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RESUMEN 

Aquí se propone un nuevo protocolo experimental para detectar 
resistencia de semillas de frijol (Phaseolus spp) al ataque de los gorgo-
jos (Bruchidae), el cual combina elementos metodológicos y estadísti-
cos de otros dos protocolos. Con el nuevo protocolo se adicionan pa-
rámetros demográficos y etológicos de oviposición que permiten obte-
ner resultados confiables y verificables para diferenciar grados de 
resistencia o susceptibilidad de dichas semillas. 

Palabras clave: Resistencia a gorgojos,  semillas de frijol, métodos.  

SUMMARY 

 
In order to detect bean (Phaseolus spp) against seed resistance the 

attack of Beanweevils (Bruchidae), a new experimental protocol is 
proposed, which combines methodological and statistical elements of 
other two protocols. With this new protocol, demographic and etho-
logical parameters of oviposition are added to obtain reliable and 
verifiable results to differentiate degrees of resistance or susceptibility 
of bean seeds. 

Index words: Resistance to weerits, bean seeds, methods.   

INTRODUCCIÓN 

 
Detectar resistencia en semillas de genotipos de frijol 

Phaseolus spp al ataque de gorgojos de la familia Bruchi-
dae, especialmente de Acanthoscelides obtectus (Say) y 
Zabrotes subfasciatus (Boh.), es un tema universalmente 
importante para la agricultura, especialmente para produc-
tores de escasos recursos. Por esto, investigadores de todo 
el mundo se han dado a la tarea de buscar genotipos resis-
tentes, y a la vez obtener datos que permitan localizar las 
estructuras o sitios en donde se localizan las defensas en 
las semillas de estas leguminosas. 

Al respecto, Moss y Credland (1994) propusieron un 
protocolo experimental, mientras que otros investigadores 
lo han intentado a través de la técnica demográfica de ta-
blas de vida y fertilidad de cohorte. Sin embargo, estos 
métodos presentan deficiencias. 

En este escrito se hace un análisis de ambos protocolos 
y se propone un metodología alternativa que involucra o 
sintetiza a los protocolos mencionados. Este nuevo proto-
colo permitiría obtener resultados verificables y conclusio-
nes confiables, y  además identificaría los parámetros po-
blacionales de los gorgojos que son más importantes en la 
defensas de las semillas, y aportaría suficientes elementos 
para calificar el grado de resistencia de los genotipos. 

PROTOCOLOS ANTERIORES 

Protocolo de Moss y Credland 

 
Según Credland (1994), para que un reporte sobre re-

sistencia de semillas de leguminosas al ataque de gorgojos 
(ya sea en especies silvestres, variedades tradicionales o 
nuevos productos derivados de ingeniería genética) sea vá-
lido y compatible, es esencial que se base en experimentos 
que provean información confiable y sin ambigüedad, del 
que se pueda extraer conclusiones seguras; es decir, los 
experimentos deben ser verificables , lo cual requiere con-
tar con información precisa acerca de las condiciones físi-
cas ambientales (temperatura, humedad relativa, luminosi-
dad, etc.) en que se realizaron los experimentos, de los 
insectos y de las semillas. Sin embargo, estos requerimien-
tos conducen a una paradoja que se presenta  
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frecuentemente en investigación biológica, ya que tanto los 
insectos como los semillas son inherentemente variables. 

Por esto se requiere que en los protocolos de investiga-
ción las condiciones físicas de los experimentos se definan 
y controlen cuidadosamente; que los organismos se descri-
ban en forma precisa, es decir, se debe especificar el “bio-
tipo problema” del insecto, ya que una población local no 
representa la diversidad total de la especie. Con respecto a 
las semillas se debe especificar su tamaño, forma, madu-
rez, contenido de humedad, textura de la testa, así como el  
lugar de colecta y las condiciones del suelo donde se ob-
tienen las muestras de semillas, para evitar posibles sesgos 
por diferencias en la textura y fertilidad del suelo. 

La complejidad del fenómeno puede ser ilustrado con 
el trabajo de Moss y Credland (1994), quienes investigaron 
la resistencia de ocho accesiones silvestres de Phaseolus 
vulgaris L. al ataque de Acanthoscelides obtectus (Say). 
Estos autores propusieron dos experimentos para detectar 
la resistencia de las semillas en todos los posibles estadios 
del ciclo biológico del insecto: uno para la fase de oviposi-
ción, y otro para la fase de penetración, desarrollo larval y 
aptitud (fitness) de los adultos para reproducirse. El primer 
experimento se diseñó para saber si el insecto “acepta” la 
forma y tamaño de las semillas para ovipositar; en cada 
accesión  colocaron tres semillas de frijol y una pareja de 
gorgojos en un recipiente de cristal, y  anotaron el número 
total de huevecillos depositados hasta que los adultos tení-
an 10 d de edad. Usaron 20 repeticiones para un total de 
60 semillas por accesión, cantidad factible para  accesiones 
silvestres o muestras de nuevos cultivares con pocas semi-
llas disponibles para  experimentación. Como testigo usa-
ron el genotipo Red Kidney Bean clasificado previamente 
como susceptible. A este procedimiento se le conoce como 
“experimento sin libertad de selección o confinamiento”. 
El experimento fue realizado en una cámara climática a 
27±1 0C, 70 % de humedad relativa y 14 h diarias de ilu-
minación. 

El segundo experimento consistió en tomar una semi-
lla,de cada accesión, la cual se colocó en un recipiente es-
pecial al que se le introdujo un huevo de 5 d de edad; 3 d 
después se verificó si la larva había emergido y penetrado 
la semilla, de lo contrario se ponía otro huevo (hasta en 
tres ocasiones si era necesario). Este procedimiento fue 
repetido 20 veces por accesión. Los adultos que emergie-
ron de esos huevecillos se separaron por sexo y se pesa-
ron. Cada hembra se colocó en un tubo de cristal con tres 
semillas del genotipo que se empleó como testigo suscepti-
ble, y se introdujo un macho recién emergido de una colo-
nia previamente establecida; se sumó el número total de 
huevos hasta que la hembra cumplió 10 d de edad, ya que 
después de ese tiempo la oviposición no es significativa. Se 

midió el tiempo de desarrollo de cada espécimen, desde la 
penetración de la larva hasta la muerte del adulto.  Este 
experimento se realizó en las mismas condiciones ambien-
tales controladas de temperatura, humedad relativa y lumi-
nosidad arriba señaladas. 

     Los criterios que Moss y Credland (1994) fijaron para 
determinar la resistencia fueron: 1) Resistencia a la pene-
tración de larvas. Una semilla es resistente si la penetra-
ción de larvas ocurría en 25 % o menos de las repeticio-
nes ; más de 25 y menos de 50 %, corresponde a resisten-
cia intermedia; si la penetración es de 50 % o mayor, la 
semilla se clasifica como susceptible. 2) Desarrollo de lar-
vas. Si el número de adultos emergidos de las semillas de 
cualquier accesión es 25 % o menos respecto al número de 
larvas que penetraron, la semilla se considera resistente; 
con 50 % o más de emergencia de adultos se clasifica co-
mo  susceptible ; más de 25 a menos de 50 %, la semilla 
posee resistencia intermedia. 3) Aptitud de adultos. En to-
das aquellas accesiones   con más de cinco adultos emergi-
dos se compara estadísticamente  el tiempo de desarrollo 
(de la emergencia de las larvas hasta la muerte del último 
espécimen), el peso de los adultos y la oviposición total; 
así, se clasifican como resistentes aquellas accesiones en 
donde el tiempo de desarrollo es más prolongado, con 
hembras de menor peso y una baja fecundidad. En este ca-
so se considera que la aptitud de los adultos ha sido afecta-
da, al menos en cierto grado, por factores de resistencia 
ubicados dentro de la semilla.  

Los datos de ambos experimentos se sometieron a aná-
lisis de varianza bajo un diseño completamente al azar, y 
la comparación de medias mediante la prueba de Student-
Newman-Keuls. 

Así, el protocolo de Moss y Credland permite separar 
las diferentes fuentes de error, pero también presenta las 
siguientes deficiencias:  

1.  Desde el punto de vista metodológico, el haber co-
locado una pareja de adultos en tres semillas de frijol en un 
recipiente en el primer experimento  y una semilla con una 
sola larva en el segundo, hace que la unidad experimental 
no represente respectivamente las condiciones de oviposi-
ción y ataque del insecto en un granero. Además, 20 repe-
ticiones por accesión es una muestra limitada porque du-
rante el ciclo biológico no todos los especímenes llegan al 
estado adulto; tal cifra reduce su representatividad para 
hacer inferencias estadísticas sobre su aptitud, como más 
adelante se indica. 

2. No es del todo correcta la aseveración de que la ovi-
posición de hembras mayores de 10 d no es significativa, 
pues en México la oviposición de A. obtectus es  
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frecuentemente más alta en hembras mayores de esa edad, 
especialmente en genotipos de frijol susceptibles al ataque 
de este gorgojo. Por ejemplo, en condiciones ambientales 
muy similares a las fijadas por Moss y Credland (1994), 
Camargo et al. (1997) reportaron que hembras de este in-
secto produjeron  29 % de sus huevos de los 11 a los 15 d 
de edad ; Bravo et al. (1991) detectaron 23 % de los 11 a 
los 19 d ; y Ortega et al.(1989) registraron 41 % de los 11 
a los 22 d. Sólo en pocos casos, de genotipos nativos resis-
tentes, se observó que las hembras ovipositan por un lapso 
igual o menor de 10 d (Bolaños y Vera, 1997). 

3. Al contabilizar el total de los huevos que las hem-
bras pusieron durante 10 d, no se tomó en cuenta la edad 
de éstas al momento de ir ovipositando, por lo que se corre 
el riesgo de subestimar o sobrestimar la fecundidad enten-
dida como el número total de huevos depositados por hem-
bra según su edad. Desde un punto de vista demográfico, 
no es lo mismo que se depositen cierto número huevos 
cuando las hembras tienen 3 ó 4 d de edad que si lo hacen 
cuando tienen 9 ó 10 d. Existen al menos tres pruebas es-
tadísticas para comparar la fecundidad tomando en cuenta 
la edad de las hembras : Traslapo de Intervalos (Vera y 
Sotres, 1991), Jacknife y Bootstrap (Meyer et al.,1986), 
de las que se hará mención puntual más adelante. 

4. Al escoger un experimento sin libertad de selección 
para la oviposición, Moss y Credland aducen que las hem-
bras de los gorgojos con frecuencia se enfrentan a una sola 
especie o variedad de hospedante en condiciones de alma-
cenamiento. El argumento no es muy convincente debido a 
que, por un lado, se podría estar obligando a los insectos a 
ovipositar en un hospedante que naturalmente pudiera ser 
rechazado por su tamaño, textura de testa, dureza, etc.; 
por otro lado, en algunas regiones de Latinoamérica los 
agricultores, por lo general de escasos recursos, siembran 
varios tipos de frijol con hábitos diferentes de crecimiento 
en el mismo ciclo agrícola: en monocultivo y asociado con 
maíz (Zea mays L.) o calabaza (Cucurbita pepo L.), y con 
frecuencia los almacenan revueltos.           

5. Al tomar 20 larvas por colecta para conocer la apti-
tud de los adultos sucedió que únicamente en cuatro de las 
ocho accesiones que se probaron (y en el testigo) emergie-
ron más de 5 adultos (7,17,17 y 20), y en dos de ellas so-
lamente hubo tres hembras. Con estas bajas cantidades se 
estimó el tiempo de desarrollo del gorgojo, el peso de los 
adultos y la fecundidad de las hembras, de modo que es 
baja la representatividad de los resultados, lo que puede 
involucrar un serio problema de heterogeneidad de varian-
zas y de normalidad de los datos para someterlos a análisis 
de varianza, salvo que se haga una transformación, como 
la de potencia de Box y Cox (1964).   

Protocolo de tablas de vida y fertilidad 

 
Este protocolo consta también de dos experimentos: 

uno para oviposición  y otro para estimar las estadísticas 
poblacionales de los gorgojos en los diferentes tratamientos 
(accesiones). 

El primero consiste en usar un dispositivo comúnmente 
llamado olfactómetro, que le permite a los insectos ovipo-
sitar libremente sobre (o cerca de) las semillas de las acce-
siones que se someten a prueba; es decir, se trata de un 
experimento de “libre elección” para determinar si hay re-
sistencia por antixenosis (llamada anteriormente no-
preferencia) (Rentería et al., 1997), y también permite la 
observación del comportamiento de búsqueda de grano y  
oviposición.  

El segundo experimento se basa en una técnica demo-
gráfica bien conocida para detectar fuentes de resistencia 
de vegetales a insectos, ya que posibilita detectar a qué 
edad y con qué intensidad afectan ciertos factores a sus 
poblaciones  (Rabinovich, 1980), y es el método que utili-
zaron Rentería et al. (1997). Inicia con muestras aleatorias 
de semillas (de graneros rústicos, mercados populares, al-
macenes, etc.) de varios genotipos de frijol en la región de 
interés, y de ese mismo lugar se colectan gorgojos adultos 
de la especie que causa daño y que sirven para formar la 
colonia del  “biotipo local”. Posteriormente, en una cáma-
ra bioclimática a 27 ± 3 0C, 70 % de HR y 12 h luz, se 
colocan 100 semillas por genotipo en un frasco con tapa 
que contiene una malla metálica que permite la ventilación. 
Cuando hay información previa, se usan dos testigos: uno 
resistente y otro susceptible. Para cada genotipo se coloca 
una cohorte de 100 huevos, de forma que la relación insec-
to-semilla sea de 1 : 1, para evitar la competencia intraes-
pecífica por alimento. 

En el caso de A. obtectus se procura que los granos es-
tén lo suficientemente juntos para que las larvas tengan 
puntos de apoyo y puedan penetrar los granos adyacentes 
(Quentin et al., 1991). Diariamente se anota el número de 
huevos eclosionados y de larvas muertas que no lograron 
penetrar a los granos. A medida que van emergiendo los 
adultos, se traspasan a una caja de petri que contiene gra-
nos del correspondiente genotipo y se registra diariamente 
la fecundidad de las hembras hasta que muere el último 
adulto. Los granos en los que se observó penetración de 
larvas pero no hubo emergencia de adultos, se disecan cui-
dadosamente y se anota el lugar en donde murieron las 
larvas (testa o cotiledones) y se identifican los ínstares en 
que se encontraban éstas al momento de su muerte, con 
base en las dimensiones de sus cápsulas cefálicas (Rodrí-
guez et al., 2000; El-Achkar et al., 1991); asimismo, se 
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hace un recuento de los especímenes que  murieron en es-
tado de pupa. 

Con esta información, para cada genotipo de frijol se 
estiman los siguientes parámetros poblacionales (cohortes) 
del insecto: Curvas de supervivencia, tasas de superviven-
cia (lx), esperanza media de vida (ex), estructura de edades 
de la población (Cx), tasa de reproducción neta (R0), tiem-
po medio de generación (T) y tasa intrínseca de incremento 
per capita (rm). Las curvas de supervivencia de las cohor-
tes se comparan con la prueba de Logrank (Méndez et al., 
2000) y el porcentaje de mortalidad larval con una prueba 
de z aplicada a una distribución binomial (Infante  y Zára-
te, 1997); las rm  se comparan con la prueba de Traslapo de 
Intervalos, Jacknife o Bootstrap, como se indicó anterior-
mente. 

Con dichas comparaciones y con la información sobre 
la esperanza media de vida, la estructura de edades y los 
tiempos medios de generación, se concluye acerca de los 
genotipos que son más resistentes o susceptibles que los 
testigos.  

Los inconvenientes que se han detectado con este pro-
tocolo son: 

1. No se logra un buen control sobre la penetración de 
las larvas en el caso de A. obtectus ; esto es, aunque la re-
lación larva-grano es 1 : 1, se corre el riesgo de que dos o 
más larvas penetren un sólo grano, aunque esto raramente 
se ha observado. 

2. En ocasiones es difícil establecer si las larvas peque-
ñas murieron en la testa o en los cotiledones, ya que éstas 
con frecuencia se encuentran en el límite de dichas estruc-
turas. 

3. No se tiene un control sobre la variabilidad inherente 
de las semillas (o los tratamientos), como lo expuso Cred-
land (1994); es decir, para iniciar los experimentos se to-
man al azar, de cada accesión, 100 semillas. Esto frecuen-
temente ha dado lugar a discrepancias en ciertos paráme-
tros (en R0 y rm, principalmente) cuando el experimento se 
repite. 

4. Los adultos que emergen de cada cohorte no se pe-
san ni se miden, por lo que la única estadística para medir 
la aptitud de éstos es su tasa intrínseca de incremento per 
capita (rm). Sin embargo, es pertinente enfatizar que cuan-
do esta tasa es igual o menor de 0.02, los adultos que 
emergen son pocos (menos de 10 % del número de larvas 
que penetraron) y las hembras ovipositan por un lapso 
igual o menor a 10 d. 

PROTOCOLO COMBINADO 

En este protocolo que aquí se propone se involucran los 
dos protocolos anteriores, con el propósito de obtener ma-
yor información acerca de las estadísticas poblacionales de 
los gorgojos que permitan hacer conclusiones más confia-
bles sobre los sitios de resistencia (o susceptibilidad) de las 
semillas de frijol. A continuación se describe el procedi-
miento combinado: 

1. Colecta de semillas. Se debe hacer como lo indican 
Moss y Credland (1994), es decir, en plantas cultivadas o 
silvestres lo más cercanas posible en el terreno. Si el nú-
mero de semillas por colecta es reducido, se recomienda 
sembrarlas en condiciones controladas de invernadero y 
homogéneas en cuanto a tipo y fertilidad de suelo, hasta 
obtener un mínimo de 250 a 300 semillas por accesión, 
para con ellas proceder con los experimentos de oviposi-
ción, penetración de larvas y aptitud de adultos. 

2. Oviposición. Se recomiendan dos experimentos si-
multáneos. Uno, como lo indican Moss y Credland (1994), 
y el otro con el procedimiento de “libre elección”. De esta 
forma se podría verificar si los resultados del primero con-
cuerdan con los del segundo; además, con el segundo  se 
tendría la oportunidad de observar el libre comportamiento 
de oviposición ante una diversidad de semillas de accesio-
nes de diferente tipo, forma, tamaño, textura, etc., espe-
cialmente de frijoles cultivados o silvestres de buena parte 
de la región Neotropical (México, Centroamérica y Co-
lombia, principalmente). Obviamente esto requiere más de 
20 semillas por accesión. 

3. Penetración y desarrollo larval. Para que la unidad 
experimental represente las condiciones de ataque del gor-
gojo en un granero, se deben colocar cuando menos 100 
larvas recién emergidas con igual número de granos por 
colecta, que incluyan al testigo susceptible, en frascos con 
ventilación. Este número de larvas  considera la cohorte 
inicial de una tabla de vida. De acuerdo con el porcentaje 
de penetración de larvas a los granos, las accesiones se ca-
lifican con los criterios establecidos por Moss y Credland 
(1994): 25 % o menos, resistente; más de 25 y menos de 
50 %, resistencia intermedia; 50 % o más, susceptible. 
Dado que tales criterios para determinar resistencia son 
amplios, estos porcentajes de penetración se pueden com-
parar con la prueba de z, lo que permitiría conocer la re-
sistencia de la testa y hacer una discriminación dentro de 
cada criterio de resistencia; por ejemplo, si en una acce-
sión penetraron 20 % de larvas y en otra 15 %, y la prue-
ba detecta diferencias entre estos porcentajes, se puede de-
cir que la segunda es más resistente que la primera. 
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Después se espera la emergencia de los adultos y se di-
sectan todos los granos en los que no hubo emergencia; así 
se detecta en qué estadio y porcentaje murieron los inma-
duros (larvas y pupas) para dar continuidad a las tablas de 
vida. A esta información se aplica la prueba de z y, si hay 
diferencias con el testigo susceptible, la mortalidad se pue-
de atribuir al efecto de la resistencia inherente a los cotile-
dones de las semillas.     

De acuerdo con el porcentaje de adultos emergidos en 
relación con el número de larvas que penetraron en los 
granos de cada accesión, se aplica el criterio de resistencia 
de Moss y Credland (1994).  

4. Aptitud de adultos. En todas aquellas accesiones en 
donde hay más de 25 % de emergencia de adultos, las cua-
les serían catalogadas como susceptibles a la penetración y 
desarrollo de larvas, se mide el peso y tamaño de hembras 
y machos; se registra el número de huevos depositados por 
las hembras según la edad de éstas, para iniciar las tablas 
de fecundidad, y también se registra la viabilidad de los 
huevos; las observaciones se siguen realizando hasta la 
muerte del último espécimen en cada accesión. En esta fa-
se queda al criterio del investigador si se deja a las hem-
bras copular con machos que emergieron de la misma ac-
cesión de donde ellas emergieron  (como cuando se están 
probando genotipos mejorados destinados al almacenaje y 
posterior consumo), o con machos aptos previamente es-
cogidos de una colonia en una variedad susceptible (si se 
están probando accesiones silvestres, en donde las hembras 
en condiciones naturales tienen mayor probabilidad de apa-
rearse con machos que no provienen de los mismos granos 
de donde salieron las hembras).  

Con estos datos se estiman las estadísticas poblaciona-
les de todas las cohortes del insecto en cuestión: Tasas de 
supervivencia (lx), esperanza media de vida (ex), tasa neta 
de reproducción (Ro), tiempo medio de generación (T), ta-
sa intrínseca de incremento per capita (rm) y distribución 
de edades (Cx).     

Luego se comparan las curvas de supervivencia con la 
prueba de Logrank; las tasas intrínsecas de incremento per 
capita con la prueba de Traslapo de Intervalos o las prue-
bas de Jacknife o de Bootstrap; el peso y tamaño de los 
adultos se comparan con una prueba no-paramétrica, por 
ejemplo la de Kruskal y Wallis (Infante y Zárate, 1997). 
Con estos resultados se infiere si la resistencia en los coti-
ledones se manifestó en la capacidad de los adultos para 
reproducirse y producir descendencia fértil. 

Adicionalmente, si la comparación de las estadísticas 
anteriores no permite detectar una diferencia clara entre 
dos (o más) accesiones en la aptitud de los adultos, y se 

quisieran tener más elementos para discriminar entre ellas, 
se recomienda hacer uso de la información que proporcio-
nan las estadísticas ex,  T y Cx. 

CONCLUSIONES 

El protocolo combinado que se propone, basado en dos 
protocolos experimentales para detectar resistencia de fri-
jol (Phaseolus spp.) al ataque de gorgojos (Bruchidae), 
contribuye a que disminuya la variabilidad inherente en las 
semillas (genotipos) que se colecten para determinar sus 
efectos sobre los insectos; a que las unidades experimenta-
les sean representativas de las condiciones de oviposición y 
ataque de estos brúquidos; a que se identifiquen las estruc-
turas que le confieren resistencia a dichas semillas; ya que 
se conozca cuáles estados biológicos y parámetros pobla-
cionales de los gorgojos son los más afectados por las de-
fensas de estas leguminosas. Con lo anterior se llegará a 
conclusiones más confiables, apoyadas con pruebas esta-
dísticas acordes con los procedimientos experimentales del 
protocolo combinado aquí propuesto.       
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