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Resumen 
Los insectos producen  grandes pérdidas en los granos almacenados, dependiendo del tipo de 
cereal y tiempo de almacenamiento, entre otros factores. El gorgojo del arroz Sitophilus 
oryzae L y el gorgojo falso de la harina Tribolium confusum son plagas importantes de los 
granos almacenados. El objetivo del estudio fue evaluar cualitativamente el efecto de la 
radiación gamma en el ADN de dos especies de insectos plaga a partir de muestras 
almacenadas de maíz chullpi y blanco infestados con gorgojos adultos. Las muestras fueron 
tratadas con dosis de radiación de 100, 400, 1000 y 2000 Gy y la extracción de ADN fue 
obtenida por tres métodos: TNES-urea, CTAB y NaOH. El daño en el ADN inducido por la 
radiación gamma en los gorgojos fue determinada mediante geles de electroforesis. Como 
resultado se encontró que la exposición de gorgojos adultos a una dosis de radiación de 100 
y 400 Gy causó una mortalidad media de estos insectos, evidenciando cierto grado de 
resistencia a las radiaciones gamma. Sin embargo, las dosis de radiación de 1000 y 2000 Gy 
causó la mortalidad del 100 % de los insectos. Los resultados preliminares muestran que el 
daño en el ADN es proporcional a la cantidad de radiación gamma.  

Palabras claves: Sitophilus oryzae , Tribolium confusum, ADN, radiación gamma 

Qualitative evaluation of the DNA degradation in plague insects exposed to 
gamma radiation 

Abstract 
Insects produce large losses in stored grain depending on the type of cereal and storage time 
and other factors. The rice weevil Sitophilus oryzae L and the false flour beetle Tribolium 
confusum are important pests of stored grain. The study aimed to qualitatively evaluate the 
effect of gamma radiation on the DNA of two species of insect pests from samples stored 
Chullpi and white corn infested with adult weevils. Samples were treated with radiation 
doses of 100, 400, 1000 and 2000 Gy and DNA extraction was obtained by three methods: 
TNES-urea, CTAB and NaOH. The DNA damage induced by gamma radiation in weevils 
was determined by gel electrophoresis. As a result, it was found that exposure of adult 
weevils to a radiation dose of 100 Gy and 400 caused an average mortality of the insects, 
showing a degree of resistance to gamma radiation. However, radiation doses of 1000 and 
2000 Gy caused 100 % mortality of insects. Preliminary results show that DNA damage is 
proportional to the amount of gamma radiation. 
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1. Introducción 

El maíz (Zea mays L.) es uno de los 
productos agrícolas más importantes del 
mundo. En el Perú se conocen 56 variedades 
locales [1] distribuidas principalmente en la 
sierra [2]. A nivel nacional el maíz es el 
cultivo de mayor área sembrada, siendo el 
más importante el maíz amarillo duro, para 
alimento en la avicultura y porcicultura. La 
producción nacional de maíz satisface solo la 

mitad de su demanda por lo que es necesario 
importarlo de Argentina en un 80 % y el resto 
de Estados Unidos y otros países. Para 
satisfacer la necesidad de una población 
creciente, se debe aumentar la producción, lo 
cual ocasiona problemas de almacenamiento.*  

Actualmente, uno de los problemas 
observados en estos productos son las plagas 

                                                 
* Correspondencia autor: jagapito@ipen.gob.pe 



Ortega Y, Vargas J, Vivanco M, et al.     Informe Científico Tecnológico. Volumen 14 (2014). p. 43-49 

 

44 
 

de insectos que contaminan los alimentos 
almacenados y procesados, ocasionando 
grandes pérdidas a agricultores y 
comerciantes. Dentro de estas plagas el 
gorgojo del maíz Sitophilus zeamais es el más 
serio del grano almacenado y en menor 
proporción  Tribolium confusum [3,4,5]. 

Mundialmente el S. zeamais es considerado 
una de las principales plagas de maíz 
almacenado, pudiendo ocasionar pérdidas del 
orden de 20-25 %. [6]. Además, se estima 
que entre un 5 al 10 % de cereales se pierde 
durante el almacenamiento como resultado de 
la infestación por insectos [7].  

Este problema también se ha tratado de 
resolver mediante el control químico, el cual 
resulta desventajoso porque genera 
incremento en los costos, contaminación del 
producto y deterioro del ambiente [8]. Como 
se ha comprobado en trabajos realizados 
recientemente, las radiaciones ionizantes 
constituyen un medio muy prometedor en la 
lucha contra los insectos, pudiendo servir de 
complemento a los insecticidas químicos 
actualmente en uso. Las radiaciones ofrecen 
no solamente un método para eliminar 
completamente la infestación, sino que 
pueden asegurar una protección parcial contra 
una nueva infestación al quedar estériles los 

insectos. Otra razón más para aumentar el 
interés por la radiodesinfestación de granos, 
lo constituye la preocupación cada vez mayor 
por los peligros para la salud de la toxicidad 
residual de los insecticidas químicos 
[9,10,11,12]. 

Una alternativa para mejorar la vida útil de 
los alimentos almacenados es la eliminación 
de los microorganismos nocivos, mohos e 
insectos, mediante la tecnología de radiación 
[10]. La energía de irradiación se trasfiere al 
agua corporal de estos organismos, causando 
radicales libres que dañan su material 
genético y por ende su muerte. Sin embargo, 
existen organismos con sistemas de 
reparación de ADN muy eficiente que 
soportan grandes rangos de estrés abiótico 
con alto potencial biotecnológico de 
importancia científica. En ese sentido, el 
estudio evaluó tres distintos protocolos de 
extracción de ADN con el objeto de 
determinar cualitativamente los efectos que 
pueden causar las radiaciones ionizantes en 
gorgojos del maíz chulpi Tribolium confusum 
y del maíz blanco Sitophilus oryzae, de gran 
importancia económica como plaga de granos 
almacenados y determinar a partir de cuál de 
los protocolos se obtiene un ADN de mejor 
calidad. 

 

 
Figura 1: a) Maíz blanco,  b) Maíz chullpi infestados con gorgojos, 

 c) Revisión del material infestado,  d y e) Extracción de las muestras biológicas. 
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2. Experimental  

2.1. Toma de muestras biológicas  

Se analizaron muestras de maíz chullpi y 
maíz blanco infestados por plagas de 
gorgojos cuyas características reflejaron daño 
directo en las muestras. Las muestras fueron 
analizadas en el Laboratorio de Irradiación 
del Instituto Peruano de Energía Nuclear y las 
plagas fueron separadas en placas petri para 

su posterior identificación taxonómica 
(Figura 1).  

2.2. Identificación taxonómica 

La identificación taxonómica se realizó en las 
instalaciones del Laboratorio de Entomología 
de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, 
con ayuda de claves taxonómica 
especializadas [13] y de un estereoscopio 
(Figura 2).   

 

 
Figura 2. Identificación taxonómica de las muestras biológicas. 

2.3. Determinación de la dosimetría 
física 

La tasa de dosis absorbida mínima (14/02/14) 
fue de 74,16 Gy/min y en base a la dosis se 
establecieron los tiempos de irradiación para 
el experimento, considerando los parámetros 
de la Dosimetría estándar de referencia 
Fricke [14]  (Tabla 1). Todas las placas 
fueron irradiadas a las dosis indicadas, 
excepto los controles de muestra (Figura 4). 

Tabla 1. Dosis de radiación vs. Tiempo de 
irradiación. 

Dosis de radiación  
(Gy) 

Tiempo de irradiación 
(minutos) 

100 1.35 

400 5.40 

1000 13.50 

2000 27.00 

2.4. Extracción de ADN   

Se evaluaron tres métodos de extracción de 
ADN:  

2.4.1. Protocolo 1: Extracción de ADN 
con buffer TNES-urea 

Se seleccionó 1 gorgojo de un individuo el 
cual fue lavado con agua destilada estéril y 
secado a temperatura ambiente, para luego 
ser transferido a  un tubo de microcentrifuga 
de 1.5 mL conteniendo  200 µl de TNES-urea 
(10 mM Tris-HCl pH 8.0; 125 mM NaCl; 10 
mM EDTA pH 8.0; 0.5 %SDS; 4M urea). La 
muestra fue triturada con un micromartinete 
estéril y se agregó 10 µl de Proteinasa K (20 
mg/mL) para ser incubado a temperatura de 
56°C por toda la noche. Posteriormente, la 
muestra fue centrifugada a 12000 rpm por 10 
minutos y el sobrenadante fue transferido a 
otro tubo de microcentrifuga de 1.5 mL 
conteniendo  500 µl acetato de sodio 3M y 
450  µL de isopropanol a 4 °C. La muestra 
fue centrifugada a 14000 rpm por 30 minutos, 
se elimino el sobrenadante y el pellet de 
ADN fue lavado con etanol frío al 70 %. 
Finalmente, el ADN fue resuspendido en     
50 µl de TE 1X. 
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       Figura 4. Gorgojos expuestos a diferentes dosis de radiación. 
 
2.4.2. Protocolo 2: Extracción de ADN 
con buffer CTAB. 

Se parte de un gorgojo previamente lavado 
con agua destilada estéril y homegenizado 
con 300 µl de de buffer conteniendo 100 mM 
de Tris/HCl, 1,4 M de NaCl, 20 mM de 
EDTA, 2 % de CTAB, 2 % de PVP, 0,2 % de 
β-mercaptoetanol. La muestra fue triturada 
con un micromartinete estéril. Posteriormente 
se agregó 10 µl de Proteinasa K (20 mg/mL) 
y se incubó por 2 horas a 60 °C. Luego, la 

muestra fue centrifugada a 12,000 rpm por 10 
minutos y el sobrenadante  acuoso fue 
removido a otro microtubo de 1.5 mL, se le 
agregó 300 µl de cloroformo/alcohol 
isoamílico (24:1) se invirtieron varias veces 
los microtubos a temperatura ambiente y se 
centrifugó a 12,000 rpm por 15 minutos. Se 
transfirió nuevamente  la fase acuosa a otro 
tubo y se le agregó 25 µl de Acetato de 
amonio 3 M, seguido de una incubación  por 
30 minutos a -20 °C. Luego el ADN 
precipitado se centrifugó a 15 000 rpm por 15 

TC: Tribolium confusum SO: Sitophilus orizae 

CONTROL  

2000GY 
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min el sobrenadante se descartó y el 
precipitado se lavó una vez con 1 mL de 
etanol frío al 70 %. Después de centrifugar a 
12 000 rpm por 15 minutos, se descartó el 
sobrenadante. El ADN fue disuelto en 50μl 
de TE 1X. 

2.4.3. Protocolo 3: Extracción de ADN 
mediante la alcalinización con hidróxido 
de sodio (NaOH) 

La muestra fue lavada por cinco veces con 
agua destilada estéril y trasferida a un 
microtubo de 1.5 mL, se agregó  50 µl de 
NaOH 0.25M y con la ayuda de un 
micromartinete estéril se trituró hasta  
obtener partículas pequeñas. Se dejó reposar 
a temperatura ambiente por 24 horas. Luego, 
el tubo fue colocado en baño María a 95 °C 
por 5 minutos. Posteriormente se agregó 8 µl 
de HCl concentrado, 15 µl de Tris-HCl 0.5 M 
pH 8.0 y 8 µl de 2 % Triton X-100, seguido 
de una segunda incubación en baño María a 
95 °C por 5 minutos y se centrifugó  a 12000 
rpm por 20 minutos. Finalmente, se transvasó 
el sobrenadante que contiene el ADN a un 
microtubo de 1.5 mL y se almacenó a -20 °C. 

2.5. Electroforesis en geles de agarosa 

La calidad y cantidad de ADN se verificó 
mediante  una corrida electroforética en geles 
de agarosa al 1 % junto con un marcador de 
peso molecular. El revelado se realizó con 
bromuro de etidio y las bandas fueron 
visualizadas por fluorescencia emitida al ser 
irradiadas con luz ultravioleta a 320 nm. Así 
mismo, las muestras fueron cuantificadas 

mediante espectrofotometría con un equipo 
NanoDropTMND-1000 Spectrophotometer. 

3. Resultados y Discusión 

3.1. Prueba de integridad del ADN por 
electroforesis en gel de agarosa: 

Cada protocolo de extracción de ADN mostró 
un patrón de corrida característico para cada 
una de las muestras de gorgojos Sitophilus 
oryzae “gorgojo del arroz” y Tribolium 
confusum “gorgojo falso de la harina”, lo que 
implica que los procedimientos fueron 
consistentes. La Figura 5, muestra un 
resumen de los resultados obtenidos, donde 
se puede observar que para algunos 
protocolos fue posible obtener ADN de buen 
peso, mientras que para otros se limita a 
fragmentos pequeños. 

3.2. Evaluación de los protocolos de 
extracción de ADN 

El método de extracción usando el buffer 
TNES-urea mostró los mejores resultados, 
obteniendo ADN en todas las muestras, 
además se pudo observar una fluorescencia 
clara en los pozos;  mientras que la 
extracción de ADN con CTAB fue 
medianamente exitosa porque en algunos de 
los casos no se obtuvo ADN. La extracción 
de ADN mediante la alcalinización con 
hidróxido de sodio (NaOH) fue la menos 
eficiente debido a que se obtuvo poco ADN 
en solo 4 muestras. 
 

 
Tabla 2. Cuantificación de ADN de gorgojos conNanoDropTMND-1000 Spectrophotometer. 

Sample ID ng/µL  Sample ID ng/µL  Sample ID ng/µL  

TC-control-TNES 37.15 TC-control-CTAB 429.47 TC-control-NaOH 241.34 

TC-100Gy-TNES 63 TC-100Gy-CTAB 497.81 TC-100Gy-NaOH 339.93 

TC-400Gy-TNES 20.21 TC-400Gy-CTAB 383.03 TC-400Gy-NaOH 361.27 

TC-1000Gy-TNES 57.24 TC-1000Gy-CTAB 242.21 TC-1000Gy-NaOH 280.47 

TC-2000Gy-TNES 68.04 TC-2000Gy-CTAB 268.97 TC-2000Gy-NaOH 339.7 

SO-control-TNES 43 SO-control-CTAB 369.85 SO-control-NaOH 503.2 

SO-100Gy-TNES 31.92 SO-100Gy-CTAB 562.07 SO-100Gy-NaOH 492.9 

SO-400Gy-TNES 56.99 SO-400Gy-CTAB 403.89 SO-400Gy-NaOH 496.29 

SO-1000Gy-TNES 98.81 SO-1000Gy-CTAB 281.81 SO-1000Gy-NaOH 492.2 

SO-2000Gy-TNES 112.88 SO-2000Gy-CTAB 403.79 SO-2000Gy-NaOH 460 

 



Ortega Y, Vargas J, Vivanco M, et al.     Informe Científico Tecnológico. Volumen 14 (2014). p. 43-49 

 

48 
 

3.3. Evaluación de la pureza y con-
centración del ADN por espectro-
fotometría de luz U.V. y electroforesis  

Una vez extraído y purificado el ADN de las 
muestras biológicas es necesario conocer la 
concentración de las muestras, por lo que se 
procedió a cuantificar el ADN por 

espectrofotometría de luz ultravioleta a 260 y 
280 nm utilizando un NanoDropTMND-1000 
Spectrophotometer. 

Se determinó la concentración y calidad del 
proceso de extracción de ADN en base al 
análisis de los valores de  la absorbancia a 
260 nm y  280 nm. (Tabla 2).

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Electroforesis en geles de agarosa al 1 %. Calidad de ADN de gorgojos, nótese las bandas con 
barrido en los carriles de corrida electroforética de las muestras con altas dosis de radiación. 
 
El protocolo de e extracción con el buffer 
CTAB obtuvo mejores resultados en 
concentración e integridad del ADN, seguido 
por el protocolo de extracción con NaOH y 
por último la extracción con el buffer TNES-

urea (Tabla 2). Además, la calidad de ADN 
se verificó con una corrida electroforética de 
agarosa al 1 %, obteniéndose ADN puro y sin 
evidencias de degradación en todos los 
controles. Sin embargo, se observaron 

TNES‐urea 

CTAB 

NaOH 

SO: Sitophilus orizae  TC: Tribolium confusum 

1. SO-Control 
2. SO-100 Gy 
3. SO-400 Gy 
4. SO-1000 Gy 
5. SO-2000 Gy 

6. TC-Control 
7. TC-100 Gy 
8. TC-400 Gy 
9. TC-1000 Gy 
10. TC-2000 Gy 
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barridos (smear) largos medianamente 
intensos en todo el carril como resultado de la 
alta dosis de radiación, evidenciando el nivel 
de degradación del ADN (Figura 5). 
 
4. Conclusiones 

1.  El tratamiento de gorgojos adultos a una 
dosis de radiación de 100 y 400 Gy causó una 
mortalidad media de la muestra tratada, 
evidenciando cierto grado de resistencia en 
los insectos. 
2.  Las dosis de radiación de 1000 y 2000 
Gy dieron lugar a ningún adulto vivo después 
del tratamiento, lo que indica que estas dosis 
de radiación causaron la mortalidad al 100 %.  
3.  Los resultados preliminares muestran 
degradación del ADN, la cuál es proporcional 
a la cantidad de radiación gamma evaluada.  
4. El protocolo basado en la extracción con 
buffer TNES-urea fue la más eficiente para 
extraer ADN de calidad en las muestras 
irradiadas.  
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