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Resumen

El cultivo de amaranto (Amaranthus hypocondriacusL.),se
ve afectado por el ataque de insectos plaga; entre las cuales
Sphenarium purpurascens Charp, es uno de las principales
plagas ocasionado pérdidas importantes, ademds de generar
gastos fuertes en su control quimico. Por lo anterior, es
necesario contar con alternativas econéomicas de control
que sean inocuas al ambiente y la salud humana. El objetivo
de esta investigacion fue conocer el efecto de Beauveria
bassiana (Balsamo) en combinacion con extractos acuosos
de chicalote (4drgemone mexicana L.), chile (Capsicum
frutescens L.)ehiguerilla (Ricinus comunis L.) parael control
de S. purpurascens en amaranto. Al probar en laboratorio
el efecto de B. bassiana sobre S. purpurascens de cinco
tratamientos y un testigo (agua) inoculados topicamente e
incubados a temperaturas de 26 = 1 °C y HR= 70 &+ 10%),
a los ocho dias después de la inoculacion hubo el 100% de
mortalidaden el 2°y4°estadioninfalcon 1.0 X 108y 1.0 X 10°
conidios mL™!, mientras que en adultos la mortalidad fue de
76y 81%, respectivamente. En campo se determind el efecto
de extractos de chicalote (Argemone mexicana) + higuerilla
(Ricinus comunis) + B. bassiana; extractos de higuerilla +
chile (Capsicum frutescens) + B. bassiana; B. bassiana (sin
extractos)y testigo (agua) sobre el nimero de chapulines
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Abstract

The cultivation of amaranth (Amaranthus hypocondriacus
L.), is affected by the attack of insect pests; among which
Sphenarium purpurascens Charp, is one of the main pests
caused considerable losses and generate heavy spending
on its chemical control. Therefore, it is necessary to have
economic control alternatives that are harmless to the
environment and human health. The objective of this
research was to determine the effect of Beauveria bassiana
(Balsam) in combination with aqueous extracts of chicalote
(Argemone mexicana L.), pepper (Capsicum frutescens
L.) and higuerilla (Ricinus comunis L.) for controlling S.
purpurascens in amaranth. When testing laboratory the
effect of B. bassiana on S. purpurascens five treatments
and a control (water) topically inoculated and incubated
at temperatures of 26 + 1 °C and RH= 70 £ 10%), eight
days after the inoculation was 100% mortality in the 2™
and 4" nymphal stage with 1.0 X 10% and 1.0 X 10° conidia
mL"', while adult mortality was 76 and 81%, respectively.
Field effect extracts chicalote (Argemone mexicana) +
(Ricinus comunis) + B. bassiana was determined; extracts
ofhiguerilla+pepper (Capsicum frutescens)+ B. bassiana;
B. bassiana(no extracts) and control (water) on the number
of live grasshoppers grasshoppers per experimental unit,
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vivos chapulines por unidad experimental, porcentaje
de defoliacion y rendimiento de grano. El tratamiento de
extractos de higuerilla+chile+ B. bassiana present6 el menor
numerode chapulines (18. 88%), menor porcentaje de dafio al
follaje(11.77)ylamayor produccionde grano2001.48 kgha™'.

Palabras claves: Amaranthus hypocondriacus L.,
Argemones mexicana, Beauveria bassiana, Ricinus
comunis, Sphenarium purpurascens.

Introduccion

Elamaranto (Amaranthus hypochondriacus L.) esunpseudo
cereal del grupo de las dicotiledoneas, con metabolismo C4,
capazde desarrollarse en condiciones semiaridas (Teutonico
y Knorr, 1985; Kauffman y Weber, 1990). El grano de
amaranto es una fuente de escualeno y acidos grasos como
palmitico, oleico y linoleico (He et al., 2002); proteinas
y aminoacidos esenciales, tales como lisina, metionina y
triptofano; es también una fuente potencial de flavonoides.
Por lo anterior, a nivel mundial el cultivo de amaranto es
una alternativa para la seguridad alimentaria reduciendo
el hambre y la desnutricion (Barba de 1a Rosa et al., 2009).

En 2010 el estado de Puebla fue el mayor productor de
amaranto con el 64.3%, seguido por Estado de México
(12.7%), Morelos (7.8%), Guanajuato (5.8%), Tlaxcala
(4.9%), Distrito Federal (4.3%) y Querétaro con 0.1%
(SIAP, 2010). En el mismo afio la cosecha de amaranto a
nivel nacional fue 3 870 toneladas, donde Puebla aporto
2 488.5 toneladas; siendo el Municipio de Tochimilco
el principal productor con 1 418 toneladas (SAGARPA,
2012). Los chapulines de la familia Pyrgomorphidae, es la
plagade mayor importancia en diferentes partes de México,
realizando dafios en el follaje en diversos cultivos. Desde el
inicio de laagricultura el chapulin han sido una de las plagas
mas importantes en la agricultura mundial (Weiland ez al.,
2002), causando diferentes e importantes dafios al follaje
de cereales, hortalizas y frutales (Lockwood et al., 2002).

En los ultimos 50 afos en Canada y Estados Unidos de
América se ha estimado que el chapulin causa pérdidas
en cultivos anuales de 6 millones de dolares; existiendo
pérdidas superiores de hasta 200 millones de délares (Sultan
and Fielding 2003). En México Sphenarium purpurascens
Charp, provoca cuantiosas pérdidas en cultivos de frijol,
maiz y pastizales, en los estados cuya altitud es superior a
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defoliation percentage and grain yield. Treatment of
extracts from higuerilla+chile + B. bassiana had the lowest
number of grasshoppers (18. 88%), lower percentage of
damage to the foliage (11.77) and the highest grain yield
2001.48 kgha'.

Keywords: Amaranthus hypocondriacus L., Argemones
mexicana, Beauveria bassiana, Ricinus comunis,
Sphenarium purpurascens.

Introduction

The amaranth (Amaranthus hypochondriacus L.) is a
group pseudocereal dicots with C4 metabolism, able to
grow in semi-arid conditions (Teutonico and Knorr, 1985;
Kauffman and Weber, 1990). Amaranth grain is a source of
squalene and fatty acids such as palmitic, oleic and linoleic
(He et al., 2002); protein and essential amino acids such
as lysine, methionine and tryptophan; it is also a potential
source of flavonoids. Therefore, global amaranth cultivation
is an alternative to food security by reducing hunger and
malnutrition (Barba de la Rosa et al., 2009).

In 2010 the state of Puebla was the largest producer of
amaranth with 64.3%, followed by State of Mexico (12.7%),
Morelos (7.8%), Guanajuato (5.8%), Tlaxcala (4.9%),
Federal District (4.3%) and Queretaro with 0.1% (SIAP,
2010). In the same year the harvest amaranth nationwide
was 3 870 tons, which accounted for 2 488.5 tonnes Puebla;
Municipality Tochimilco being the largest producer
with 1418 tonnes (SAGARPA, 2012). Grasshoppers of
pyrgomorphidae family, is the major pest in different parts
of Mexico, doing damage to the foliage in various crops.
Since the beginning of agriculture the locusts have been one
ofthe most important in world agriculture pests (Weiland et
al.,2002), causing several important damage to the foliage
of cereals, vegetables and fruit (Lockwood et al., 2002).

Over the past 50 years in Canada and the United States
it has been estimated to cause losses in the grasshopper
annual crops 6 million; having higher losses of up to $200
million (Sultan and Fielding 2003). In Mexico Sphenarium
purpurascens Charp causes significant losses in crops of
beans, cornand pasture, in the United whose altitude is more
than 2 000 meters as Chihuahua, Durango, San Luis Potosi,
Hidalgo, State of Mexico, Michoacan, Puebla, Tlaxcala and
Guanajuato (Garcia and Lozano 2011).
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los 2 000 msnm como Chihuahua, Durango, San Luis Potosi,
Hidalgo, Estado de México, Michoacan, Puebla, Tlaxcalay
Guanajuato (Garciay Lozano 2011).

Pérez-Torres et al. (2011a) sefalan que en Tochimilco, el
amaranto es atacado por diversos insectos plaga que danan
el follajey lapanojaentre los que destacan S. purpurascens,
Epicauta cinerea (Forster), Spodoptera exigua (Hiibner),
Pholisora catullus Fab, Macrosiphum sp.,y Lygus lineolaris
(Palisot De Beauvois). S. purpurascens empieza a defoliar
el cultivo a partir de su emergencia y durante todo el ciclo
vegetativo. Por lo que Aragon et al. (2011), consideran a
estaespecie como uno de los principales insectos que danan
el follaje. Ante la amenaza del insecto, los productores de
amaranto incrementan las aplicaciones de insecticidas
sintéticos y como consecuencia ha adquirido resistencia
(Hemingway et al., 2002; Li et al., 2007); ademas el uso
inmoderado de pesticidas ha ocasionado problemas de salud,
contaminacion de agua, suelo y aire (Aragény Tapia, 2009).

Estos problemas han obligado a buscar métodos alternativos
a los insecticidas sintéticos, para poder controlar esta
plaga, por lo que Iannacone y Reyes (2001), recomienda
el uso de productos naturales derivados de plantas, ya que
no producen un desequilibrio en el ecosistema. El uso
de plantas con propiedades insectistaticas es una técnica
ancestral usada en diversos paises como Méxicoy América
Central, que datan de tiempo de los aztecas y mayas como
ejemplo de esto se encuentra la mezcla de maiz con aji
Capsicum frutescens Hill, (Solanaceae), y ruda Ruta
graveolens L., (Rutaceae) o ajo Allium cepa L., (Alliaceae)
(Silvaetal.,2002), pero con laaparicion de los insecticidas
sintéticos su empleo se descontinud.

En México desde la década de los 80’s se tienen informes
de 1 600 especies de plantas que han mostrado actividad
contra diferentes insectos plaga, actuando de diversas formas
como atrayentes, repelentes, estimulantes o inhibidoras en la
ovoposicion y la alimentacion o simplemente actian como
confusores (Silva et al., 2003), tal es el caso de Argemone
mexicana L., que se ha utilizado para el combate de las
plagas, gracias a que la semilla presenta compuestos toxicos
obteniendo un aceite para controlar la hormiga, barrenillo,
conchuela del frijol, gorgojo, palomilla del maiz, plagas del
algodony plagas de la cafia de azicar (De Poll, 1988; Cuevas
etal.,1991; Aragony Lopez, 1994; Lagunes, 1994), Capsicum
frutescens L., actia como insecticida y de repelencia o
disuasion contra pulgones, acaros, mosca blanca, broca de
café y gorgojo del maiz (Ramirez, 2004; Salvadores et al.,

Pérez-Torres et al. (2011a) show that in Tochimilco, the
amaranth is attacked by many insect pests that damage the
foliage and panicle among them S. purpurascens, Epicauta
cinerea (Forster), Spodoptera exigua (Hibner), Pholisora
catullus Fab, Macrosiphum sp., and Lygus lineolaris
(Palisot De Beauvois). S. purpurascens starts to defoliate
the crop from its emergency throughout the growing cycle.
As Aragon et al. (2011) consider this species as one of the
main insects that damage the foliage. Faced with the threat
of insect, amaranth producers increased application of
synthetic insecticides and as aresult has acquired resistance
(Hemingway et al., 2002; Li et al., 2007); furthermore, the
excessiveuse of pesticides has caused health problems, water
pollution, soil and air (Aragon and Tapia, 2009).

These problems have been forced to seek alternatives to
synthetic insecticides to control this pest, so lannacone
and Reyes (2001) recommends the use of natural products
derived from plants, they do not produce an imbalance in the
ecosystem. The use of plants with properties insectistatic is
an ancienttechnique used in many countries such as Mexico
and Central America, dating from the time of the Aztecs
and Mayans as an example of this corn mixture with pepper
Capsicum frutescens Hill, (Solanaceae) and Ruta graveolens
L., (Rutaceae) or garlic Allium cepa L., (Alliaceae) (Silva
et al., 2002), but with the advent of synthetic insecticides
use was discontinued.

In Mexico since the early 80's there are reports of 1 600
species of plants that have shown activity against different
insect pests, acting variously as attractants, repellents,
stimulating or inhibiting the oviposition and feeding or
just act as confounders (Silva et al., 2003), as in the case of
Argemone mexicana L., which has been used to combat pests,
thanks to the seed has toxic compounds to an oil to control the
ant, beetle, Mexican bean beetle weevil, armyworm, cotton
pests and pests of sugarcane (De Poll, 1988; Cuevas et al.,
1991; Aragén and Lopez, 1994; Lagunes, 1994), Capsicum
frutescens L., acts as aninsecticide and repellency or deterrent
againstaphids, mites, whiteflies, coffee berry borerand maize
weevil (Ramirez, 2004; Salvadores et al., 2007) and Ricinus
communis L., has insecticidal activity against several species
ofinsect pests, especially against larvae and thrips (Rojas and
Chavez,2007), its toxic activity was tested against leaf-cutting
ant (Bigi et al., 2004), and aphid repellent.

Entomopathogenic fungi have been extensively studied
for its ability to control crop pests of economic importance.
Beauveria bassiana (Balsam) infects a wide host range and
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2007)y Ricinus communis L., presenta actividad insecticida
contra varias especies de insectos plaga, especialmente
contra larvas y trips (Rojas y Chavez, 2007), su actividad
toxica se ha probado contra la hormiga arriera (Bigi et al.,
2004), y surepelente con el pulgon.

Los hongos entomopatdgenos han sido ampliamente
estudiados por su capacidad para controlar plagas de cultivos
de importancia econdomica. Beauveria bassiana (Balsamo)
infectaun ampliorango de hospederos y puede serusado como
biopesticida contra diferentes géneros de insectos, es efectivo
para el control de S. purpurascens al penetrar la cuticula del
insecto, por lo que no es necesario que el chapulin ingiera a
esteorganismo (Huerta et al.,2014). El objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de B. bassiana y extractos vegetales
acuosos de chicalote (Argemone mexicana), chile (Capsicum
frutescens) e higuerilla (Ricinus communis) en el control de
Sphenarium purpurascens en el cultivo de amaranto.

Materiales y métodos

Para poder conocer si la cepa de B. bassiana es patdogena
sobre diferentes estadios del S. purpurascens, primero
fue aislada de los chapulines recolectados en campo en
San Lucas Tulcingo, Municipio de Tochimilco, después
se realiz6 la prueba de patogenicidad en ninfas del 2° y 4°,
estadio, como en adulto. Se llevaron a cabo tres bioensayos,
bajo un disefio en bloques completos al azar con cinco
tratamientos y cuatro repeticiones, la unidad experimental
fue un recipiente de plastico de un litro de capacidad donde
se colocaron 10 individuos de S. purpurascens (de acuerdo
al estado de desarrollo de cada del insecto para cada uno
de los bioensayos), los cuales se alimentaron con hojas
de acelgas cultivadas en invernadero: donde se probaron
cuatro concentraciones de inoculo: 1 x 10%, 1 x 107, 1 x 108
y 1.2 x 10° esporas mL! y el testigo (agua destilada con dos
gotas de Tween 80). Chapulines en estadios ninfales 2 y 4 se
inocularon cada uno con 2 mL de la suspension de esporas,
en el dorso pronotal del insecto (Douglas et al. (1997).

Las unidades experimentarles con insectos adultos
fueron asperjadas con 3 mL de la suspension de esporas
correspondientes. La mortalidad se registr6 cada 24 horas
y los insectos muertos se colocaron en cimara himeda, para
verificar que la infeccion fue producida por B. bassiana,
a través de microscopia. La mortalidad obtenida fue
corregida pormedio de la formulade Abbot (1925), los datos
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canbeused as abiopesticide against various kinds of insects,
itis effective for the control of S. purpurascens to penetrate
the insect cuticle, so you do not need to eat the grasshopper
this body (Huerta et al., 2014). The aim of this study was
to evaluate the effect of B. bassiana and aqueous plant
extracts chicalote (Argemone mexicana), pepper (Capsicum
frutescens) and higuerilla (Ricinus communis) in controlling
Sphenarium purpurascens in the cultivation of amaranth.

Materials and methods

To know whether the strain of B. bassiana is pathogenic
on different stages of S. purpurascens, it was first isolated
from the grasshoppers collected in the field in San Lucas
Tulcingo, Township Tochimilco after the pathogenicity test
was performed on the 2™ and nymphs 4, stage, and adult.
They conducted three bioassays, undera design inrandomized
complete block design with five treatments and four
replications, the experimental unit was a plastic container of
one liter where 10 individuals of S. purpurascens were placed
(according to the state of developing for each insect bioassays
each), which were fed with leaves of greenhouse grown chard:
where four concentrations were tested inoculum 1 x 10°, 1 x 107,
1x10%and 1.2x 10°spores ml ' and the control (distilled water
with two drops of Tween 80). Grasshoppers nymphal stages 2
and 4 were each inoculated with 2 mL of the spore suspension
in the back of'the insect pronotal (Douglas et al., 1997).

The experimentarles units adult insects were sprayed with
3 mL of the appropriate spore suspension. Mortality was
recorded every 24 hours and dead insects were placed in a
humid chamber to verify that the infection was caused by
B. bassiana, through microscopy. Mortality obtained was
corrected by Abbott's formula (1925), the data obtained by
analysis of variance (ANOVA) and comparison of means
by Tukey test (o= 0.05) were submitted. Calculations
and statistical tests were performed using the software
Statgraphics Plus for Windows 4.1. Also the determination
of the average lethal time (LT5,) using the statistical model
Probit was obtained (Finney, 1972).

Field test. This work was done during the season 2011 in
the agricultural area of San Lucas Tulcingo, Municipality
of Tochimilco, Puebla (length: 18°50' 14", latitude: 98°35'
42" and an altitude of 1950 m), annual rainfall of about 877
mm and four types of climate: semi-warm humid, humid
temperate, humid and cold semifreddo (INAFED, 2009).
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obtenidos se sometieron al analisis de varianza (ANOVA)
y la comparacion de medias mediante la prueba de Tukey
(0= 0.05). Los calculos y pruebas estadisticas se realizaron
utilizando el software Statgraphics plus para Windows4.1. Asi
mismo se obtuvo la determinacion del Tiempo Letal medio
(TLso) utilizando el modelo estadistico Probit (Finney, 1972).

Ensayo de campo. Este trabajo se realizé durante el ciclo
agricola 2011, en la zona agricola de San Lucas Tulcingo,
Municipio de Tochimilco, Puebla (longitud: 18° 50’14,
latitud: 98°35°42” y una altitud de 1 950 m), precipitacion
anual aproximada de 877 mm y cuatro tipos de clima:
semicalido subhiimedo, templado subhiimedo, semifrio
subhumedo y frio (INAFED, 2009). La vegetacion
corresponde a una zona boscosa de pino y pino-encino
asociada a una vegetacion arbustiva y arborea, selva baja
caducifolia y pastizal inducido (INEGI, 2010).

El material vegetal utilizado para la elaboracion de los
extractos se recolect6 en el mes de marzo y mayo de 2011,
de A. mexicana (Papaveraceae) se colecto el follaje y flores;
para R. comunis (Euphorbiaceae) y C. frutescens var.
serrano (Solanaceae) se utilizo el fruto. Se dejo secar sobre
papel periddico y a la sombra durante 20 dias, hasta su total
deshidratacion. Lostejidos secos se pulverizaron enunmolino
eléctrico (Nixtamatic), se tamizaron a través de unamalladel
numero 20 (Mont inox) y se conservaron en bolsas de papel
enun lugarsecoy fresco hasta larealizacion del experimento.

Para llevar a cabo el estudio se selecciond una parcela
representativa de la zona de estudio, donde se realizo el
barbecho, rastreo y surcado con traccion animal. La semilla
de A. hypochondriacus obtenida de la cosecha del ciclo
anterior, se sembro el 24 de junio de 2011, depositando de
6-8 semillas de amaranto en el fondo del surcoy se cubrieron
conmismo suelo seco de laparcela. La semillase mezclo 24
horas antes con estiércol seco de caballo (2 kg de semilla por
30kgdeestiércol), y se sembraron juntos. La distancia entre
cada punto de siembra fue de 60 cm, y entre surco y surco
de 80 cm. Una vez que las plantas tuvieron una altura de 15
cm en promedio, se dejaron tres plantas por mata.

Los tratamientos probados fueron higuerilla + chicalote
+ Beauveria bassiana, higuerilla + chile + B. bassiana, B.
bassiana y el testigo que consistio en aplicar solo agua. En
todos los tratamientos con B bassiana se utilizaron 3.2 x
10! esporas mL!. Los tratamientos biologicos (extractos +
entomopatdgenos) seaplicaron cada semanay se alternaroncon
laaplicaciondeunasuspensionde jabondepastillazote (3,4,4

The vegetation corresponds to a wooded area of pine and
pine-oak associated with shrubs and trees, deciduous forest
and induced pasture (INEGI, 2010).

The plant material used to prepare the extracts were collected
inMarch andMay 2011, 4. mexicana (Papaveraceae) foliage
and flowers were collected; R. comunis (Euphorbiaceae) and
C. frutescens var. Serrano (Solanaceae) the fruitused. He was
allowed to dry on newspaper and in the shade for 20 days,
until complete dehydration. The dry mass was pulverized
in an electric mill (Nixtamatic), sieved through a number
20 mesh (Mont stainless steel) and stored in paper bags in a
cool dry place until the experiment.

To carry out the study a representative plot of the study area
where fallow was performed, tracking and laced with animal
tractionwasselected. 4. iypochondriacus seed obtained from
the harvest of the previous cycle, sowed 24 June 2011, laying
6-8 amaranth seeds in the bottom of the furrow and covered
with dry soil of the same plot. The seed mixed 24 hours before
dryhorsemanure (2 kgof seed per 30 kg of manure), and seeded
together. The distance between each seed point was 60 cm,
and between groove and groove 80 cm. Once the plants had a
height of 15 cm on average, three plants were allowed to kill.

Treatments tested were higuerilla + chicalote + Beauveria
bassiana, higuerilla + chile + B. bassiana, B. bassiana and
the witness who was to apply only water. In all treatments
with B bassiana 3.2 x 10" spores mL! were used. Biological
treatment (extracts + entomopatdgenos) were applied every
week and alternated with the application of a suspension
dunce soap bar (3, 4, 4 tricloracarbanilida). The design was
randomized complete block design with four treatments and
nine repetitions. The experimental unithad anarea of 53.7 m?,
featuring eight groove and each group contained groove 14"
floor, while the useful plot consisted of four rows and each
present eight plants (32 central plants), inan area of 15.36 m>.

Forextracts 3%, 30 gof plant material were weighed of each
species were macerated and diluted in 1 liter of water; with
respect to the combinations of the two plants, each 15 g were
used for the same volume of water. The extracts were stirred
with a wooden paddle for 20 minutes and allowed to stand
for 24 h, then filtered through a fine mesh (tricot), and was
transferred to a spray bag of 15 liters, also was incorporated
the formulation of B. bassiana spores and applications were
made. These applications are held every week. Applications
of these treatments alternated with applications soap tablet
(0.6%). 100 g of soap were weighed and passed through a
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tricloracarbanilida). Se utilizo un disefio en bloques completos
alazar con cuatro tratamientos y nueve repeticiones. Launidad
experimental tuvo un area de 53.7 m?, presentando ocho surco
y cada surco consto de 14 planta, mientras que la parcela util
estuvo conformada por cuatro surcos y cadauno presento ocho
plantas (32 plantas centrales), en un area de 15.36 m?.

Para obtener los extractos al 3%, se pesaron 30 gr del material
vegetal de cada especie se macerarony diluyeronen 1 litrode
agua; con respecto a las combinaciones de las dos plantas, se
utilizaron 15 gr de cada una por el mismo volumen de agua.
Los extractos se agitaron con una pala de madera durante 20
minutos y se dejaron reposar por 24 h, después se filtraron a
través de una malla fina (tricot), y se trasvaso en unamochila
aspersora de 15 litros de capacidad, ademas se incorporo la
formulacion de esporas de B. bassiana y se realizaron las
aplicaciones. Estas aplicaciones se llevaron a cabo cada
semana. Las aplicaciones de estos tratamientos se alternaron
con las aplicaciones de jabon de pastilla (0.6%). Se pesaron
100 g de jabon y se paso por un rayador, se diluyo en 16 litros
de agua y se dejo reposar por 24 h, por ultimo filtro con una
malla finaparasertrasvasadoaunamochilaaspersion. Entotal
se realizaron ocho aplicaciones: cuatro de los tratamientos
bioldgicos y cuatro de la suspension jabonosa.

Para obtener el inoculo del hongo, en voliimenes de 200 g
de grano de arroz (sin testa), se hidrataron por dos horas en
160 mil de agua destilada mas 131 mg de ampicilina, luego
el grano se escurri6é durante una hora sobre un bastidor con
tela mosquitera de plastico y finalmente se vertio en bolsas
depolipapel y seesterilizoa 121 °C, durante 15 min. Elarroz
esterilizado se inocul6 en una campana de flujo laminar con
unasuspension de esporas de B. bassiana auna concentracion
de 1.5 x 10° esporas/mL agregando con una pipeta 10 mL
de la suspension a cada bolsa de polipapel, cubriendo todo
el grano para obtener una distribuciéon homogénea de la
suspension en el sustrato. Las bolsas inoculadas se incubaron
aunatemperaturade 27 +2 °C, con una humedad relativay
fotoperiodo de 12:12 horas luz-oscuridad por 15 dias. Las
esporas recuperadas por filtracion y tamizado, se colocaron
enundesecador durante dos horas, parareducir el contenido
de humedad de las esporas. Posteriormente se pesaron 2.5 g
deesporas (3.2 x 10" esporas/mL) y se disolvieronen20 mL
deaceite de girasol estéril, se mezclaron en un vortex por 10
min y se mantuvieron a 4 °C hasta su aplicacion.

Para estimar la eficacia biologica de los tratamientos que se
evalud: nimero de chapulines por parcela titil: se contabilizd
el ntimero de chapulines que se encontraron en cada una de
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grater, diluted in 16 liters of water and allowed to stand for
24 h, and finally with a fine mesh filter to be transferred into
a backpack spray. four biologics and four soap suspension:
a total of eight applications were made.

Forthe inoculum ofthe fungus, in volumes 0f200 g grainrice
(no testa), they were hydrated for two hours in 160 thousand
of distilled water plus 131 mg of ampicillin, then the grain
was drained for one hour on a frame with plastic fabric and
eventually screened poured into poly-bags and sterilized at
121 °C for 15 min. The sterilized rice was inoculated in a
laminar flow hood with a spore suspension of B. bassiana ata
concentrationof 1.5 x 10° spores/ mL by adding by pipette 10
ml of the suspension polipapel each bag, covering the whole
grain obtain a homogeneous distribution of the suspension
in the substrate. The inoculated bags are incubated at a
temperature of 27 = 2 °C, relative humidity and photoperiod
12:12 hour light-dark for 15 days. Spores recovered by
filtration and sieving, was placed in adesiccator for two hours
toreduce the moisture content of the spores. Subsequently 2.5
gofspores(3.2x 10'°spores/mL) were weighed and dissolved
in 20 mL of sterile sunflower oil, mixed on a vortex for 10
min and kept at 4 °C until application.

To estimate the biological effectiveness of the treatments
was evaluated: number of grasshoppers per useful plot: the
number of grasshoppers that were found in each of the plants
useful plot was recorded. Percentage of damage foliage
consumed: the three plants that made up the kills as 100% and
by direct observation the percentage of damage of plants were
considered invalid. Grain yield: once the harvest took place
was cleaned and seed weight in a granataria balance, getting
the weight in kilograms by useful plot for each treatment
and then extrapolated kg ha™'. Those data were verified
the hypothesis of homogeneous variance by Bartllet test,
analysis of variance and multiple comparison of means by
Tukey test (p<0.05) (Steel and Torrie, 1960) was performed.
Calculations and statistical tests were performed using the
Statgraphics Centurion X VI software (Statgraphics, 2010).

Results and discussion

Laboratory bioassays

At seven days after inoculation (ddi) in second instar
nymphs of S. purpurascens, 100% mortality was obtained
in all concentrations (1.0 x 10°to 1.0 x 10° spores / mL). In
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las plantas de la parcela til. Porcentaje de dafos del follaje
consumido: se consideraron las tres plantas que conformaron
la mata como el 100% y por observacion directa se obtuvo
el porcentaje de dafio de las plantas. Rendimiento del grano:
una vez que se realizo la cosecha se procedi6 a limpiar la
semilla y se peso en una balanza granataria, obteniendo el
peso en kilogramos por parcela util para cada tratamiento y
después se extrapolaron a kg ha!. A los datos obtenidos se
les verifico la hipdtesis de varianza homogénea mediante
la prueba de Bartllet, se realizo el Analisis de Varianza y
la comparacion multiple de medias mediante la Prueba de
Tukey (p< 0.05.) (Steel and Torrie, 1960). Los calculos y
pruebas estadisticas se realizaron utilizando el software
Statgraphics Centurion X VI (Statgraphics, 2010).

Resultados y discusion

Bioensayos en laboratorio

A los siete dias de la inoculacion (ddi) en ninfas de
segundo estadio de S. purpurascens, se obtuvo el 100% de
mortalidad en todas las concentraciones (1.0 x 10°a 1.0 x
10? esporas/mL). En el cuarto estadio ninfal ddi se obtuvo
el 80% de mortalidad con las concentraciones de 1.0 x
107 a 1.0 x 10° esporas mL" y a los seis dias el 100% de
mortalidad en todas las concentraciones. Estos resultados
coinciden con los reportados por Garcia y Gonzalez
(2009) quienes citan que B. bassiana condosisde 1.2 x 10°
blastosporas mL! causo mortalidad de 100% de las ninfas
de S. purpurascens.

Los tratamientos 1 x 10*y 1 x 10° esporas/mL ocasionaron
mayor mortalidad en adultos de S. purpurascens que los
demas tratamientos con porcentajes de mortalidad de 80
y 76%, respectivamente (Cuadro 1). Estos resultados son
similares a los reportados por Adatia et al. (2010) quienes
obtuvieron un 50% de mortalidad de chapulines a los 5
y 6 dias y 90% mortalidad en los dias 6 y 7. De manera
consistente el porcentaje de mortalidad se incremento al
aumentar la concentracion de esporas, estos resultados son
similares con lo descrito por Eken et al. (2006).

La concentracion de B. basiana (1 x 10°) que present6 el
menor TLs,, para aniquilar a laninfas del 2° y 4° estadio, asi
como a los adultos de S. purpurascens, se encontraron al
tercer y cuarto dia de realizar el inoculo del hongo, seguida
por 1 x 108encontrando que el TLs,, de laninfa 2 se observo

the fourth nymphal stage ddi 80% mortality was obtained
with concentrations of 1.0 x 107 to 1.0 x 10° spores mL"'!
and six days to 100% mortality atall concentrations. These
results agree with those reported by Garcia and Gonzalez
(2009) who cite that B. bassiana at doses of 1.2 x 10° mL"!
blastosporas caused 100% mortality of the nymphs of S.
purpurascens.

Treatments 1 x 10%and 1 x 10°spores/mL caused increased
mortality in adults S. purpurascens than other treatments
with mortality rates of 80 and 76%, respectively (Table 1).
These results are similar to those reported by Adatia et al.
(2010) who obtained 50% mortality of grasshoppers at 5
and 6 days and 90% mortality on days 6 and 7. Consistent
percent mortality increased with increasing concentration
of spores, these results are similar to as described by Eken
etal. (2000).

Cuadro 1. Mortalidad (%=+EE)enadultosdesS. purpurascens
alos ocho dias de la aplicacion de B. bassiana en
condiciones de laboratorio.

Table 1. Mortality (% + EE) in adults S. purpurascens on

the eighth day of the application of B. bassiana
under laboratory conditions.

Beauveria bassiana (%) de mortalidad + error

(esporas ml) estandar

Testigo (agua) 0.0+0.0a*
1.0x 10° 43.34+0.76b
1.0x 107 53.24+0.87b
1.0x 10? 76.0+0.28 ¢
1.0x 10° 81.0+0.0¢c

* Medias con la misma letra, no difieren significativamente (p< 0.05). EE=error
estandar.

The B. Basiana concentration (1 x 10°) had the lowest TLs,
to annihilate the nymphs of the 2nd and 4th stage, as well
as adults of S. purpurascens, they are found on the third
and fourth days of making the inoculum fungus, followed
by 1 x 10® finding that TLs,, nymph 2 was observed at day
4, while the four nymph and adult mortality is presented
on the fifth day. Treatment (1 x 10°) had the lowest TLs,
between different states of the grasshopper (6, 7 and 8)
with a difference of one day (Table 2). These figures
are equivalent to research conducted by Berlanga and
Hernandez (2002), who concluded that the isolation of B.
bassiana, TLs,present in an area of 5.5 days causing adult
mortality Schistocerca piceirons piceifrons (Orthoptera:
Acrididae) of 76%.
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al 4° dia, mientras que laninfa 4 y el adulto la mortalidad se
presento al quinto dia. El tratamiento (1 x 10°) present6 el
menor TLs, entre los diferentes estados del chapulin (6, 7y
8) con una diferencia de un dia (Cuadro 2). Estos datos son
equivalentes con la investigacion realizada por Berlanga y
Hernandez (2002), quienes concluyeron que el aislamiento
de B. bassiana presento TLs, en un ambito de 5.5 dias
causando mortalidades de adultos de Schistocerca piceirons
piceifrons (Orthoptera: Acrididae) de 76%.

Asimismo, Castillo (2014), indica que cuando se aplican
mayores concentraciones de B. bassiana el tiempo de
mortalidad en adultos de Sitophilus zeamais Motschulsky,
es menor que cuando se aplican a bajas concentraciones
ya que este tiempo es mas prolongado. Esta forma de
actuar coinciden con lo reportado por De la Rosa et al.
(2002), quienes mencionan que la agresividad de una
cepa estd determinada en base al tiempo letal medio
(TLs,), considerandose una cepa con mayor agresividad
y aquella que mata a su hospedero en menor tiempo. Las
diferencias en los tiempos en que mueren los organismos
han sido variables y estan en funcion de la cepa del hongo
entomopatogeno, de su concentracion, del hospedero
donde fue aislado el patégeno, de la edad y del sexo
del hospedero del que se esta evaluando (Maniania and
Ondulaja, 1998).

En el Cuadro 3 se presenta el namero de S. purpurascens
encontrados en las plantas de amaranto después de realizar
las aplicaciones de los tratamientos evaluados en los
diferentes tiempos. Los tratamientos de Higuerilla+chile+
B. bassiana y B. bassiana ocasionaron una disminucion
en el nimero de chapulines que los demas tratamientos
en las cuatro lecturas. La Higuerilla+chile+ B. bassiana
provoco una significancia menor (p< 0.05) en el nimero
de individuos en las dos ultimas lecturas con 48 y 18%
respectivamente. La combinacion de higuerilla y chile
sirvio para proteger el cultivo de amaranto al disminuir
las infestaciones de insectos plaga del follaje en 39.7%,
ademas el extracto de higuerilla cuando se aplica solo,
también ocasiona disminuciones en 27.2% respecto al
testigo, lo que el autor atribuye a que esta planta presenta
efectos toxicos y antialimentarios, mientras que el chile
causa efectos repelentes, lo que hacen que los insectos
vayan a alimentarse de cultivos vecinos (Pérez-Torres,
2012). La combinacion de los extractos vegetales y B.
bassiana presentan un buen efecto sobre la presencia de
chapulines, (Caffarini ez a/., 2008).
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Also, Castillo (2014), indicates that at higher concentrations
of B. bassiana time mortality in adults of Sitophilus zeamais
Motschulsky applied, is smaller than when applied at low
concentrations since this time is longer. This approach
consistent with thatreported by De laRosa et al. (2002), who
mentioned that the aggressiveness of a strain is determined
based on the median lethal time (LTs,), considering a strain
more aggressive and one that kills its host in less time.
Differences in the days when the organisms die are variable
and depending on the strain of entomopathogenic fungus, its
concentration, the host where it was isolated the pathogen,
age and sex of the host which is being evaluated (Maniania
and Ondulaja, 1998).

Cuadro 2. Tiempo letal medio (TLs,) para aniquilar ninfas
y adultos de S. purpurascens, inoculadas con
conidios/mL de B. bassiana.

Table 2. Averagelethal time (TLs,) to killnymphs and adults

of S. purpurascens,inoculated with conidia / mL of

B. bassiana.
Tratamientos TLs,(dias)/estadio de S. purpurascens
(esporasmL™) ~ Ninfa 2 Ninfa 4 Adulto
1x10° 6 7 8
1x 107 5 6 6
1x108 4 5 5
1x10° 3 4 4
Testigo 0 0 0
Trabajo de campo.

The number of S. purpurascens found in plants amaranth
after performing applications treatments evaluated in
different times are shown in Table 3. Treatments higuerilla
+ chile + B. bassiana and B. bassiana caused a decrease
in the number of grasshoppers that other treatments in the
four readings. The higuerilla + chile + B. bassiana caused
aminor significance (p<0.05) in the number of individuals
in the last two readings 48 and 18% respectively. The
combination of higuerilla and chili served to protect the
crop from Amaranth to reduce insect pest infestations of
the foliage in 39.7%, plus the extract of higuerilla when
applied alone also causes decreases by 27.2% compared
to the control, which the author attributed to this plant has
toxic and antifeedant effects while chili cause repellent
effects, which will make the insects feeding on neighboring
crops (Pérez-Torres, 2012). The combination of plant
extracts and B. bassiana have a good effect on the presence
of grasshoppers (Caffarini et al., 2008).



Control de Sphenarium purpurascens con Beauveria bassiana y extractos vegetales en amaranto (dmaranthus hypocondriacus L.) 243

Cuadro 3. Numero de chapulines (%=EE) en plantas A. hypochondriacus con diferentes tratamientos a diferentes dias de

la siembra, en Tochimilco, Puebla.

Table 3. Number of grasshoppers (%=SE) in plants 4. hypochondriacus with different treatments for different days of

planting Tochimilco, Puebla.

Tratamientos Numero de chapulines

36 dias 50 dias 65 dias 79 dias
Higuerilla+chicalote+ B. bassiana  134.33+11.14a 76.44+14.90a 58.66+18.02a 20.22+3.67 a*
Higuerilla+chile+ B. bassiana 121.55+3.53a 81.22+12.24a 48.77+12.39a 18.88+3.07a
B. bassiana 139.11+8.70 a 126.33 +22.66b 71.55+14.14a 57.22+5.72b
Testigo (agua) 148.33+6.59a 159.55+15.83b 135.55+13.09b 120.22+13.97¢

* Medias con diferente letra de la columna son significativamente diferentes (p< 0.05). EE= error estandar.

Losresultados del porcentaje de dafios al follaje de amaranto
semuestraen el Cuadro4, donde observamos que las plantas
tratadas con Higuerilla+chile+ B. bassiana sufrié un menor
dafnoenlasdosevaluaciones (13.4y 11.7%). Estosresultados
concuerdan con loreportado por Pérez-Torres (20012), quien
comenta que al aplicar el extracto acuoso de higuerilla+chile
al 3%, se presenta menor dafio por insectos plaga en las
plantas de amaranto. Ademas en concentraciones de 10% en
forma de infusién y macerado, se obtienen menores niveles
de dafio por conchuela de frijol de Epilachna varivestias
Mulsant. Este comportamiento se puede deber a que la
higuerillapresenta efecto repelente, lo que el extracto acuoso
vegetal causo repelencia significativa en Thrips tabaci
Liderman de 75%, lo que hizo que protegiera al cultivo de
cebolla (Duran, 2007). Otro de los tratamientos que tuvo
buenos resultados, fue Higuerilla+chicalote+ B. bassiana,
que mostraron el 17.8 y 14.2% de dafios.

El dafio al follaje por plagas que se observo en las plantas
tratadas con el extracto de chicalote+chile al 3% fue menor
en la primera lectura, presentando una ligera disminucion
en la segunda lectura. El extracto de Argemone sp., se usa
para proteger los granos almacenados de maiz, frijol y
garbanzo a nivel laboratorio contra S. zeamais, Zabrotes
subfasciatus (Boheman)y Callosobruchus maculatus (F),en
100% (Cuevasetal.,2006). Para disminuir los dafios Ducrot
(2005), recomienda el uso de extractos vegetales acuosos
con propiedades repelentes o irritantes, cuya accion como
biocontroladores, se debe a los metabolitos secundarios.

Elextractode B. bassiana se observaen laprimera lectura los
fuertes dafios por chapulin (26.6%), sin embargo disminuyo
drasticamente en lasegundalectura (14.1%). Enel estado de
Zacatecas, Lozano y Espaiia (2011) obtuvieron resultados
satisfactorios donde B. bassiana es una alternativa eficaz
contra S. purpurascen siempre y cuando se utilice de modo

The results of the percentage of damage to the foliage of
amaranth shown in Table 4, where we observed that the treated
Higuerilla + chile + B. bassiana plants suffered less damage
in both assessments (13.4 and 11.7%). These results agree
with those reported by Pérez-Torres (20012), who says thatby
applying the aqueous higuerilla+chile 3% less damage occurs
by insect pests in plants amaranth. Also in concentrations of
10% as aninfusion and macerated, lower levels of damage are
obtained by conchuela bean Epilachna varivestias Mulsant.
This behavior can occur because the higuerilla presents
repellent effect, so the plantaqueous extract caused significant
repellency Thrips tabaci Liderman 75%, which was to protect
the cultivation of onion (Duran, 2007). Another treatment
that was successful was Higuerilla+ chicalote + B. bassiana,
which showed 17.8 and 14.2% damage.

Damage to foliage pests was observed in cells treated with
the extract chicalote + chile plants was 3% lower in the first
reading, showing a slight decrease in the second reading.
The extract of Argemone sp., Is used to protect stored grain
corn, beans and garbanzo at laboratory against S. zeamais,
Zabrotes subfasciatus (Boheman) and Callosobruchus
maculatus (F), 100% (Cuevas et al., 2006). To reduce
damage Ducrot (2005) recommends the use ofaqueous plant
extracts with repellent or irritant properties, whose action as
biocontrol, is due to secondary metabolites.

The extract of B. bassiana is observed in the first reading
strong grasshopper damage (26.6%), but declined sharply
in the second reading (14.1%). In the state of Zacatecas,
Lozano and Spain (2011) obtained satisfactory results where
B. bassianais an effective alternative against S. purpurascen
always and when used as a preventive measure; ie make
applications in the months of June and July, while in the
nymphs emerge and are observed in its early stages feeding
on the weed.
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preventivo; es decir, realizar aplicaciones en los meses de
junio y julio, tiempo, en que surgen las ninfas y se observan
en sus primeros estadios alimentandose en la maleza.

El tratamento a base de higuerilla+chiletB . bassiana tuvo la
mejor produccion promedio con2001.48kgha' de semillade
amaranto, mientras que en el testigo se obtuvo 816.21 kg ha!
queresulto estadisticamente menorala producciondel restode
los tratamientos, con estos datos se observa un incremento en
laproduccionde 145.21% conrespecto al testigo. Resultados
similares fueron obtenidos por Aragon et al. (2002), quienes
al usar extracto de R. communis tienen una produccion
promedio de semilla de 1 951 kg ha' incrementando un 48%
la produccion con respecto al testigo. Pérez-Torres (2011b),
afirma que los extractos acuosos protegen las plantas de
amaranto de los insectos plaga del follaje, incrementando la
produccion en 61% con respecto al testigo.
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Cuadro 4. Daiio al follaje (%=E.E) en plantas de A.
hypochondriacus tratadas con extractos
vegetales y B. bassiana en Tochimilco, Puebla.

Table 4. Damage to foliage (% =EE) in plants A4.

hypochondriacus treated with plant extracts
and B. bassiana in Tochimilco, Puebla.

Tratamientos (%) de dafio del follaje
50 dds 87 dds
Higuerilla+chicalote+ B. 17.88+1.25 14.224+0.89a
bassiana a*
Higuerilla+chile+ B. 13.44+0.78a 11.77+0.59a
bassiana
B. bassiana 26.66+1.99b 14.11+0.75a
Testigo (agua) 32.11+2.24b 42.88+2.38Db

* Medias con diferente letra de la columna son significativamente diferentes (p<
0.05). E. E=error estandar.

Cuadro 5. Rendimiento de grano (kg ha') de amaranto, bajo diferentes tratamientos en la comunidad de San Lucas

Tulcingo, Tochimilco, Puebla.

Table 5. Grain yield (kg ha') amaranth, under different treatments in the community of San Lucas Tulcingo, Tochimilco,

Puebla.

Tratamientos

Rendimiento de grano (kg ha)

Incremento del rendimiento del grano con
respecto al testigo (%)

1553.33+105.15a*
2001.48 +446.16b

1322.96+027.42 ¢

816.21+25.05d

Higuerilla+chicalote+ B. bassiana
Higuerilla+chile+ B. bassiana

B. bassiana

Testigo (agua)

90.30
145.21

062.08

*Medias con diferente letra de la columna son significativamente diferentes (p< 0.05) con respecto al testigo.

Arag6n y Tapia (2009), sustentan que existe una mejor
proteccion en el cultivo de 4. hypochondriacus de los dafios
por insectos plaga en el follaje y una mayor produccion, al
utilizar diferentes mezclas de plantas como el chicalote,
chile e higuerilla, ademas cuando las aplicaciones con
extractos vegetales son alternados con jabon neutro de
pastilla se tienen mejores resultados debido a que el jabon
descompone o destruye la cuticula y membrana de las larvas
causando desecacion y muerte (Szumlas, 2002; Vincent
et al., 2003), también existen alteraciones hormonales de
crecimiento impidiendo que muden y bloquean espiraculos
asfixiandolo. El jabon es efectivo contra artropodos blandos
como trips, acaros, afidos y mosca blanca (Karlsson, 2005).
Los insecticidas vegetales presentan la ventaja de ser
compatibles con otras opciones de bajo riesgo aceptables
en el control de insectos, como feromonas, aceites, jabones,
hongos entomopatogenos, depredadores y parasitoides, loque
aumenta enormemente sus posibilidades de constituirparte de
un programa de manejo integrado de plagas (Molina, 2001).

The tratamento based higuerilla + chile + B .bassiana had
the best average production 2 001.48 kg ha' seed amaranth,
while in the witness 816.21 kg ha™' was obtained was
statistically less than the production of other treatments with
these data was an increase in the production of 145.21%
over the control. Similar results were obtained by Aragon
et al. (2002), who by using R. communis extract have an
average seed yield of 1 951 kg ha! increased production
by 48% compared with the control. Pérez-Torres (2011b)
states that aqueous extracts protect plants from insect pests
amaranth foliage, increasing production by 61% compared
with the control.

Aragonand Tapia (2009), maintain thatthere is better protection
inthe cultivation of 4. hypochondriacus from damage by insect
pests on foliage and increased production, using different
mixtures of plants like chicalote, chile and higuerilla, as well
as applications with plant extracts are alternated with neutral
soap tablet have better results because the soap breaks or
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Conclusiones

En bioensayos en laboratorio, el estadio de ninfa 2 resulté
altamente susceptible a la infeccion del hongo Beauveria
bassiana conunaCLsyde 1 x 10°esporas/mLy TLs,de 3 dias.

Losporcentajes de mortalidad mas altos para.S. purpurascens
se presentaron después de 8 dias a las concentraciones de B.
bassiana de 1.0 x 10® esporas/mLy 1.0 x 10° esporas/mL,
obteniéndose 100% de mortalidad para los estadios de ninfa
2y4,enambas concentraciones y de 76 y 81% de mortalidad
en el estadio adulto respectivamente.

Los extractos de higuerilla y chile combinados con B.
bassiana en aplicaciones alternadas con suspensiones de
jabon, fueron efectivos en el control de S. purpurascens
e incrementaron el rendimiento de grano en el cultivo de
amaranto (Amaranthus hypocondriacus L.).
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destroys the cuticle membrane larvae causing desiccation
and death (Szumlas, 2002; Vincent et al., 2003), there are
growth hormone disruption preventing them from shedding
and blocked spiracles suffocating. The soft soap is effective
against arthropods as thrips, mites, aphids and whitefly
(Karlsson, 2005). Vegetable insecticides have the advantage
of being compatible with other options under acceptable risk
in the control of insects, such as pheromones, oils, soaps,
entomopathogenic fungi, predators and parasitoids, which
greatly increases your chances of be part of a management
program integrated pest Management (Molina, 2001).

Conclusions

In laboratory bioassays, the nymphal stage 2 was highly
susceptible to infection with the fungus Beauveria bassiana
an LCsy0f 1 x 108spores / mL and TLy, for 3 days.

Rates higher for S. purpurascens mortality after 8 days they
showed concentrations of B. bassiana 1.0 x 10® spores / mL
and 1.0 x 10° spores / mL, obtained 100% mortality for the
nymph 2 and 4 both concentrations of 76 and 81% mortality
in the adult stage respectively.

The higuerilla extracts and chili combined with B. bassiana
in alternate applications soap suspensions were effective in
controlling S. purpurascens and increased grain yield in the
cultivation of amaranth (Amaranthus L. hypocondriacus).
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