la lucha contra el picudo la detección precoz de ataques incipientes. La eficacia de los 

tratamientos es mayor cuanto menor es la gravedad del ataque, por ello se llevan a cabo no solo 

tratamientos curativos sino también preventivos. Entre ellos, generalmente, y, dependiendo del nivel 

de infestación de la planta, se utilizan diferentes tratamientos autorizados como el tratamiento con 

nematodos entomopatógenos (fundamentalmente Steinernema carpocapsae), esporas de hongos 

entomopatógeno (fundamentalmente Beauveria bassiana) o bien productos químicos (como 

Imidacloprid, Clorpirifos o Tiametoxan) dependiendo de la época del año. 

Por otro lado, el saneamiento mecánico es una labor necesaria en palmeras gravemente 

afectadas, ya sea para la eliminación de las formas vivas de la plaga o de los daños causados, como la 

podredumbre de tejidos. Finalmente, el uso de trampas tiene dos utilidades frente al picudo rojo, 

reduce poblaciones mediante el trampeo masivo (captura un mayor porcentaje de hembras) y es una 

herramienta que permite tomar decisiones sobre los tratamientos (cadencia) en función de la 

presencia o ausencia de capturas. Estos dispositivos deben contener los siguientes componentes: una 

feromona de agregación (ferrugineol), restos vegetales y agua, que evita que los adultos puedan 

volar y escapar de la trampa [4]. 

 

1.2. Respuesta frente al frío en Rhynchophorus ferrugineus 

Los insectos que sobreviven a bajas temperaturas han desarrollado un complejo de 

estrategias que comprenden adaptaciones morfológicas, ecológicas, etológicas, fisiológicas y 

bioquímicas [5]. Gran parte de las especies desarrollan una combinación de estas estrategias de 

supervivencia, pero hay una gran variabilidad de una especie a otra. La mayoría de los estudios sobre 

la resistencia al frío en insectos se realizan con especies nativas de zonas frías, siendo por tanto 

mucho más desconocidas las repuestas en insectos que habitan zonas cálidas y tropicales. 

Conocer cómo una disminución repentina en la temperatura ambiental afecta al picudo rojo 

es importante para intentar avanzar en el control de plagas, pero también para profundizar en el 
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conocimiento de la adaptación al frío en insectos de zonas cálidas, especialmente en un contexto de 

variaciones de temperatura impredecibles vinculadas al cambio climático global [5]. Un estudio 

reciente publicado en 2020 cuantificó por primera vez los cambios morfológicos ocurridos en el 

picudo rojo cuando éste era sometido a una disminución anómala en la temperatura ambiental. De 

esta forma, las prepupas silvestres se sometieron durante 7 días a temperatura baja (5,0 ± 0,5 °C) o 

temperatura ambiente (23 ± 1 °C), simulando las condiciones de una anomalía térmica brusca y 

temporal que pudiera afectar a la etapa larvaria más expuesta a las condiciones ambientales, la 

etapa prepupa, que es cuando la larva sale de la palmera para formar el capullo y entrar en fase de 

pupa. Mediante Tomografía Computarizada (TC) de Rayos X y Microscopía Holográfica Digital (MHD) 

se cuantificaron los cambios sufridos en la morfología interna de sus tejidos y en la arquitectura del 

tegumento, respectivamente. A partir de la TC de rayos X se encontró que, tanto las prepupas 

sometidas al frío como las que permanecen a temperatura ambiente siguen un desarrollo similar, no 

habiendo diferencia entre ambos grupos. A través de MHD se obtuvo nuevamente que las prepupas 

sometidas a frío no experimentaban una parada en su desarrollo. No obstante, en este caso se 

observó un retraso en el desarrollo más obvio en el grupo sometido a frío a nivel de la rugosidad del 

tegumento. Estos resultados previos proporcionan una evidencia cuantitativa que demuestra que la 

transición larva-pupa del picudo continúa casi sin perturbaciones incluso durante el estado de 

latencia inducido por un evento frío repentino y severo como es la quiescencia [6]. 

Como continuación a este trabajo previo, se pone de relevancia el interés por estudiar qué 

genes se expresan en el picudo rojo relacionados con su capacidad de resistencia al frío, a pesar de 

ser un insecto tropical. 

 

1.2.1. Proteínas de choque térmico o Hsp 

Las proteínas de choque térmico o Hsp (del inglés, heat shock proteins) son un grupo de 

chaperonas moleculares que desempeñan un papel importante en el plegamiento correcto y el 

bloqueo de la agregación de proteínas desnaturalizadas [7-9]. Las Hsp representan una gran 

superfamilia y están presentes universalmente en la mayoría de los organismos vivos, desde 

bacterias hasta mamíferos. Basándose en la similitud de secuencia, el peso molecular y la función 

biológica, una de las clasificaciones más extendida en insectos subdivide a las Hsp en cuatro familias: 

Hsps pequeñas (small Hsp; sHsp), Hsp60, Hsp70 y Hsp90 [8]. Las Hsp pequeñas son independientes 

del trifosfato de adenosina (ATP) y previenen la desnaturalización de las proteínas cuando las células 

se encuentran con estrés siendo la primera línea de defensa celular [10]. Las proteínas grandes 

dependientes de ATP, Hsp60, Hsp70 y Hsp90, interactúan con proteínas y promueven el 
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plegamiento, degradación, desagregación y localización adecuados de proteínas, lo que influye en los 

procesos biológicos esenciales, incluida la síntesis de proteínas, la transcripción, la señalización 

celular y el metabolismo [11,12]. 

Las Hsp son proteínas relacionadas con el estrés que se expresan en gran medida en 

respuesta a tensiones externas, incluida la exposición a temperaturas extremas [13-16] y la diapausa 

en insectos como Antheraea pernyi Guérin-Méneville (Lepidoptera: Saturniidae) [17], Paratlanticus 

ussuriensis (Uvarov) (Orthoptera: Tettigoniidae) [18], Apis cerana cerana Fabricius (Hymenoptera: 

Apidae) [19] y Calanus finmarchicus (Gunnerus) (Calanoida: Calanidae) [20]; la radiación ultravioleta 

como ocurre en Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) [21]; la exposición a metales 

pesados [22,23], las infecciones parasitarias [24-25] y las sustancias químicas [26]; así como en 

respuesta a la inanición [27] y la oxidación [28]. Además, las Hsp exhiben una variedad de funciones 

biológicas en la embriogénesis temprana [29] y morfogénesis [30], también en el picudo rojo [31].  

Muchos factores afectan a la distribución de especies en la naturaleza y la temperatura es 

uno de los más importantes. En animales poiquilotermos como los insectos, la capacidad de 

adaptación a diferentes temperaturas es especialmente importante. La modulación de la expresión 

de Hsp en respuesta a temperaturas extremas, está bien caracterizada en diferentes tejidos, siendo 

en muchas ocasiones el cuerpo graso y en el tegumento del insecto, donde su expresión es más 

significativa. En los últimos años varios grupos de investigación han realizado diferentes trabajos con 

respecto a esto en el Orden Coleoptera. Se ha visto que en larvas de Monochamus alternatus 

(Coleoptera: Cerambycidae), la expresión de Hsp60, Hsp70 y Hsp90 se incrementa en respuesta al 

frío y al calor, siendo estas Hsp especialmente sensibles al calor. Además, el nivel relativo de ARNm 

de Hsp60 en el cuerpo graso fue más alto que los niveles de ARNm de Hsp70 y Hsp90 en el 

tegumento, mientras que la expresión de Hsp70 es más elevada en el tegumento que Hsp60 y Hsp90 

[32]. Estas condiciones también se asociaron con la regulación positiva de tres Hsp en el gorgojo 

adulto del maíz Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), aunque no en el cuerpo graso [33].  

En individuos adultos de la plaga invasiva del gorgojo del agua de arroz Lissorhoptrus 

oryzophilus Kuschel (Coleoptera: Curculionidae) ocho genes codificantes de Hsp90, Hsp70 y sHsp se 

incrementaron bajo condiciones de estrés térmico, mientras que sólo un gen Hsp70 y un gen Hsp90 

se incrementaron bajo condiciones de estrés por frío indicando que las Hsp de todas las familias 

menos la Hsp60 podrían ser responsables en la tolerancia al estrés por temperatura, aunque más 

genes fueron incrementados más rápidamente bajo condiciones de estrés por calor que bajo estrés 

por frío [34]. Algo parecido se vio para el escarabajo adulto de la patata de Colorado (Leptinotarsa 

decemlineata) donde además se observó la regulación a la baja de los niveles de transcripción de 
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Hsp70 en insectos sometidos a condiciones frías, así como una mortalidad significativa de insectos 

tras la eliminación basada en ARNi de Hsp60 [35]. 

En el escarabajo del tabaco, Lasioderma serricorne Fabricio se analizaron los patrones de 

expresión de cuatro sHsp a diferentes temperaturas y en diferentes tejidos adultos. Por un lado, se 

vio que la mayoría de ellas se expresaban más en el cuerpo graso que en el tegumento y, por otro 

lado, los patrones de expresión en respuesta al estrés térmico difirieron sustancialmente. Durante el 

tratamiento de choque de frío, los niveles de expresión de tres genes sHsp se regularon 

notablemente al alza y, durante el tratamiento de choque de calor, la expresión de los cuatro genes 

aumentó significativamente [13].  

En la mayoría de los casos, el aumento de la expresión de este tipo de proteínas se da en 

condiciones de calor, pero otros estudios demuestran que esto también ocurre por estrés al frío. En 

un análisis transcriptómico para el contenido de las larvas de Dendroctonus ponderosae Hopkins se 

vio que, entre septiembre y noviembre, dos Hsp (anotadas como similares a Hsp68 en Tribolium 

castaneum) estaban fuertemente reguladas al alza y dos adicionales (una proteína de 90 kDa y una 

pequeña proteína de 21 kDa) se regulan significativamente al alza, aunque en menor medida [36]. De 

manera similar, en un análisis de secuenciación de ARN (RNA-Seq) de las larvas de Anoplophora 

glabripennis (Coleoptera: Cerambycidae) en cinco etapas larvarias en los meses de hibernación se 

identificaron 6876 genes expresados diferencialmente, de los que algunas sHsp y Hsp70 aumentaron 

durante el proceso de hibernación (pre-pupa/pupa) concluyendo nuevamente que los niveles de 

expresión se alteraron debido a la baja temperatura durante el invierno [37]. 

Si bien como vemos, se ha investigado la relevancia de las Hsp para hacer frente a diversos 

tipos de estrés en varios insectos, la información sobre la respuesta de las Hsp en la adaptación al 

estrés térmico en Rhynchophorus ferrugineus todavía no se ha estudiado y podría proporcionar 

información de utilidad para el control de plagas. 

 

1.2.2. Acuaporinas 

El transporte de agua a través de la membrana celular es un requisito para la viabilidad 

celular. Sin embargo, el agua no puede pasar fácilmente a través de la bicapa lipídica. Las 

acuaporinas son la principal superfamilia de proteínas integrales de membrana que actúan como 

canal para el transporte de agua y otros solutos de bajo peso molecular, como el glicerol o la urea en 

algunos casos [38]. Son un tipo de proteínas de distribución ubicua en todo tipo de seres vivos, 

incluidos los insectos donde estudios recientes sugieren que las acuaporinas son indispensables para 
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el manejo celular del agua en condiciones que conducen a la deshidratación y el estrés por frío 

[39,40].  

Recientemente, las acuaporinas de invertebrados se han agruparon en seis subfamilias 

principales: Big Brain cation channel proteins (BIB), Drosophila integral protein (DRIP) y Pyrocoelia 

rufa integral protein (PRIP); altamente selectivas para el transporte de agua, y; entomogliceroporinas 

(EGLPS), las parientes lejanas de Aquaporin 12-like de humanos (AQP12L) y acuaglicerolporinas 

(GLPs) [41-44,45]; en las que además del transporte de agua, se produce el paso de pequeños 

solutos, como el glicerol que funciona en numerosas especies como agente crioprotector frente al 

estrés por frío [49,50]. Las GLPs son las únicas no presentes en insectos holometábolos como el 

picudo rojo, en estos insectos parecen haber sido sustituidas por la subfamilia EGLP [44-48]. 

Complementando a lo anterior, un análisis filogenético de acuaporinas llevado a cabo recientemente 

en larvas del coleóptero Dendroctonus armandi mostró que, en el caso de EGLP clado A (EGLPA) 

existen también dos miembros distintos (EGLPA1 y EGLPA2) y en el caso de DRIP y EGLPA1 tres 

isoformas distintas en cada uno respectivamente [49]. 

En este estudio se analizó la expresión, en diferentes tejidos y a diferentes temperaturas, de 

las acuaporinas PRIP, DRIP, AQP12L, EGLPA1 y EGLPA2 encontrándose que, en general, estaban 

distribuidas a diferentes niveles en múltiples tejidos, pero, a excepción de DRIP en su isoforma 3, 

todas las demás acuaporinas se expresaron en gran medida en el cuerpo graso, y la expresión de 

EGLPA1 en su isoforma 3 fue predominante en este tejido [49]. 

Por otro lado, el nivel proteico de una acuaglicerolporina en el cuerpo graso de la cucaracha 

Gromphadorhina coquereliana (de ambiente tropical) disminuyó ~40% después de la exposición al 

frío durante 3 horas [51]. Estas disminuciones sugieren que esta acuaporina puede estar involucrada 

en el mecanismo fisiológico que protege a los insectos de la pérdida de agua debido a las bajas 

temperaturas. Estos resultados complementan a los datos recogidos en otro estudio anterior de los 

mismos autores sobre cucarachas sometidas a 8 h de estrés por frío y 8 h de tiempo de recuperación 

[50]. En esta investigación anterior, por el contrario, la expresión de la acuaglicerolporina aumentó 

~50% en la grasa corporal, pero probablemente estuvo relacionada con un tiempo mayor de 

exposición al frío, así como por el tiempo de recuperación del tratamiento. 

Otros estudios han demostrado que la inhibición con cloruro de mercurio de la actividad de 

las acuaporinas puede disminuir significativamente la supervivencia celular de los tejidos del cuerpo 

graso y del intestino medio a baja temperatura en el díptero Eurosta solidaginis [39]. Y, al igual que 

pasaba en las Hsp, en un estudio de genes clave asociados con la hibernación en larvas del 

coleóptero Anoplophora glabripennis [37], los niveles de expresión de dos genes correspondientes a 
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acuaporinas aumentaron gradualmente durante el proceso de hibernación y disminuyeron después. 

De esta manera, las bajas temperaturas externas incrementan los niveles de acuaporina que a su vez 

promueve la acumulación de crioprotectores de bajo peso molecular para evitar lesiones por frío. 

De manera parecida, en un trabajo con nueve acuaporinas en larvas del coleóptero Tribolium 

castaneum, se encontró que la inactivación genética de varias de ellas causa problemas en el 

transporte de agua, lo que sugiere una función redundante de estas acuaporinas. Según sus 

resultados, la función de BIB, DRIP, PRIP, AQP12L o algunas EGLPs podría rescatarse parcialmente 

con el incremento de expresión de diferentes isoformas de otras EGLPs. Además, en esta misma 

investigación se concluyó que BIB está presente en casi todos los tejidos estudiados, las EGLPs en 

gran medida en cuerpo graso y PRIP y AQP12L parecen más abundantes en tegumento [52]. 

Como vemos, al igual que pasaba en el caso de las Hsp, se ha investigado la relevancia de 

muchas familias de acuaporinas para hacer frente al estrés por temperatura, y, más concretamente 

al estrés por frío, pero la información presente es a menudo contradictoria y hacen falta más 

estudios en un mayor número de insectos adaptados a diferentes ambientes. En lo que concierne al 

picudo rojo, no existe información sobre la respuesta de las acuaporinas en la adaptación al estrés 

térmico y también podría ser útil para el manejo de plagas. 
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2. OBJETIVOS 

El picudo rojo de las palmeras, Rhynchophorus ferrugineus, es una de las peores plagas de las 

palmáceas en todo el mundo. Recientemente se ha demostrado que las larvas en estadio prepupa no 

detienen su desarrollo cuando son sometidas a una bajada brusca y temporal en la temperatura 

ambiental [6]. Tales condiciones ambientales simularían un contexto de variaciones de temperatura 

impredecibles relacionadas con el cambio climático global. De hecho, los períodos cálidos o fríos no 

estacionales y los eventos de anomalías térmicas extremas son cada vez más frecuentes [53-55]. En 

base a la importante función de las proteínas Hsp y las acuaporinas en respuesta al estrés térmico en 

otros insectos, se plantea como objetivo principal de este trabajo cuantificar, por primera vez en el 

picudo rojo de las palmeras, los niveles de expresión de los genes que codifican algunas de estas 

proteínas con la finalidad de profundizar en el conocimiento de los mecanismos que subyacen en la 

capacidad de adaptación de este insecto a condiciones adversas para su supervivencia. 

 

A tal efecto, considerando varios protocolos utilizados por otros grupos de investigación en 

otros insectos, se plantean los siguientes objetivos específicos a seguir en el presente trabajo: 

 Optimizar el proceso de extracción de ARN en Rhynchophorus ferrugineus y comprobar 

la integridad y calidad del ARN extraído en tejido del cuerpo graso y del tegumento de 

larvas prepupa. 

 Diseñar parejas de cebadores para algunos genes de las familias Hsp60, Hsp70, Hsp90, 

PRIP, DRIP, AQP12L y EGLPA2 y comprobar su eficacia y reproducibilidad en la 

amplificación. 

 Determinar los niveles de expresión relativos de algunos genes de las familias Hsp60, 

Hsp70 y Hsp90 en diferentes tejidos (cuerpo graso y tegumento) así como en el 

tratamiento con frío. 

 Determinar los niveles de expresión relativos de algunos genes de las familias de 

acuaporinas PRIP, DRIP, AQP12L y EGLPA2 en cuerpo graso, así como en el tratamiento 

con frío. 

 Comparar los resultados obtenidos de expresión con los ya publicados para diferentes 

insectos. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Insectos 

Con el objetivo de determinar los niveles de expresión de los genes en diferentes condiciones 

ambientales se dispusieron diferentes grupos experimentales de larvas silvestres de Rynchophorus 

ferrugineus recolectadas en primavera y otoño de 2019 y 2020 de palmeras infestadas, Phoenix 

canariensis y Phoenix dactylifera, ubicadas en el palmeral de Elche, España, declarado Patrimonio de 

la Humanidad por la UNESCO. La remoción de larvas fue realizada por personal calificado de TRAGSA, 

la empresa pública que realiza la conservación de este palmeral. Después de la recolección, las larvas 

se llevaron inmediatamente al laboratorio, donde seleccionamos aquellas en estado de prepupa. A 

continuación, se dividió a los animales seleccionados en tres grupos: 

 

a) Grupo de control: formado por 6 individuos inmediatamente después de la retirada de su 

medio natural. Todos estos individuos se han alimentado de palmeras en condiciones 

silvestres y se sometieron a los diferentes experimentos el mismo día de su llegada al 

laboratorio. 

 

b) Grupo de tratamiento en frío: formado por 9 individuos colocados durante siete días en 

una cámara climática en condiciones de baja temperatura (5,0 ± 0,5 grados Celsius, °C). Estos 

individuos entraron en un estado de latencia, conocido como quiescencia, donde 

permanecieron hasta que regresaron a temperaturas cálidas. 

 

c) Grupo sin tratamiento (temperatura ambiente, TA): formado por 6 individuos que 

permanecieron siete días en una habitación a temperatura ambiente controlada (23 ± 1 ° C). 

Esta temperatura corresponde a la media encontrada en otoño y primavera para la periferia 

de los tallos de las palmeras en el sureste de España [56]. Los individuos de este grupo 

generalmente tuvieron un comportamiento de interrupción de la alimentación, muy 

probablemente debido a su etapa prepupa. No obstante, para homogeneizar las condiciones 

de este grupo, todos sus individuos fueron sometidos a ayuno. Dado que los individuos 

tratados con frío también dejan de comer debido a su estado quiescente, la temperatura 

ambiental fue el principal factor externo que difiere durante el desarrollo de siete días entre 

los grupos b y c. 
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3.2. Extracción de ácido ribonucleico (ARN) total 

La extracción de ARN total para la posterior obtención de fragmentos de ácido 

desoxirribonucleico complementario (ADNc) de los genes de las Hsp y las acuaporinas se realizó a 

partir de, por un lado, tejido del cuerpo graso y por otro, a partir de tejido del tegumento del insecto.  

 

Para la extracción se utilizó una cantidad de entre 77 y 89 miligramos (mg) de tejido 

congelado a −80°C de cada individuo (Ver Tabla 1 y 2). Se colocó la muestra en un mortero cerámico 

estéril y se procedió a su trituración mecánica en presencia de N2 líquido hasta la obtención de un 

polvo fino que se transfirió a un tubo tipo Eppendorf de 1,5 mililitros (ml). A continuación, se mezcló 

con 800 microlitros (µl) de TRIzol (TRI Reagent) y se comenzó a disgregar al máximo el tejido con 

palillos disgregadores estériles hasta la obtención de una mezcla turbia homogénea. Este material se 

incubó a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, el tejido homogenizado se 

centrifugó a 12.000 x g durante 5 minutos. El sobrenadante (Figura 3) fue transferido a un nuevo 

tubo estéril, se le adicionó 160 µl de cloroformo y se agitó vigorosamente durante 15 segundos en 

vórtex. Inmediatamente, se centrifugó a 12.000 x g durante 10 minutos. 

 

 
Figura 3. Resultado de la centrifugación durante 5 minutos a 12.000 x g tras la adición de Trizol. Se puede 
observar un pellet de restos sólidos y una fase superior amarillenta correspondiente a la grasa del animal que se 
desecha. La fase inferior de tono rosado es recogida y mezclada con cloroformo. 

La fase acuosa superior (Figura 4) fue transferida a un nuevo tubo estéril, se agregaron 700 

ml de etanol absoluto y se mezcló enérgicamente en el vórtex antes de hacer pasar el todo el 

volumen a través de una columna del Kit Direct-zol RNA Miniprep de Zymo Research. A partir de este 
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momento se siguieron las instrucciones indicadas por el fabricante hasta la obtención final del eluído 

de 35 µl de ARN total que fue guardado en congelador a −80 °C. 

 

 
Figura 4. Resultado en dos fases tras la adición de cloroformo y la centrifugación durante 10 min a 12.000 x g 
de la muestra. Se observa una fase acuosa superior transparente donde residen los ácidos nucleicos que 
posteriormente es mezclada con etanol. 

El uso del reactivo TRIzol mantiene la integridad del ARN gracias a la inhibición de la actividad 

de ARNasa, a la vez que destruye las células y disuelve los componentes celulares durante la 

homogeneización de muestras. Por otro lado, el uso combinado de columnas con afinidad por ácidos 

nucleicos agiliza y optimiza el proceso en comparación con los métodos tradicionales de extracción. 

 

3.2.1. Medida de la concentración y pureza del ARN total 

Una vez llevada a cabo la extracción de ARN se procedió a su cuantificación y para ello se 

realizó un barrido de longitudes de onda entre 230 nanometros (nm) y 320 nm en un 

espectrofotómetro tipo Nanodrop (ThermoFisher). La cuantificación de los ácidos nucleicos 

presentes en la muestra se realiza a partir de 260 nm (A260), asumiendo que se trata de moléculas 

monocatenarias de ARN. Este espectrofotómetro es muy útil debido a que es capaz de medir la 

concentración de las muestras utilizando únicamente 1 µL de las mismas.  

Además, con el fin de tener un valor fiable de la pureza del ARN extraído, este instrumento 

nos proporciona la ratio A260/A280, es decir, la relación de absorbancia de la cantidad de ADN o ARN 

medida a 260 nm sobre la cantidad de proteínas medida a 280 nm. La relación A260/A280 es muy 

estable y se considera que un ARN de pureza óptima tiene un valor entre 1,8-2,0. Un ARN de pureza 

aceptable debe tener al menos una relación A260/A280 > 1,6. Un valor A260/A280 < 1,6 indica una 

posible contaminación por compuestos aromáticos de la extracción como fenoles.  
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3.2.2. Medida de la integridad del ARN total 

Debido a su estructura química, el ARN es una molécula frágil y susceptible a la degradación 

por ARNasas durante el proceso de extracción y purificación de ARN. El tipo de muestra y la manera 

en que se toma, ya comienza a influir en las características del ARN extraído. Por ello, con el objetivo 

de verificar que el ARN extraído de la forma en la que se explica en el punto 3.2 no estaba degradado 

y se mantenía íntegro para los posteriores experimentos se llevaron a cabo dos procedimientos: 

 

a) Electroforesis en gel de agarosa 

Se tomaron 4 µl de cada muestra extraída en nuevos Eppendorf y se les agregó 2 µl de 

tampón de carga 5x (Glicerol 0,25%, Colorante Orange G 30%, agua). Posteriormente se 

hicieron correr las alícuotas en un gel de agarosa preparado al 1% y teñido con 3 μL de 

Safeview/100 mL gel para llevar a cabo una electroforesis y comprobar la pureza e integridad 

de las muestras, así como la ausencia de ADN genómico. Se compararon las bandas con el 

marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermofisher). Para ello, se sometió a las 

muestras a un voltaje constante de 110 voltios (V) durante unos 45 minutos. 

 

Esta técnica también fue utilizada posteriormente para la visualización del tamaño de los 

fragmentos amplificados en las diferentes PCR (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en 

inglés) llevada a cabo con los cebadores específicos tal y como se explica en el punto 3.3. El 

gel de agarosa se preparó al 2,0-2,5% para una mejor separación de los pequeños 

fragmentos amplificados que se quería visualizar.  

 

Las técnicas electroforéticas separan las moléculas cargadas negativamente como el ARN (los 

grupos del fosfato tienen una carga negativa) en un campo eléctrico. Durante la 

electroforesis, los ácidos nucleicos se mueven hacia el electrodo cargado positivamente. La 

movilidad de las moléculas es inversamente proporcional a su tamaño y directamente 

proporcional a su carga.  

Una vez terminada la electroforesis, se sacó el gel de la cubeta de electroforesis y se 

observaron las bandas resultantes mediante el uso de un transiluminador de luz ultravioleta 

(UV). 
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b) BioAnalyzer Agilent 2100 

El Bioanalizador Agilent 2100 es un equipo basado en la tecnología de microfluidos diseñado 

para determinar la calidad de los ácidos nucleicos a través de la realización de electroforesis 

en pequeños chips. Los resultados se obtienen en un corto espacio de tiempo de forma 

automatizada, directamente en formato digital, aunque la principal ventaja frente a las 

técnicas convencionales es el aumento de precisión y reproducibilidad de los datos. 

Es por esta razón por la que se decidió utilizar esta técnica para confirmar de una forma más 

precisa que las extracciones de ARN habían sido homogéneas y de calidad utilizando las 

mismas condiciones en el mismo rango de tiempo en cada chip. Además, se comprobó que el 

patrón de picos para el ARN ribosómico 18S y 28S era similar al que aparece en otros insectos 

[57]. Para preparar cada uno de ellos se siguieron las instrucciones del fabricante del Kit 

Agilent RNA 6000 Nano. En el apartado 4.1.2 de Resultados se puede observar un ejemplo 

de electroforesis de las muestras usando este método. 

 

3.3. Síntesis de ADNc 

Previamente a la síntesis de ADNc se prepararon tres réplicas de cada tratamiento o grupo 

experimental (control, frío y TA) combinando de forma aleatoria el ARN de los individuos utilizados. 

De esta manera, utilizando las concentraciones proporcionadas por el NanoDrop de la forma en que 

se explica en el punto 3.2.1, las réplicas fueron preparadas de forma que finalmente hubieron 4 µg 

de ARN total (1000 nanogramos (ng) de cada individuo en las réplicas con cuatro muestras (grupo 

control y grupo TA) y unos 667 ng de cada individuo en las réplicas con seis muestras (grupo frío). El 

volumen final de las réplicas fue de 15 µL (265 ng de RNA total/µL) y se utilizaron 5 µL (unos 1325 ng 

de RNA total) por retrotranscripción. En total se obtuvieron nueve réplicas para tejido del cuerpo 

graso y nueve réplicas para tejido del tegumento (en ambos casos tres de grupo control, tres de 

grupo frío y tres de grupo TA).  

Con el fin de obtener el ADNc a partir de las réplicas de ARN utilizando la enzima 

transcriptasa reversa iScript del Kit iScript cDNA Synthesis (Bio-Rad), se mezcló en cada tubo de 

reacción libre de nucleasas:  

- 10 µL de agua destilada estéril proporcionado en el Kit (nuclease free water) 

- 4 µL de tampón de reacción 5X (Buffer 5x iScript mix) 

- 1 µL de la transcriptasa inversa iScript  

- 5 µL de molde de ARN de cada réplica. 
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El volumen final de cada reacción fue de 20 µL. Se mezcló suavemente y se dispuso en el 

termociclador con el programa:  

 

Lid OFF (tapa sin calor) 

5 minutos a 25°C (Unión de los cebadores aleatorios) 

30 minutos a 42°C (Retrotranscripción) 

5 minutos a 85°C (Inactivación de la enzima) 

Mantener a 12°C hasta la recogida de las muestras. 

 

Como se ha comentado, el volumen final de la mezcla de reacción fue de 20 μl, pero se 

realizaron 2 reacciones por réplica de ARN, de forma que se obtuvieron en total 40 μl de cada réplica 

de ADNc a los que se añadió una vez finalizada la transcripción inversa 60 μl de agua destilada estéril 

para conseguir un volumen total de 100 μl de ADNc de cada réplica. Finalmente fueron congeladas a 

−20°C hasta su uso posterior. 

 
3.4. Diseño de cebadores específicos 

 

Con el fin de poder comprobar los niveles de expresión utilizando RT-qPCR de los diferentes 

genes mencionados en el apartado de Introducción y Antecedentes en las distintas condiciones que 

se llevaron a ensayo, se diseñaron cebadores específicos con ayuda de la aplicación online Benchling 

así como diferentes datos de la bibliografía. Benchling es una plataforma informática basada en la 

nube que ayuda a gestionar flujos de trabajo y datos.  

 

Para el diseño, el principal problema fue la falta de información y de anotación funcional de 

genes en la especie Rhynchophorus ferrugineus en las bases de datos de secuencias, por ello, se optó 

por iniciar el proceso utilizando datos de ortología en otras especies del mismo orden (Coleoptera) y, 

a ser posible, de la misma familia (Curculionidae).  

 

En el caso de los controles positivos de los genes tubulina y β-actina se tomaron las 

secuencias de los cebadores de los datos de bibliografía [58], para el resto de genes, la dinámica 

seguida fue la siguiente: 

1. Se realizó una búsqueda en la base de datos de proteínas Uniprot intentando encontrar 

proteínas estudiadas en insectos del mismo orden y familia como se ve en el ejemplo de la 
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Figura 5. Para ello se utilizó la búsqueda avanzada añadiendo los términos del gen que se 

buscaba, el orden y la familia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Se anotaron las entradas de aquellas especies cercanas como Dendroctonus armandi, 

Dendroctonus ponderosae, Sitophilius oryzae, etc. y se utilizaron sus diferentes secuencias 

aminoacídicas en formato FASTA para realizar una búsqueda por homología proteica con 

Rhynchophorus ferruigineus utilizando la herramienta BlastP del National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (Figura 6). Tras ver los resultados que aparecieron 

enfrentando la secuencia de diferentes especies y las de picudo, se eligió aquella entrada 

más repetida en todas las búsquedas que tuviera una mayor identidad de secuencia, un 

menor valor e y una mayor cobertura en picudo. Podemos ver un ejemplo en la Figura 7.  

 

 

Figura 5. Ejemplo de búsqueda en la base de datos Uniprot de la proteína Hsp60. Vemos rodeado en rojo las palabras 
clave de la búsqueda. Aparecen un listado de 5 diferentes proteínas posibles de especies cercanas filogenéticamente a 
Rhynchophorus ferrugineus y su número de aminoácidos en las dos últimas columnas respectivamente. En este caso, en 
la fila 3 de la tabla aparece una entrada para una bacteria endosimbionte de una especie, descartamos por ello el uso de 
su secuencia. 
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Figura 6. Ejemplo de búsqueda en BlastP frente a los datos de proteínas (opción non-redundant protein 
sequences) de Rhynchophorus ferrugineus depositados en las bases de datos proteicas utilizando como 
consulta una de las secuencias obtenidas de una de las especies cercanas filogenéticamente que aparecían en 
Uniprot. 

 
Figura 7. Ejemplo para el diseño de los cebadores de la proteína Hsp60 de los resultados obtenidos tras utilizar 
la herramienta BlastP del NCBI. Vemos en la parte inferior de la imagen un listado de 5 posibles proteínas de 
picudo que se adecuarían a la búsqueda por homología. En este caso, se optó por la proteína KAF7283343.1 
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 Figura 8. Ejemplo para el diseño de los cebadores de la proteína Hsp60 de los parámetros de búsqueda para la 
proteína KSF7283343.1 supuestamente correspondiente a Hsp60 con la herramienta tBlastn del NCBI. Rodeado 
en rojo los parámetros seleccionador para la búsqueda. 

puesto que era la que mejor cobertura e identidad de secuencia tenía frente a las demás, así como menor valor 
e. 

3. Con la referencia de la proteína elegida, se realizó otra búsqueda en el NCBI pero, esta vez 

utilizando la herramienta tBlastn y basando la búsqueda en las bases de datos de genoma 

secuenciado utilizando la opción Whole-genome shotgun contigs (WGS). Esta herramienta 

busca en bases de datos de nucleótidos traducidas la similitud mediante la traducción 

simultánea de la secuencia proteica que se le aporta. Entre los diferentes cóntigos que nos 

aparecen de los diferentes experimentos de secuenciación llevados a cabo en picudo, en 

este caso 3 (Códigos de acceso en GenBank: JAACXW000000000, JAACXV000000000 y 

JABAOJ000000000), se eligió para todos los cebadores que se crearon el mismo, en este 

caso, el experimento JAACXV000000000, para de esta forma seguir el mismo procedimiento 

en todos los genes (Figura 8-9).  
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Figura 10. Región codificante de la proteína KAF7283343.1 correspondiente a la proteína Hsp60 de picudo 
proporcionada por la herramienta GenBank del NCBI. Subrayado en marrón la región codificante o exones y en 
blanco la región no codificante o intrones. 

 
Figura 9. Ejemplo para el diseño de los cebadores de la proteína Hsp60 de los cóntigos resultantes obtenidos 
tras la búsqueda con la herramienta tBlastn del NCBI. Subrayado en rojo el cóntigo seleccionado para continuar 
con el diseño en este caso. 

4. Cuando se accedió al cóntigo seleccionado, nos trasladó a la herramienta GenBank del 

NCBI, la cual nos proporcionó la región codificante del cóntigo (CDS) y es, esa región la que 

se descargó en formato FASTA (Figura 10) y se depositó en la aplicación Benchling para su 

posterior tratamiento.  
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5. Se realizó un procedimiento similar para tratar de encontrar en las bases de datos los 

transcritos adecuados de la proteína seleccionada tras hacer un BlastP. Esta vez se utilizó la 

herramienta tBlastn del NCBI pero basando la búsqueda en bases de datos de 

transcriptoma utilizando la opción Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) en 

Ryhnchophorus ferrugineus. Esta herramienta busca en bases de datos de transcritos 

mediante la traducción simultánea de la secuencia proteica que se le aporta. Entre los 

diferentes transcritos que nos aparecen de los experimentos de transcriptoma llevados a 

cabo en picudo, en este caso 2 (Código de acceso en GenBank: GDKA00000000; Código de 

acceso a GenBank: desde JR467464 hasta JR494080) se toman aquellos con una mayor 

identidad de secuencia, un menor valor e y una mayor cobertura (Figura 11). Cuando 

fueron varios se descargó la secuencia en formato FASTA de todos ellos y se cargaron en 

Benchling para más tarde probar y verificar el mejor alineamiento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. El siguiente paso fue realizar el alineamiento de la secuencia del cóntigo con los transcritos 

obtenidos y verificar de esta manera que coincidían las regiones codificantes tal y como se 

esperaba. Finalmente haciendo uso de las herramientas que Benchling ofrece como por 

Figura 11. Ejemplo para el diseño de los cebadores de la proteína Hsp60 de los transcritos resultantes obtenidos 
tras la búsqueda con la herramienta tBlastn del NCBI. Subrayados en rojo los transcritos seleccionados para 
continuar con el diseño en este caso. 
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ejemplo la predicción de pautas de lectura abiertas, se confirmó la que codificaba la 

proteína previamente predicha por BlastP y se dispuso al diseño de los cebadores (Figura 

12) tratando de tener en cuenta varias características que los hacían deseables como: 

 

- Que el tamaño del producto amplificado estuviera entre 75 y 150 pb en todos. 

- Que acabasen en citosina (C) o guanina (G). 

- Que no formaran horquillas internas ni dímeros de oligos. 

- Que no hibridasen de forma inespecífica en otros ARNm del genoma del picudo. 

- Que uno de ellos (al menos) estuviera diseñado en dos exones contiguos para evitar la 

posterior hibridación con contaminación de ADN genómico durante la PCR. 

- Que su temperatura de fusión (Tf) fuera la misma (o lo más parecida posible) entre parejas 

de oligos y que estuviera entre 60 y 64 °C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. Finalmente se comprobó que los cebadores diseñados no formaran horquillas 

intermoleculares o intramoleculares inespecíficas usando la aplicación online OligoCalc, se 

realizó el pedido y se prepararon siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma Aldrich). 

En la Tabla 3 del apartado 4.2 de Resultados se pueden ver las características de cada 

pareja de cebadores.  

Figura 12. Ejemplo de alineamiento con la aplicación Benchling para el diseño de cebadores de la proteína 
Hsp60 de Rhynchophorus ferrugineus. De más superior a más inferior se puede ver: la región genómica del 
cóntigo (Template Contig_Hsp60.1), la secuencia de la región del transcrito (JR484642.1_mRNA_Hsp60.1) y la 
secuencia de aminoácidos de la proteína KAF7283343.1. En la parte inferior la aplicación nos muestra en rojo 
las regiones que no alinean y que corresponden a los intrones y en gris las que alinean perfectamente y 
corresponden a los exones. Se puede observar también el diseño “partido” del cebador Forward (Primer_1Fa-b) 
tratando de alinear con exones contiguos y así evitar la posterior hibridación en el ADN genómico durante la 
PCR. Rodeada en rojo vemos la herramienta para la creación simulada de cebadores que Benchling utiliza. 
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3.5. Amplificación génica mediante PCR 

Con el fin de verificar que los cebadores diseñados amplificaban los fragmentos génicos 

deseados de los genes de las Hsp y las acuaporinas se llevaron a cabo diferentes PCR con el Kit de la 

polimerasa GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (Promega). En cada tubo de reacción libre de nuclesasas 

se mezcló:  

- 1 µL de agua destilada estéril, 

- 2 µL de tampón 5X Green GoTaq Flexi, 

- 1,6 µL de cofactor MgCl2, 25 mM, 

- 0,8 µL de mezcla de nucleótidos, a 10 mM cada uno, 

- 4 µL de los cebadores Forward y Reverse de cada gen (5 µM), 

- 0,05 µL de la enzima transcriptasa inversa GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (5u/μl),  

- 0,5 µL de ADNc molde de la réplica 1, 2 o 3 de cada grupo experimental. 

El volumen final de cada reacción fue de 10 µL. Se mezcló suavemente y se dispuso en el 

termociclador con el siguiente programa:  

2 minutos a 95°C, 

40 ciclos de 1 minuto a 95°C, 

30 segundos a 62°C y 

1 minuto a 74°C, 

5 minutos a 74°C, 

Mantener a 12°C hasta la recogida de las muestras. 

Al terminar la amplificación se verificaron los fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa 

tal y como se explica en el punto 3.2.2 aparatado a) y el resto se mantuvo a −20°C en el congelador. 

 

3.6. Cuantificación relativa mediante qPCR 

La PCR cuantitativa, qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) o PCR en tiempo real es 

una variante de la PCR utilizada para amplificar y simultáneamente cuantificar de forma absoluta o 

relativa el producto de la amplificación de ADN. La diferencia principal con la PCR es el uso de un 

fluoróforo que permite medir la tasa de generación de uno o más productos específicos tras excitarlo 

a la longitud de onda apropiada. Dicha medición se realiza tras cada ciclo de amplificación, y es por 

esto que se le denomina PCR en tiempo real.  

Como se ha comentado, esta técnica puede cuantificar de forma relativa la expresión del gen 

a estudio frente a otro, denominado «normalizador», que se selecciona por su expresión casi 

constante. De este modo, efectuando en cada experimento la medición de los genes de interés y 
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restándoles la expresión del gen normalizador seleccionado es posible comparar los primeros aún sin 

conocer en términos absolutos su nivel de expresión. El gen normalizador que se utilizó para la 

cuantificación en este caso fue aquel que codifica para la β-actina por tratarse de una proteína de 

expresión ubicua y constante. 

Tras terminar el experimento, el equipo proporciona los valores de umbral de ciclo (Ct) de 

cada muestra y las curvas de amplificación. Este valor corresponde a la intersección entre una curva 

de amplificación y una línea de umbral. Se trata de una medición relativa de la concentración del 

objetivo en la reacción de PCR. Cuanto mayores son los valores de Ct menores son los niveles de 

expresión del gen ya que esto quiere decir que había una menor cantidad de ADNc de partida y 

durante la amplificación han sido necesarios más ciclos para obtener señal fluorescente. 

Otra medida útil del buen progreso del ensayo fueron las curvas de fusión o Melt Curve. 

Durante el último ciclo de amplificación el sistema realiza una curva de fusión que traza el cambio de 

fluorescencia observado cuando el ADN de doble hebra se disocia en ADN monocatenario a medida 

que aumenta la temperatura de la reacción lentamente de 60°C a 95°C en saltos de 3°C. Si al finalizar 

el proceso se observa un único pico de fluorescencia frente a la temperatura significa que la 

amplificación es correcta y de un único producto tal y como se espera. 

 

3.6.1. Validación de los cebadores específicos 

Con el fin de verificar la eficiencia y posible uso de los cebadores para la cuantificación de la 

expresión de los genes se llevó a cabo su validación haciendo uso de una recta de calibrado con 

diluciones seriadas de ADNc. Para ello, en primer lugar, se mezclaron en un tubo tipo Eppendorf 3 µL 

de ADNc de las 18 réplicas de ADNc (9 de tegumento y 9 de cuerpo graso). Con esta mezcla maestra 

de 54 µL de ADNc se realizaron 3 diluciones seriadas en nuevos tubos: 1/10, 1/25 y 1/50. De esta 

forma, se obtuvieron 4 mezclas, de más concentrada a menos concentrada. A mayor cantidad de 

muestra, mayor señal se produciría en el equipo al realizar la amplificación garantizando que dentro 

del rango dinámico de las muestras la amplificación se realizaría según lo esperado. De esta forma, se 

dispuso en una placa de 96 pocillos, 3 réplicas técnicas de cada una de las concentraciones (a 

excepción de la dilución 1/50, en la que solo se llevaron a cabo dos réplicas técnicas) utilizando todos 

los cebadores dispuestos de acuerdo a la Figura 13. 
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Figura 13. Disposición de las muestras en una placa de 96 pocillos para llevar a cabo la validación de los 
cebadores. De izquierda a derecha se pueden observar las réplicas técnicas de cada una de las diluciones 
seriadas de ADNc. De arriba abajo se puede observar la disposición seguida para los cebadores de cada uno de 
los genes. En la última columna se realiza el control negativo, en el que no se deposita molde de ADNc, este es 
sustituido por agua destilada estéril. 

En cada pocillo se añadieron 5 µL de mezcla maestra de PCR Applied Biosystems SYBR Green 

(ThermoFisher), 1,2 µL de agua destilada estéril, 0,8 µL de ADNc molde (de la mezcla maestra 1/1 o 

las diluciones 1/10, 1/25 o 1/50) y 3 µL de cada pareja de cebadores (5 µM).  

En este caso la mezcla maestra de PCR Applied Biosystems SYBR Green ya incluye el colorante 

SYBR Green I, la ADN polimerasa AmpliTaq Gold, desoxinucleótidos (dNTP), la referencia pasiva con 

colorante ROX y un tampón optimizado para llevar a cabo la reacción. 

El volumen final de cada reacción fue de 10 µL. Se mezcló suavemente y se dispuso en el 

termociclador con el siguiente programa:  

10 minutos a 95°C, 

40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 

1 minuto a 60°C, 

15 segundos a 95°C, 

1 minuto a 60°C, 

15 segundos a 95°C. 
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En el último ciclo el sistema realiza entre los dos últimos pasos un análisis de curva de fusión 

o Melt Curve en la que cambia de temperatura lentamente (intervalos de 0,3°C) para para 

evaluar la longitud del amplicón realizado y confirmar que se ha producido un producto 

único y específico. 

 

Una vez se obtuvieron los valores de Ct estos se representaron en gráficas frente a las 

concentraciones de las 4 diluciones realizadas y se obtuvieron los valores de R2 que indicaron si el 

ajuste de las variables fue óptimo. R2 es un término estadístico que indica lo bueno que es un valor 

para predecir otro. Cuando R2 es 1, el valor de Y (Ct) se puede utilizar para predecir con exactitud el 

valor de X (en este caso, la concentración de cada dilución). Si R2 es 0, el valor de X no se puede 

predecir a partir del valor de Y. Un valor de R2 > 0,99 proporciona buena confianza para correlacionar 

dos valores. Podemos ver el resultado para cada gen en la Figura 18. 

 

3.6.2. Cuantificación génica de las muestras 

Con el objetivo de llevar a cabo la cuantificación de los genes que codifican las proteínas 

Hsp60, Hsp70, Hsp90, PRIP, DRIP, EGLPA2 y AQP12L usando como control positivo o referencia el gen 

de la β-actina se realizaron 5 placas de PCR cuantitativa. En cada pocillo se añadieron 5 µL de mezcla 

maestra de PCR Applied Biosystems SYBR Green (ThermoFisher), 1,2 µL de agua destilada estéril, 0,8 

µL de ADNc molde (de cada una de las réplicas preparadas como se explica en el apartado 3.3 de 

Materiales y Métodos) y 3 µL de cada pareja de cebadores (5 µM) haciendo un total de 10 µL de 

volumen de reacción. Se realizaron 3 réplicas técnicas para cada ADNc y un control negativo por gen 

en el que el ADNc fue sustituido por agua destilada estéril. Se utilizó el mismo programa que se 

describe en el apartado 3.6.1. 

Una vez se obtuvieron los valores de Ct, se normalizaron frente a los valores de Ct del gen 

normalizador de la β-actina y se calcularon las diferencias relativas de expresión entre los diferentes 

grupos y los diferentes tejidos (en el caso de las Hsp). De la misma manera se llevó a cabo su análisis 

estadístico mediante análisis de varianza unidireccional (ANOVA) utilizando el software Statgraphics. 

Los valores de p < 0,05 se consideraron significativos.  

 

Podemos ver representado en las Figuras 20-24 mediante gráficos de cajas y bigotes los 

valores de expresión relativa de cada gen amplificado en cada condición experimental. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Extracciones de ARN total 

4.1.1. Concentración de ARN 

Tras llevar a cabo las extracciones de ARN de la forma descrita en el apartado 3.2 y medir las 

concentraciones de cada una de las muestras en el NanoDrop según se explica en el apartado 3.2.1, 

se obtuvieron los datos mostrados en la Tabla 1 y Tabla 2 de cuerpo graso y tegumento 

respectivamente. 

 

 

 

EXTRACCIONES DE ARN DE CUERPO GRASO 

GRUPO CONTROL GRUPO FRÍO GRUPO TA 

INDIVIDUO 

Cantidad 

tejido 

(mg) 

Concentración 

extracto 

(ng/µL) 

Cantidad 

tejido 

(mg) 

Concentración 

extracto 

(ng/µL) 

Cantidad 

tejido 

(mg) 

Concentración 

extracto 

(ng/µL) 

1 89 524 85 249 80 433 

2 83 592 83 563 81 412 

3 83 532 85 239 80 233 

4 83 485 83 338 80 219 

5 80 313 77 509 84 485 

6 80 268 82 678 85 416 

7   80 219   

8   80 443   

9   85 687   

Tabla 1. Resumen de los datos de las extracciones de ARN de cuerpo graso de Rhynchophorus ferrugineus. Un 
total de 6 individuos para los grupos control y TA y un total de 9 para el grupo frío. Indicado en diferentes 
colores cada grupo experimental. En cada grupo se detalla la cantidad de tejido del que se parte para la 
extracción(izquierda) y finalmente la concentración mostrada por espectrofotometría en NanoDrop (derecha). 
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EXTRACCIONES DE ARN DE TEGUMENTO 

GRUPO CONTROL GRUPO FRÍO GRUPO TA 

INDIVIDUO 

Cantidad 

tejido 

(mg) 

Concentración 

extracto 

(ng/µL) 

Cantidad 

tejido 

(mg) 

Concentración 

extracto 

(ng/µL) 

Cantidad 

tejido 

(mg) 

Concentración 

extracto 

(ng/µL) 

1 84 971 83 377 80 680 

2 83 489 83 398 83 788 

3 81 1249 83 732 82 864 

4 83 573 86 658 84 880 

5 82 639 82 315 83 388 

6 84 542 83 342 86 841 

7   84 363   

8   84 526   

9   84 462   

Tabla 2. Resumen de los datos de las extracciones de ARN de tegumento de Rhynchophorus ferrugineus. Un 
total de 6 individuos para los grupos control y TA y un total de 9 para el grupo frío. Indicado en diferentes 
colores cada grupo experimental. En cada grupo se detalla la cantidad de tejido del que se parte para la 
extracción (izquierda) y finalmente la concentración mostrada por espectrofotometría en NanoDrop (derecha). 

 

4.1.2. Integridad y calidad del ARN 

Siguiendo con las electroforesis en gel de agarosa, que se realizaron para comprobar la 

integridad del ARN extraído, así como la ausencia de ADN genómico tal y como se explica en el 

apartado 3.2.2, podemos observar los resultados para cuerpo graso y tegumento respectivamente 

en las Figuras 14 y 15 tomadas por fotografía digital desde el transiluminador de luz UV. 
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Figura14.  Geles de agarosa al 1% realizado tras las extracciones de cuerpo graso de Rhynchphorus 
ferrugineus. Panel A. Muestras del grupo experimental control, de izquierda a derecha, individuos del 1 al 
6. Panel B. Muestras del grupo experimental frío, de izquierda a derecha, individuos del 1 al 9. Panel C. 
Muestras del grupo experimental TA, de izquierda a derecha, individuos del 1 al 6. A la izquierda de la 
imagen se puede ver el marcador de peso molecular (PM) en el orden de kilobases (Kb). Para facilitar la 
visualización, se han combinado imágenes de distintos geles en la misma figura. 

Figura 15.  Geles de agarosa al 1% realizado tras las extracciones del tegumento de Rhynchphorus ferrugineus. 
Panel A. Muestras del grupo experimental control, de izquierda a derecha, individuos del 1 al 6. Panel B. 
Muestras del grupo experimental frío, de izquierda a derecha, individuos del 1 al 9. Panel C. Muestras del grupo 
experimental TA, de izquierda a derecha, individuos del 1 al 6. A la izquierda de la imagen se puede ver el 
marcador de peso molecular (PM) en el orden de kilobases (Kb). Para facilitar la visualización, se han 
combinado imágenes de distintos geles en la misma figura. 

 

 

 

 

 

 

Como vemos en las Figuras 14 y 15, las extracciones de ARN llevadas a cabo fueron 

adecuadas pues, en todas las muestras aparece un patrón de 2 bandas más intensas, una de ~1,5 

kilobases (Kb) de tamaño, correspondiente a la subunidad mayor del ARN ribosomal (28S) y, otra de 

~1 Kb, correspondiente a la subunidad menor del ARN ribosomal (18S). Además, en ninguna se 

observan bandas de peso molecular más elevado que indicaría la presencia de ADN genómico en la 

muestra y por lo tanto contaminación.  

 

Para confirmar la homogeneidad de los resultados que aparecieron en las electroforesis en 

gel de agarosa se llevaron a cabo electroforesis capilares usando el Bioanalizador Agilent 2100 tal y 

como se explica en el apartado 3.2.2 b) de Materiales y Métodos. En la Figura 16 podemos ver un 

ejemplo del patrón de bandas que este sistema proporciona.  
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Figura 16. Patrón de bandas mostrado por el Bioanalizador Agilent 2100 tras llevar a cabo la electroforesis en 
chip para los individuos 1 a 5 del grupo control (C1 a C5) y para los individuos 1 a 7 del grupo frío ( F1 a F7) de 
tejido de cuerpo graso (de izquierda a derecha en la imagen). En la primera calle se puede observar el Ladder o 
patrón de pesos moleculares que el sistema toma como referencia y a los extremos una referencia de tiempo en 
segundos a los que se detecta señal fluorescente. Vemos que entre 42 y 44 segundos aparecen en todas las 
muestras dos bandas correspondientes a los ARNr 18S y 28S.  

 

Como vemos, al igual que ocurría en las electroforesis en gel, aparece detección fluorescente 

que se refleja en dos bandas más intensas entre los 42 y los 44 segundos correspondientes a las 

subunidad mayor y menor del ARN ribosomal según la guía del fabricante. Además, en los individuos 

1, 2, 4 y 5 del grupo frío se puede observar la aparición de bandas intensas de menor peso molecular 

a lo largo del recorrido de la calle indicando que existe algo de degradación parcial. Algunas de ellas 

no eran tan fáciles de ver en los geles de agarosa y es por ello que esta técnica es útil para 

determinar la degradación parcial de las muestras. Aun así, se concluyó que las muestras extraídas 

presentaron una calidad e integridad suficiente para su uso posterior. 

 

4.2. Validación de cebadores específicos 

Una vez se llevó a cabo el diseño de los cebadores usando la aplicación Benchling para la 

amplificación de los genes deseados tal y como se detalla en el apartado 3.4 de Materiales y 
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Métodos se obtuvieron las secuencias y los parámetros que se muestran en la Tabla 3 para cada una 

de las parejas. 

Nombre cebador Tf (°C) Secuencia (5’- 3’) 
Longitud 

producto (pb) 

Hsp60-F 61,6 AGG AGC ATC TTA ACA AAG CAG TAC 
123 

Hsp60-R 60,2 GAA GTA GTG AAG TTG AGG TTA ATG AG 

Hsp70-F 71,2 CAT TTA GGA TGC CGT TGG CGT C 
108 

Hsp70-R 62,2 ACA ACA ATC TGC TAG GTA CCT TTG 

Hsp90-F 67,5 ACC TCA ACC TTG TCA GCC ACC 
160 

Hsp90-R 62,2 AAG ATG AAT TAA CGC AGA ATT TAG G 

PRIP-F 63,1 AGC TCC ACT AAC ATG ACC CAG 
171 

PRIP-R 66,4 TTG CTA GCC GAG TTC TTG GG 

DRIP-F 66,2 CAG GCA ACA TGA ATT TCA AGA ATG 
148 

DRIP-R 69,5 CAC GTC AGC GGA TGC CAC 

EGLPA2-F 65,3 CCA AGG CCA GTA TCA TGG TG 
175 

EGLPA2-R 61,2 GGT TTC GGT TTG TTG AAT ATT GTT AC 

AQP12L-F 64,1 CCC CAG TTA TCT GCA ACA ATG 
130 

AQP12L-R 61,6 CCA GAA GGT TAG TCG AAA AAT ATG 

β-ACTINA-F 67,7 AAAGGTTCCGTTGCCCTGAA 
129 

β-ACTINA-R 65,1 TGGCGTACAAGTCCTTCCTG 

Tabla 3. Resumen de los parámetros de las parejas de cebadores diseñados para la amplificación génica. En la 
primera columna se describe el nombre del gen acompañado de una F (Forward) o una R (Reverse) dependiendo 
del cebador de la pareja del que se trate. En la segunda columna la temperatura de fusión (Tf) de los cebadores 
a la hebra de ADN. En la tercera columna encontramos la secuencia en sentido 5’→3’ de cada cebador y en la 
última columna el número de pares de bases(pb) del producto que amplifica cada pareja. 

 

Para verificar que los cebadores diseñados en Benchling (así como el control positivo de la β-

actina tomado de la bibliografía) funcionaban correctamente se hizo una prueba de amplificación en 

PCR con todos ellos utilizando ADNc de una muestra aislada del individuo 1 del grupo control de 

tejido del cuerpo graso (previo a realizar la mezcla maestra de las réplicas indicada anteriormente). 

De la misma forma, las reacciones sirvieron para, previo a realizar la PCR cuantitativa, optimizar las 

cantidades de molde y cebadores de las mezclas de reacción para obtener el mayor rendimiento 

posible. Tras la reacción, todas las muestras se cargaron en un gel de agarosa al 2% y se visualizaron 

tras llevar a cabo una electroforesis. Podemos ver los resultados en la Figura 17. 
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Figura 17. Gel de agarosa al 2% realizado tras llevar a cabo una prueba de PCR con todos los cebadores 
diseñados utilizando el ADNc del individuo 1 del grupo control de tejido cuerpo graso de Rhynchophorus 
ferrugineus. En la primera calle se puede visualizar el marcador de peso molecular (PM) en el orden de pares 
de bases (pb). De izquierda a derecha en la imagen encontramos de forma consecutiva la prueba y su 
respectivo control negativo (sustituyendo el molde por la misma cantidad de agua) de los cebadores para la 
amplificación de los genes Hsp60, Hsp70, Hsp90, EGLPA2, PRIP, DRIP, AQP12L y β-actina. 

 

 

 
Como vemos en la Figura 17, en todos los casos vemos un producto amplificado con mayor o 

menor definición e intensidad y, en todos los controles negativos solo se observa una banda de peso 

molecular menor de 100 pb correspondiente posiblemente a dímeros de oligonucleótidos, a 

excepción del control negativo de EGLPA2 en la que no se observa ninguna banda. Por lo que, en 

líneas generales, podemos decir que el diseño de los cebadores fue el correcto ya que en todos los 

genes se observa, al menos, una banda de entre 100 y 200 pb correspondiente al producto 

amplificado ajustándose a los tamaños de amplicón esperados que se especifican en la Tabla 3. 

En el caso de AQP12L la banda que se visualiza es muy leve en intensidad y en definición, lo 

que quiere decir que no se ha amplificado una gran cantidad de producto que puede deberse a un 

diseño de cebadores deficiente o a una menor expresión, entre otros. En el caso de Hsp90, y con 

mayor definición e intensidad todavía en el caso de PRIP, observamos la aparición de una segunda 

banda de un peso molecular mayor, de unos 220-240 pb. Esta segunda banda de mayor peso a la 

expresión podría explicarse por la expresión de una isoforma distinta de la misma proteína mediante 

el procesamiento alternativo de algún intrón que hace que el transcrito sea más largo. En el caso de 

DRIP parece observarse una banda de mayor peso molecular, de unas 300 pb pero parece tratarse de 

una banda inespecífica. Todos estos casos excepcionales se verifican más adelante utilizando el 

equipo de PCR cuantitativa en tiempo real.  

Finalmente, para llevar a cabo una validación definitiva de estos cebadores, se realizó el 

proceso descrito en el apartado 3.6.1 de Materiales y Métodos utilizando el equipo de PCR 

cuantitativa en en tiempo real y se trataron los datos de forma que se pudieran hacer diferentes 

regresiones lineales y obtener los valores de R2 que se muestran en la Figura 18. 
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Figura 18. Regresión lineal resultante de la representación de la variación de los valores de Ct frente al factor de 
dilución aplicado en la validación de cada una de las parejas de cebadores en el equipo de qPCR en tiempo real. 
Vemos representado en cada una de las gráficas el nombre del gen amplificado y el valor de R2.  
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Figura 19. Gel de agarosa al 2% realizado tras llevar a cabo una prueba de PCR con el cebador para la β-actina 
utilizando como molde todos los ADNc obtenidos tras la retrotranscripción. Panel A. Muestras para tejido 
cuerpo graso. De izquierda a derecha encontramos las muestras con las réplicas biológicas 1, 2 y 3 del grupo 
control; 1, 2 y 3 del grupo frío y; 1, 2 y 3 del grupo TA. Panel B. Muestras para tejido del tegumento. De 
izquierda a derecha encontramos las muestras con las réplicas biológicas 1, 2 y 3 del grupo control; 1,2 y 3 del 
grupo frío y; 1,2 y 3 del grupo TA. En la primera calle se puede visualizar el marcador de peso molecular (PM) en 
el orden de pares de bases (pb).  

Como se observa en la Figura 18, en todas las amplificaciones el valor de R2 es elevado (>0,89), lo 

que indica que el ajuste de las variables fue adecuado, es decir, que, a mayor concentración de ADNc 

en la dilución se corresponden menores valores de Ct, lo que indica un inicio de amplificación previo, 

en un menor número de ciclos de PCR. El mayor valor de R2 fue el de la amplificación de PRIP (0,9307) 

y el menor fue el de la amplificación de Hsp90 (0,8925) aunque en todos los casos los valores son lo 

suficientemente altos como para afirmar un buen funcionamiento de todos los cebadores diseñados. 

 

4.3. Síntesis de ADNc 

Con el fin de retrotranscribir a ADNc el ARN de cada mezcla maestra de las 18 réplicas 

biológicas (9 de cuerpo graso y 9 de tegumento) se llevó a cabo una transcripción inversa tal y como 

se describe en el apartado 3.3 de Materiales y Métodos. Para verificar que el proceso había 

transcurrido según lo previsto se llevó a cabo una PCR utilizando el cebador para el gen de la β-actina 

(previamente verificado su buen funcionamiento). Tras la reacción, todas las muestras se cargaron en 

un gel de al 2% y se visualizaron tras realizarse una electroforesis. Podemos ver los resultados para 

tejido graso y para tegumento en la Figura 19A y 19B respectivamente. 

 

Como se observa en la Figura 19 tanto en cuerpo graso (19A) como en tegumento (19B), 

aparece una banda de unas 130 pb correspondiente en tamaño al amplicón del gen control β-actina 

(Tabla 3) por lo que podemos decir que el ADNc era de calidad y por lo tanto útil. Si bien es cierto 

que, en las réplicas 1 y 2 de TA tanto en cuerpo graso como en tegumento las bandas son algo menos 

intensas, algo que no debería ocurrir en un gen del que se espera una expresión ubicua y constante.  

 

B 
A B 
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4.4. Análisis de la qPCR  

Con el objetivo final de cuantificar los niveles de expresión génica que aparecían en cada 

grupo experimental para los genes de interés, se llevaron a cabo diferentes qPCR en un total de 5 

placas de 96 pocillos. Tras obtener los valores de Ct que el sistema proporcionó, los datos se trataron 

de la forma en que se indica en el apartado 3.6.2 de Materiales y Métodos y se obtuvieron los 

resultados que aparecen en la Figura 20-24.  

En el caso del grupo experimental TA, se descartaron sus resultados y posterior 

representación debido a que los valores de Ct del control interno o de referencia (β-actina) que 

aparecieron en las réplicas tanto de cuerpo graso (Anexo A) como de pared (Anexo B) fueron muy 

elevados indicando una muy baja expresión con respecto a lo que ocurría en el resto de grupos 

experimentales. Este hecho provocó que no se pudieran normalizar correctamente los datos para 

este grupo en los diferentes genes que se pretendían analizar. Esto se corresponde con lo mostrado 

en la Figura 19 donde la intensidad de las bandas amplificadas en las réplicas 1 y 2 del grupo TA en 

cuerpo graso y tegumento no se corresponden con la intensidad del resto de bandas indicando que 

en esas condiciones no se produce la expresión de la β-actina de forma constante o indicando que es 

necesario un mayor número de individuos en las réplicas de ese grupo experimental para suplir el 

posible error derivado de las variaciones en expresión génica entre distintos individuos. 

 

 
Figura 20. Representación en cajas y bigotes de los niveles de expresión del gen Hsp60 en los individuos de 
grupo control de cuerpo graso (control_cuerpo graso) en los individuos del grupo frío de cuerpo graso 
(frío_cuerpo graso), en los individuos del grupo control de tegumento (control_pared) y en los individuos del 
grupo frío de tegumento (frío_pared). En el eje de las ordenadas se representa los valores de ΔCt tras los 
cálculos realizados en la qPCR. *Valor de p entre los diferentes tratamientos. 

p= 0,0264 

*p=0,1573 
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Figura 21. Representación en cajas y bigotes de los niveles de expresión del gen Hsp70 en los individuos deL 
grupo control de cuerpo graso (control_cuerpo graso) en los individuos del grupo frío de cuerpo graso 
(frío_cuerpo graso), en los individuos del grupo control de tegumento (control_pared) y en los individuos del 
grupo frío de tegumento (frío_pared). En el eje de las ordenadas se representa los valores de ΔCt tras los 
cálculos realizados en la qPCR. *Valor de p entre los diferentes tratamientos. 

 

Figura 22. Representación en cajas y bigotes de los niveles de expresión del gen EGLPA2 en los individuos del 
grupo control de cuerpo graso (control_cuerpo graso) en los individuos del grupo frío de cuerpo graso. En el eje 
de las ordenadas se representa los valores de ΔCt tras los cálculos realizados en la qPCR. *Valor de p entre los 
diferentes tratamientos. 
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Figura 23. Representación en cajas y bigotes de los niveles de expresión del gen AQP12L en los individuos del 
grupo control de cuerpo graso (control_cuerpo graso) en los individuos del grupo frío de cuerpo graso. En el eje 
de las ordenadas se representa los valores de ΔCt tras los cálculos realizados en la qPCR. *Valor de p entre los 
diferentes tratamientos. 

 

 
Figura 24. Representación en cajas y bigotes de los niveles de expresión del gen DRIP en los individuos del grupo 
control de cuerpo graso (control_cuerpo graso) en los individuos del grupo frío de cuerpo graso. En el eje de las 
ordenadas se representa los valores de ΔCt tras los cálculos realizados en la qPCR. *Valor de p entre los 
diferentes tratamientos. 

Como vemos, en el caso de los genes Hsp60 (Figura 20) y Hsp70 (Figura 21) se realizaron dos 

análisis ANOVA multifactoriales, por un lado, se analizaron las diferencias de expresión entre tejidos 

(pared vs cuerpo graso) y por otro lado entre tratamientos o condiciones experimentales (frío vs 

*p= 0,0004 

*p=0,0000 
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control). Tras esto, en el caso de Hsp60 se observaron diferencias significativas entre tejidos (p = 

0,0264), siendo algo mayor la expresión en tegumento, aunque sin diferencias significativas entre 

tratamientos (p = 0,1573). De igual forma, para el gen Hsp70 se observó una mayor expresión en 

tegumento que en cuerpo graso (p = 0,000) y se encontraron diferencias significativas en su 

expresión entre tratamientos (p = 0,000) en cuerpo graso, aumentando ligeramente la expresión del 

gen en condiciones de frío (9,7 Ct vs 10,7 Ct en control).  

Como vemos, en el caso de las Hsp que hemos estudiado, Hsp60 y Hsp70, podemos decir que 

su expresión es mayor en el tegumento que en el cuerpo graso, y que la expresión de Hsp70 

incrementa ligeramente por el tratamiento de frío. 

Pasando a analizar los datos de las acuaporinas en cuerpo graso, en el caso de EGLPA2 

(Figura 22) no parecen haber diferencias significativas entre los tratamientos de control y frío (p = 

0,4722) posiblemente debido a la variación de valores Ct entre las réplicas de cada tratamiento y a un 

insuficiente número de individuos por réplica. 

En lo que se refiere a la expresión de AQP12L (Figura 23), podemos decir que sí se observan 

diferencias significativas (p = 0,000) entre ambos tratamientos, disminuyendo su expresión en 

condiciones de frío lo que parece ser coherente en la regulación de contenido en agua en el 

citoplasma de las células evitando la congelación cuando disminuye la temperatura drásticamente. 

Por último, el gen de la acuaporina DRIP (Figura 24) parece disminuir su expresión de forma 

significativa (p = 0,0004) cuando los insectos son sometidos a una bajada de temperatura. 

Como vemos, en el caso de las acuaporinas parece haber una clara tendencia a la 

disminución de expresión en condiciones de frío, aunque es necesario seguir investigando y realizar 

de nuevo los experimentos con un mayor número de individuos por grupo intentando evitar la 

variación entre individuos independientes que pueden reaccionar de manera muy estocástica. 

 

No se pudo cuantificar adecuadamente la expresión de PRIP y Hsp90, ya que se obtuvo más 

de un pico en la curva de fusión o Melt curve por réplica, lo que podía indicar que se estaban 

amplificando fragmentos, podemos ver un ejemplo en los Anexos C y D. Para comprobarlo, 

posteriormente se cargaron las muestras en un gel de agarosa al 2,5% y se observaron, 

efectivamente, en el caso de las réplicas para frío y para control, varias bandas de ADN. De 170 pb y 

220 pb para el gen PRIP (Figura 25) y, de 160 pb y 210 pb para el gen Hsp90 (Figura 26).  
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En lo que se refiere a PRIP (Figura 25) en cuerpo graso, vemos que en las réplicas para frío y 

en la réplica 2 de grupo control aparecen dos bandas pareciendo predominante la banda de 220 pb 

en el grupo control y la de 170 pb en grupo frío. En el caso de las réplicas para TA, parece solo 

presentarse la banda de 220 pb (exceptuando la réplica 1 en la que no aparece ninguna banda). Una 

explicación válida podría ser la aparición de fenómenos de procesamiento alternativo del ARN en 

estos genes, de forma que, en algunas condiciones se expresa una isoforma no esperada de mayor 

peso molecular que incluye el no procesamiento de un intrón de unas 56 pb (incluido en el producto 

de amplificación durante el diseño de los cebadores para este gen). Además, parece haber más 

intensidad de señal o, lo que es lo mismo, mayor nivel de expresión de la banda de 220 pb en los 

insectos del grupo control y TA y; mayor intensidad de señal o, mayor expresión de la banda de 170 

pb en condiciones de frío. 

  

Figura 25. Gel de agarosa al 2,5% para los productos de amplificación del gen PRIP en cuerpo graso. De 
izquierda a derecha se observan las réplicas 1, 2 y 3 del grupo control, las réplicas 1, 2 y 3 del grupo frío y las 
réplicas 1, 2 y 3 del grupo de TA. En la primera calle se puede visualizar el marcador de peso molecular (PM) en 
el orden de pares de bases (pb). 
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Figura 26. Gel de agarosa al 2,5% para los productos de amplificación del gen Hsp90 en cuerpo graso y en el 
tegumento. Panel A. Muestras de tejido de cuerpo graso. De izquierda a derecha se observan las réplicas 1, 2 y 
3 del grupo control, las réplicas 1, 2 y 3 del grupo frío y las réplicas 1 y 2 del grupo de TA (la réplica 3 del grupo 
TA no pudo ser cargada). Panel B. Muestras de tejido de tegumento. De izquierda a derecha se observan las 
réplicas 1, 2 y 3 del grupo control, las réplicas 1, 2 y 3 del grupo frío y las réplicas 1, 2 y 3 del grupo de TA.  En la 
primera calle se puede visualizar el marcador de peso molecular (PM) en el orden de pares de bases (pb). 

En lo que se refiere a la expresión de Hsp90 en cuerpo graso (Figura 26A), vemos que el 

patrón observado en PRIP se repite, en las réplicas para frío y en la réplica 2 de grupo control 

aparecen dos bandas pareciendo predominante la banda de 210 pb en el grupo control y la banda de 

160 pb en grupo frío. En el caso de las réplicas para TA, parece solo presentarse la banda de 210 pb. 

En el tegumento (Figura 26B), las bandas de mayor peso molecular aparecen algo más difusas 

pudiendo tratarse no de una, si no dos bandas muy juntas de unas a 210 pb. En este caso, en el grupo 

control parece ser predominante la banda de 160 pb y en el grupo frío la banda de 210 pb. En el caso 

de las réplicas del grupo TA, la banda de 210 pb está algo más difusa y no se puede concretar su 

verdadera presencia o si se trata de una banda inespecífica. En el caso de la réplica 3 del grupo TA no 

se observa ninguna banda. Esto podría explicarse si se estuvieran dando, al igual que en el caso de 

PRIP, fenómenos de inespecificidad de los cebadores o, entre otros, fenómenos de procesamiento 

alternativo del ARN de forma que, en algunas condiciones se expresa una isoforma no esperada de 

mayor peso molecular que incluye el no procesamiento de un intrón de unas 47 pb (incluido en el 

producto de amplificación durante el diseño de los cebadores para este gen). De esta forma, en el 

caso de Hsp90, podrían no solo aparecer diferentes niveles de expresión entre condiciones 

experimentales si no, además, entre diferentes tejidos corporales siendo justamente opuesta al tipo 

de expresión de las dos bandas entre cuerpo graso y tegumento. 
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5. DISCUSIÓN 
 

En primer lugar, podemos afirmar respaldado por los resultados de las Figuras 14 y 15, que el 

procedimiento optimizado llevado a cabo para la extracción de ARN en Rhynchophorus ferrugineus 

fue adecuado pues en los geles de agarosa se observa la detección de dos bandas bien diferenciadas 

correspondientes a la subunidad mayor del ARN ribosomal 28S y a la subunidad menor del ARN 

ribosomal 18S en todos los individuos. Estos resultados se respaldan, además, por los experimentos 

en el Bioanalizador Agilent 2100, donde las condiciones de medida son más homogéneas y tienen 

mayor precisión (Figura 16). La presencia de una gran cantidad de grasa en las muestras de tejido de 

cuerpo graso puede estar ocasionando una menor calidad de las extracciones de ARN, observándose 

al comparar las Tablas 1 y 2 que, en general, las concentraciones de ARN medidas por NanoDrop en 

las muestras de tegumento son superiores a las medidas en cuerpo graso. 

Pasando a analizar el diseño descrito de cebadores específicos para los genes que codifican 

las proteínas de choque térmico Hsp60, Hsp70, Hsp90 y las acuaporinas PRIP, DRIP, EGLPA2 y 

AQP12L; podemos indicar a juzgar por la prueba de PCR llevada a cabo con cada pareja de cebadores 

y posterior visualización en gel de agarosa (Figura 17) que, a priori, en todos los casos se observa un 

producto amplificado con mayor o menor definición e intensidad justificado por una banda de entre 

100 y 200 pb que podría corresponder a los tamaños de amplicón esperados que se especifican en la 

Tabla 3. De la misma forma, la validación con cada una de las parejas de cebadores utilizadas 

apoyada popr la obtención de valores de R2 cercanos a 1, parecen indicar que funcionan de la forma 

esperada. Sin embargo, en el caso de AQP12L el gel de la Figura 17 muestra una banda que se 

visualiza muy leve en intensidad y en definición, lo que indicaría que no se ha amplificado una gran 

cantidad de producto y puede deberse a un diseño de cebadores inadecuado o a una menor 

expresión de este gen, entre otros. Más tarde, en la realización de la qPCR con esa pareja de 

cebadores, no parece observarse ninguna anomalía en la curva de fusión y sus valores de expresión 

pudieron ser cuantificados adecuadamente por lo que se achaca esa menor intensidad de banda en 

el gel de la Figura 17 a un posible error instrumental o de manejo. En el caso de Hsp90 y en el caso 

de PRIP observamos la aparición de una segunda banda de un peso molecular mayor, de unas 210-

220 pb. Esta segunda banda de mayor peso molecular no era esperada según los tamaños de 

amplicón de la Tabla 3 en ninguno de los dos casos. Este hallazgo puede explicarse de diferentes 

maneras. Podría darse la posibilidad de que en el genoma del picudo se encuentren duplicados los 

genes apareciendo parálogos similares en secuencia, aunque no idénticos, o bien, se puede estar 

dando la expresión de dos isoformas distintas de la misma proteína mediante el procesamiento 



Antón Ruiz, Noelia 
RESPUESTA GÉNICA INDUCIDA POR FRÍO EN EL PICUDO ROJO DE LAS PALMERAS (Rhynchophorus 

ferrugineus)  
 

49 
 

alternativo de algún intrón que hace que el transcrito sea más largo existiendo fenómenos de 

procesamiento alternativo, entre otras posibilidades. Para verificar la verdadera presencia de dos 

fragmentos distintos, se llevaron a cabo las qPCR y, al analizar los datos mostrados por la curva de 

fusión de cada una de ellas (Anexo C y D) se confirmó su presencia en algunos grupos 

experimentales, sobre todo en control y frío. Más tarde, al cargar los productos de amplificación en 

un gel de agarosa se confirmó en el caso de PRIP (Figura 25) que en las réplicas para frío y la réplica 2 

del grupo control aparecían dos bandas pareciendo predominante la de mayor peso molecular (de 

unas 220 pb) en el grupo control y la de menor peso molecular (de unas 170 pb) en grupo frío. En el 

caso de las réplicas para TA, solo se amplificó la banda de 220 pb (exceptuando la réplica 1 en la que 

no aparece ninguna banda posiblemente por la no expresión de este gen en esas condiciones). Con 

estos tamaños, la posibilidad de existencia de fenómenos de procesamiento alternativo podría ser 

válida, pues, en el diseño de la pareja de cebadores para PRIP la región de amplificación incluía en el 

ADN genómico la presencia de un intrón de unas 56 pb, que, en principio no se esperaba que fuese 

codificante. Además, parece haber más intensidad de señal o, lo que es lo mismo, mayor nivel de 

expresión de la banda de 220 pb en los insectos del grupo control y TA y; mayor intensidad de señal 

o, mayor expresión de la banda de 170 pb en condiciones de frío. Este fenómeno de expresión de 

diferentes variantes o isoformas de la acuaporina PRIP frente a un estrés ya se ha investigado, 

aunque no en mucha profundidad, en otros insectos como Chilo supresalis [42] y en otro tipo de 

acuaporinas de insectos [59]. 

 En el caso de Hsp90, de forma menos clara en el gel de la Figura 26 aunque evidente en la 

curva de fusión tras la qPCR (Anexo C), también podemos afirmar la presencia de varios fragmentos 

durante la amplificación. De esta manera, en lo que se refiere a Hsp90 en cuerpo graso (Figura 26A), 

vemos que el patrón de PRIP se repite, en las réplicas para frío y en la réplica 2 de grupo control 

aparecen dos bandas pareciendo predominante la de mayor peso molecular o no esperada (de unas 

210 pb) en el grupo control y la de menor peso molecular (de unas 160 pb) en el grupo frío. En el 

caso de las réplicas para TA, parece solo presentarse la banda de 210 pb. En cambio, en tegumento 

(Figura 26B), las bandas de mayor peso molecular aparecen algo más difusas pudiendo tratarse no 

de una, si no de dos bandas muy juntas de unas 210 pb. En este caso, en el grupo control parece ser 

predominante la banda de 160 pb y en el grupo frío la de 210 pb. En las réplicas del grupo TA, la 

banda de 210 pb está algo más difusa y no se puede concretar su verdadera presencia o si se trata de 

una banda inespecífica, de hecho, en la réplica 3 del grupo TA no se observa ninguna banda 

indicando la no expresión o, más probablemente, tratarse de algún error de manejo. Al igual que 

ocurre en PRIP, con estos tamaños de banda aproximados, la posibilidad de existencia de fenómenos 
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de procesamiento alternativo podría ser válida, pues, en el diseño de la pareja de cebadores para 

Hsp90, la región de amplificación incluía en el ADN genómico la presencia de un intrón de unas 47 

pb, que, en principio, no se esperaba que fuese codificante. De esta forma, en el caso de Hsp90, 

podrían no solo aparecer diferentes niveles de expresión entre condiciones experimentales si no, 

además, entre diferentes tejidos corporales siendo además de forma contraria el tipo de expresión 

de las bandas entre cuerpo graso y tegumento debido, posiblemente a la diferente exposición al frío 

entre un tejido y otro. Fenómenos de procesamiento alternativo en Hsp90 han sido estudiados en 

diferentes insectos [60,61] e incluso se ha visto en Drosophila melanogaster su aparición frente al 

estrés térmico por frío como ocurre en el caso de este trabajo [62]. 

Lo que parece obvio con estos dos genes, sea por el motivo que sea, es que no se pueden 

cuantificar sus niveles de expresión al solaparse las intensidades de dos tipos de fragmentos 

distintos. Sin embargo, para el resto sí pudo llevarse a cabo (Figura 20-24) siendo necesario el 

descarte tanto en cuerpo graso como pared la cuantificación del grupo TA debido a una baja 

expresión del gen normalizador β-actina en varias de las réplicas. Si bien ya se intuía, como se 

observa en la Figura 19 tanto en cuerpo graso (21A) como en tegumento (21B), la aparición en las 

réplicas 1 y 2 de TA de una banda para el gen de la β-actina algo menos intensa, más tarde al realizar 

las qPCR (Anexo A y B) se verificaron los elevados valores de Ct que el sistema detectaba para el gen 

normalizador en estas muestras en contraste con los obtenidos en el grupo  control y frío, algo que 

no debería ocurrir en un gen del que se espera una expresión ubicua y constante. Esto puede estar 

ocurriendo porque en este grupo experimental quizás este control positivo no sea el más adecuado 

o, por el contrario, sea necesario un mayor número de individuos por réplica para suplir la posible 

variación individual entre insectos, ya que, a pesar de que todos ellos son sometidos de la misma 

forma al tratamiento, al ser tomados de la naturaleza es muy difícil asegurar la homogeneidad en sus 

condiciones de vida de partida. 

En lo que respecta a la cuantificación de expresión de los genes, por un lado, en el caso de las 

proteínas de choque térmico, para Hsp60 (Figura 20) únicamente se observaron diferencias entre 

tejidos (p = 0,0264), siendo algo mayor la expresión en tegumento, aunque sin diferencias 

significativas entre tratamientos (p = 0,1573). De igual forma, para el gen de la Hsp70 (Figura 21) se 

observó una mayor expresión en tegumento (p = 0,000) y se encontraron diferencias significativas en 

su expresión entre tratamientos (p = 0,000) en cuerpo graso, disminuyendo ligeramente la expresión 

del gen en condiciones de frío (10,7 Ct vs 9,7 Ct en control). Como vemos, en el caso de las Hsp 

cuantificadas podemos decir que su expresión parece ser mayor en tejidos del tegumento como se 

ha visto previamente en algunos estudios [32,33] pero que su expresión frente al estrés por frío no 
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aumenta de forma sustancial a diferencia de lo que se esperaba. Si bien es cierto que en la mayoría 

de datos revisados en la bibliografía su expresión aumenta en respuesta al frío o al calor, también se 

ha visto en algunos casos que su respuesta es contraria [35]. 

 

Respecto a los genes relacionados con las acuaporinas, éstos han sido estudiados 

únicamente en cuerpo graso, debido a que en coleópteros de la misma familia que el picudo rojo es 

en este tejido donde se obtuvo la máxima expresión [49]. Considerando los resultados obtenidos 

para AQP12L (Figura 23), podemos decir que sí se observan diferencias significativas (p = 0,000) 

entre ambos tratamientos, disminuyendo su expresión en condiciones de frío (media de 13,8 Ct en 

frío vs media de 9,09 Ct en control). Asimismo, en la acuaporina DRIP (Figura 24) también parece 

disminuir la expresión de forma significativa (p = 0,0004) cuando los insectos son sometidos a una 

bajada de temperatura (media de 13,8 Ct en control vs media de 9,1 Ct en frío). Solo en el caso de 

EGLPA2 (Figura 22) no parecen haber diferencias significativas entre los tratamientos de control y 

frío (p = 0,4722) posiblemente debido a la variación de valores Ct entre las réplicas técnicas de cada 

tratamiento y a un insuficiente número de individuos por réplica. Las acuaporinas son importantes 

para mejorar la osmorregulación y alcanzar el equilibrio hídrico a nivel celular. La disminución 

encontrada en los genes de las acuaporinas AQP12L y DRIP va en consonancia con resultados previos 

obtenidos por otros autores. De esta forma, larvas de Dendroctonus armandi, coleóptero de la 

misma familia que el picudo rojo, tras ser sometidas a un estrés por frío disminuyeron también el 

nivel de expresión de acuaporinas hasta llegar a un umbral crítico [49]. Asimismo, la cucaracha 

tropical Gromphadorhina coquereliana también presentó bajos niveles de acuaporinas, tanto en 

cuerpo graso como en músculos, tras exposición a frío [50]. La disminución que encontramos de las 

acuaporinas AQP12L y DRIP podría relacionarse con una diminución en el tránsito de agua 

intra/extracelular, probablemente con la finalidad de proteger a las células de la formación de 

cristales o cualquier otro efecto negativo que pudiera producirse con una disminución drástica en la 

temperatura ambiental. De igual forma, la disminución de cierto tipo de acuaporinas podría estar 

relacionada con el aumento de otro tipo de estas proteínas. En este sentido, hubiéramos esperado a 

priori un aumento de la expresión del gen de la acuaporina EGLPA2, relacionada con el transporte de 

glicerol, sustancia que actúa como agente crioprotector en muchos insectos. Sin embargo, este 

aumento no ha sido observado, pero se debe tener en cuenta que el número de individuos utilizado 

no ha sido muy elevado (n=9) teniendo en consideración la gran variabilidad observada en este grupo 

en trabajos previos. No obstante, queda por estudiar la isoforma EGLPA1, que también parece estar 

presente en los insectos de esta familia y que también interviene en el transporte de glicerol entre el 
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cuerpo graso y la hemolinfa. Dicho esto, en otras especies de insectos se ha obtenido, no obstante, 

un aumento en las acuaporinas en respuesta al frío [37,39].  

Este estudio deberá completarse con todo lo anteriormente expuesto, así como otros 

experimentos que se detallarán a continuación, para poder confirmar estos resultados iniciales 

obtenidos en Rhynchophorus ferrugineus. 
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6. CONCLUSIONES 

Las conclusiones que se extraen del presente trabajo son: 
 

• El procedimiento de extracción de ARN optimizado para Rhynchophorus ferrugineus es válido 

y puede utilizarse en experimentos futuros tanto en tejido cuerpo graso como tegumento. 

• Los cebadores diseñados para los genes Hsp60, Hsp70, DRIP, AQP12L y EGLPA2 parecen 

funcionar adecuadamente a falta de confirmación mediante secuenciación del fragmento 

amplificado. 

• Los genes Hsp90 y PRIP pueden estar codificando diferentes isoformas de la proteína 

mediante procesamiento alternativo a falta de confirmación mediante secuenciación. 

• Según los experimentos de qPCR,  los genes que codifican las proteínas de choque térmico 

Hsp60 y Hsp70 parecen expresarse en mayor cantidad en el tejido del tegumento que en 

cuerpo graso. 

• Los genes que codifican la proteína Hsp70 y las acuaporinas AQP12L y DRIP disminuyen su 

expresión tras la exposición a estrés por frío en tejido de cuerpo graso. 

• Según los resultados, los genes que codifican la acuaporina EGLPA2 y la Hsp60 no parecen 

variar su expresión tras la exposición a un tratamiento de frío con respecto al control sin 

tratamiento en Rhynchophorus ferrugineus. 

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se plantea como experimentos futuros 

en el laboratorio aquellos que permiten identificar de manera inequívoca las diferencias en los 

niveles de expresión de los genes estudiados, así como la investigación de un mayor número de 

acuaporinas y proteínas de choque térmico. Para ello se realizarán experimentos de secuenciación de 

los fragmentos amplificados obtenidos para los diferentes genes, así como el diseño de nuevos 

cebadores en más genes de ambas familias de proteínas. Además, en este trabajo se han obtenido 

resultados de cuantificación que podrían confirmarse con una mayor cohorte de individuos en cada 

condición experimental. Se optimizarán las condiciones experimentales en el grupo de TA para poder 

así verificar que las diferencias encontradas entre los grupos de control y frío en algunos casos se 

deben exclusivamente a la disminución en la temperatura y no al ayuno que experimentan los 

individuos cuando son sometidos a bajas temperaturas. En este sentido, sería interesante utilizar 

otros genes normalizadores como los de la tubulina o el factor de elongación 1 (EF-1) para confirmar 

una expresión constante y ubicua también en el grupo de ayuno a diferencia de lo encontrado en el 
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presente trabajo. Igualmente, se plantea en un futuro observar si las diferencias de expresión de los 

genes se recuperan tras la reversión de las condiciones de estrés al estado normal de temperatura. 

También se considera realizar la caracterización completa de las acuaporinas, tanto en cuerpo graso 

como en pared, así como el estudio de la respuesta génica de las proteínas consideradas en este 

trabajo frente a una situación de estrés por calor.  

Toda esta información se debe comparar con aquella procedente de estudios anteriores en otros 

insectos y cuyo último fin es entender, a nivel genético, cuáles son los mecanismos de respuesta al 

estrés térmico en el picudo rojo de las palmeras con el objetivo de tener un conocimiento mayor del 

comportamiento de esta plaga y, por lo tanto, mejores herramientas para su control.  
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8. ANEXOS 

 
Anexo A. Curvas de fluorescencia en la amplificación por qPCR para el gen de la β-actina en tejido cuerpo graso. 
Representado en el eje de ordenadas el incremento de la intensidad de fluorescencia y en el eje de abscisas el 
número de ciclos de amplificación. Se puede observar un desplazamiento significativo de las 3 réplicas del grupo 
TA (amarillo) hacia mayores valores de Ct frente a las réplicas del grupo control (morado) y las réplicas del 
grupo frío (azul) indicando una baja expresión de la β-actina en el grupo TA y por lo tanto la imposibilidad de 
utilizarlo como gen normalizador. 
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 Anexo B. Curvas de fluorescencia en la amplificación por qPCR para el gen de la β-actina en tejido del 
tegumento. Representado en el eje de ordenadas el incremento de la intensidad de fluorescencia y en el eje de 
abscisas el número de ciclos de amplificación. Se puede observar un desplazamiento significativo de las 3 
réplicas del grupo TA (amarillo) hacia mayores valores de Ct frente a las réplicas del grupo control (morado) y 
las réplicas del grupo frío (azul) indicando una baja expresión de la β-actina en el grupo TA y por lo tanto la 
imposibilidad de utilizarlo como gen normalizador. 
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Anexo C. Curva de fusión obtenida por qPCR para el gen de Hsp90 en tejido de la tegumento. Representado en 
el eje de ordenadas la derivada de la intensidad de fluorescencia y en el eje de abscisas la temperatura. 
Marcado con rayas discontinuas en azul la temperatura de fusión que el equipo detecta en uno de los picos. 
Como vemos, se observan claramente dos picos distintos de fluorescencia, a mayor temperatura de fusión 
(77,72°C) y otro a menor temperatura (72°C) indicando la posible presencia de dos productos de amplificación 
distintos y por lo tanto una cuantificación no válida. 

 



Antón Ruiz, Noelia 
RESPUESTA GÉNICA INDUCIDA POR FRÍO EN EL PICUDO ROJO DE LAS PALMERAS (Rhynchophorus 

ferrugineus)  
 

64 
 

 
Anexo D. Curva de fusión obtenida por qPCR para el gen de PRIP en tejido del cuerpo graso. Representado en el 
eje de ordenadas la derivada de la intensidad de fluorescencia y en el eje de abscisas la temperatura. Marcado 
con rayas discontinuas en azul la temperatura de fusión que el equipo detecta en uno de los picos (79,84°C). En 
esta ocasión aparecen muchos picos distintos aunque con temperaturas de fusión cercanas.  Esto también 
puede indicar la posible presencia de varios productos de amplificación diferentes y por lo tanto una 
cuantificación no válida. 
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