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Resumen

El Parque Nacional “lagunas de Zempoala” es un drea natural protegida que se ubica en los limites de los estados Morelos y el Estado
de México, en donde se eligié un oyamel sobramaduro de 20 m de alfo para estudiar la distribucién de insectos descortezadores, asf
como la presencia de sus enemigos naturales, a distintas alturas del tronco. El individuo presenté color con gradacién en el follaje
de amarillento a rojizo, caracteristico del ataque por estos organismos. Se recolectaron los escarabajos presentes en el floema
y el cambium provenientes de secciones de corteza extraidas previamente y cuyas dimensiones fueron de 10 xIO cm. Las especies
identificadas correspondieron a Pseudohylesinus variegatus y Pityophthorus elatinus; el primero infesté el drbol de la base alos 7 m, y
el sequndo a partir de los 8 m y hasta los 20 m. La densidad promedio fue de 1057 ind m?, antes de los 1516 m del fuste, al superar este
punto aumenté la acumulacién de escolitidos para llegar a 222 ind m™?, en promedio. Los enemigos naturales identificados incluyeron
a los hongos entomopatégenos: Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana; la bacteria, Bacillus thuringiensis; y parasitoides
pertenecientes a la familia Pteromalidae.

Palabras clave: Bacilus thuringiensis Berliner, distribucién vertical, hongos entomopatégenos, parasitoides, Pityophthorus elatinus
Wood, Pseudohylesinus variegatus Blandford.

Abstract

The Zempoala Lagoons National Park is a natural protected area located in the limits of the states of Morelos and Mexico, where a
20 m fall overripe sacred fir was selected to study the distribution of bark beetles, as well as the presence of their natural enemies
at various stem heights. The foliage of the individual has a color ranging from yellow to red, which is characteristic of attack by these
organisms. Beetles were collected from the phloem and the cambium of previously extracted 10 x 10 cm bark sections. The identified species
were Pseudohylesinus variegatus and Pityophthorus elatinus; the former infested the tree from the base fo a height of 7 m, and the latter,
from 8 m up to 20 m. The average density was 10.57 ind m?, below the stem height of 15.16 m; above this point, the accumulation of
Scolytidae increased to an average of 222 ind m™ The identified natural enemies included the enfomopathogenous fungi Metarhizium
anisopliae and Beauveria bassiana; the bacteria Bacillus thuringiensis, and parasitoids belonging to the Pteromalidae family.

Key words: Bacilus thuringiensis Berliner, vertical distribution, entomopathogenous fungi, parasitoids, Pityophthorus elatinus Wood,
Pseudohylesinus variegatus Blandford.
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Introduccién

El Parque Nacional Lagunas de Zempoala es un drea natural
protegida que se ubica en el estado de Morelos y Estado de
México; constituye una zona importante para la conservacion
de los bosques de Abies religiosa (Kunth) Schitdl. et Cham.; es
fuente de servicios ambientales, especialmente, de la recarga
de los mantos acuiferos; sin embargo, presenta problemas
por la presencia de incendios, la ganaderia extensiva, y la
extraccion de recursos. Lo anterior ocasiona el deterioro de
su condicién fitosanitaria y se refleja en sitios deforestados y
arboles enfermos (Conanp, 2008).

Los coledpteros que se almentan del floema vy el cambium
de los individuos arbéreos son el grupo mds relevante de las
plagas que atacan a las coniferas; la subfamilia Scolytinae
(Coleoptera: Curculionidae) (Cibrian et al, 1995), de ellos, los
que comdnmente parasitan A. religiosa son Scolytus mundus Wood,
Pseudohylesinus variegatus Blandford y Pityophthorus elatinus
Wood, insectos que contribuyen a la muerte y reincorporacion
de estos drboles, en especial cuando estén sobremaduros o
afectados (Cibrian et al, 1995; Wood, 1982); aunque también
pueden matar ejemplares aparentemente sanos, cuando
son infestados por muchos escarabajos en un periodo corto de

tiempo (Birch, 1984)

El conjunto de descortezadores se distribuye a lo largo del tronco
de acuerdo con su tamafio; los de tallas mayores requieren didmetros
mds grandes, en donde el floema es mds grueso y asegura
la sobrevivencia de sus crias, en cambio los de dimensiones
menores colonizan la parte superior o las ramilas (Saint-Germain
et al, 2004). El establecimiento de estos taxa precede el de
insectos asociados como parasitoides y depredadores (Santoro
et al, 2001) y tienen una gran importancia, ya que controlan
de manera natural las poblaciones de escolftidos, sin llegar a
su exterminio, pues dependen de ellos para sobrevivir, por lo
que ambas se mantienen en equilibrio (Perusquia, 1982)

Los objetivos del presente estudio fueron reconocer las
especies de escolitidos asociadas a individuos de A. religiosa
muertos, deferminar su distribucién a diferentes alturas del fuste
e identificar sus enemigos naturales en el Parque Nacional
Lagunas de Zempoala.

Materiales y Métodos

El Parque Nacional “lagunas de Zempoala” se localiza en los
municipios Huitzlac (Morelos) y Ocuildn (Estado de México). El
Area Natural comprende una superficie de 4 790 ha'y se ubica
en el Eje Neovolcdnico Transversal, entre las coordenadas
19°03'1280" N y 99°18'46.36" O; su topografia es muy
accidentada y la altitud va de 2 400 a 3 600 m (Conanp,
2008). En esta zona se selecciond un ejemplar de oyamel
(A. religiosa) de 20 m de altura, con follaje de coloracién
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Introduction

The Zempoala Lagoons National Park is a natural protected
area located in the limits of the states of Morelos and Mexico;
it is an important area for the preservation of Abies religiosa
(Kunth) Schitdl. et Cham. forests; it is a source of environmental
services, especially aquifer recharge. However, it raises
problems due to forest fires, extensive livestock grazing, and the
extraction of resources, all of which cause the deterioration of
its phytosanitary conditions and is reflected in the presence
of deforested sites and sick trees (Conanp, 2008).

Coleopterans that feed on the phloem and the cambium
of trees are the most relevant group of pests which attack conifers;
the Scolytidae subfamily (Coleoptera: Curculionidae) (Cibridn
et al, 1995), among which the insects Scolytus mundus Wood,
Pseudohylesinus variegatus Blandford y Pityophthorus
elatinus Wood are common parasites of A. religiosa and
contribute to the death and reincorporation of this species,
particularly when they are overripe or affected (Cibridn ef
al, 1995; Wood, 1982); However, they can also kil seemingly
healthy specimens when these are infested by a large number

of beetles in a short period (Birch, 1984)

The bark beetles are distributed along the stem according
to their size; larger beetles require larger diameters, where the
phloem is thicker, ensuring the survival of their brood offspring,
whereas smaller beetles colonize the upper part or the twigs
(Saint-Germain et o, 2004). The establishment of these
taxa precedes that of associated insects, such as parasitoids
and predators (Santoro et al, 2001) and are very important
because they control the Scolytidae populations naturally
without exterminating them, as they depend upon them for their
survival; thus, they maintain a balance (Perusquia, 1982).

The objectives of this study were fo identify the species
of Scolytidae associated to dead A. religiosa individuals, to
determine their distribution at different stem heights, and
to identify their natural enemies in the Zempoala Lagoons
National Park.

Materials and Methods

The Zempoala lagoons National Park is located in the
municipalities of Huitzilac (Morelos) and Ocuilsn (State of
Mexicol. The Natural Area comprises a surface of 4 790 ha
and is situated in the Neovolcanic Transversal Axis, between the
coordinates 1903'1280" N and 99"18'4636" W, its fopography
is very rugged, and its altitude ranges between 2 400
and 3 600 m (Conanp, 2008). In this area, a specimen of
sacred fir (A. religiosa) with a height of 20 m, and green-yellow to
reddish brown foliage -a characteristic evidence of attack by bark
beetles- was selected. The tree was felled and transported to
the Vegetal Parasitology Laboratory at the Center of Biological
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verde-amarilento o café rojizo, evidencia caracteristica
del afaque de descortezadores. El drbol se derribd y se
transporté al laboratorio de Parasitologia Vegetal del Centro
de Investigaciones Biolégicas de la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos (UAEM), donde se seccioné el tronco a
intervalos de 1 m de longitud y se tomaron dos muestras
de corteza de 10 x 10 cm (100 cm?); para redlizar el andlisis fue
necesario separarla del cambium y dejar al descubierto los
insectos y sus galerias. Los escolitidos se separaron por estadio
e identificaron a nivel de especie mediante las claves de

Wood (1982).

Se calculé la superficie de la corteza que existia en cada
seccién del tronco, con la siguiente férmula:

S, =D, x|,

Donde:
S

D, = Digmetro promedio de la seccién i del tronco

Superficie de corteza de la seccién i del tronco (m?)

en (m)
I = Longitud de la seccién i del tronco (m)

Para obtener la tasa de acumulacion de insectos a lo largo
del fuste se empled un andlisis de regresién segmentada de
la forma:

Donde:
T = Tasa de acumulacion de la seccion i del tronco
n = NUmero de insectos en la seccién i del tronco
1
S = Superficie de corteza de la seccién i del tronco (m?)

Con el fin de conocer si hay diferencias entre las tasas de
acumulacién para cada especie de descortezador, se utilizé
una ecuacién que representa al modelo segmentado:

TI-:BOfB]XAffB‘?X{Af-ﬁXU
Donde:

B, = Coeficientes de regresion

A = Altura de la i-ésima seccion del érbol ala que se
tomé la muestra

J = Altura de la i-ésima seccién del drbol en la que
se observé un cambio de pendiente en la curva
de acumulacién de los insectos

| = Varioble indicadora que toma el valor Tsi A > J
estimado, o cero en cualquier ofro caso

Para separar a los enfomopatégenos y los descortezadores
se aislaron los individuos que presentaran hifas emergiendo del
cuerpo, o polvo blanquecino y se procesaron de acuerdo con

Q) =

Research of the Universidad Auténoma del Estado de Morelos
(UAEM), where the stem was cut at intervals of 1 m in length
and two 10 x 10 cm samples of the bark (100 cm?) were
collected: in order to carry out the analysis, the bark had to
be separated from the cambium, leaving the insects and their
galleries exposed. The Scolytidae were separated by stages
and identified by species using Wood's keys (1982).

The surface of the bark in each section of the stem was
estimated using the following formula:

S, =D, x|,

Where:
S = Bark surface of the stem section i (m?)
D, = Average diameter of stem section i in (m)
// = length of the stem section i (m)

In order to estimate the accumulation rate of the insects along
the stem, a segmented regression analysis of the following
formula was used:

Where:
T = Accumulation rate of stem section i
n = Number of insects in stem section i
S = Bark surface of stem section i (m?)

The following equation, which represents the segmented

model, was used fo detect differences in the accumulation rates
for each bark beetle species:

TI-:BOfB]XAffB‘?X{Af-ﬁXU

Where:
B = Regression coefficients
A = Height of stem section i from which the simple
was taken
J = Height of stem section i of the tree at which the

accumulation curve of the insects showed a
change of slope

I, = Marker variable which takes on the value of 1
if the estimated value of A > J, or zero in any
other case.

In order to separate the entomopathogenous fungi from the bark
beetles, individuals with hyphae emerging from their bodies
or with a whitish dust on these were isolated and processed
according to the methodology described by Goettel and Inglis
(19Q7): first, the surface of the specimens was disinfected using @
disinfection train with ethylic alcohol at 70 %, followed by three



la metodologia descrita por Goettel e Inglis (1997): primero se
desinfecté la superficie de los especimenes mediante un
tren de desinfeccion de alcohol effico al 70 %, seguido por tres
lavados con agua destilada estéril, y se retiré el exceso de
humedad con papel secante inocuo.

Los insectos se disecaron con bistur{y sembraron directamente
sobre medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA); de ellos, se eligieron
los que crecieron en la caja y presentaron caracteristicas
de hongo entomopatégeno (coloracién vy forma de
crecimiento); se microcultivaron con el fin de observar sus
esporas e identificar la especie.

los que mostraron sinfomas de infeccién bacteriana; es
decir, apariencia constrefida y negruzca se separaron para
su aislamiento; el criterio de evaluacién para la existencia de
posibles bacterias entomopatégenas fue su aspecto en el
medio de cultivo LB; se eligieron solamente las colonias de
color blanco nacarado y textura cremosa, para la obtencién
de colonias Unicas que

estereoscépico SMZ 1500,

se observaron al microscopio

Se constaté la existencia del cristal parasporal caracteristico
de Badilusthuringiensis Berliner (Bt) ([épez, 1999) Se determinaron los
perfiles proteicos por electroforesis en gel desnaturalizante
de poliacrilamida (SDS-PAGE), que permitié conocer los
tamafios de las proteinas; la cuantificacion de la proteina total
se obtuvo por el método de Bradford (1976); en un tubo
eppendorf se afiadié la proteina para lograr una concentracién de
10 ug, 7ul de la mezda ltica 4X y se aforé a un volumen final
de 30 ul con agua destilada estéril, se calentd en bafio
Marfa durante cuatro minutos a punto de ebullicién, se
centrifugd a 14 000 rpm por 15 minutos en una microcentrifuga
Spectrafuge. El sobrenadante se separd, cidadosamente,
para no mezclarlo con la pastila, y se colocd en un pozo del
gel de poliacrilamida al 10 % que se corrié a un potencial eléctrico

de 20 mA.

Resultados y Discusién

Se identificaron dos especies de descortezadores:
Pseudohylesinus variegatus y Pityophthorus elatinus, de la
primera se obtuvo un total de 582 organismos en los estadios
de adulto y larva y se recolectaron 262 huevos; de la segunda
se contabiizaron 1 46/ correspondientes a larvas, pupas y
adultos. Ambos taxa se consideran, generalmente, como
insectos secundarios; aunque P. variegatus puede contribuir
a la muerte de drboles, si actia en conjunto con S. mundus,
Pityophthorus abiegnus Wood, Pityophthorus acuminatus Bright o
Gnathotrichus sulcatus (LeConte, 1868) (Atkinson y Equihua,
1985). Larecolectase realizé en el mes de febrero y la existencia
de huevecillos de P. variegatus discrepa con los resultados de
Hernandez y Cibrian (1981) en el Parque Nacional El Chico, ya

que este autor consigné que la ovoposicién sucede de junio a

Q3 =
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washings with sterile distiled water, and the excess moisture
was dried with innocuous blotter paper.

The insects were bisected with a scalpel and were directly
sown in a potfato dextrose agar (PDA) medium; those which
grew in the dish and showed the characteristics of an
enfomopathogenous fungus (color and growth form) were
chosen and microcultivated in order to observe their spores
and identify the species.

Those with symptoms of a bacterial infection -ie. with a
dark, constricted appearance- were isolated; the evaluation
criterion for the existence of potential entomopathogenous
bacterias was their aspect in the LB culture medium. Only
the colonies with a pearl white color and a creamy texture
were chosen to obtain single colonies, which were observed
under the stereo microscope SMZ 1500.

The existence of the parasporal crystal that is characteristic
of Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) was verified (Lopez, 1999).
The protfein profi|es by denofurohzing po|yocry|omio|e ge|
electrophoresis (SD-PAGE], which made it possible fo know
the size of the proteins; the quantification of the total protein
was carried out using Bradford's method (1976); using
an Eppendorf tube, the protein was added to achieve a
concentration of 10 pg, 7l of the 4X lytic mixture, and diluted to
the mark to a final volume of 30 pl with sterile distiled water; it was
boiled in a double boiler during four minutes and centrifuged at
14 000 rpm during 15 minutes in a Spefrafuge microcentrifuge.
The supernatant was carefully separated so as to avoid mixing it
with the tablet and was placed in a well of the polyacrylamide
gel at 10 %, which was run at an electric potential of 20 mA.

Results and Discussion

Two species of bark beetles were identified: Pseudohylesinus
variegatus and Pityophthorus elatinus. 262 eggs and
582 specimens of the former were obtained at the adult
and larval stages; of the latter, 1 467 specimens -larvae,
pupas and adults- were counted. Both taxa are generally considered
as secondary insects, although P. variegatus can contribute
to tree deaths if they act in combination with S. mundus,
Pityophthorus abiegnus Wood, Pityophthorus acuminatus Bright or
Gnathotrichus sulcatus (LeConte, 1868) (Atkinson and Equihua,
1985). The collection took place in February. The presence of
P variegatus eggs disagrees with the findings of Hernandez y
Cibrian (1981) in the El Chico National Park, according to whom
ovoposition occurs from June to November; these differences
may be attributable to the differences in the climate conditions that
prevail in the two places.

The distribution of each taxon had very clear-cut boundaries:
Pseudohylesinus variegatus infested the host from the base up
to a height of 7 m, a fact that confirms the statement of Atkinson
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noviembre; las diferencias, probablemente, son atribuibles a las
distintas condiciones cimdticas que prevalecen en los dos lugares.

La distribuciéon de cada taxén tuvo un limite muy marcado:
Pseudohylesinus variegatus infesté al hospedero desde la base,
hasta 7 m de altura, lo que confirma lo sefialado por Atkinson y
Equihua (1985) quienes establecen que su localizacién es
en la parte inferior del tronco de A. religiosa, tanto para
individuos en pie como para derribados y focones; por otro
lado, Hernandez y Cibricn (1981) lo observaron entre 7 y 25 m de
altura, en didmetros de 31 a 77 cm; la zona mds baja presentd
colonias exclusivas de P. variegatus, y en la punta estuvo S. mundus
(otro descortezador); el insecto colonizador fue S. mundus, y
con el drbol ya debilifado se establecié P. variegatus, el cual
se convirtié en competidor por espacio y alimento.

Pityophthorus elatinus se distribuyé de los 8 a los 20 m de
altura y en troncos con didmetro de 17.5 a 40 cm; respecto a
este Ultimo pardmetro, Atkinson vy Equihua (1985) lo registraron en
algunos fustes o ramas menores o igudles a 15 am; de acuerdo
con Saint-Germain et al. (2004), el digmetro es uno de
los factores que mds influyen en la eleccién del huésped,
por los insectos xidfagos, ya que representa la superficie sobre
la cual se llevard a cabo la oviposicién y esta se incrementa
con el digmetro, por lo que la abundancia de neonatos es
superior en drboles de mayor didmetro.

Se calculé un promedio de 1057 ind m?, cantidad que
se considera menor al éptimo para colonizar un individuo.
Al respecto, Zhang et al. (1992) registran para lps cembrae
(Heer), en Larix dahurica Turcz. ex Trautv entre 87 y 139 ind m™. Por
su parte Byers et al (1984) citan que la densidad minima
requerida de Dendroctonus brevicomis LeConte, 18/6 para matar un
ejemplar de Pinus ponderosa Douglas ex P. Lawson & C.
Lawson es de 151 ind m?, por lo que no se puede adjudicar la
muerte del oyamel estudiado a los escarabaijos, sino que se
admite que arribaron, cuando ya estaba en proceso de morir.

Al aplicar el modelo matemdtico desarrollado y asumir
que el muestreo fue completamente al azar, las proyecciones
obtenidas estiman la presencia de 10 021 organismos de
Pseudohylesinus variegatus y 27 482 de Pityophthorus elatinus
(en todos los estadios de desarrollo) en la superficie del
arbol completo.

La mortalidad larvaria en los escolitidos se atribuye a la
competencia, y aumenta considerablemente al incrementarse
la densidad de coledpteros (Beaver, 1977; citado por Daijoz,
2001), por lo que si varias especies comparten al huésped
es fundamental definir el espacio que ocupa cada poblacién,
para evitar, en lo posible, la competencia interespecifica.

El andlisis de la tasa de acumulacién de ambas especies
evidencié un punto de inflexién a una altura de 1516 m; es decir,

20l =

and Equihua (1985) in the sense that it occurs in the lower part of
the stem of A. religiosa, both for standing and felled specimens
and stumps; on the other hand, Herndndez y Cibrian (1981)
observed it at a height of 7 to 25 m, in diameters ranging from
31 o 77 cm. Exclusive colonies of P. variegates occurred in the
lowest area, and at the tip, S. mundus (another bark beetle) was
the colonizing insect; also, P. variegates settled in the already
weak tree and competed against S. mundus for space and food.

Pityophthorus elatinus were distributed at a height of 8
to 20 m and in stems with a diameter ranging between
17.5 and O cm; Atkinson and Equihua (1985) registered
the presence of this species in certain stems or branches with
a diameter of 15 cm or less; according to Saint-Germain et dl.
(2004), the diameter is one of the factors that most influence the
choice of the host by xylofagous insects, as it represents
the surface on which ovoposition will take place; it
increases with the diameter size, and therefore the abundance
of neonates is greater in trees with a larger diameter.

An average of 10.57 ind m” -less than optimal for colonizing
an individual- was estimated. In this respect, Zhang et al. (1992)
registered for los cembrae (Heer), in Larix dahurica Turcz. ex
Trautv, between 87 and 139 ind m™2 For their part, Byers et al.
(1984) cite that the minimum density of Dendroctonus brevicomis
LeConte, 1876 required to kil a specimen of Pinus ponderosa
Douglas ex P. Lawson & Lawson is 151 ind m?, and therefore the
death of the studied sacred fir cannot be ascribed fo the beetles,
but these admittedly arrived when the tree already was in the
process of dying.

Applying the mathematic model developed and assuming
that the sampling was carried out totally at random, the
projections obtained estimate the presence of 10 021
Pseudohylesinus variegatus organisms and 2/ 482 Pityophthorus
elatinus specimens (in every stage of development) on the
surface of the complete tree.

The larval mortality of Scolytidae is ascribed to competition
and increases considerably with higher densities of coleopterans
(Beaver, 1977, quoted by Dajoz, 2001); thus, when several
species share the host, it is crucial to define the space occupied
by each population in order to avoid interspecies competition
as much as possible.

The analysis of the accumulation rate of both species
evidenced a turning point at a height of 1516 m, ie. a change
in the tendency, which increased from 54 ind m? to 222 ind m™
(Figure 1). This is probably associated to the fact that the bark
thickness and moisture favor the success of the offspring of
P. elatiuns.

Based the and  the

characterization, Bacillus thuringiensis (Bt was identified by its

on isolation microbiological
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Figura 1. Tasa de acumulacién de descortezadores en Abies religiosa (Kunth) Schitdl. et Cham.
Figure 1. Bark beetle accumulation rate in Abies religiosa (Kunth) Schitdl et Cham.

un cambio en la tendencia, que se incrementa de 54 ind m? a
222 ind m? (Figura 1). Lo anterior, posiblemente, estd asociado
a que la humedad vy el grosor de la corteza favorecen el
éxito de las crias de P. elatinus.

Conbase en el aislamiento y la caracterizacion microbioldgica
se identificd a Bacillus thuringiensis (Bt), a partir de su cristal
parasporal. Se obtuvieron 1 150 insectos muertos, de
ellos 1 007 por Bty 143, por los hongos entfomopatégenos
Beauveria bassiana (Bals) Vuil. y Metfarhizium anisoplae
(Metsch.) Sorok. Se contabilizaron 34 larvas de Pseudohylesinus
variegatus, de las cuales 9411 % estuvieron infectadas por
Bt en el caso de Pityophthorus elatinus se recolectaron 758
organismos sin vida con colonias de Bt, en 996 % de las
muestras.

los patrones proteicos fueron semejantes y generaron
dos bandas bien definidas de 24 y de 75 KDa (Figura 2), lo
cual resulta predecible, ya que los escarabajos estuvieron
confinados al mismo drbol, por lo que probablemente solo
actud una cepa.

Delos 143individuosinfectados por hongos entomopatégenos
se obtuvieron dos aislamientos de Mefarhizium anisoplice; la
especie de inicio se determiné por su coloracién verdosa y
apariencia esponjosa y se corrobord mediante observacién al
microscopio de las esporas provenientes de los microcultivos de un
adulto y un preadulto de P. elatinus; 98 % de las cajas sembradas
no presentaron crecimiento, a pesar de la presencia de hifas.

Se aislaron dos cepas de Beauveria bassiana y una
de M. anisoplice derivadas de pupas de los parasitoides

e0Q5 =

parasporal arystal. 1 150 dead insects were obtained, 1 007 due
to Bt, and 143, due to the entomopathogenous fungi Beauveria
bassiana (Bals) Vuil. and Metarhizium anisoplae (Metsch)
Sorok. 34 larvae of Pseudohylesinus variegatus were counted,
of which 94.11 % were infected with Bt; on the other hand, 758
lifeless Pityophthorus elatinus organisms with Bt colonies were
collected in 99.6 % of the samples.

The protein patterns were similar and generated two clear-cut
bands of 24 and 75 KDa (Figure 2), which is predictable, since
the beetles were confined to the same tree and therefore it is
likely that only one strain was involved.

Of the 143 individuals infected with enfomotopathogenous
fungi, two Metharhizium anisopliae isolatations were obtained;
the baseline species was determined by its greenish color
and spongy appearance, and was verified through observation
of spores from microcultures of a P. elatinus adult and a preadult
under the microscope; 98 % of the sown dishes showed no
growth in spite of the presence of hyphae.

Two Beauveria bassiana sfrains and one of M. anisoplice, derived
from pupas of the parasitoids belonging to the Preromalde family
found at a height of 12 to 18 m -parasitizing P. elatinus larvae
and pupas- were isolated; these results agree with the findings
of Perusquia (1982), who describes the insects associated to
Dendroctonus spp. and corroborates the coexistence of a
parasitoid species and the bark beetle. More than one taxon
can be observed, according fo the degree of coevolution with
its host and fo other biotic factors (Hawkins and Sheehan, 1994),
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Carriles 1 a 5: Muestras de Pseudohylesinus variegatus Blandford; carriles 6 a 9
muestras de Pityophthorus elatinus Wood
Tracks 1 to 5: Samples of Pseudohylesinus variegatus Blandford; tracks 6 to 9: samples

of Pityophthorus elatinus Wood

Figura 2. Patrén proteico de Bacillus thuringiensis Berliner proveniente

de las cepas extraidas de los descortezadores.

Figure 2. Protein pattern of Bacillus thuringiensis Berliner from strains
extracted from bark beetles.

pertenecientes a la famiia Pteromalida, existentes desde los 12
hasta los 18 m de altura, que parasitaron larvas y pupas
de P. elatinus; resultados que coinciden con lo consignado por
Perusquia (1982), quien describe los insectos asociados a
Dendroctonus spp y corrobora la coexistencia de una especie
de parasitoide con el descortezador. Es posible observar a
mds de un taxa, en funcién del grado de coevolucién con su
hospedero y otros factores bidticos (Hawkins y Sheehan, 1994)

A pesar del alto nimero de ejemplares muertos, por infeccién
fungica, no se obtuvieron aislamientos efectivos, posiblemente,
por el desarrollo de hongos y bacterias ambientales en el
arbol muerto. Es importante considerar la presencia natural de
B. bassiana sobre los parasitoides; al respecto, se debe evaluar
la virulencia de estas cepas, tanto en los parasitoides como
en los escarabajos, para ello se puede tomar como referencia
a De la Rosa et al. (1997) con su estudio sobre broca del café
y su parasitoide Cephalonomia stephanoderis Betrem.

Conclusiones

Se observaron dos zonas bien delimitadas en la colonizacién
de los descortezadores: Pseudohylesinus variegatus infesta al
arbol desde la base hasta los 7 m de altura, mientras que
Pityophthorus elatinus lo hace de los 8 alos 20 m de altura.
la tendencia de acumulacién de los descortezadores
cambia a partir de los 15.16 m, la cual se incrementa de 54

ind m?a 222 ind m?

los enemigos naturales identificados fueron Beauveria
bassiana y Metarhizium anisoplae, Bacillus thuringiensis y
parasitoides pertenecientes a la familia Pferomolidoe.‘

e0bH =

Despite the high number of specimens that died from fungal
infection, no effective isolations were obtained, perhaps due
to the development of environmental fungi and bacteria in the
dead tree. It is important to consider the natural presence of
B. bassiana on the parasitoids; in this regard, the virulence
of these strains must be assessed both in the parasitoids and in
the beetles; for this purpose, the study by De la Rosa et al. (1997)
on the coffee berry borer and its parasitoid Cephalonomia
stephanoderis Betrem may be taken as reference.

Conclusions

Two clear-cut areas were observed in the colonization of the
bark beetles: Pseudohylesinus variegatus infests the tree from
the base up to a height of 7 m, while Pityophthorus elatinus does
so af a height ranging between 8 and 20 m. The accumulation
tendency of bark beetles changes above 15.16 m, increasing

from 54 ind m?to 222 ind m™

The natural enemies identified were Beauveria bassiana
and Metarhizium anisoplae, as wel as Bacilus thuringiensis and
parasitoids pertaining to the Pteromalidae fomilyA‘
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