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El frijol juega un papel importante en nuestra alimen­

tación y siendo éste una fuente principal de proteinas pa­

ra la población, es; de vital importancia tratar de aumentar 

los rendimientos de dicho cultivo; sabiendo que además de 

otros problemas éste se ve afectado por el picudo de la vai 

na de frijol ..Apion godmani, y ésta es una plaga que repre­

senta un factor limitante en la producción. Una alternati­

va para reducir el daño es el aprovechamiento de la resisten 

cia vegetal, utilizando, fuentes de;resistencia,tales como la 

línea de frijol APN-83. Este;genotipo presenta mecanismos 

de resistencia,; a los cuales se le desconocen los constitu­

yentes químicos, por lo que es necesario realizar investiga 

ciones encaminadas a reconocimiento de la naturaleza de las 

sustancias químicas que ajerzan "efectos desfavorables al in 

secto, de modo que disminuyan; o anulen su daño económico.

El trabajo fue realizado en las Facultades de Química y 

Farmacia y Ciencias Agronómicas de la Universidad de El Sal 

vador; de abril de 1990 hastaimarzo de 1991.

Para iniciar el estudio se establecieron siembras de - 

frijol Rojo de Seda y APN-83 en la localidad de Tonacatepe- 

que y en la Ciudad Universitaria; para obtener vainas de —
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4-6 cm de largo. . 'yy-A'ŷ iŷ :'y- ..

Luego de haber obtenido suficiente cantidad de material

vegetal seco, se realizaron las extracciones con alcohol - 

etílico al 95%, cloroformo y éter de petróleo en hojas, vai_ : 

ñas sin semillas -y semillas inmaduras de los : dos genotipos 

antes mencionados; los cuales posteriormente fueron evalua­

dos con el insecto para tratar de. determinar los grupos quí̂  

micos que pudieran estar relacionados con la resistencia a 

Apion godmani,, para ello, además de haber sido realizado bio 

ensayos a pequeña escala de los extractos con los insectos, 

se realizaron pruebas fitoquímicas y de cromatografía en ca 

pa fina. Con estos ensayos y pruebas se obtuvo un entendi­

miento más claro de las respuestas de los extractos alcohó­

licos en los cuales se determinó la posible presencia de gru 

pos químicos tales como alcaloides, taninos, glicósidos sapo 

nínicos y terpeños.

Con respecto a las.pruebas biológicas con los insectos 

se tuvo una mayor respuesta tanto¡alimenticia como la atrac­

ción del adulto de Apion godmani con el genotipo APN-83; lo

que sugiere que dicho genotipo es atractivo pero que posible
- ' . ■- ^  ‘ 

mente posee algún componente que afecta al insecto'en su com

portamieh.to_ desconociéndose hasta el momento en~ forma complcs

ta y precisa la explicación~de“dicho efecto. En cuanto a las

'larvas hubo: un porcentaje de mortalidad del 100%~en_las prue

3L



bas realizadas, debido posiblemente en gran-parte al efecto 

del disolvente .sobre/los tejidos de las vainas.tratadas y 

al grado de descomposición de las mismas.
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INTRODUCCION

Entre lós> granos básicos; el frijol [Phaseolus vulgaris) 

constituye uno de los cultivos más importantes de la dieta 

alimenticia rural y urbana, debido a su alta preferencia de 

consumo, valor alimenticio y a su costo relativamente bajo.

Este cultivo se ve afectado en su rendimiento por muchos 

factores, siendo uno de los más importantes el ataque del in 

secto Apion godmani;C14) ; el cual causa grandes daños sobre 

todo en la época lluviosa, llegando a ocasionar hasta un 94% 

de pérdidas en el rendimiento. Por lo que se considera de 

vital importancia la búsqueda de alternativas apropiadas pa­

ra solventar dicho problema; entre las que se está trabajan­

do en el aprovechamiento racional de la resistencia varietal. 

Tal alternativa se perfila como muy promisoria/^especialmente

en la actualidad cuando se. experimenta claro .incremento en- - 

los costos de insecticidas y en losrproblemas ambientales por

el uso de los mismos.

Se considera que el empleo de variedades resistentes co­

brará creciente importancia.para Programas de manejo de Apion 

godmani en el área da distribución geográfica de esta plaga 

C4) . * , . . ,.

En estudios realizados en.Honduras y  El Salvador se ha 

determinado que. el genotipo de frijol común conocido como fí.

nea APN-83, presenta mecanismos de resistencia vegetal contra 

el picudo de la vaina• Apion godmani; sin conocerse hasta la



fecha, la naturaleza de. la resistencia da dicho genotipo.
t' - . ' ' • .

El presente trabajo es\uri; estudio inicia,! de. diferentes 

extractos de. hoja,1 vainas sin semilla yv semillas inmaduras 

de dicho genotipo, en relación a su efecto sobre adultos y 

larvas de Apion godmani;.comparando éstos con los que ocu­

rren con extractos semejantes del genotipo, Rojo de. Seda, co 

nocido como susceptible, a la; plega,.. r .$e utilizaron tres di­

solventes para obtener; diferentes extractos 4e.diferente pola 

ridad : alcohol etílico/" cloroformo y'éter de petróleo.

El ensayo se realizó, en los /Laboratorios de Investigación 

Aplicada, y Tesis Profesionales y de Entomología de las Faculta­

des de Química y Farmacia y de Ciencias Agronómicas de la 

Universidad de El Salvador, respectivamente.

Los diferentes ensayos que se realizaron con los extrac­

tos comprendieron pruebas de alimentación y de atracción ol­

fatoria con adultos y bajo condiciones de. libre elección cuan 

do los extractos se depositaron en sustratos artificiales (pa 

peí filtro) o naturales (discos de hoja). También se expusie 

ron larvas de Apion godmani a ,tej idos d e .vainas inmaduras hu­

medecidas con diferentes extractos; así como sustratos artifi 

cíales (papel filtro) para observar posibles; efectos de com­

portamiento y sobrevivencia. ' / . > ■ \ ■

El trabajo pretende constituirse en une primera aproxima- 

ción de los componentesiqu.íiaicosde^Phaseolus vulgaris relacio

nados como causa posible de,resistencia, genética.contra Apion 

godmani, aportando experiencias metodológicas y sugerencias pa





2.1.. Importanc£a económica del frijol

Dentro ,de,l grupo de las ieguminosas. comestibles , el 

frijol común es una de las más. importantes debido a su am­

plia distribución en Ios- cinco continentes y por ser comple 

mentó nutricio nal indispensable, en la dieta, alimenticia 

principalmente en Centro y ,Sur América. (5).. . Según datos 

proporcionados por el Ministerio de Agricultura y Ganadería 

de El Salvador, su contenido protéico es.de. 22%.y se estima 

una producción nacional arriba de 9 0.0 Ton/año (14).

Considerando la importancia que este,cultivo tiene es in 

dispensable tratar de aumentar la, producción, 'incrementando 

los rendimientos por unidad de. área. . Para lograr este obje 

tivo se deben buscar soluciones.a los diferentes problemas 

que éste presenta. De estos problemas los de carácter ento­

mológicos son de gran importancia, ya que todos los años se 

presentan pérdidas económicas debido a los daños que causan 

las plagas (27) . v ' • \

Dentro, de las principales plagas insectiles que afectan 

la producción; del frijol se¡encuentran,el picudo del ejote 

Apion godmanl, el cual es una plaga exclusiva.de este culti­

vo en México y; Centro América. Este insecto llega a causar 

’ serios daños y. reduce considerablemente las cosechas en un 

50%, incluso hasta un 98%. El control.de esta plaga resulta 

difícil ya que su presencia senota cuando las larvas ya han

2. REVISION DE LITERATURA



causado daño debido a que los adultos pasan inadvertidos por 

su tamaño reducido y habilidad para volar. Los frijoles tre 

padores, por su prolongado período d e .floración, están expues 

tos al ataqué del insecto por iflUs tiempo, lo que dificulta 

su control. Por tal motivo el control químico no es una de 

las alternativas, sobre todo si se toma en cuenta que el pro 

ductor de frijol es un agricultor de subsistencia (10). Los 

costos de insecticidas sintéticos han aumentado notablemente; 

ellos han alcanzado un nivel tan alto que los agricultores no 

están en condiciones de comprar^estos productos en las canti­

dades necesarias. Además sus efectos no son. específicos para 

: combatir cierta plaga, ellos son nocivos al beneficio de los. 

insectos. Aplicaciones masivas han tenido como resultado, la 

aparición .emergente de otra dosis para insectos que son resié 

tentes (29). Pero debido a las serias plagas que atacan a 

los cultivos un control es necesario para obtener rendimien­

tos razonables (13) .

La presencia de variedades resistentes es un medio simple 

y barato para solucionar este problema (13). En el cultivo 

del frijol la linea APN-83 presenta resistencia a Apion god- 

mani; la cual deriva su resistencia cié tres nuevas fuentes:

G 13614; G 08142 y G 03578 C2)..

,2.2. D1stribución geográfica de Apion godmani

El picudo de la vaina del frijol Apion godmani,- fue re 

portado en 1912 en Guatemala; a partir de entonces, se han -



•;v
; h
 '•

' ' V - r. ■ 7.' ’ y  y  -? ' /' ' " - _ /' '-V'' ’’ '", . :// :

■ '-y- y ” y -  y y y  yy' ';' y " yy-' y . y y  ' y. y y - :..

í;V: .'■■ V"' 

» ’ '

identificado varias especies, Apion godmani, es el de,más , " V, • ‘ 

amplia distri]luci6n,í”haysidp: reportado desde México,-hasta , 1  

el norte ■ ;de; Nicaragua, pausando-pérdidas importantes: en 

las principales zonas frijoleras de estos países", yin- 1 ;

i' »•.,!•
' ■ - cluyento a . Guatemala, El Salvador y Honduras. El picudo - : ,

' y - - . •„•
■. - \ . - de la vaina no ha - sido detectado en Costa Rica ni en ’ —

Sur América (10) . /. ~' _ .--.v,.;',, ' y . , y  y

, , Las primeras referencias publicadas en El. Salvador se de 

ben a Mancía, el cual reporta que en el año de 1966 a 1971, 

se evaluaron 2 004 variedades de la colección mundial -

del'U¿S.D.A. de las cuales se obtuvieron nueve"variedades de - .

1y y. frijol común con alta resistencia de campo y dos resistentes

al daño de Apion godmani W. (23).

En El Salvador Apion godmani, es una de las principales : y  ' 

plagas del fríjol en época lluviosa. Su distribución e im-
; i A >-
y ' portancia fue estudiada en 1973-jaor la Dirección de Investi­

gación Agropecuaria del CENTA (10). Este estudio reveló que

y ■’ ' £■•
*r. ** • '

el picudo de la vaina del fríjol está distribuido en todas . 

las zonas frijoleras del país, pero no: se consideró un pro-

V, • ,'■'," 
0- •- blema en todas las regiones y que en los departamentos que ha

yy^-y '
bía causado más daño eran A&tuachapá,n f' Santa Ana y La Líber- , ,

* -/ ~ tad, los de. menor daño-son. : Cuscati^p, Chalatenangp V '

‘i ' ; '
y '' ’ •

¿ y  ■ ' •

y San Salvador,;, y los que tienen un porcentaje medio de daño 

son: San Vicente y Sonsonate (.10.)..

'' ■ ■
y  y  ,.■!■' ' ■ A: 1" :.;-yv. . ■ - '

ñ- '■/ ' , "v ' ■ . '' / • ' •- . -y y V.y" ' „ '■'i'. V‘ - ■ ■ y.



2.3. Taxonomía f

Mane í:a : (2 2 )’ , resuméla clasií; icación taxonómica de 

Apion godmani W. , de la siguiente manera :

Reino • •• Animal

Phylura • L » Airthropoda :

Sub-phylura 9 Antennata

Clase ■ 9  ■ » Insecta

Sub-clase : Pterygota

Orden . .. .. • ., Coleóptera ;,

Sub-orden Polyphaga

Super-familía • • . • Cur c u 1 io no id a e

Familia 9  ■ Curculionidae

Tribu . Apionini

Género ■ • Apion

Especie • ' godmani

2.4. Ciclo biológico, hábitos y daños

Mckelvey citado por Mancía (22), dice que el ci

cío biológico de Apion godmani; desde huevo hasta adulto co­

rre paralelo al desarrollo de vainas, y semillas, desde que 

la planta florece, hasta su madurez.

Menciona este autor que los adultos son picudos muy pe­

queños de color negro grisáceo que, la hembra mide. 2,85 y el;, 

macho 2,51 mm, que el rostrum comprende 1/3 de la longitud tô  

tal del cuerpo de la hembra y un poco menor en el macho, que 

el insecto tiene: pelos blancos escamosos,distribuidos sóbre -
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toda la superficie externa del cuerpo, excepto en la hembra, 

en que la parte del rostrum comprendida entre el punto de 

inserción de. las antenas; y un extremo anterior es desnuda y 

brillante, y con el macho la mitad distal.

Los adultos empiezan a aparecer en lo? campos de. frijol, 

cuando.las plantas son jóvenes y continúan aumentando en can 

tidad mientras las plantas de frijol florecen y se forman 

las pequeñas vainas. Se alimentan de folieje, flores y vai­

nas en formación. El periodo de vida.del adulto, no lo esta 

blecen, pero creen que pueden vivir cuando, menos de 2-3 me­

ses (22j .

Las hembras adultas ovipositan generalmente en vainas re 

cién formadas que son muy, pequeñas atravesándolas primero con 

su rostrum, insertan después el ovipositor en el agujero y ge 

neralmente depositan un solo hueveeillo cada vez en el meso- 

carpio de la vaina..

El huevo antes de emerger, la larva presenta su corión com 

pletamente transparente. Tanto el huevo como el primer esta­

dio.larvario son muy. difíciles de. observar.

La longitud.de la .larva recién emergida es de 0,905 mm, 

la cabeza tiene 0,16Q.mm de longitud,.por lo tanto el primer 

estadio la longitud. total e.& 5,6 veces la longitud de la cabe 

za. El color de, las larvas: varia desde blanco hasta casi
f ■■ y-'

transparentesi En el último estadio la larva es de color ama

rillento, y puede alcanzar una longitud de. 3,6 mm con el cuer 

po 16 veces mayor que la cabeza; la larva pasa por cuatro es-
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tadios.

La larva en su último estadio, forma un. capullo o cocón, 

de la pulpa del frijol que mastica e ingiere parcialmente.

El mismo autor (2 2 ) , menciona que. la larva al terminar 

de formar su cocón entra en un. período prepupal, que dura 

entre 2 y 3 días; la eclosión, del adulto ocurre después de 8 

a 12 días de la formación de. la pupa y que el ciclo completo 

de huevo a adulto dura de 6 a, 8 semanas.

Durante su desar r o l l o l a s . larvas ee alimentan de las se 

millas y tejido tierno de los ejotes causando en este perío­

do el mayor daño dentro de las vainas (16, 22).

2.5. Relación insecto-planta

Cuando se procura establecer la relación insecto-planta 

es necesario conocer cual es el comportamiento del insecto en 

la selección del hospedante.' E-l: problema que en general el 

insecto encuentra en los ecosistemas naturales es que la di£ 

tribución de sus plantas hospederas es esparcida y no está 

concentrada como en los cultivos agrícolas (4). Por lo tanto, el 

insecto en su dispersión,inicia, vuelos ¿te búsqueda ,del ambien 

te de su hospedante. Si: lo encuentra continua con la etapa

siguiente que es guiada por ios estímulos de la , planta que ac

tuan a corta y larga distancia.. ios estímulos pueden ser el

• color de la.planta, su forma y estímulos:: químicos que. pueden

determinar si el insecto se posa,o no sobre la; planta. Cuan­

do el insecto está sobre la planta los estímulos son olfato-



irlos, táctiles o gustatoríos, sonestímulos..dé contacto y sí 

éstos son. los correctos continúa entqnces examinando, y pro­

bando sus componentes químicos por medio eje sus piezas buca 

les. Si los estímulos son los; apropiados el hospedante es 

aceptado para consumo o para oviposición. El hospedante 

aceptado puede ser utilizado sólo para alimentación de los 

adultos los cuales’cóntinúan sus vuelos de dispersión o la 

hembra puede utilizarlo para la oviposición y alimento de las 

larvas; si los factores nutricionales esenciales están presen 

tes se produce otra generación de adultos que inician de hue­

vo el ciclo. Si los nutrientes no son los adecuados o hay 

factores antibióticos el insecto puede morir (4).

De este esquema general de selección del hospedante por ; 

los insectos fitófagos, se puede deducir que los fa ctores de 

resistencia pueden interferir con los sistemas de comunica­

ción entre el insecto y la plantar." El insecto es un detec­

tor sensorial de los estímulos que son detectados por el in 

secto.

Desde el punto de vista práctico la resistencia es el re 

sultado de la ruptura; de; esos mecanismos de comunicación.

Se ha deterrainadoque losmetabolitos secundarios Cterpe 

nos, taninos, flavonoides • alcaloides), tienen.influencia so 

bre los animales herbívoros que se alimentan de las plantas.

Se ha observado que una función importante de los metaboli 

tos secundarios es la interferencia en la relación insecto-
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planta. En ciertos casos se lia probado 'que. irietabolitos espe 

cificos podrían actuar como factores de .protección de la plan 

ta contra el ataque de infectos ('41.

Los atractivos de los insectos más conocidos son los que 

actúan afectando los sentidos de jjusto , y del olfato. Ellos 

son los que llevan a los; insectos en .busca. de los alimentos 

que han de nutrirlos:.

La atracción nutricional . que ejerce una planta para un de_ 

terminado insecto suele estar: condicionado a la existencia en 

ella de ciertos compuestos químicos: (1) .

La mayor parte de nuestro conocimiento a cerca de los 

atractores ha sido derivado de observaciones y de experimentos 

basados en uno o más procedimientos fundamentales como modelo. 

Para asegurar si una sustancia dada es: o no atractiva o para 

comparar y evaluar atractores actuales o no conocidos se pue­

de recurrir al uso de: 1) prueba-de alimentación; 2) trampa 

con atrayentes; y 3) olfatómetros.

Por medio del primer método, la sustancia a ser examinada 

es ofrecida directamente al insecto siempre,y cuando sea ali­

mento natural, alimento tratado o alimento.artificial. Las 

trampas con atractores ofrecen un orden donde las sustancias 

de prueba son expuestas dentro del campo a una población de. 

insectos normales que, habitan en su ardiente. , normal C83. - Por 

medio de los olfatómetros se puede determinar si hay atrac­

ción por determinadas sustancias o grupo químico utilizando



una corriente de aire lo cual sirve de estímulo para orien 

tar al insecto flacia determinado extracto , £21) f el cual 

puede ser elegida a libre, selección, íútilizando;para ello 

olfatómetros de selección múltiple, (19).

Un método muy utilizado para realizar ensayos con los 

olfatómetros es el método de discos: de Lo jú; el: cual es muy 

utilizado en pruebas: de alternativas; la solución de mues­

tra puede ser aplicada directamente!en varias hojas de la 

planta (19). / ■' ' • .. . ‘

En ensayos de referencia de Stadler y Hanson (1978), 

se han utilizado discos de papel filtro de fibra de vidrio; 

los cuáles sirvieron para realizar ensayos de preferencia 

en la alimentación en larvas (9).

En ensayos realizados :con extractos de tejidos de árbol 

de Neem (Azadirachta indica), se han cortado los discos de : 

hoja y se han sumergido en dichos extractos, dejando un tiem 

po de 30 minutos, para que se seque el material y se evapore 

el disolvente; también se han utilizado testigos absolutos pa 

ra realizar dichas pruebas, así como también testigos relati­

vos (17) . •_ v T:..-

2.6. Sustancias químicas que.confieren resistencia

* La evolución cte\M yf.da,, vegetal trajo consigo, por nece 

sidad, una química de defensa desde su comienzo, la historia 

de la botánica es, en.graniparte, . una historia de las adapta­



ciones que hizo el hombre de las defensas fitoquímicas. Por 

lo tanto la humanidad conoce desde, la antigüedad muchas de­

fensas: químicas contra, depredadores y parásitos; sin embargo 

la aplicación de ese conocimiento al desarrollo de plantas 

más resistentes a los insectos, todavía está en su infancia 

científica.

Durante los últimos quince años, el conocimiento de la 

química de las plantas avanzó con gran rapidez.

Para estudiar la resistencia química no basta con moler 

la planta entera y detectar alomonas contra las plagas de in 

sectos, ya que existen diferencias cualitativas y cuantitati_ 

vas entre las alomonas de las distintas partes de la planta 

que llegan a ser tan grandes como las diferencias entre espe 

cies vegetales (24 j .

Para que las sustancias fitoquímicas actúen como alomonas 

contra los insectos, es necesario que ocurra cierto intercam 

bio o participación de energía (es decir, un electrón, un pro 

tón, o ambos) entre dichas sustancias y el insecto.

Entre las sustancias que producen resistencia vegetal con 

tra los insectos existen algunas inorgánicas (selenio), meta- 

bolitos primarios e intermediarios: ,Cácido cítrico, cisteína y 

ciertos aminoácidos aromático si ¿ y comphéstos secundarios (al­

caloides), . . v

Sin embargo, desde el punto;de vista da ;iá biosíntesis, 

las clases de sustancias secundarias se pueden clasificar den



tro de tres grupos superiores. Algunas (por ejemplo, isopre. 

noides, acetogeninas, protoalcaloides y verdaderos alcaloi­

des) se sintetizan a través de.yras importantes simples; 

otras (por ejemplo,; los glucósidos: flavonoides, benzofenonas, 

ciertas _eumarina,s, t,áninos^ qondensad0 5 y e,?tilbenos). , son 

productos de más de una vía (24 J .

Cuando la biosíatesisdepende de una, sola vía,.el conocí 

miento de ésta permite, a los genetistas, detectar;'los produc­

tos intermedios y asi cuanti'ficar en f orma ef icaz su. avance 

hacia la consecuencia de mayores concentraciones de alomonas 

en los cultivos (24).

Cuando una defensa química depende de varias vías metabó 

licas, como ocurre en las benzofenonas y otras clases de com 

puestos, el conocimento de cada vía aumenta el número de indi 

cadores químicos mediante los cuales puede seguirse el avance 

del programa (24) . : . : \ v

En el caso de los glucósidos, se sintetiza a través de 

una o varias vías combinadas; el otro componente, si bien pue 

de variar, proviene del metabolismo de los azúcares. El cono 

cimiento de la hiosintesis.de la glicona especifica que forma 

parte de un glicósido, es particularmente útil cuando se- quíe 

re incrementar la defensa .química, ya que. por Jlo general la 

glicona es la alomona activa (24)^

En cuanto a los isoprenoides éste es qn.;.grupo de sustan­

cias fitoqüímicas que abarca a los terpenos en su totalidad y



se hgn encontrado alomonas sobre todo entre los monoterpenos, 

sesquiterpenos, triterpenoides, saponinas y, otros; esteroidés. 

Loó monoterpenoides son. compuestos; predominantes de los "áce_i 

tes volátiles" de los vegetales. Las investigaciones indican 

que cada molécula}tiene por lo menos un doble.papel como men-, 

sajero. Ya se demostró la existencia de una amplia gama de 

efectos alOmóiiícoS: entre dichas sustancias (alteraciones de 

la conducta, fisiología sensorial, metabolismo y endocrinolo­

gía de los insectos). Ciertas plantas contienen hormonas iso- 

prenoidales que afectan las tasas de desarrollo, metamorfosis, 

fecundidad, longevidad de los insectos. V Dichas ,bormonas son \ 

capaces de regular la máxima abundancia de la plaga o los teja 

dos específicos dañados o consumidos, de tal modo que la plan 

ta consigue mantener intacto su vigor (24).

Las propiedades alomónicas de los isopropenoides son un 

foco de atención müy valioso para dirigir hacia ellos los es­

fuerzos para aumentar la resistencia química de las plantas 

contra los insectos.

Los flavonoides se han estudiado sobre todo como alomonas 

contra insectos. La quercentina es un ejemplo de su capaci­

dad aromónica contra una serie de plagas entomológicas. La 

myristícina, raorina y D-catequina son otros flavonoides con 

potencialidades alomónicas comprobadas sobre-ciertas especies; 

sin embargo estos cuatro flavonoides repelen o inhiben a va­

rias especies o biotipos; pero atraen o excitan a otros (24).
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En cuanto a los alcaloides sus propiedades tóxicas y rae 

dicinales se. conocen en farmacología desde, los orígenes de 

la medicina'vegetal- (24).,

El alcaloide! nicotina, . funciona como alomona contra 

muchas . especies d e , insectos. \Sus particulares propieda 

des insecticidas ocasionaron que se leüutilizara ex­

tensamente como uno de los primeros plaguicidas agríco 

las todavía en uso'comercial en la actualidad. Su rango de

ef ectos alomónicos sobre los insectos; .va más allá de af ectar 

el sistema nervioso y abarca por lo menos otras actividades 

adicionales que los entomólogos agrupan bajo el título de 

"envenenamiento estomacal".. (24).

Las investigaciones dirigidas a entender mejor la función 

de los alcaloides en la defensa de la.planta han dado énfasis 

a los seudoalcaloides esferoidales (14).

Kuhn y Gauhe citado por' Maxwell, llevaron a cabo,exten­

sos estudios sobre la función'de tales alcaloides en la disua_

ción la Leptinotarsa decemiineata en plantas de Solanum.

Entre los principales compuestos identificados están la 

solanina, tomatina y demisina los efectos observados fueron 

disuación de. alimentación ds .larvas y adultos, e inhibición 

de la tasa de. crecimiento de. las- latyas:. Por lo general, 1 .

las alomonas alcaloidales; conservan su eficacia durante perío 

dos relativamente largos en la evolución de lias plantas (24).

Las plantas en sus procesos metabólicos y fisiológicos lie
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gan a sintetizar sustancias bioactivas gue de alguna manera 

pueden causar alteraciones en los procesos biológicos de los 

insectos. Estas sustancias: pueden tener características de 

repelencia antialimentaria o acción insecticida y en algunos 

casos pueden modificar:los hábitos de comportamiento (26).

2.7. Mecanismos de . las plantas que, confieren resistencia a 

los insectos.

La disponibilidad de.una fuente regenerativa natural 

como las plantas y sus productos, para desarrollar nuevas ejs 

trategias en el manejo.de plagas,puede servir en el desarro­

llo de productos biológicos para el control de plagas bajo 

condiciones ecológicas bien definidas (28).

Prácticamente todas las plantas contienen o acumulan una 

gran diversidad de compuestos químicos, que sólo tienen en 

común el hecho de no ser parte esencial del metabolismo pri­

mario. Estos se conocen como compuestos vegetales secunda­

rios, entre los que figuran ácidos orgánicos. Sin embargo, 

la función principal de los compuestos secundarios es induda 

blemente proteger a las. plantas contra herbívoros en general, 

dado su carácter repelente, irritante o altamente tóxico, es 

decir, actuando como alomonas (20 ).

Los. compuestos químicos: que la planta acumula pueden ser 

clasificados en dos categorías-: al Sustancias que actúan en 

el comportamiento d e .los insectos, como glicósidos, alcaloides,
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terpenos, fenoles; b) sustancias que actúan en el metaboli£ 

mo de los insectos como glicósidos, alcaloides, etc. (25).

En el frijol de soya existe una.amplia gama de resisten 

cia natural al daño causado por'los insectos. Varias de las 

plantas en prueba poseen una variedad de niveles de resisten 

cia hacia una variedad de insectos. Esta resistencia alcanza 

su inmunidad como en el caso del escarabajo del frijol, Epi- 

lachna varivestis para el cual se observó un alto nivel de 

antibiosis (29).

2.8. Grupos químicos que de alguna manera causan alteracio­

nes en los procesos biológicos de los insectos. 

Alcaloides: Estos compuestos constituyen un grupo he­

terogéneo de bases vegetales nitrogenadas con acción fisioló 

gica más o menos intensa sobre los animales (11) . Se les 

ha considerado como productos terminales del metabolismo del 

nitrógeno., también se les ha asociado con la protección del 

vegetal ante los actos predatorios del insecto y animales 

herbívoros, aunque hay alcaloides que son tóxicos tanto para 

el hombre como para animales superiores. En lo que concierne 

a su distribución en la planta, en ocasiones se hallan restrin 

gidos a ciertos órganos o a ciertas partes de la planta, a ye 

ces se les encuentra en toda la planta. En cuanto a su aisla
f
miento e identificación existen métodos que por lo general 

aprovechan su basicidad. -Aunque muchos alcaloides pueden ex

- 18'-



traerse con disolventes neutros como alcoholes y cloroformo, 

para su identificación existen pruebas de precipitación las 

cuales son: Mayer, Dragendorff y Wagner "entre, otras (11).; >

Taninos:. Comprenden un gran grupo de sustancias,hetero 

géneas que están ampliamente distribuidas en el reino vege­

tal (7); casi en -todas -las familias vegetales existen espe 

cies que. los contienen- -Cuando sé presentan en cantidades 

considerables, los taninos suelen localizarse en determina- , 

das partes de la planta,.como las hojas, los frutos, lá cor 

tez a o el tallo. , Los taninos por su acción antiséptica evi 

tan el ataque de los insectos y los hongos.

Los taninos son compuestos qüímicos no cristalizables . 

que forman con el agua soluciones coloidales.de reacción, 

ácida y de sabor muy acre. (6, 15). Los taninos son solu­

bles enagua y en alcohol (30). Algunas pruebas utiliza­

das para su identificación son:- -con solución de gelatina, 

solución de cafeína, acetato de'plomo, tricloruro de hierro; 

las cuales producen precipitado; (6).

Glicósidos saponínicos: Se le da el nombre de saponinas

a un grupo de glicósidos que se disuelven en agua y disminu­

yen la tensión superficial de,ésta; por tanto, al sacudir 

sus soluciones, se forma una espuma abundante, y relativa­

mente estable. ' . . . -

Las saponinas son. sustancias, muy polares, y es posible

extraerlas en caliente o en frío,.con agua o alcohol. Las 

pruebas utilizadas para la identificación de glicósidos sa-

_ 19 _ . .. _ ' -
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ponínicos son-las de Lieberman-Burchard y la de Salkowski. _

Se conocen más de 200 sappninas esferoidales, localiza­

das én los monocotiledones (liliáceas, amarilidáceas) y 

otras saponinas triterpenoides, aisladas principalmente en 

dicotiledóneas.

Ambos grupos de saponinas se han aislado de diversos ór 

ganos vegetales; encontrándose en la raíz,’hojas, flores y 

semillas (11).

Terpenos: Son una familia química de hidrocarburos, cu

ya oxigenación, puede producirse naturalmente,'' como lo ,demue£ 

tra la presencia de alcoholes, aldehidos, cetonas, fenoles, 

éteres fenólicos, ásteres y ókidos.

Dado que estos compuestos oxigenados son los responsa­

bles de .los olores, sabores y propiedades terapéuticas, que 

caracterizan a los aceites volátiles, se desprende que la 

clasificación química.de las esencias debe basarse en los - 

principales constituyentes químicos.

Por lo general los terpenos se localizan^ en las hojas

(6) . ; ’ ‘ :

2.9. Cromatografía en capa fina; -

La técnica de la cromatografía en capa fina consiste 

en que el adsorbente se mezcla con el aglutinante, a menudo 

yeso; esta mezcla se suspende en agua*y se deposita sobre 

una placa de vidrio o sobre una superficie plana rígida (por
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medio de un dispositivo embadurnador apropiado), al secarse 

la suspensión queda adherida a la placa de vidrio, bien di­

rectamente o por efecto del aglutinante, como una capa del­

gada y rugosa de un espesor de 0,1 a 2,0 mm (12).

La cromatografía en capa fina es un método analítico y 

versátil, sencillo en alto grado y rápido, para separar en 

forma bien definida conpuestos estructuralmente muy parecidos (12).

También por medio de la cromatografía en capa fina pode 

mos identificar los diversos compuestos químicos que exis­

ten, haciendo uso de reactivos específicos para su detección.
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3 . METODOLOGÍA

El trabajo constó de tres: fases. : 1). una fase de campo;

2) una fase química de laboratorio; y 3) una fase entomoló 

gica de laboratorio.

3.1. Fase de campo

Esta fase se inició con el establecimiento de una par­

cela cultivada con frijol común; en el Cantón San José La 

Fuente, jurisdicción de Tonacatepeque, Departamento de San 

Salvador. Ubicado a una altura de 750 msnm, con una precipjL 

tación promedio anual de 1 302 mm, y valores anuales prome­

dios de humedad relativa del aire y temperatura de 75% y 

24,3 °C, respectivamente C3).

Dicha parcela se sembró,en la cuarta semana del mes de 

abril de 1990; utilizando dos variedades de frijol común

(Phaseolus vulgaris); las cuales fueron Rojo de Seda varié-
\

dad susceptible al daño y APN-83 (línea resistente al daño 

de Apion godmanj).

o
El área sembrada fue de 90 m , en un terreno inclinado,

2
en las cuales se., delimitaron. ,2..: shb.TP^reelas;, una de 30. m pa 2

2
ra la variedad, susceptible y otra 4® 60 m para la línea re 

sistente. Se delimitó el terreno, utilizando estacas y pitas; 

posteriormente se. preparó el terreno en formu manuál, los sur 

eos se dispusieron separados SO cm entre sí y 15 cm entre
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planta; distanciamiento que facilitó las labores del culti­

vo y la recolección del material vegetal necesarios para la 

obtención de extractos de diferentes partes de la planta: 

hojas, vainas sin semillas y eeitiillas. Las dos sub-parce- 

las se manejaron de/la misma manera» realizándoles labores

como fertilización Ca razón de.3 Ib de. fórmula 20-20-0 a la

siembra); y control preventivo de algunas plagas aplicando

Volatón (a razón de 3 Ib a.la siembra); y realizando poste­

riormente dos aplicaciones de Jáalathión utilizando 1° cc

por galón de, agua; en los ' primeros días, del cultivo p.a

ra controlar la mosca blanca/(Bemisia tabaci). Inmediatamen 

te después del inicio de la floración en ambas parcelas se 

realizaron observaciones diarias con el fin de cosechar pe­

riódicamente vainas inmaduraside 4-6 cm para iniciar el estu 

dio. ’

Para obtener suficiente cantldad.de material vegetal, 

fue necesario sembrar parcelas adicionales a la original.

En consecuencia se realizó otra siembra en la misma locali-

2 2
dad; utilizando un área de 120 m ; 60 m para Rojo de Seda y 

60 m2 para APN-83, siendo las labores de cultivo similares 

a la de la parcela anterior pero debido a problemas en el v 

control químico de Bemisia tabaci: esta siembra se .perdió por 

la fuerte infestación .del virus traasmitióo por dicho insec- 

.to (enfermedad del tipo mosaico dorado del.frijol) . Poste­

riormente se sembró otras parcelas dentro dé la Ciudad Uní-, 

versitaria en San Salvador, en el área experimental de Fito



tecnia de la Facultad de Ciencias Agronómicas, utilizando un 

área de 12Q m 2; 50- m 2 para Rojo de Seda, y 7Q ro2 para APN-83, 

siguiendo la metodología utilizada p^r^; la priiaera parcela.

En esta parcela se.,realizó una aplicación preventiva del pro 

ducto Talstár a los 15 días de.haber emergido las plántulas 

para eliminar la infestación viral causada por Bemisía tabaci

Una última parcela se manejó desde agosto hasta octubre uti-

■ o • 2 "2
1 izando un área de 120 m ; 60 m  =. para Rojo de Seda y 60 m pa

ra APN-83. En estas parcelas se utilizó una aplicación pre­

ventiva del mismo producto Talstar a los 15 días de emergidas 

las plántulas. Las labores del cultivo fuéron iguales a las 

utilizadas en la primera parcela

3.2. Fase química de laboratorio

El trabajo químico de laboratorio consistió en tres ti 

pos de actividad : a) obtención-de extractos de hojas, vainas 

sin semilla y semillas rinmadúras; de los genotipos Rojo de Se­

da y APN-83; b) pruebas fitoquímicas para la posible identifi^ 

cación de principios activos como alcaloides, glicósidos sapo^ 

nínicos y taninos;. c) pruebas de cromatografía, en capa fina, 

para confirmación de la. posible, presencia de los principios 

activos detectados en les.pruebas fitoquímicas.; también se le 

realizó cromatográfica' a las extractos para detectar terpenos

3.2.1. Obtención de extractos

Al inicio de la formación de vainas en la fase de campo



fueron tomadas varías muestras: en .ambas parcelas; cada una 

de estas muestras estaba constituida de vainas tiernas de 

úna longitud de. 4-6 era (el total de muestra fresca, utiliza- 

da fue,de 2 915,11 g para, Rojo de Seda y,2 917,59 para 

APN-83). Las muestras fueron sometidas a disección con el 

objeto de separar semillas: inmaduras: y, las vainas aún. verdes 

Cori estos dos tipos de material y con planta (hojas) de u n . 

mes de edad de cada uno.de los genotipos se hicieron los pro 

cedimientos químicos que se describen a continuación;

Secado del material, al sol (con el objeto de obtener 

50 gr de pesó seco para.vainas^,,16,4 gr para semilla y 

20 gr para hoja) . \ -v-:

Las muestras secas fueron sometidas a un proceso de ex- 

tracción sucesiva por el método de reflujo utilizando 

los disolventes siguientes: Eter de petróleo, clorofor­

mo, alcohol etílico; empleando un tiempo de 20 horas de 

extracción para cada uno y para cada-órgano de lá plan- 

ta. - ... v .

El proceso de; extracción fue de la siguiente manera: se 

colocaron en balones d e .500 mi cada uno; 50 gr de la muestra 

vegetal (vainas}y se les: agregó 4QQ mi de cada .uno de los 

disolvente dándoles un tiempo de 20. horas de, extracción a re 

flujo. Esta misma metodología fue utilizada para hacer ex­

tracciones tanto en hojas como en semillas.

Cada extracto se evaporó con ;la!f inalidad de eliminar el 

disolvente y se hizo por medio de una destilación simple. -
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Con los extractos obtenidos de esta manera, se hicieron las 

pruebas con insectos (adultos y larvas), según la metodolo­

gía explicada, en la fase entomológica de laboratorio y tam­

bién las pruebas fitoquímicas para los diferentes metaboli- 

tos secundarios presentes,. y las respectivas cromatografías 

en capa fina. ■' ' V V - ' '■

3.2.2.• Pruebas fitoquímicas =

Con los extractos obtenidos se hicieron pruebas fito- ; 

químicas para identificar.ciertos tipos de metabolitos secun 

darios,/tales cómo: Alcaloides, taninos, glicósidos saponí- / 

nicos. Dichas pruebas se realizaron con cada uno de los ex­

tractos obtenidos a partir de cada uno de los órganos de la 

planta utilizada para tener una mayor confiabilidad de los da 

toS.. ;-V ,•/ ■, ■/. .-;r : •

Prueba de alcaloides : Para * identificar este tipo de me

tabolitos se hicieron las pruebas siguientes utilizando como 

testigo una solución acuosa de cafeína al 1%.

1) Prueba de D.ragendorff

2) Prueba de. Mayer 

3} Prüeba de Wagner

Las pruebas consistieron en colocar en tubos de ensayo . 

2 mi de los extractos, preparados con los diferentes disolven 

tes y cada uno de. los órganos de la planta.

Se les agregó a cada tubo 10. gotas, de ácido clorhídrico al
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10% y 10 gotas; del reactivo de D.ragendorff; Y posteriormente 

se procedió .a las observaciones respectivas,; y  asi de igual 

forma con las otras dos pruebas-

Prueba de taninos: Para su identificación se utilizaron

cuatro reactivoss 

1} Acetato de; plomo

2) Tricloruro de, hierro

3) Solución gelatina simple, al 1%. . ■ ~

4) Solución cafeína acuosa al 1%.

Se colocó en tubos de ensayo 2 mi de extracto; a los cua

les se les agregó un mi de reactivo y luego se hicieron las
\ ' - -

observaciones correspondientes. Exceptuando el reactivo de 

acetato de plomo en el cual sólo se utilizaron 3 gotas y de 

la solución de gelatina se, .utilizaron 2 mi.

Prueba para glicósidos saponínicos:' Para la identifica­

ción de este grupo de compuestos se hicieron las pruebas si­

guientes :

1) Prueba de Salkowski

2) Prueba de Lieberraan-Burchard

Las pruebas consistieron en colocar en tubos de ensayo 

2 mi de extracto; a los cuales se.les agregó 5 gotas de áci 

do sulfúrico, para la prueba de. ¡palkovrski .y para la de Lie- 

^berman se agregó un mi de dicho reactivo. Luego se procedió 

á hacer las observaciones respectivas.
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3.2.3. Análisis de cromatogra£la en capa fina 

Después de haber realizado las pruebas fitoquímicas 

correspondientes para alcaloides, taninos y glicósidos sapcs 

nínicos, de acuerdo a los resultados.obtenidos, en donde los 

extractos alcohólicos, resultaron con mayores constituyentes 

químicos y para presentar datos de identificación más especí 

fica, se hicieron las cromatografías en capa fina; a cada 

uno de los extractos donde, se encontraron resultados positi^ 

VO S . ■■ '"■> '

Hay que hacer notar que para la identificación de terpe- 

nos solamente se hizo por medios cromatográficos específicos; 

usando como eluyentes Tolueno-acetato, de etilo 93 :7 y como 

reactivo detector ácido sulfúrico y vainillina; apareciendo 

manchas de color violeta que confirman la posible presencia 

de terpenos. Para alcaloides se usó como eluyente Etanol- 

Metanol 8:2 y fueron detectados con el reactivo déDragen- 

dorff, modificado; aparéeiendo manchas de color naranja con­

firmando la posible presencia de alcaloides.

Para glicósido saponínicos se efectuaron.dos análisis :
j

a) usando como eluyente acetona-alcohol 3:7 para los extrae 

tos alcohólicos y cloroformo-benceno 8:2 para los extractos 

clorofórmicos: y de éter de petróleo y como reactivo detector 

ácido sulfúrico, apareciendo manchas de .color..verde y marrón 

que confirma la posible presencia de saponinas; b) usando co 

mo reactivo detector Lieherman-Burchard apareciendo manchas



de color, verde, que confirmaban la- posible presencia de gli- 

cósidos saponínicos.

Todas las cromatóplacas utilizadas fueron de 5 x 20 cm y 

como material de soporte sllica gel; GF, 254 calidad Meck.

Después de.baber corrido,cada uua de las cromatoplacas y. 

efectuado la separación de sus componentes; se utilizó como 

revelador la lámpara de. luz ultravioleta para poder observar 

las manchas que aparecían. Luego después se rociaron con el 

respectivo reactivo detector.

3.3. Fase entomológica de laboratorio

La fase entomológica consistió en realizar pruebas de 

exposición de adultos y larvas de Apion godmani a extractos 

obtenidos de los dos genotipos.

3.3.1.’ Obtención de insectos para pruebas biológicas 

Una vez preparados los extractos en la fase química de 

laboratorio; se realizaron actividades tendientes a localizar y 

colectar material infestado por Apión godmani, para lo cual 

se visitaron varios .lugares con cultivo de frijol infestado 

por la plaga tales como: Atiquizayar Ahuachapán y Hacienda 

Montecristo, Ofletapáni, durante el periodo de noviembre y di­

ciembre del 90. Se tuvo además acceso a.material de vivero 

de frijol infestado, sembrado .para evaluación,de resistencia a 

la plaga; por el Programa de Frijol de CENTA. Una vez redo-



lectados los picudos; se colocaron en una, jaula y  posterior­

mente se sexaron. Después de. sexados, los insectos se sepa­

raron y: se realizaron las¡ pruehas siguientes.

3.3.2. Evaluación de le respuesta de los adultos

3.3.2.1. Prueba de . alimentación iitiliziando 

■■ discos -de boj a '.y—';.

Para esta prueba se diseñaron olfatómetros sencillos 

utilizando seis, recipientes-h.ermébidos^Cplásticps) a los 

cuales se les hicieron varias perforaciones y luego se tapa 

ron con organdí (Anexo 1), esto se hizo con el objeto de pro 

porcionarles ventilación a los insectos también se les hizo 

Un orificio en la parte superior del recipiente para introdu 

cir los insectos. Al centro del recipiente, se colocó una 

fuente de humedad (caja Petri conteniendo una esponja húme-} 

da cubierta con un disco de papel' filtro) . ; ■

Una vez instalados los olfatómetros se procedió a cortar 

discos de hojas de frijol de los genotipos Rojo de Seda y 

APN-83 de 2 cm de diámetro. Los discos de hoja de Rojo de 

Seda se trataron por;inmersión con los extractos de hoja de 

APN-83 y los discos, de, hoja de APN^Sdy se trataron con los 

extractos de hoja de Rojo de Seda,. Se esperó que se evapora 

ira el disolvente 4urant,e 3Q minutos. Sé utilizaron hojas 4e 

frijol Rojo 4e Seda y APN-83 sin inmersión en los extractos,

en calidad de testigos para esta prueba.

Posteriormente se montaron los discos de hoja, sé identi



idearon y se. procedió a colocarlos en los olfatómetros alre^ 

dedor de la .fuente dehumedaden el siguienteorden: Eter de 

petróleo - APN-83, éter de, petróleo Ro.j pvde Seda - Cloroformo 

APN-83, cloroformo Rojo de Seda Alcohol APN-83, alcohol 

Rojo de. Seda - testigo APlí-S3, testigo Rojo de Seda. Se co­

locaron dos tandas de discos, por olfatómetro,. luego se tapó el 

aparato y se introdujeron.los insectos con ayuda de un aspi­

rador entomológico, construido con una micropipeta de vidrio. 

Para esta prueba se utilizaron un total de 30 hembras y 9 ma 

chos los cuales tenían un día de ayuno (manteniéndose en un 

frasco grande con;papel humedecido).

Para cada sexo se hicieron tres repeticiones; en cada re­

petición se utilizaron 10 hembras y 3 machos. Ya instalados 

los picudos en los olfatómetros, éstos se introdujeron en bol 

sas plásticas para conservar la humedad.

Esta prueba se realizó a la'sombra, con luz difusa natu­

ral a una temperatura de; 28,3 °C y una humedad relativa del

28%. . ■ y  .. - v '... ■ \ :

Los datos que se tomaron fueron; -r Cantidad de perforado 

nes en discos foliares;, — - cantidad degihdividuos sobrevivientes 

realizando cuatro lecturas después de instalada la prueba :

- A los 30. minutos., 1 hora, 2 horas .y 24 horas.

3.3.2.2.. Prueba de. alimentación,utilizando discos 

de papel flitro ;

Para esta prueba se utilizaron los mismos olf atómetros dess



critos para la. prueba anterior....

En asta prueba. s.e.cortaron discos da. papel.filtro de 

2 cm dé diáraetror, da los: cuales; unos. se sumergieron en los 

extractos de. hoja |de, Rojo-de Seda y otros en los extractos 

de Hoja, de APN-83 (en ambos utilizando los. tres disolven­

tes] . Se esperó que se evaporara el disolvente durante 30 

mintutos. Se utilizó papel filtro como testigo los cuales 

se sumergieron en agua. Posteriormente , se. montaron los. dis  ̂

eos de papel, en alfileres entomológicos, se identificaron 

y se procedió^ a colocarlos, en, los olfatómetros alrededor de 

la fuente de humedad en el mismo orden que en los discos de 

hoja. Se colocaron dos tandas por- olfatómetro. Luego se 

tapó y se introdujeron los, insectos previamente sexados.

Para.esta prueba se utilizaron, un total de 3 0 picudos 

los cuales tuvieron un período de ayuno de un día; estos se 

distribuyeron en 5‘ repeticiones 7 ‘utilizando seis picudos por 

repetición (para esta prueba y las posteriores solamente se 

utilizaron hembras, ,debido a .que los machos- parecen ser más 

débiles para ser manipulados, ya que murieron pronto.

Los datos que se tomaron fueron.: ¿ (Número de sobrevivien

tes,  ̂ número de perforaciones.

Las observaciones se hicieron : 30 minutos, 1 hora, 2 - 

horas y 24 horas. ■' ■;



3.3.2¿3. Prueba de atracción utilizando dis­

cos de. papel y. extracto de hoja de 

Rojo de-.Seda y ABN-83 (con los tres 

. disolventes). .

Para esta prueba se diseñó un olfatóroetro con,ventila­

ción y celdas1 de entrada múltiple*; utilizando un ventilador 

de mesa, un recipiente vcaptador : dé aire de., múltiple sali­

da (huacal plásticój ,; cuatro, recipientes plásticos pequeños, 

papel filtro, esponjas,, capas.petri, organdí, frascos plás­

ticos de películas fotográficas, alfileres,/tapones de hu 

le, pegamento y 6 yardas de manguera de 1 cm de diámetro 

(Anexo 2) . / ' ;

Al captador-de aire se,le hicieron varias perforaciones 

alrededor para colocar pedazos de manguera y sujeto frente 

al ventilador. , : 1  ;'1

A los recipientes plásticos”de múltiple salida se les hi_ 

cieron cuatro perforaciones periféricas para introducirle, 

los frascos de película fotográfica y pegarlos. Al recipien 

te también se le hizo un orificio en la parte superior para 

introducir los picudos. Una vez preparados los recipientes 

de plástico se procedió a. introducir las, mangueras en los tu 

bos fotográficos, utilizandoítubos en T,de.vidrio para la 

adecuada distribución; de. las: iaengueras.* ;

Una vez construido el olfatómetro se procedió a cortar 

discos de papel filtro para ser tratados por. inmersión con 

los extractos obtenidos con los tres disolventes; a partir -



de hoja de. frijol Rojo de Seda y de hojas de APN-83. Se es 

peró que se evaporara el disolvente durante 3Ü .minutos y poŝ  

teriormente. se colocaron los testigos y los discos de papel 

se colocaron en cada uno de las extremos de. las mangueras la 

cual estaba dentro del,frasco de película fotográfica tapado 

con organdí para evitar que los picudos tuvieran contacto di. 

recto ya sea con el papel o con el disco de hoja exponiéndo­

se así sólo al olor de. los mismos.

Posteriormente se procedió, a colocar los insectos en ca­

da uno de los recipientes. Los insectos tenían un día de 

ayuno.

Para esta prueba se utilizaron 32 insectos, 16 para Rojo 

de Seda y 16 para APN-83;. con dos repeticiones para cada uno.

Una vez instalado todo el equipo se procedió a conectar 

la fuente de aire (ventilador de mesa). El aparato así cons 

truido ofrecía un flujo de aire de 0,00005 lts/seg. Los da­

tos a tomar fueron:

Número de adultos atraídos por extracto.

- Número de picudos vivos; realizando tres lecturas: a los

30 minutos, 1 hora y a las 2 horas.

3.3.2.4. Prueba eje, atracción utilizando discos de 

papel y extracto de. vaina sin semilla de
y

Rojo de Seda APN-83 (con los tres di­

solventes! .

Para esta prueba se utilizó el mismo olfatómetro que en -



la prueba anterior, la misma metodología ya descrita, y se 

tomó la misma inf ormac ión. \ ‘

3.3.2.5.. , Prueba de atracción, alimenticia a dife- 

rentes extractos de,vaina depositados 

en papel filtro en condiciones de líbre 

elección.

Sé humedecieran con una geringa nueve cuadritos de papel 

filtro de 1,5 cm de lado con extracto de vaina de ÁPN~83> 

utilizando dos disolventes (alcohol,etílico y cloroformo) .

Se utilizaron tres cuadros para cada uno de los tratamientos 

siguientes:

- Extracto de, ;váina con alcohol etílico ;

- Extracto de vaina con cloroformo 

Testigos (humedecidos con agua),.

Posteriormente se colocaron los nueve cuadros en una ca­

ja Petri. provista,de papel filtro humedecido y se colocaron 

cinco hembras.'- , - V ; -

Los datos que se tomaron fueron :

Alimentación.

Número de individuos ,vívq& y. muertos ;a¡L íinal de. la prue-

' ba. . /"•■'i ■■■'"

Esta prueba tuvo una duración, de dos. días. '
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3.3.2.6. Prueba de allJQentacfón utilizando hoja 

»■ de fríjol de. Rojo de. Seda.

Se humedecieron hojas: de frijol Rojo de Seda de 45 días 

de edad con extracto alcohólico de A.PN-83, .yi se humedecieron 

otras sólo con alcohoívCtestigoI; se esgetó,que se evaporara 

el disolvente durante 30 minutos. Posteriormente se prepara 

ron tres cajas Petri .provistas de papel filtro humedecido, 

dos para colocar.hojas.tratadas:eon.el extracto alcohólico y 

otra para el testigo, en cadaVeaja Petri se colocaron tres 

adultos de Apion godmanl . (.hembras) ♦ " ; . '

Los datos a tomar fueron:

Atracción alimenticia en las hojas de frijol.

- Sobrevivencia de los insectos a la prueba. La prueba tu 

vo una duración de cinco días. ^

3.3.3. Evaluación de ía respuesta de las larvas.

En esta evaluación se hicieron experimentos preliminares . 

empleando algunas larvas de Apion godmani, obtenidas de vai­

nas de frijol común ejotero; colectadas enuna parcela cultí 

vada al final de su per iodo; de cosecha.comercial; a finales 

del mes de enero del 91. . Dicha parcela estaba ubicada en el - 

Cantón El Paraíso, del Municipio de £an. Pedro Perulapán en 

el .departamento-, de.! C^^atlárWí-IV £$3, fecha y después de bus­

car probable material infestado por la plaga en mercados loca 

les de San Salvador,^la disponibilidad de, larvas e incluso
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adultos de la plaga fue mínima* i,. Sin embargo, se aprovecha­

ron las pocas larvas para ínstaler experimentos prelimina­

res con los extractos obtenidos de. semilla de la linea de

frijol APN-83, en. relación a la cual se conocen anteceden­

tes de mortalidad de larvas en sus vainas inmaduras.

3.3.3.1. Deposición , de. larvas en. papel filtro 

Se cortaron seis cuadros de papel flitro de 1,5 cm de

lado.y se humedecieron con extractos de semilla de. APN-83,. 

asi: 2 con extracto alcohólico; 2 con extracto clorofórmico 

y 2 con extracto de éter de p etróleo.Se  esperó que se eva­

porara el disolvente durante 30 minutos y posteriormente se 

procedió a colocar los cuadros de papel filtro ya tratados 

con el extracto alcohólico en una caja Petri la cual conte­

nía papel filtro humedecido para proporcionarle un ambiente 

de alta humedad relativa, lo mismo se hizo para el extracto 

clorofórmico y para el de éter de petróleo. Luego se colocéi 

ron las larvas sobre los cuadros de papel filtro; quedando 

una larva por cuadro de papel filtro.

Se taparon,,¡las rtres cajas Petri y: se, colocaron ¿n una 

caja de cartón para proporcionarles oscuridad.

Para esta prueba, se utilizó un.-total de seis larvas? 2 

por tratamiento, teniendo dicha prueba una .hora de. duración.

Los datos a tomar fueron:

- Movimiento de. larvas

Perforaciones en el papel.

.7’



3.3.3.2. Deposición de larvas en vainas utili­

zando testigo absoluto.

Para esta prueba se utilizaron vainas, sanas de Ro jo de 

Seda de 4-6 cm de largo, las: cuales fueron disectadas en for 

ma asimétrica y en sentido longitudinal a . fin, de conservar 

iiná de las mitades Cvalvasí con sus semillas completas. Es 

tos materiales así disectados fueron humedecidos .con extra£ 

tos de semilla de APN-83 Ccon los tres disolventes) , previa_ 

mente a la deposición de las larvas? y se esperó que se evapo 

rara el disolvente durante 30 minutos.

Se utilizaron vainas disectadas de Rojo de Seda como te£ 

tigo. ; '■ ■

Para esta prueba se utilizaron seis vainas? tres tratadas 

con los extractos alcohólicos, clorofórmico y de éter de pe­

tróleo y tres como testigo. ,

En una caja Petri se colocaron dos vainas; una tratada y 

el testigo. Esto se hizo para cada uno de los extractos. En 

cada vaina se depositó una larva.de Apion godmani; se taparon 

las tres cajas Petri y se colocaron en una caja de cartón pa 

ra proporcionarles oscuridad. <

La duración de esta ptuefea d,epshdió;tde,, la duración, del t£ 

jido vegetal y de; la larva,: que. fue. de aproximadamente cuatro 

días. . La información que se. obtuyo de esta. prueba se relacio 

nó con la consistencia de las vainas después de aplicar el ex 

tracto en estudio, la conducta de alimentación y la mortali­

dad de las larvas.
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3.3.3.3. Deposición, de larvas en vainas, utili­

zando testigo absoluto relativo.

Esta prueba fue similar a la,anterior; con la excepción 

de que. aquí se, utilizaron nueve,, yainas: disectadas: tres co­

mo testigo (sin aplicarles' nada). I tres; cono testigo relati­

vo (asperjadas: con los disolventes).; tres tratadas con los 

extractos.

Para esta prueba se utilizaron tres cajas Petri; en cada 

una de ellas se colocaron tres vainas; los: dos testigos y la 

tratada con el extracto,.y se colocó una larva por vaina. 

Posteriormente las cajas se taparon y se colocaron en una ca 

ja de cartón para proporcionarles oscuridad. La prueba se 

instaló previendo una duración de tres días.

v
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Fase de: campo ■

La primera, siembra .sé realizó en el Cantón San José 

La Fuente, jurisdicción de Tonacatépeque, departamento de 

San Salvador, teniéndose, dos parcelas de las cuales se obtu 

vo poco material, vegetal para las pruebas, debido a proble­

mas con la mosca bIanca ,:(la;cual̂ se ‘trato con Malathión 57 C*E. 611

dosis de 10 cc/galón de agua), y además con animales domé£ 

ticos (patos) , y alguna incidencia de tortuguillas (Cero.toma 

sp, D iabrótica balteata, - .Piafarótica;fuscumacuiata, Diabroti­

ca viridula), y Trichoplusia ni. Posteriormente con las par 

celas sembradas en la Ciudad Universitaria se obtuvo mate­

rial vegetal adicional para ,1a,obtención de los extractos.

Se presentaron problemas de incidencia de tortuguillas 

(Diabrotica sp), chinches (Prepops sp), mosca blanca (Bemisia 

tabaci) y presencia de-enfermedades tales como Roya (Uromyces 

phaseoli) , fljus tia hilachosa ¿(Thanatephorus cucumeris) . Estos 

problemas fueron manejados preventivamente aplicando Talstar 

(en dosis de 8 cc/galón de agua) , para las plagas;, en el ca­

so de las enfermedades no se usó ningún tratamiento preventi^ 

vo debido a que éstos podían interferir en los análisis quí­

micos posteriores.

ir
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4.2. Fase química de laboratorio

4.2.1. Pruebas fitoqu ínticas

4.2.1.1 Pruebas de alcaloides n 

En esta prueba los extractos que dieron resultado fueron 

los alcohólicos de vaina sin semilla y los de semilla no así 

los de hoja; como se puede observar en los Cuadros 1, 2 y 3. 

Los mismos resultados se presentaron en los dos- genotipos co 

mo fue la presencia de un color anaranjado que indica la po­

sible presencia de alcaloides.

- • 4.2.1.2. Prueba de taninos

En esta prueba los extractos que dieron resultados fueron 

los alcohólicos en ambos genotipos (Cuadros 4, 5 y 6). Presen 

tando un precipitado blanco que indica la posible presencia 

de taninos en los tres órganos de la planta.

4.2.1.3. Prueba de glicósidos saponinícos 

En esta prueba solamente los extractos alcohólicos dieron 

resultados positivos ya que en ellos hubo formación de un ani 

lio que es característico en la presencia de glicósidos sapó- 

nínicos (Cuadros 7, 8 y 9).

4.2.2. Análisis de cromatografía en capa fina

En el ensayo de cromatografía para alcaloides en extracto 

de hoja se comprobó que no es notable la presencia dé alcaloi^ 

des; pues al rociarlas con el reactivo de Dragendorff, no apa



reci6 el cambio de color naranja esperado (Cuadro 10)..

A diferencia, del anterior el ensayo de cromatografía pa 

ra alcaloides en extracto de vaina sin semilla y de semilla 

se comprobó la posible presencia de alcaloides, en compara­

ción con los resultados obtenidos en las pruebas fitoquími 

cas de estos mismos órganos (Cuadros 11, 12),

Como se puede observar solamente hubo presencia de alca 

loides en los extractos alcohólicos de vainas sin semilla y 

de semilla de ambos genotipos/

Según Domínguez (11), muchos alcaloides pueden extraer 

se con disolventes neutros como los alcoholes; lo que com­

prueba los resultados obtenidos, ,tanto en las pruebas fito- 

químicas como en las cromatografías de capa fina.

Los resultados obtenidos en los análisis de cromatogra­

fía para . glicósidos saponínicos en los extractos alcohólicos, 

de hoja, yaina,sin semilla y semilla, comprueban la posible 

existencia de glicósidos saponínicos al igual que el resulta 

do obtenido en las pruebas fitoquímicas (Cuadros 1 3 r 14 y 15)„ 

Se tuvo la posible presencia de éstos solamente en los extrae 

tos alcohólicos de los órganos antes mencionados para los dos 

genotipos. Según Domínguez (11), los glicósidos saponínicos 

son solubles en agua y alcoholes lo que comprueba los resulta 

dos obtenidos en las pruebas antes mencionadas,

En las pruebas para glicósidos saponínicos y alcaloides 

se realizó la cromatografía en capa fina para corroborar los
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resultados de las pruebas fitoquímicas, obteniéndose de es 

ta manera resultados: positivos iguales usando dos métodos 

diferentes de identificación; este tipo de compuestos son 

mucho más complejos que los taninos.

Para taninos no se hicieron las cromatografías en capa 

fina, pues las pruebas fitoquímicas son categóricos debido 

a la presencia de grupos químicos específicos (OH ) y además 

porque son compuestos no tan complejos como los anteriores.

Para terpenos solamente se presentan resultados de croma 

tografía en capa fina, pues no hay pruebas fitoquímicas es­

pecíficas para ellos.

Las cromatografías para terpenos fueron rociadas con vai_ 

nillina y con ácido sulfúrico como detectores y después fue­

ron calentadas en estufa a 60 °C, apareciendo manchas de co 

lor violeta y verde /colores que determinan la posible pre 

sencia. de . terpenos.7;(Cuadros.. 16 ,t-1/7 , 18 y Anexó 3) . .

De todas las pruebas realizadas, se determinó que no exi£ 

te diferencia cualitativa en cuanto a los constituyentes quí- 

micos en ninguno de 'los dos genotipos* excepto en terpenos*

Cuadro 1. Resultados de las; pruebas fitoquímicas para al 

caloides en extracto de hojas.

E X T R A C T O
GENOTIPO

Rojo de Seda 7 . APN-83

Eter de petróleo -

Cloroformo -

' Alcohol 777 -

(-) Indica la ausencia del metabolito.



Cuadro 2. Resultados de las pruebas fitoquimicas para 

alcaloides en extracto de vainas sin semi-i. 

> lia. •

■ / // ..GENOTIPO .
E X T R A C T O /  — — r---- ---:  ................

Rojo de Seda APN-83

Eter de petróleo

Cloroformo -

Alcohol Color naranja Color naran

: . ■ '■/. V VI .//V/
ja.

Indica ausencia del metabolito.

Cuadro 3. Resultados de las pruebas fitoquimicas para 

alcaloides, en extracto dé semillas.

GENOTIPO
E X T R A C T 0

Rojo de Seda APN-83

Eter de petróleo -

Cloroformo . , - -

Alcohol Color naranja Color naranja

(-) Indica ausencia,del metabolito.
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.Cuadro 4. Resultados de las pruebas fitoquímicas para 

taninos en extracto de hojas. '

E X T R A.C T 0

Eter de petróleo

Cloroformo

Alcohol

. GENQTIpo

, . ; Ro.jo de Seda .. . . ; . APN-83

Precipitado blan Precipitado

co blanco

(-) Indica ausencia del metabolito.

Cuadro 5. Resultados de las pruebas fitoquímicas para 

,taninos en extractos de vainas sin semilla

E X  T R A C T 0
; GENOTIPO ; »

Rojo de Seda . . APN-83

Eter de petróleo . f - -

Cloroformo “

Alcohol ' Precipitado blan . ; Precipitado

co blanco

(-) Indica ausencia del metabolito.
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Cuadro 6. Resultados de las pruebas fitoquímicas para 

; tahinos en extractos de semillas.

; , V : GENOTIPO
E X T R A C T O  — ---— --■■■■ ■ ------- ---- — --- -

Ro jo de Seda v : APN-83 ■

Eter de petróleo - -

.Cloroformo > ' - - v . ' -

Alcohol Precipitado blan- Precipitado

' 1.- /■"I ̂ v.^cp ■ ■/ ; . blanco

() Indica ausencia del metabolito. V

Cuadro 7. Resultados de las pruebas fitoquímicas para 

glicósidos saponínicos en extractos de hoja.

. E X T R A C rp O  ■ ■  '

: GENOTIPO

Rojo de Seda •_ APN-83

Eter de petróleo -

Cloroformo • - . - ■ ' : - ' • /.'■

Alcohol Formación de 
anillo color 

marrón (Salkoski)

; Formación 
de anillo 
color ma­
rrón (Salkoski)

(-0 Indica ausencia del metabolito.
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Cuadro 8. Resultados de las pruebas 

glicósidos saponínicos en 

sin semilla.

fitpquímicas para 

extracto de vainas

i : GENOTIPO
r-

¡; ■ E X T  R A C T 0
Rojo de Seda . APN-83

jt Eter de petróleo ... -

Cloroformo - -

. Alcohol Formación de Formación

anillo color de anillo
. .. marrón ; color ma-

.' ■ ■ " 1 •' ■’ ' ; . ■ ■ rrón

(-) Indica ausencia del metabolito.

Cuadro 9. Resultados de las,pruebas fitoquímicas para

j glicósidos saponínicos en extractos de semi-

| lias.• ;:v

GENOTIPO

E X T R A C T 0
Rojo de Reda APN-83

Eter de petróleo

Cloroformo

Alcohol Formación de

anillo color

(-) Indica ausencia del metabolito.

Formación

de anillo 
color marrón
(Salkoski)
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Cuadro 10. Resultados de las cromatografías para alcaloides con extractos de hoja.

p v rr d 7\ m n F A .3 É - i F A S M 1 H H

Xj A 1 x\ Ü L , 1 vJ
. . . . Rojo de Seda APÑ-83 . , ’ Rojo de Seda , APN-83...

Eter de petróleo
Separación de Com 
J ponentes

Separación decían 
ponentes

No cambió color No cambió color

Cloroformo

Alcohol

Separación de ccm 
ponentes
Separación de com 
ponentes

Separación de com 
ponentes
Separación de com 
ponentes

No cambió color 

No cambió color

No cambió color 

No cambió color

(-) Indica la no

Usando cano eluyente : Etanol-me 
tanol 8:2.
Detector : Luz ‘ultra violeta 

presencia del metabolito secundario.

Eluyente : Etanol-metanol 8:2 
Detector : Dragendorff >

Cuadro 11. Resultados de las cromatografías para alcaloides <aon extractos de vainas sin semillas.

E X T R A C T 0
F A S E — I ■ ,. 1.. .. F . A •s e -  -ii.; ..

Rojo de Seda , AEN-83 Rojo de Seda APN-83

Eter de petróleo
Separación de com­
ponentes

Separación de com 
ponentes No cambió color No cambió color

Cloroformo

Alcohol

Separación de com­
ponentes
Separación de com­
ponentes

Separación de ccrn 
ponentes
Separación de.com 
ponentes

No cambió color 
Mancha de color 
naranja (+)

No cambió color 
Mancha de color 
naranja (+)

Eluyente etanol-metanol 8:2 Eluyente etanol-metanol 8:2
Detector : Luz ultra violeta Detector : Dragendorff

4
8



Cuadro 12. Resultados de las cromatografías para alcaloides con extractos de semillas.

E X T R A C T O F A S E  - .1 F A S E - II

Rojo de Seda APN-83 . Rojo de Sola APN-83

'Eter de petróleo

-Cloroformo

Alcohol

Separación de ccrn 
ponentes - 
Separación de ccm 
ponentes

, Separación de com 
ponentes’

Separación de ccm 
ponentes
Separación de con 
ponentes

v Separación de com . 
ponéntes

No cambió- color

No cambió color

Mancha de color 
.naranja. (+)

No cambió color

No cambió color

Mancha de color 
naranja (+)

Eluyente: Etanol-metanol 8:2 
• Detector :'Luz ultra violeta

Eluyente :í Etanol-matanol 8:2 ■ 
Detector : Dragendorff ’. -

Cuadro 13. Resultados dé las cromatografías para glicósidos saponínicos con extractos de hojas.

E X T R A C  T 0 .
F A S E - i’ , '' F A S E - II ■

Rojo de Seda ' APN-83 . ; Rojo de Seda APN-83

Eter de petróleo

Cloroformo

Alcohol'

Separación de ccm 
ponentes
Separación de com 
ponentes - 
Separación de com 
ponentes ~

. Separación de com 
ponentes
Separación de com 
ponentes
Separación de com 
ponentes■

No cambió color
• ̂

No cambió color 
Mancha de color 
marrón (Salkoski) 
verde (Lieberman)

Ño cambió color-

No cambió color 
Mancha de color 
marrón (Salkoski) 
verde (Lieberman)

Eluyente : Alcohol-acetona 7:3 Eluyente: Alcohol-acetona 7:3
Detector : Luz ultra violeta Detector : ácido sulfúrico concentrado
NOTA : Esta tabla,representa el resultado de las dos pruebas efectuadas para glicósidos saponínicos,

dándonos igual resultado por lo que se resume en uno..



Cuadro 14. Resultados de las cromatografías para glicósidos saponíriicos con extractos de vainas sin
semillas.

E X T R A C T O
F A S E  - I ' F A S E  -.II

Rojo de Seda , APN-83 Rojo de Seda APN-83

Eter de petróleo ; . Separación de Con Separación de can No cambió color ' . Ño cambió, color 
• ponentes _ " ponentes . y % / . ■ \ ' y- •. •'

Cloroformo Separación-de com ; Separación ce com ,Ñó.'cambió color ; . : No cambió color
ponentes ponentes '.V v-V'/•'--¿¿V.,

Alcohol . . Separación de con :■ Separación de com Mancha de color ■ Mancha de color
' ponentes , . ponentes marrón (Salkoski) marrón (Salkoski)

V. v,; ' ; . verde (Liebermann) verde (Liebermann)

Eluyente: Alcohol-acetona 7:3 ' Eluyente : Alcohol-acetona 7:3
Detector : Luz ultravioleta ' ' Detector : Acido sulfúrico Concent.
NOTA : Estas tablas representan el resultado de las ■ dos. pruebas efectuadas para glicósidos saponíni

eos, dándonos igual resultado por lo que se resume en uno. .. ' —

Cuadro 15. Resultados de las cromatografías para glicósidos saponínicos con extractos de semilla.

E X T R A C T O
F A ,S E - . i F A S E. - ii

Rojo de Seda APN-83 Rojo de Seda APN-83

1 Eter de petróleo 

Cloroformo > 

Alcohol

Separación de com Separación de com
ponentes ponentes r> ;
Separación de com Separación decom 
ponentes • ponentes - ■
Separación de com Separación de com
ponentes ponentes

No cambió color 

No cambió color

No - cambió color 

No cambió color

. Mancha de. .color ' Mancha de color '

. marrón (Salkoski) marrón (Salkoski) 
verde (Liebermann) verde (Liebermann)

Eluyente : Alcohol-acetona 7:3 .. Eluyente : alcohol acetona 7:3
Detector : Luz ultravioleta Detector : ácido sulfúrico Concent.
NOTA : Estas tablas representan el resultado de las dos pruebas efectuadas para glicósidos saponíni

eos, dándonos igual resultado.por lo que se resume en uno. Al rociar con el reactivo de Lie 
berman no se observó-nada; pero al calentar á 60 °C, se diÓ el cambio de color., —



Cuadro 16. Insultados de las cromatografías para terpenos con extractos de hojas

E X T R A C T O
F A S E -  1 ■ F A S  E - II

Rojo de Seda APN-83 Rojo de Seda . . APN-83

Eter de petróleo 

Cloroformo 1 ; 

Alcohol

Separación de com 
ponentes
Separación.de com 
.ponentes . . 
Separación de com 
ponentes

Séparación de com 
ponentes
Separación' de com 
ponentes. ,
Separación de con 
ponentes

No cambió color 

No cambió color

No cambió color 

No cambió color

Mancha de color Mancha de color 
verde amarillen . verde amarillen 

- to (-), ' to (-)

Eluyente: Tolueno-acetato de etilo 93:7
Detector: Luz ultravioleta • .

Eluyente: Tolueno-acetato deetilo 93:7 
Detector : Vainillina y ácido sulfúrico 

+ calor. ni- ■

Cuadro 17. Resultados de las cromatpgrafías para terpenos con extractos de vainas sin semillas .

E X T R A C T O
- ■ F A, S. E. - I F A S E - II

Rojo.de Seda APN-83 ‘Rojo de Seda APN-83

Eter de petróleo 

Cloroformo ' 

Alchol '

Separación de com :• ’ Séparación de com

de com
ponentes . 
Separación1de can 
ponentes
Separación de ccrn 
. ponentes .

■ponentes, , 
Separación 
ponentes 
Separación 
■ ponentes

de com

No cambió color

No cambió color

Mancha de color 
verde amarillen 
to (-)

-bolear 
violeta (+) 
.Mancha de'color 
verde (+) '■ ■

: Î ancha de color 
: vérde amarillen 
to (-)

Eluyente : Tolueno-acetato de; etilo .93:7.
Detector : Luz ultravioleto

Eluyente : Tolueno-acetato de etilo 93:7
Detector : Vainillina y ácido sulfúrico ’ 

' + color.



Cuadro 18. Resultado de las cranatografías para terpenos con extractos de semilla.

E X T  R A C T 0
/ F A S E - I ■' X ' . ..FAS E - . II

Rojo de Seda ’ . : APN-83 . Rojo de Seda . APN-83

Eter de petróleo. j Separación de com. 
ponentes •.

í . Separación de com 
ponentes ; ,

Mancha de color . 
Violeta ( rít) ,

Mancha de color 
Violeta r(#-'X

Cloroformo

Alcohol

. *

Separación de com 
ponentes
Separación de com . 
ponentes

Separación de com 
ponentes
Separación de ccm 
ponentes

No cambió color 

No cambió color

No cambió color 

No cambió color

Eluyente : Tolueno-acetato de etilo 93:7 

Detector : Luz ultravioleta

Eluyente

Detector

Tolueno-acetato de etilo 
93:7
Vainillina y ácido sulfú­
rico + calor
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4.3. Fase entomológica de laboratorio

Una vez obtenidos los extractos se procedió a realizar 

las pruebas con los insectos.

4.3.1. Evaluación de la respuesta de los adultos

4.3.1.1. Prueba de alimentación utilizando discos de hoja 

Para esta prueba se utilizaron hembras y machos; con los

machos no se obtuvo ningún resultado para ser presentados en 

el trabajo; ya que resultaron muy susceptibles al período de 

ayuno, muriendo pronto en su mayoríaT Otros murieron en el 

manipuleo; sin mostrar actividad.locomotriz definida hacia 

uno u otro extracto. Esto prácticamente eliminó la ya esca­

sa disponibilidad de muestra para obtener resultados.

.Con respecto a las hembras, la preferencia alimenticia en 

base al número de perforaciones realizadas en los discos fo- * 

liares presentó amplia variación/en sus datos numéricos (Cua 

dro 19).

En los testigos de la línea APN-83 se tuvo una mayor res 

puesta de alimentación que en los testigos de rojo de seda. 

Además en los discos de hoja de APN-83 tratados con extractos 

de hoja de Rojo de Seda se obtuvo una mayor respuesta de ali­

mentación,. tanto en los extractos obtenidos con éter de petró 

leo, alcohol y cloroformo; en cambio en los discos de hoja de

f
Rojo de. Seda tratados con los extractos de hoja de APN-83, la 

respuesta alimenticia no fue significativa.



El porcentaje de mortalidad en esta prueba fue del 50, 20, 

y 30% en las repeticiones If; II y i n ,. respectivamente.

Los ensayos de discos foliares de APN-83 tratados con ex 

tracto de follaje de Rojo de Seda produjeron datos que no per 

miten di seriminar en este momento cual de las fracciones de 

APN-83 podría ser la principál responsáble de la actividad de 

las hojas de este genotipo para la alimentación de los adul­

tos del insecto.

En esta prueba pudo, observarse que la aplicación de los ,di 

ferentes extractos sobre los discos foliares de los dos genoti 

pos afecta notablemente la textura de la lámina foliar aparen 

temente deshidratándola y corrugándola hacia abajo, poniéndo­

la rígida y quebradiza. Probablemente este daño pudo deberse 

a la acción de los disolventes; lo cual no se asegura como cau 

sa exclusiva ya que no se previó la instalación de discos como 

testigos relativos. ,

Estos resultados obtenidos muestran que al insecto le es 

atractivo la línea de frijol APN-83; ya que además de alimen­

tarse del testigo, también se alimentaron de los discos de ho­

ja que contenían extracto de hoja de Rojo de Seda. Lo que nos 

indica qüe la línea de frijol APN-83 posiblemente posee algún 

componente que le es atractivo pero que a la vez le afecta al 

insecto en su comportamiento;: desconociéndose hasta el momento 

las causas de dicho efecto, pero que posiblemente estén rela­

cionados los grupos químicos siguientes: Taninos, alcaloides, 

glicósidos/Saponínicos y/o terpenos; ya que estos grupos de
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una u otra forma protegen,a las plantas contra el ataque de 

algunos insectos (11).

4.3.1.2. Prueba de alimentación utilizando discos de papel 

En, esta prueba no se obtuvo;ninguna respuesta de alimenta

ción de los insectos; ya que al examinar, los, discos de papel 

filtro por el estereoscopio, no se observó ninguna perfora­

ción. Lo que.indica qué los picudos no se alimentaron y por 

lo cual los extractos aplicados en discos de papel filtro no ; 

se comportaron como un estímulo para su alimentación.

Con respecto, a la mortalidad se presentó un porcentaje del 

50%; esto pudo ser debido al período de ayuno de los insectos 

y además a la duración de la prueba en la cual tampoco se ali,. 

mentaron.

4.3.1.3. Prueba dé atracción utilizando discos de papel y ex­

tracto de hoja de Rojo dé Seda APN-83 (con los 

tres disolventes) .  -

En esta prueba en la cual se utilizó extracto de hoja de 

Rojo de Seda;;tanto en la repetición I y II no se tuvo respues_ 

ta de atracción con ninguno de los extractos obtenidos con al 

cohol, cloroformo y éter de petróleo. Solamente hubo atrac­

ción con los testigos en ambas repeticiones y no hubo mortali 

dad pudiendo ser por la duración de la prueba; la cual duró 

dos horas (Cuadro 20).

Con respecto a la prueba de atracción con extracto de hoja



del genotipo APN-83; tampoco hubo mortalidad, pero sí atrac­

ción en los extractos alcohólicos de cimbas repeticiones y en 

el testigo de la repetición 1 (Cuadro 21).

En el genotipo Rojo de Seda, el tejido foliar- evaluado co 

mo testigo claramente ejerce una atracción para los adultos 

desde los, 3Q minutos hasta el final de la prueba.

El extracto alcohólico de hojas del genotipo Rojo de Seda, 

en todas, las lecturas y repeticiones no ejerció ninguna atrae 

ción sobre los adultos de Apion godmani; lo cual ocurre en for 

roa diametralmente opuesta con el mismo tipo de extracto proce 

dente de APN-83. ¡i . ^

Con respecto a esta prueba no se tiene criterio seguro si 

el tiempo que se usó como máxima duración es el más apropiado 

tanto para la difusión completa de los olores como para la sa 

turación de las celdas del olíatómetro.utilizado y para la per 

cepción por parte del insecto, yá que al revisar la literatura 

no se encontró, ninguna referencia que proporcionara tal infor­

mación.

4.3.1.4. Prueba de atracción utilizando discos de papel y ex­

tracto, 'de yaina de Rójo de Seda y APN-83 (con tres 

disolventes).

En esta prueba con los extractos de yaina de Rojo de Seda, 

en la repetición I, no hubo respuesta de atracción en ninguno 

de los extractos obtenidos con alcohol, cloroformo y éter de



petróleo ni con los testigos. En cambió en la repetición II, 

solamente hubo - atracción: en ; ,el extractó alcohólico (Cuadro 23) 

y en ninguna de las repeticiones hubo mortalidad.

Con respecto a la. prueba dé atracción utilizando extracte? 

de yaina del genotipo APNr-83; no hubo mortalidad* En cuanto 

a la atracción, solamente en el extractó alcohólico hubo res­

puesta y la cual se dió a la tercera lectura que fue a las 2 

horas. En la repetición II,. hubo, respuesta de ̂ atracción en el 

extracto alcohólico y el testigo en ambas se dió a partir de 

la primera hora (Cuadro 2.2'). .. •

Los únicos extractos que produjeron consistentes respues­

tas para vaina! en las. dos repeticiones para ambos genotipos y 

en. las tres lecturas, fueron los de tipo clorofórmico y los de 

éter de petróleo para los cuales las respuestas fueron negati 

Vas; es decir que probablemente no tienen poder atractivo para 

los adultos de Apion godmani o ai tienen algún poder atractivo; 

el aparato usado no fue Capaz de detectarlo.

4.3.1.5. Prueba de atracción alimenticia a diferentes extrac- 

, tos de vaina depositados en papel filtro en condicio­

nes de libre elección '

En esta prueba ho hubo respuesta alimenticia ya que en él - 

papel filtro no se observó ninguna señal de alimentación por 

parte del insecto. Con esta prueba se comprobó que los extrae 

tos depositados en papel filtro no son fagoestimulánte para
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el picudo de la vaina Apion godmani. En dicha prueba el por­

centaje de mortalidad fue cero.

4.3.1.6 . Prueba de alimentación utilizando hojas de frijol 

comün Ro j o de Seda.

En esta prueba hubo respuesta alimenticia en las hojas de 

Rojo de Seda tratadas con extracto de hoja y vaina de APN-83 

obtenidos con alcohol; y también én hoja que contenían sola­

mente alcohol. Lo que indica que al insecto le es atractivo 

el genotipo APN-83.

En cuanto a las hojas; al final de la prueba se observó 

que tenían presencia de. hongos , supuestamente fue debido a 

los inóculos existentes en e l ,ambiente y a la humedad que ha­

bía en las cajas Petri. El porcentaje de mortalidad fue del 

67% en las hojas tratadas con el extracto de hoja de APN-83 y 

en las demás no hubo mortalidad» *

4.3.2.. Evaluación de;la respuesta de las larvas

4.3.2.1. Deposición de larvas en papel filtro

Para esta prueba.se utilizaron cuadros de papel filtro hu­

medecidos con extracto de semilla de la línea APN-83, sobre 

los cuales se colocaron 2 larvas 'por extractó. - En dicha —  

prueba no se tuvo ninguna respuesta en cuanto a :1a alimenta- 

ción, pero sí pudo observarse movimiento de las larvas en los 

tres extractos; vistos al estereoscopio, pero a simple vista
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sólo se observó algún desplazamiento erí los cuadritos tratados 

con extracto alcohólico.

4.3.2.2. Deposición de larvas en vainas utilizando testigo v.

• absoluto

Para esta prueba se utilizaron vainas de frijol Rojo de Se 

da las cuales fueron disectadas y humedecidas con extractos de 

seiuilla de lAPN-83. : posteriormente, se colocaron las larvas.

En esta prueba se observó que las vainas que fueron tratadas 

con los extractos de cloroformo y éter de petróleo se deterio 

raron (sufrieron ataque por hongos y bacterias) al cabo dé 24 

horas; no así para las vainas tratadas con extracto alcohóli­

co, y los testigos (Cuadróse 24, 25 y 26) . En cuanto a la alimen 

tación, aquí solamente se tuvo respuesta positiva con los ex­

tractos alcohólico, clorofórmico y en los testigos de cada uno 

en donde se observó un incremento en el consumo después de ca­

da lectura; en cuanto a la mortalidad se pudo observar que fue 

el 100% al cabo de las 96 horas; esta mortalidad podría deber 

sé al gradó de descomposición.de las vainas, puesto que al 

interior de la vaina se encontró la larva inundada por el teji^ 

do descompuesto de la vaina; cuyo-daño fue debido en alguna me 

dida a las condiciones de humedad que se le proporcionó dentro
i,' ' ■' ‘ ' ■ ' ^

de la caja Petri.•••
*



4.3.2.3. Deposición de larvas en vainas utilizando testigo 

absoluto y relativo

En esta prueba se utilizaron vainas de frijol Rojo de Se­

da las cuales fueron tratadas igual que la prueba anterior.

En dicha prueba se observó que las vainas que fueron trata­

das con éter de petróleo y el testigo relativo del mismo di­

solvente no hubo alimentación y además lá mortalidad del 100% 

se dió a las 24 horas, por lo que podría ser que el disolven­

te ejerza un efecto negativo al insecto. En cuanto a las vai 

has tratadas con cloroformo y el testigo relativo del mismo 

disolvente, si se observó alimentación durante las primeras 24 

horas; pero al cabo de las 48 hubo mortalidad del 100% en am­

bas vainas por lo que se cree que al igual que el éter de pe­

tróleo, también el cloroformo ejerce un efecto negativo sobre 

el insecto; pero su reacción es un poco más tardía. Con reía 

ción a las vainas tratadas con extracto alcohólico y el test.i 

go relativo del mismo sí se observó una alimentación durante 

las 24 y 48 horas al igual que el testigo absoluto; pero al 

cabo de las 72 horas sí se tuvo una mortalidad del 100%, pero 

ésto podría ser debido al.grado de descomposición que presen­

taban las vainas, las cuales sufrieron ataques por hongos y 

bacterias. Con respecto a los testigos,absolutos para las 

pruebas realizadas con los extractos de éter de petróleo y cío 

roformo; sucedió lo mismo que con el testigo absoluto de los 

extractos alcohólicos (Cuadros27 , 28 y 29}..
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Además de los factores antes mencionados, otras circuns 

tancias que podrían incidir en la naturaleza de los resulta 

dos son :

Edad no definida de las larvas 

El escaso número de larvas en estudio

Falta de cambio diario de sustrato utilizado en las pruq

bas.
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Cuadro 19. Prueba de alimentación de adultos de Apion god-̂.

mani en discos foliares de frijol común Rojo de 

Seda y APN-8 3, utilizando un olfatómetro sencillo.

.. No. de Perforaciones

EXTRACTO APLICADO EN . . . PERFORACIONES

I II III

Eter de Petróleo 
de APN-83

Discos de Rojo 
de Seda - 2 4

. Eter de Petróleo 
de Rojo de Seda

Discos de 
APN-83 18 46 72

Alcohólico de 
APN-83

Discos de 
Rojo de Seda 2 1 3

Alcohólico de 
Rojo de Seda

Discos de 
APN-83 28 3

Clorofórmico de 
APN-83

Discos de 
Rojo de Seda — — —

Clorofórmico de 
Rojo de Seda

Discos de 
APN-83 1 17 76

Testigo : discos 
de APN-83

-

171 7 158

Testigo : discos 
de Rojo de Seda 1 3 -

Mortalidad (%) - 50 20 30

NOTA : Los discos de hoja de frijol Rojo de Seda fueron sumergidos, con

los extractos de hoja de la línea APN-83 y viceversa.



Cuadrólo. Respuesta de atracción."olfatoria" de adultos de Apion godmani; ante ex 

tractos de hoja del, genotipo de frijol común Rojo dé Seda.

ESTIMULOS OLFATORIOS

' . T I E M P 0 

30 M. 60 M. 120 M. 30 M. 60 M. 120 M. 

REPETICION I .REPETICION II

- , Extracto obtenido con al-
hol etílico.

- Extracto obtenido con cío
• roformo.',v. >'■; ■ >• „.

- Extracto obtenido con 
éter de petróleo

- Hoja entera (testigo) x X X X X X

M. = Minutos , (x) Hubo atracción a la fuente de olor 

(-) No hubo atracción' a la fuente de olor.
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Cuadro 21. Respuesta de atracción "olfatoria" de adultos de Apion godmani 

ante extractos de hoja del genotipo de frijol APN-83.

T .1 E M P 0

ESTIMULOS OLFATORIOS 30 M. 60 M. 120 M. 30 M. 60 M. 120M.

REPETICION I .; . REPETICION II

Extracto obtenido con alcohol
etílico X X X X X X

Extracto obtenido de cloro-
formo. - : - - - -

Extracto obtenido de éter
de petróleo - - - - . ' - -

Hoja entera (testigo) •v X ‘ x X ' — —

(x) Hubo atracción a la fuente de olor 
(-) No hubo atracción a la fuente de olor

Cuadro 22. Respuesta de atracción olfatoria de adultos de Apion godmani, 

ante extractos de vainas del genotipo APN-83..

T I E M P 0

ESTIMULOS OLFATORIOS 30, M. 60 M. 120 M. 30 M 60 M 120 M.

REPETICION I REPETICION II

Extracto obtenido con alcohol 
etílico. f(11 X X X

Extracto obtenido con cloro­
formo — _ ; • — _ — —

Extracto obtenido con éter, 
de petróleo

.-i
-Hoja (testigo)

ss — • —, — — — —

: — ■ — ' _ — — X X

(x) Hubo atracción a la fuente dé olor 
.(-) No hubo atracción a la fuente de olor
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Cuadro 23. Respuesta de atracción olfatoria de adultos de Apion godmani, 

ante extractos de vaina del genotipo Fojo de Seda.

ESTIMULOS OLFATORIOS

T I E M P 0

30 M. 60 M. 120 M. 30 M. 60 M. 120 M.

/; REPETICION I REPETICION II :

Extracto obtenido con al;
cohol etílico ■' ' ; - -  ■ x X X

Extracto obtenido con
cloroformo í v; ' -

Extracto obtenido con V.
éter de petróleo — ■ ’ ■ -
V/i / /i , • : .' - ■ „ , /
Vaina (testigo) ; ' 1 ; ;

(x) Hubo atracción a la fuente de olor 
(-) No hubo atracción a la fuente de olor

Cuadro 24. Prueba de alimentación de larvas utilizando extracto alcohóli­

co desemilla de APN-83.

Tiempo Alimentación Alimentación en Mortalidad Mortalidad
de en vainas vainas no trata en vainas , en vainas

Exposición tratadas • .das (testigo) tratadas no tratadas

24 horas 4* .'í/r - -

48 horas + ” r

96 horas '  + -  V- +

Nota : Signo + : Indica alimentación y mortalidad

- : Indica no alimentación y no mortalidad
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Cuadro 25. Prueba de alimentación de larvas utilizando extracto de éter 

de petróleo de semilla de APN-83.

-v

Tiempo Alimentación 
de en vainas 

Exposición tratadas .

Alimentación en 
vainas no trata 
das (testigo)

Mortalidad 
en vainas 
tratadas

Mortalidad 
en vainas 
no tratadas

24 horas - .+ + -

48 horas - + ... + -

96 horas - + — 1

Signo + :

_  • 
•

Cuadro 26.

Indica alimentación y mortalidad 

Indica no alimentación y no mortalidad.

Prueba de alimentación de larvas, utilizando extracto clorofór-

-

mico de semillas de APN-83.

Tiempo Alimentación Alimentación en Mortalidad Mortalidad
de en vainas vainas no trata en vainas en vainas

Exposición tratadas das (testigo) . . tratadas no tratadas

24 horas. + + — -

48 horas +
!

+ + -

96 horas __ ' _ + +

Signo + : Indica alimentación y mortalidad

- : Indica no alimentación y no mortalidad.



Cuadra 27. Prueba de alimentación de laryas utilizando extracto alcohólico de semilla de APN-83 y 

dos testigos. '

Tiempo de . 
Exposición

Alimentación 
en vaina 
tratada

Alimentación 
en vaina 
testigo 
absoluto .

Alimentación 
en vaina 
testigo 
relativo ....

Mortalidad 
en vaina 
tratada

Mortalidad 
en vaina 
,testigo 
. absoluto

Mortalidad 
en vaina 
testigo 
relativo

24 horas + + ' — - — — -

48 horas ■ ' + : + + - ■ — • - ,, '

72 horas ■. - - - ' + ■ + +

Signo (+)

c-)

:; Indica alimentación y mortalidad 

: Indica no alimentación y no mortalidad.

Cuadro 28. Prueba de alimentación de ¿Larvas utilizando extracto de éter de petróleo de semilla de

APN-83 y dos testigos.

Tiendo de 
' Exposición

Alimentación 
en vaina 
tratada

Alimentación 
en vaina 
testigo 
absoluto.

Alimentación 
en,vaina 
testigo 
relativo .

Mortalidad 
en vaina 
tratada

Mortalidad 
.. en vaina 
testigo 
absoluto

Mortalidad 
en vaina 
testigo 
relativo. '

24 horas + ■ — ■+ — +

48 horas - + - . ' + ' - - +

72 horas +

'

+ + +

Signo (+) : Indica alimentación y mortalidad

C-) : Indica no alimentación y no mortalidad.



Cuadró 29 Prueba de alimentación de larvas utilizando extracto de clprofo:pmo de

semilla de APN-83 y dos testigos.

Tiempo de 
Exposición

Alimentación 
en vainas 
tratadas

Alimentación 
en vaina 
testigo , 
absoluto

Alimentación 
en vaina 
testigo 
relativo ...

Mortalidad 
en vaina 
tratada

Mortalidad 
en vaina 
testigo 
absoluto

Mortalidad 
en vaina 
testigo 
relativo

24 horas + + «Mi

48 horas + +

t

+ -  . +

72 horas - - - + + +

Signo (+) : Indica alimentación y mortalidad
(-) : Indica no alimentación y no mortalidad.



5. CONCLUSIONES ' ■

1 - En las pruebas, fitoquímicas realizadas con los extrac­

tos alcohólicos de ambos"genotipos se obtuvo la posible

presencia de alcaloides, taninos y glicósidos saponíni-
■'%' . . , ■- %  ■ .

, ' eos. ' . ' _

2 - En los análisis de cromatografía.en capa fina se compro

bó la posible presencia de alcaloides y glicósidos sapo 

nínicos.

3 - Con los resultados de las cromatografías en capa fina

para terpenos, hubo diferencia significativa con respec 

to a la línea APN-83 en los extractos de éter de petró- 

’■*  ̂leo y cloroformo de vainas sin semillas; no así en la

variedad Rojo de Seda.

4 - La línea de frijol común APN-83 posee algún componente

qué afecta al insecto en su-comportamiento, pudiendo 

ser los terpenos los posibles responsables de dicho efec 

to.

— ^  . - 6 9 -
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6. recomendaciones

Mejorar el diseño de. olfatómetros y dispositivos apropia 

dos para hacer ensayos de atracción de.adultos de Apion 

godmani, en relación a sustancias de genotipos de frijol 

resistentes o susceptibles a la plaga.

Realizar otros trabajos en donde se estudie más a fondo, 

y que pueda asegurarse la presencia de las estructuras 

químicas específicas responsables de la resistencia a 

Apion godmani.

Planificar de manera adecuada la ejecución de las pruebas 

con el picudo Apion godmani.de manera tal que no se tenga 

problemas con la disponibilidad de éste al momento de rea 

lizar dichas pruebas.

Procurar que en todos los estudios a realizar cuando se • 

utilizan disolventes; contemplar siempre en la prueba un 

testigo relativo y un testigo absoluto.

Una vez determinado el grupo químico o sustancia respon­

sable de la resistencia a Apion gódmani en la línea de 

frijol común APN-83, realizar estudios para ver de que 

manera esta resistencia puede ser transferida a la varié 

dad susceptible.

- 70 -
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Con el objeto de poder almacenar por tiempo indefinido 

las sustancias extraídas con diferentes disolventes, se 

recomienda liofilizar, lo cual facilitaría su utiliza­

ción posterior.
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Figura 1. Olfatómetros sencillos , utilizado para pruebas de alimentación.
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pruebas de atracción olfatoria.
Figura 2.
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