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INTRODUCTION GENERALE



1. LES ECOSYSTEMES FORESTIERS D’'EQUATEUR

L’'Equateur est I'un des pays comportant les indices de biodiversité les plus élevés
dans le monde. D’une surface d’environ 256 370 km?, le territoire équatorien
regroupe quatre régions: le littoral, les Andes, I’Amazonie et I'lle Galapagos. Du fait
de sa position géographique et de sa topographie montrant un fort gradient
altitudinal, ce pays posséde un climat sous forte influence de courants
océaniques froid (courant de Humboldt) et chaud (lié¢ au phénoméne El Nifio) et de
la Cordillere des Andes. Il abrite de ce fait une variété impressionnante
d’écosystémes, ce qui a permis un niveau de diversification d’espéces animales et

végétales remarquable a cette échelle géographique (Cuesta et al. 2017).

La surface forestiére totale en Equateur est d’environ 12 793 462 hectares (45%
de la surface du pays), dont 98,5% sont des foréts naturelles primaires ou
secondaires (MAG 2016), alors que seulement 1,5% sont des plantations
commerciales forestieres (Weber et al. 2013). Une grande partie des écosystémes
naturels a été régénérée naturellement suite a une perturbation, telle qu’une
tempéte, un incendie ou les activités anthropiques. La forét primaire se distingue
de la forét secondaire par sa surface suffisamment importante pour conserver ses
caractéristiques originelles, et parce qu’elle n’a pas subi d’interventions humaines
importantes depuis suffisamment longtemps pour ne présenter plus aucune forme
d’'impact anthropique dans sa composition et son fonctionnement. La forét
secondaire porte encore les traces d’activités humaines de plus ou moins long terme et
montre encore les signes de perturbations anthropiques (Velazques 2014). Sur le littoral
équatorien pratiquement 70% de la végétation naturelle originelle a été défrichée
ou gravement fragmentée (Cuesta et al. 2017). Les changements d’usages des sols
avec la monoculture d’arbres, I'agriculture ou I'élevage du bétail, se traduisent
continuellement par une déforestation massive (Asner et al. 2010), d’un taux
moyen annuel estimé a 1,81% pour la période de 2000-2015 (World Bank 2015). La
conséquence majeure de ces processus de fragmentation des foréts est une
disparition d’habitats clés qui affecte particulierement la biodiversité, dont les

communautés d’insectes, qui peuvent montrer des espéces en déclin ou
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I’émergence de nouvelles espéces natives ou exotiques dommageables pour

I’économie et la santé des foréts (Velazques 2014).

1.1 Les foréts naturelles

En Equateur, les foréts humides tropicales sont généralement des foréts denses
caractérisées par un climat humide, des sols argileux, une forte biomasse aérienne
des arbres et une forte productivité des sols (Cuesta et al. 2017). La température
moyenne annuelle est de 25,1 °C, avec une précipitation moyenne annuelle
d’environ 2086 mm (Velazques 2014). Elles constituent notamment de formidables
réserves d’eau en contrélant |'évapotranspiration et en interceptant pres d’'un
quart des pluies et des brouillards (Dangles et Nowicki 2010). Elles forment les
écosystémes les plus riches en espéeces du pays, la diversité des arbres y est tres
élevée avec plus de 100 espéces par hectare (Velazques 2014), dont nombre d’entre
elles peut atteindre une trentaine de meétres, et auxquelles sont associées en
abondance des lianes et des épiphytes (Velazques 2014). Les familles d’arbres les
plus communes sont Lauraceae, Lecythidaceae, Crhysobalanaceae, Arecaceae,
Euphorbiaceae, Anacardiaceae, Boraginaceae, Moraceae, Cecropiaceae,

Bombacaceae et Burseraceae (Lucky et al. 2002).

Les foréts tropicales équatoriennes montrent donc une hétérogénéité spatiale
marquée qui permet une grande diversification de niches écologiques végétales,
favorisant a leur tour des communautés d’oiseaux, de mammiferes, de

champignons et d’insectes trés riches en espéces (Velazques 2014).

1.2 Une ressource économique forestiere majeure pour I'Equateur: le balsa

(Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.) Urb., 1920)

Le balsa appartient au genre monospécifiqgue Ochroma et a la famille des
Malvaceae. Cet arbre est originaire d’Amérique Latine et sa distribution s’étend du
sud du Mexique jusqu’au Brésil (Francis 1991). Sa culture en plantations s’est par la

suite étendue aux Philippines, a I'Inde, au Sri Lanka, a la Malaisie, a Java, au sud de
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la Chine, a la Papouasie-Nouvelle-Guinée, a I’Afrique tropicale et a I’Australie. Au
Cameroun, on le trouve en dehors des plantations dans des foréts secondaires
claires (Brink 2008). En Equateur, la province de Los Rios située dans I'ouest de pays,
est 'une des régions les plus productives pour la culture du balsa (Cedefio et
Flowers 2012). Le balsa produit le bois le plus léger au monde, avec un poids
spécifique de 0,22 g/cm? et légérement résistant a la traction (Castro 2016). Ce
matériau est largement utilisé dans la construction de pales d’éoliennes et aussi
dans le modélisme naval et aérien, l'isolation, les flotteurs, les ceintures de
sauvetage, les planches de surf. La bourre du fruit se préte au remplissage des

oreillers et des matelas (Brink 2008).

L’'Equateur est le premier pays producteur et exportateur mondial de bois
de balsa, et l'industrie qui lui est associée est devenue un véritable moteur
économique. En 2010, environ 794 447 m3 de bois ont été commercialisés a I’échelle
mondiale (Arias et Robles 2011), et en 2016 I'Equateur a fourni plus de 76% de la
production du balsa mondiale avec pour principaux pays de destination la Chine
(33% des exportations), les Etats-Unis (25%) et le Brésil (14%) (Jativa 2017). En 2010,
la surface des plantations de balsa en Equateur était de 20 000 ha (Gonzalez Osorio
et al. 2010). Ces derniéres années, 4300 ha supplémentaires ont été plantées
uniquement grace aux incitations gouvernementales suite a une demande élevée
du marché (MAG 2018). Cependant ces chiffres ne prennent pas en compte les
nouvelles surfaces établies par les agriculteurs car elles n‘ont pas encore été

recensées.

Le balsa est une essence héliophile, de pleine lumiére exigeant une forte
insolation, et sa croissance est extrémement rapide en Equateur grace a des
conditions géographiques, climatiques, hydrographiques et orographiques trés
favorables. En effet, un individu peut atteindre entre 20 - 30 métres de haut et 50 -
90 cm de diametre en seulement 5 a 6 années, pour une faible épaisseur d’écorce
(de 0,5 a 1 cm). Le balsa a un mode de reproduction sexuée, via des fleurs
hermaphrodites pollinisées par les chauves-souris et des graines dispersées par le
vent. Cet arbre montre d’excellentes capacités de régénération dans toute son aire

de répartition naturelle, c’est une espéece pionniére abondante.



Le bois de balsa peut étre récolté des I'ége de 5 a 6 ans (Francis 1991),
cependant on observe une tendance a la récolte entre 3 et 4 ans selon I'état
sanitaire des individus. Il peut étre exploité dans des plantations commerciales et
dans les peuplements naturels, grace a son adaptabilité a différents type de sols et
a sa capacité d’auto-élagage, en réponse a la compétition pour la lumiére en fortes
densités. La méthode la plus courante utilisée pour I'établissement d’'une plantation
consiste a planter des semis cultivés en pépiniere, bien que les graines puissent étre
semées directement au champ. Il n’y a actuellement aucune connaissance sur la
variabilité génétique du balsa, mais sa vaste distribution en Amérique Centrale et
du Sud et ses variations morphologiques suggérent que des caracteres liés a la
croissance, la forme, la densité du bois ou la résistance aux parasites et aux maladies

présentent une forte variabilité génétique (Midgley et al. 2010).

DIVERSITE ENTOMOLOGIQUE DANS LES FORETS D’EQUATEUR

2.1 Une diversité considérable dans les foréts naturelles, mais beaucoup

d’inconnues

L'ensemble des caractéristiques climatiques, édaphiques, biotiques et
structurelles des écosystemes forestiers d’Equateur compose un large éventail de
niches écologiques pour les communautés d’insectes, qui exploitent cette
importante hétérogénéité d’hotes végétaux et les opportunités associées en termes
de ressources et d’habitats (Lucky et al. 2002, Dangles et al. 2009, Velazques 2014).
A un grain spatial plus fin, la couverture végétale dans les foréts primaires ou
secondaires équatoriennes génére de fortes variation microclimatiques propices a

des refuges persistants pour les populations d’insectes (Dangles et al. 2009).

L’'Equateur, et particulierement sa forét tropicale amazonienne, abrite une tres
forte diversité spécifique chez les insectes, estimée a environ 100 000 espéces par
hectare de forét (Bass et al. 2010). Les connaissances sur la diversité entomologique

dans les autres régions du pays restent malgré tout parcellaires, bien qu’on puisse
Y
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la supposer également trés élevée dans différents biotopes. La biologie et I'écologie
des espéces identifiées restent par ailleurs inconnues dans la plupart des cas

(Dangles et Nowicki 2010).

2.2 Des insectes ravageurs dans les plantations forestieres

Comme dans tout autre écosysteme forestier, les arbres d’Equateur exploités
commercialement sont la cible d’attaques de champignons et d’insectes.
Actuellement, seules 6% des plantations forestieéres recoivent une assistance
technique pour la gestion des risques sanitaires et parasitaires, ce qui a conduit et
conduit encore a une certaine négligence dans la protection des plantations, avec
pour conséquence l‘augmentation de la fréquence des attaques d’insectes
ravageurs. Les charangons de la tribu Hylobiini attaquent diverses essences
commerciales en Equateur (Cedefio et Flowers 2012). Les plantations de balsa
peuvent étre attaquées par diverses especes de Lépidoptéres (principalement des
Arctiidae and des Saturniidae) (Dangles et al. 2009) et par Anadasmus porinodes
(Meyrick), un foreur des pousses présent par ailleurs dans toute I'Amérique
Centrale et 'Amérique du Sud (Brink 2008). En Equateur, avec I'expansion des
grandes plantations commerciales et la présence de fortes précipitations et
d’humidité pendant le « fendmeno del nifio » dans 'année 1997 — 1998, le balsa fait
face a des pressions parasitaires d’intensités croissantes qui menacent la
production commerciale a cause de pertes économiques annuelles importantes. Les

plus gros risques sanitaires pour la culture du balsa impliquent a I’heure actuelle:

1) les champignons pathogenes Phytophthora palmivora (Butler) et Phythium
vexans (de Bary), a I'origine de la maladie de «pata roja» (pied rouge), et de
«bois humide» (un complexe physiologique associé a un exces d’eau dans le
xyleme) (Stilwell et al. 2014).

2) des coléoptéres phytophages tels que Heilipodus unifasciatus (Champion)
(Curculionidae), un charancon qui attaque les tiges principales, les feuilles et les
branches des arbres agés de 6 mois a 1 ans (Cedefio et Flowers 2012), Euchroma

gigantean (Linnaeus) (Buprestidae) qui attaque la base du tronc des arbres de 4
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ans minimum, et le scolyte plus récemment décrit Coptoborus ochromactonus
(Smith et Cognato) (Curculionidae) qui attaque tronc et branches méme sur les
arbres jeunes et qui occasionne des dommages économiques considérables
dans les plantations (Stilwell et al. 2014).

3)une combinaison d’attaques fongiques et d’insectes: apres la coupe des arbres
en période d’exploitation, le bois encore vert est attaqué par des insectes
xylophages et phloemophages, puis il devient vulnérable aux attaques de
termites deux ou trois jours apres quand le bois seéche rapidement en contact
avec le sol. Le bleuissement fongique intervient ensuite et dévalue sa qualité,

nécessitant donc une transformation rapide du bois coupé (Midgley et al. 2010).

2.3 Une sous-famille d’intérét particulier: les Scolytinae (Coleoptera: Curculionidae)

Dans cette these d’entomologie forestiere en Equateur, je me suis intéressée
spécifiguement a la sous-famille des Scolytinae (scolytes), dont la diversité dans les
foréts naturelles est moins connue que dans d’autres famille d’insectes, avec
seulement 50 especes décrites jusqu’aux années 2 000 a I’échelle du continent sud-
ameéricain (Wood 2007). A titre comparatif, environ 7 000 especes de papillons
(Dangles et Nowicki 2010) et 2 300 especes de scarabées (Lucky et al. 2002) ont été

décrites dans les foréts tropicales humide du pays.

Dans la derniere décennie, une grande proportion des scolytes collectés dans ces
foréts tropicales appartenaient a des especes voire des genres nouveaux pour la
science. On peut citer Callibora Cognato, un nouveau genre trouvé dans la canopée
de la forét amazonienne équatorienne et décrit tout récemment (Cognato 2019),
les nouvelles especes Cnestus schoenmanni (Petrov et Mandelshtam 2018) et
Premnobius perezdelacrucei Petrov et Atkinson découvertes dans la forét tropicale
du Parc National Yasuni en Amazonie (Petrov et Atkinson 2018) et de Coptonotus
uteq Smith et Cognato décrite pour la premiére fois sur I'arbre a caoutchouc
d’Amérique (Castilla elastica Sesse Ex. Cerv.) dans la réserve écologique

Murucumba (Smith et Cognato 2016).
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Un certain nombre de nouvelles espéeces de scolytes ont été également
identifiées comme des nouveaux ravageurs des arbres natifs ou exotiques, tres
probablement suite a des modifications anthropiques de leur environnement
devenues tres favorables a leur développement et leur démographie. C'est le cas
de Coptoborus ochromactonus, qui a été décrite pour la premiere fois par Smith et
Cognato en 2014 (Stilwell et al. 2014) suite a son émergence et ses dégats croissants

dans les plantations commerciales de balsa.

L’étude des scolytes des écosystemes forestiers d’Equateur revét donc un intérét
pour la connaissance de la diversité entomologique et pour la prise en compte et la

gestion du risque entomologique dans les plantations commerciales du pays.

. LES SCOLYTES, UN GROUPE MAIJEUR PAR SA DIVERSITE ET SES
IMPACTS SUR LES POPULATIONS D’ARBRES

Les scolytes composent une famille trés diversifiée qui compte dans le monde
environ 6 000 espéces connues, réparties en 26 tribus (Wood 2007, Hulcr et al.
2015, Kirkendall et al. 2015). Les scolytes forestiers représentent un groupe
d’insectes d’importance écologique, économique et sociale (Smith et Hulcr 2015,
Raffa et al. 2008, Morris et al. 2018). Une large proportion des espéces connues
vivent dans la zone néo-tropicale (38% de la diversité mondiale des scolytes
connue), ol 79% de celles-ci occupent spécifiquement les écosystémes forestiers

tropicaux et subtropicaux (Kirkendall et al. 2015).

3.1 Herbivorie chez les scolytes

Les scolytes sont des insectes exclusivement diurnes. lls montrent une
importante diversité de cycles biologiques a travers le monde et selon leur hoéte,
mais il existe des phases clés relativement constantes au sein de ce groupe
(Atkinson et Equihua 1986). Les adultes colonisent leur arbre hoéte par une
perforation de I'écorce et le creusement d’un tunnel dans le xyléme ou le phloéme,

ou les accouplements peuvent avoir lieu et ol les femelles pondent leurs ceufs. A
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I’éclosion, les larves creusent elles-mémes leur propre galerie dans les vaisseaux du
bois, puis les nouveaux adultes perforent I’écorce apres la nymphose pour s’envoler

et coloniser un nouvel arbre.

La nature des tissus végétaux consommés par les scolytes est variable et on
observe divers degrés de spécificité vis-a-vis de leurs plantes hoétes. Les deux
régimes alimentaires les plus courants sont : 1) la phloémophagie (consommation
de phloeme), pour laquelle les especes creusent des galeries entre I'écorce et
I"aubier, et 2) la xylomycétophagie (consommation de champignons symbiotiques
élevés dans les galeries), qui concerne le groupe spécifique des scolytes a ambrosia
qgue j'évoquerai plus tard dans une section dédiée aux associations symbiotiques
chez les scolytes. D’autres régimes alimentaires, moins courants, existent: la
xylophagie (consommation de bois mort), myélophagie (consommation de moelle
de ramilles), spermatophagie (consommation de graines), et herbiphagie

(consommation de plantes herbacées) (Atkinson 2019).

Le degré de spécificité pour I’h6te des insectes se rapporte a de la monophagie
(un seul genre d’h6te consommé), de l'oligophagie (limité a quelques genres,
typiqguement de la méme famille) et de la polyphagie (consommation de plusieurs
familles d’hotes). Les especes de scolytes monophages semblent plus fréquentes
dans les foréts tempérées, alors que les especes polyphages semblent
majoritairement représentées dans les foréts tropicales (Atkinson 2019). Il semble
également exister une relation entre régime alimentaire et degré de spécificité car
les espéces xylomycétophages et myélophages tendent généralement vers la
polyphagie alors que les especes phloémophages sont globalement plutot
monophages ou oligophages. Cela pourrait s’expliquer en partie par une plus forte
propension des phloémophages a exploiter des hétes synthétisant de la résine ou
du latex antagonistes aux scolytes, supportant I'"hypothése d’'une coévolution du
parasite avec un hote spécifique, moins compatible avec la polyphagie (Atkinson et

Equihua 1986, Atkinson 2019).
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3.2 Conséquences de I'herbivorie des scolytes sur leurs hotes

Quel que soit le régime alimentaire, la création de galeries dans le bois entraine
une détérioration importante de I'aspect du bois et de sa fonctionnalité pour
I'arbre. Sur des arbres vivants, le développement des scolytes affecte le systéme
vasculaire (xyleme ou phloéme) et le cambium, détruisant le phloeme et
I’élaboration des futures cellules du xyleme fonctionnel. La conséquence directe est
une altération de la circulation de la seéve élaborée et de la nutrition minérale de
I'arbre, pouvant entrainer sa mort plus ou moins rapidement (Inch et Ploetz 2012).
De plus, l'activité des insectes favorise I'entrée et le développement de
champignons dans I'arbre qui contribuent a I'agressivité de I'insecte vis-a-vis de son

hote (Hulcr et al. 2015, Smith et Hulcr 2015).

Cette activité d’herbivorie des scolytes peut entrainer une mortalité massive dans
les populations d’arbres en cas de perte de vitalité de ceux-ci et d’abondance des
insectes (Wood 1982, Tanner et al. 2018). Les arbres affaiblis, soit par le vent, le feu,
stressés par des sécheresses séveres ou endommagés par d’autres facteurs
biotiques (champignons, plantes parasites, autres insectes), sont généralement plus
sensibles aux attaques de scolytes, qui montrent alors une forte réactivité
démographique a la présence de ce substrat devenu plus favorable. La plupart des
scolytes sont généralement inoffensifs pour les arbres sains. En revanche, certains
sont capables de coloniser et de tuer des arbres stressés ou affaiblis, en particulier
lorsqu’ils sont associés a des champignons qui colonisent de tissus végétaux vivants.
Ce type d’herbivorie fait des scolytes des agents de perturbation potentiellement
importants dans les zones forestieres du monde entier, affectant les processus clés

de la dynamique forestiére et des services forestiers (Hulcr et Stelinski 2017).

Chez les coniferes, les mécanismes de défense des arbres contre les attaques de
scolytes incluent un systeme de canaux résiniféres de taille et nombre variables et
la synthese de produits chimiques dans la zone attaquée (Ferrenberg et al. 2014) .
La probabilité de survie des arbres suite aux attaques est liée a I'interaction entre
la capacité des arbres a mobiliser des mécanismes de défense et I'abondance des

attaques (Paine et al. 1997). Par conséquent, les facteurs de stress qui affaiblissent

15



la mobilisation de la défense des arbres ont généralement été associés au
déclenchement d’épidémies de scolytes (Marini et al. 2012) et la sécheresse est
particulierement susceptible d’accroitre la sensibilité des arbres aux attaques
d’insectes et d’induire des modifications de la physiologie des arbres (Netherer et

al. 2015).

3.3 Stratégies de reproduction

La plupart des scolytes ont un systéeme de détermination sexuelle haplo-diploide,
selon lequel les femelles diploides produisent des males haploides, souvent moins
nombreux que les femelles, a partir d’ceufs non fécondés (Cognato et al. 2011,
Kirkendall et al. 2015). La femelle initie I'attaque et I'installation, creuse une galerie
maternelle dans les bois et les males les y rejoignent les femelles pour s’accoupler.
Leur systeme de reproduction peut aussi reposer sur de I'endogamie-polygamie,
c’est-a-dire I'accouplement de males incapables de voler avec leurs sceurs dans une
méme galerie (Kirkendall et al. 2015), et dans ce cas les insectes sont extrémement
consanguins car les males quittent rarement leurs tunnels natals. Donc,
I’haplodiploidie, leur habitude de forer le bois, leur petite taille, leur association
symbiotique avec les champignons et un mode de vie majoritairement confiné aux
galeries dans une structure ligneuse font des scolytes des colonisateurs
extrémement performants (Jordal et al. 2001, Cognato et al. 2011). Les males
présentent un dimorphisme sexuel, ils sont plus petits que les femelles, leurs ailes
peuvent étre absentes ou atrophiées (non fonctionnelles), le front est excavé,
présente structure des élytres différentes (Wood 1982, Kirkendall et al. 2015). Le
sexe-ratio est souvent biaisé en faveur des femelles, ce qui indique qu’il peut exister
une concurrence locale entre partenaires (CLM), a conditions d’une reproduction
de type arrhénotoque, comprenant au moins un male par descendance, un
développement grégaire, que les males éclosent en premier et que I'accouplements

soient entre eux (Hamilton 1967).
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4. LES ASSOCIATIONS SYMBIOTIQUES SCOLYTES — CHAMPIGNONS : UNE
PARTICULARITE DES SCOLYTES A AMBROSIA

4.1 Symbiose sous-corticale

Les scolytes a ambrosia qui ont été évoqués brievement précédemment
forment un groupe particulier de Scolytinae qui n’est pas capable d’extraire et de
digérer les substances nutritives contenues dans le bois ou ils se développent. Au
cours de leur évolution se sont créées des associations symbiotiques avec des
champignons ambrosia, dont le mycélium est la source nutritive exclusive des larves
et les scolytes adultes (Beaver 1989). Les ambrosia sont présents chez environ 3400
espéces d’insectes, dont 63 genres et 10 tribus appartiennent a la sous famille des
Scolytinae, en particulier les tribus Xyleborini et Corthylini (Farrell et al. 2011,
Kirkendall et al. 2015). Ce type d’association est qualifiée de symbiotique car les
champignons colonisent un arbre hote grace a la mobilité de l'insecte qui les
transportent et qui leur permettent de pénétrer sous I'écorce et de coloniser les
vaisseaux du bois (Kirkendall et al. 2015). Ces champignons ambrosia tapissant les
galeries forées par les insectes synthétisent des enzymes de dégradation de la
cellulose, des hémicelluloses et de la lignine des arbres en sucres tels que I'amidon
(Kubicek et al. 2014). lls produisent également des molécules organiques tres riches
en matiere azotée, des vitamines, des stéroides comme I'ergostérol et des acides
aminés. Ce sont tous des composés essentiels a la physiologie et au développement
des insectes (Beaver 1989, Morales-Ramos et al. 2000). La teneur en azote du
mycélium des champignons est nettement supérieure a celle du bois : il est extrait
du bois et de I'’écorce ou provient de la fixation de I'azote atmosphere par le
champignon (Dajoz 2007). Les champignons ambrosia contribuent également a
diminuer I'humidité sous |'écorce en obstruant les canaux du xyléme, et
développent des relations antagonistes avec des champignons pathogenes des
larves de scolytes (Batra 1985, Beaver 1989, Morales-Ramos et al. 2000, Six et
Woolfolk 2009).
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Les structures fongiques sont transportées dans des structures thoraciques
spécialisées de I'exosquelette des scolytes : les mycanges. Ce sont des invaginations
du tégument adaptées au transport des champignons d’'un hote a l'autre et a la
protection des symbiotes fongiques (Hulcr et Cognato 2010). Le mycange posséde
en effet des cellules glandulaires spécialisées qui protégent les cellules fongiques
contre la dessiccation, régulent la composition des especes fongiques, nourrissent
les propagules et déterminent la forme de croissance fongique (Six 2003). Les
mycanges présentent une diversité considérable en taille, forme et emplacement
sur le corps des différentes espéces de scolytes (Fracke-Grosmann 1967, Hulcr et al.
2012). Par exemple dans la tribu Xyleborini, il existe trois type de mycanges: 1) les
mycanges mandibulaires (paire de cavités internes situées a la base des

mandibules), 2) les mycanges mésothoracigues (grandes invaginations bifurquant

et partiellement en spirale situées entre le méso et le métanotum), et les mycanges
élytrales (petites cavités a la base des élytres) (Francke-Grosmann 1967, Cognato et
al. 2011). La taille des mycanges varie selon les espéces mais elles sont toutes
associées a des glandes de sécrétion qui maintiennent les spores dans des
conditions favorables pendant le vol et la dispersion des scolytes (Francke-
Grosmann 1967, Beaver 1989, Six 2003, Wood 2007). Généralement, les
champignons ambrosia ne sont véhiculés que par un seul sexe, plus souvent les
femelles comme chez les Xyleborini aux mycanges mandibulaires (Francke-

Grosmann 1967, Beaver 1989, Hulcr et Cognato 2010).

4.2 Les champignons ambrosia associés aux scolytes

Les scolytes a ambrosia présentent diverses communautés de micro-
organismes symbiotiques (Batra 1985, Francke-Grosmann 1967, Kostovcik et al.
2015). Les champignons ambrosia incluent principalement des Ascomycetes
d’ordres Ophiostomatales, Microascales, Hypocreales et Saccharomycotina, et
minoritairement des Basidiomycétes (Beaver, 1989; Francke-Grosmann, 1967;
Ploetz et al. 2013). Les genres plus connus sont Raffaelea, Ambrosiella,

Phialophoropsis, Ascoide (Batra 1985), Fusarium, Dryadomyces, Entomocorticium,
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Geosmithia, Meredithiella, Monilia et Cephalosporium (Beaver 1989, Freeman et al.
2013). Les genres Gondwanamyces, Flavodon flavus et Afroraffaelea ambrosiae ont
été décrits plus récemment (Hulcr et al. 2007, Li et al. 2015, Bateman et al. 2017).
Globalement, les genres Raffaelea, Fusarium et Ambrosiella semble étre ceux qui
montrent une plus forte prévalence chez les scolytes a ambrosia (Hulcr et Dunn
2011). Batra (1985) a classé les champignons ambrosia en deux catégories: les
primaires et les facultatifs. Les champignons primaires sont des symbiotes
obligatoires spécifiques a un seul insecte vecteur, ils sont fréquemment isolés a
partir des mycanges. Les champignons facultatifs sont davantage considérés
opportunistes, transitoires et non spécifiques, ils produisent des spores
mucilagineuses qui permettent leur transport par diverses espéces vecteurs. Une
caractéristique importante des champignons ambrosia est leur pléomorphisme,
c’est-a-dire qu’ils sont sous forme de mycélium (des filaments) dans les galeries et
sous forme d’ambrosia (semblable a la levure) dans les mycanges (Francke-

Grosmann 1967, Batra 1985, Beaver 1989, Six 2003).

4.3 Conséquences des champignons ambrosia sur la santé des arbres

Les champignons symbiotiques qui sont associés avec les scolytes a ambrosia
sont en général peu virulents (Paine et al. 1997). L'inoculation des champignons
symbiotiques en masse peut cependant affecter séverement des arbres ligneux,
provoquant un dépérissement des arbres et des tiges et parfois la mort des
individus (Atkinson 1985). Les mécanismes qui ont été proposés pour expliquer le
déclin des arbres infestés par ces champignons est la production de toxines, la
pénétration du mycélium dans les tissus végétaux, et la formation de vésicules de
gaz qui obstruent les vaisseaux conducteurs (Agrios 2005). Les attaques massives
de scolytes a ambrosia peuvent avoir des conséquences sanitaires et économiques
importantes pour l'industrie fruitiere ou forestiére, mais aussi pour les arbres
urbains. Par exemple, Xyleborus glabratus Eichhoff associé a Raffaelea lauricola T.C.
Harr., Fraedrich & Aghayeva cause la maladie « Laurel wilt » chez les arbres de Ia
famille Lauraceae, notamment chez Persea borbonia sensu lato et Sassafras

albidum Nuttall Neees (Fraedrich et al. 2008). Cette méme association constitue

19



également une menace potentielle pour les avocatiers (Persea americana Miller)
américains (Hanula et al. 2008). Les avocatiers et divers arbres urbains et forestiers
sont attaqués par l'association Euwallacea fornicatus Eichhoff - Fusarium
euwallaceae S. Freeman en Israél et en Californie (Freeman et al. 2013, Tanner
2014). Les caféiers (Coffea arabica L.) d’Afrique de I'Est sont attaqués par
I'association Xylosandrus compactus Eichhoff - Fusarium solani Mart. (Egonyu &
Torto, 2017). En Equateur, c’est probablement [’association Coptoborus
ochromactonus - Fusarium ambrosium qui est a l'origine de la plupart des dégats
dans les plantations de balsa (Stilwell et al. 2014, Castro 2016, Castro et al. 2019).
Enfin, I'inoculation des champignons ambrosia se traduit généralement par une
coloration du bois (bleuissement gris foncé, brun ou noir) qui en altere
significativement la qualité et I'esthétisme, avec pour conséquence une diminution

drastique de sa valeur économique (Fabig 2011).

PROBLEMATIQUE, OBJECTIFS ET STRUCTURE DE LA THESE

Les foréts d’Equateur constituent un conservatoire de biodiversité, en
particulier pour les insectes, mais nous avons vu que beaucoup d’inconnues
subsistent encore pour certains groupes écologiquement et économiquement
importants tels que les Scolytinae. Les conséquences de I'artificialisation des foréts
- particulierement via la monoculture d’arbres - sur la structure, la biodiversité et le
fonctionnement de I'écosystéme forestier sont nombreuses. La structure complexe
de la forét naturelle peut étre profondément altérée, affectant les microclimats et
les niches écologiques disponibles. Des plantations forestieres telles que celles du
balsa, tendent a occuper des territoires autrefois réservés a la forét primaire ou
secondaire, et les problématiques de conservation de la biodiversité dans les
écosystémes forestiers a longtemps été négligée en Equateur comme au Brésil , ou
23% des ordres d’insectes recensés dans la forét primaire ont disparu au profit des
plantations d’Eucalyptus grandis (Dajoz 2007). Sans compter toutes les especes

encore inconnues pour la science.
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Les connaissances sur la diversité et I'abondance des Scolytinae restant
d’une maniére générale assez faibles dans les écosystémes forestiers d’Equateur, il
est nécessaire de poursuivre de nouvelles recherches in situ pour continuer a
combler ces lacunes en termes de conservation de la biodiversité, mais également
en termes de prévision et de gestion du risque sanitaire ‘scolytes’ dans les foréts
naturelles et dans les plantations commerciales, étant donné leur implication
croissante dans les dégats et les mortalités d’arbres observées (Tanner 2014). Des
inventaires entomologiques, des suivis de dynamique des populations et une
connaissance plus précise de I’écologie de certaines espéces devraient notamment
permettre une meilleure prise en compte des scolytes natifs ou exotiques
émergents et leurs risques associés, en Equateur et dans d’autres pays hébergeant
des especes de plantes hotes similaires. En particulier, les facteurs impliquant le
ravageur émergent C. ochromactonus dans les dépérissements et les mortalités
dans les plantations de balsa au cours de la derniére décennie restent méconnus.
Et bien que certaines associations symbiotiques de scolytes avec des champignons
causent des pertes économiques considérables pour l'industrie forestiére, peu
d’études ont été menées sur ce sujet en Amérique du Sud et plus précisément en

Equateur.
En réponse a cette problématique, ma these a les trois objectifs principaux suivants :

1) caractériser la diversité taxonomique et la composition des
communautés de scolytes dans les foréts naturelles et les plantations de
balsa d’Equateur, et étudier leur réponse aux variations climatiques
saisonnieres,

2) préciser la biologie de C. ochromactonus et estimer l'influence de
facteurs environnementaux sur la dynamique de ses populations dans
les plantations commerciales de balsa,

3) clarifier I'association des scolytes du genre Xyleborus avec des

champignons ambrosia en forét naturelle et en plantation de balsa.
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Structure de la thése

Ma thése se décline en trois chapitres centraux liés aux objectifs décrits ci-

dessus, structurés par des articles scientifiques.

Le chapitre | est consacré a I'étude de I'abondance, de la richesse et de la
composition des especes de scolytes dans une forét primaire, dans une forét
secondaire et dans une plantation forestiére. Ainsi nous aborderons les facteurs
climatiques qui pourraient influencer les communautés de scolytes dans les foréts

naturelles et dans les plantations de balsa d’Equateur.

Le chapitre Il est consacré a I'étude de C. ochromactonus dans les plantations de
balsa. Ce chapitre comprend deux parties: la premiére partie présente des
investigations auxquelles j'ai participé avant et pendant ma thése sur le cycle de vie
de l'insecte. La seconde partie porte sur I'influence des facteurs climatiques et de
I’age du balsa sur la période de vol, la prévalence, et I'intensité d’infestation dans

les arbres par le scolyte.

Le chapitre Ill est consacré a I'étude comparative des champignons associés aux
scolytes du genre Xyleborus dans une forét naturelle et dans une plantation
commerciale de balsa. Dans ce chapitre, je me suis intéressée au genre Xyleborus
plutdt qu’au genre Coptoborus, car il comporte un plus grand nombre d’espéces que
I'on retrouve dans les différents habitats forestiers équatoriens, alors que
Coptoborus n’est a ce jour connu qu’en plantations. Tous les Xyleborus sont associés
a des champignons ambrosia, et certaines espéces peuvent coloniser des arbres
vivants. Par ailleurs les champignons associés a C. ochromactonus ont déja été
décrits, et une étude complémentaire est en cours dans une autre thése menée

également en Equateur.

Une conclusion générale et des perspectives soulignent enfin que ces
travaux de thése ont permis d’apporter des connaissances nouvelles et nécessaires
a I'amélioration des programmes de gestion forestiére et de santé des foréts en
Equateur. lls ont permis également de préciser le pathosystéme fongique associé a
certains scolytes a ambrosia, ce qui permettra de clarifier, voire d’anticiper les

risques sanitaires encourus a la suite des attaques.
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CHAPITRE I. Approche comparative des
communautés des scolytes dans deux foréts
naturelles et dans une plantation forestiere
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Article 1: Martinez M., A.l. Cognato, M. Guachambala and T. Boivin. 2019. Bark
and ambrosia beetle (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) diversity in
natural and plantation forests in Ecuador. Environmental Entomology. In

press.

Introduction

Nous avons vu dans le chapitre introductif que la diversité et la composition des
communautés de Scolytinae dans la plupart des écosystemes forestier (plantations et
foréts naturelles) d’Equateur doivent étre caractérisées plus précisément. Ce manque de
connaissances de base représente une préoccupation pour la conservation et la protection
de ces écosystémes, tout comme dans d’autres pays hébergeant des especes de plantes
hotes similaires. Aussi, les risques liés aux Scolytinae pour les produits du bois a usage

domestique ou pour I'exportation sont toujours peu documentés en Equateur.

Dans ce contexte, je me suis intéressée aux associations des patrons de diversité
des Scolytinae avec des facteurs de leur environnement tels que le type d’habitat et le
climat. Dans les foréts tropicales asiatiques, on sait que la composition des communautés
de Scolytinae est sensible au climat, aux différents types de foréts et a leur degré de
perturbation (Hulcr et al. 2008). En Amérique du sud, dans les plantations forestieres
brésiliennes par exemple, un certain nombre d’études ont établi des liens entre les
variations d’abondance dans les communautés de Scolytinae et des variations saisonnieres
locales du climat (Flechtmann et al. 2001, Sandoval Rodriguez et al. 2017), et des
déplacements d’espéces forestiéres indigénes vers des monocultures forestieres de
superficies croissantes (Flechtmann et al. 1999). Dans la région cétiére équatorienne, le
couvert végétal en foréts tropicales primaires ou secondaires contribuent a des
différentiels microclimatiques sur de courtes distances qui génerent des refuges
microclimatiques persistants pour les populations d’insectes (Dangles et al. 2009). Si une
forte richesse en espéce est un attribut attendu des foréts naturelles, les plantations
d’arbres équatoriennes sont également susceptibles d’abriter une diversité substantielle
d’insectes, comme par exemple les plantations de balsa ou 68 espéeces associés ont été

recensées (Dangles et al. 2009). En Equateur, la surface forestiere totale couvre environ
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45% de la surface du pays (MAG 2016), mais on ne connait toujours pas les patrons de
variation de la diversité des Scolytinae entre les types forestiers qui existent, ni au niveau

saisonnier au sein de chaque habitat.

Ce chapitre propose des investigations nouvelles sur les variations d’abondance des
Scolytinae (nombre total de spécimens par taxon), de richesse en especes (nombre total
de taxons) et de composition en espéces dans une forét naturelle primaire, dans une forét
secondaire, et dans une plantation de balsa en Equateur. Un suivi annuel des communautés
de scolytes a été réalisé a I'aide de pieges a éthanol disposés dans ces différents massifs

forestiers de mai 2016 a juin 2017. Cette étude avait les deux objectifs principaux suivants:

1) préciser et comparer les patrons d’abondance, de richesse spécifique et de
composition des communautés de scolytes en fonction du type d’habitat (forét
primaire, secondaire et plantation de balsa)

2) caractériser les patrons de variation saisonniére de ces composantes de diversité
au sein de chaque type de forét, en lien avec des variables climatiques
(températures mensuelles minimales, maximales et moyennes, précipitation et

humidité relative).

Les résultats montrent une diversité globale des Scolytinae plus importante que décrite
précédemment dans la littérature en Equateur, et en particulier que I'abondance, la
richesse spécifique, et la composition en espéces montrent des patrons contrastés selon

les habitats forestiers et les saisons.

Approche utilisée pour I’étude des variations des patrons de diversité et de

composition des communautés de Scolytinae

Nous avons échantillonné les scolytes a I'aide de piége a insectes dans une forét primaire,
dans une forét secondaire et dans une plantation du balsa. Dans chaque type d’habitat
forestier, dix pieges ont été installés a 1,30 m de hauteur sur les troncs d’arbres, sur un
transect de 200 m en bordure de sentiers. Chaque piege a été séparé par une distance d’au

moins 20 metres et ont relevés toutes les deux semaines. Tous les scolytes capturés ont
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été comptabilisés et identifiés a I'aide de la clé des insectes d’Amérique du sud (Wood

2007).

La forét primaire couvrait une surface de 110 ha, avec une nébulosité fréquente. La
végétation est composée d’arbres natifs, la couverture de la canopée était presque
continue, sans lianes. La forét secondaire couvrait une surface de 50 ha, avec une
couverture de la canopée discontinue. Cette forét est dominée par des espéces de début
de succession, elle présente une forte abondance de lianes et jouxte de grandes surfaces
de monocultures agricoles. La plantation de balsa, agée de 2 ans, présente une surface de
36 ha, c’est la seule espéce d’arbre présente dans ce site et la couverture de la canopée

était fermée.

L'impact de I'effort d’échantillonnage sur la richesse spécifique cumulée observée par
habitat (Sobs) a été évalué par une correction de biais d’échantillonnage par bootstrap (Scor)
selon Manly (1997), et par I’estimation de I'indice Chao1l (Chao et al. 2005). La comparaison
des valeurs de Sops entre les types de foréts a été réalisée par un test de randomisation (N=
1000) par paires (Manly 1997, Rossi 2011). La diversité en espéces a été résumée par les
indices de Shannon, de Margalef et d’équitabilité. Des fréquences d’espéces rares
(singleton : un individu par échantillon; unique : espéces présentes dans un seul

échantillon) ont été aussi estimées (Rossi 2011).

La composition en espéces des trois communautés échantillonnées a été représentée par
une analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur les matrices de distance de Bray-
Curtis (Legendre et Legendre 1998), ce qui permet d’évaluer les niveaux de similitudes en
espéces entre ces communautés. La présence d’espéces indicatrices d’un type d’habitat

particulier a été testée par I'indicateur statistique IndVal (Dufréne et Legendre 1997).

L'effet de la saisonnalité sur la composition des communautés de scolytes a été testé a
I'aide d’une analyse de cluster via I'indice de Bray-Curtis (Hammer et al. 2001). Enfin, la
relation entre les variables climatiques locales et les valeurs mensuelles d’abondance et de

richesse spécifique a été réalisée par un test de corrélation de Spearman.
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Variation des patrons de diversité et de composition des communautés de

Scolytinae en fonction de I’habitat forestier
Diversité globale des scolytes dans les habitats forestiers

Au total, 18 168 individus, 6 tribus, 16 genres et 85 espéces ont été capturés dans les trois
types des foréts au cours de cette année entiere d’échantillonnage. Nous avons identifié
22 especes indigénes et 3 espéces exotiques, et 60 morphotypes qui n’ont pu étre identifiés
gu’au niveau du genre. Les espéeces exotiques étaient inégalement réparties entre les
habitats car Premnobium cavipennis était principalement mais modérément abondante
dans la plantation de balsa et la forét secondaire, un nombre limité d’individus de
Xylosandrus compactus se trouvaient uniquement dans les foréts naturelles et Xyloxandrus
morigerus se trouvait principalement dans les foréts naturelles. La tribu plus abondante
était Xyleborini (63,5 % des captures au total), et la tribu plus diversifiée était Corthylini

(44,7% du total des especes). Le genre le plus abondant et le plus diversifié était Xyleborus.

La plantation de balsa a présenté des indices de Shannon (H’= 2,463), Margalef
(DMg=6,432) et Pielou (J’=0,61) supérieurs aux autres sites, tandis que la forét secondaires
présentait les valeurs les plus faibles (H'= 1,77, DMg= 5,428 and J’= 0,458). La plantation de
balsa a présenté des indices de diversité H’, DMg et )’ relativement similaires a ceux estimés

dans la forét primaire.

Richesse spécifique des Scolytinae dans et entre les habitats forestiers

La richesse spécifique cumulée Sops observée a atteint 57 especes de scolytes dans la forét
primaire, 48 espéces dans la forét secondaire et 56 espéces dans la plantation de balsa
(Tableau 1). La richesse spécifique cumulée corrigée pour le biais d’échantillonnage (Scor)
était légerement plus élevée, mais le classement entre les sites étant conservé, nous
pensons avoir limité ce biais au cours de cette année de piégeage. Ceci est appuyé par la
valeur de I'estimateur Chao-1 qui suggére que I'effort d’échantillonnage a été approprié
pour tous les sites de collectes. Statistiquement, il apparait que la richesse spécifique
cumulée observée ne différait pas par paires de types de foréts (primaire-secondaire: P=

0,089; primaire-balsa: P= 0,4475 p<0,001; secondaire-balsa: P= 0,1538). La fréquence des
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espéces singleton et unique variait de 10,5 a3 29,2 % et de 12,3 a 35,4% respectivement avec
la valeur la plus faible dans la forét primaire et la plus élevée dans la forét secondaire

(Tableau 1).

Tableau 1. Diversité de Scolytinae échantillonnés pendant un an, dans trois habitats forestiers en
Equateur.

Habitat n Sobs Scor  Indice Espéces Espéces
Chaol singleton unique
Forét primaire 10 57(2,6) 62 59,5 (96%) 6 (10,5%) 7 (12,3%)

Forét secondaire 10 48(3,9) 55 59,38 (81%) 14 (29,2%) 17 (35,4%)

Plantation de 10 56(2,9) 61 71,6 (78%) 13 (23,2%) 15 (26,8%)
balsa

n: nombre de pieges récoltés tous 15 jours, durant la période d’étude; Sons: richesse en espéces
cumulée observée (erreur standard); Scor: richesse en espéces cumulée corrigée pour le biais
d’échantillonnage, (test de permutation a 1000 randomisations); singleton: espéces avec un seul
individu par échantillon; unique: espéces présentes dans un seul échantillon. Indice Chao-1:
pourcentage de la couverture de I'échantillon. Les pourcentages pour singletons et unique se
rapportent a la richesse totale en especes observée dans |’habitat.

Composition des communautés et préférences d’habitat

La représentation des espéces de scolytes collectées dans la PCoA reposant sur les matrices
de distance Bray-Curtis a montré que les foréts naturelles partageaient entre elles plus
d’espéces communes qu’avec la plantation de balsa (Fig. 1). La composition en espéces
était effectivement portée par le premier axe de la PCoA, et le deuxieme axe qui portait
I’hétérogénéité intra-site n’a pas discriminé les habitats. L'analyse de similitude des
communautés par l'indice de Bray-Curtis a également montré que la forét primaire et la
forét secondaire ont davantage d’espéces en commun (75,8%) que la plantation de balsa

n’en a avec chacune d’elles (Fig. 1).
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Figure 1. Analyse de la structure des communautés de Scolytinae collectées dans trois habitats
forestiers d'Equateur (PF : forét primaire, SF : forét secondaire, BP : plantation de balsa). A : Analyse
en coordonnées principales (PCoA) des trois communautés avec projection des scores d’habitat
dans le plan défini par I’axe 1 horizontale (69,7%) et I’axe 2 vertical (12,4%). Les étiquettes d’habitat
sont au centre de gravité de chaque habitat et sont liées a chaque échantillon de I’habitat
correspondant. B: Dendrogramme de similitude par I'indice de Bray-Curtis montrant les affinités
des trois communautés en terme de composition d’espeéces (coefficient de corrélation
cophénétique : 0,9973).

Les statistiques de I'indice IndVal ont révélé que les tribus Xyleborini et Corthylini sont
préférentiellement associées a la forét primaire, avec 10 especes indicatrice pour chacune
d’entre elles. Les tribus Cryphalini et Corthylini ont une préférence marquée par la
plantation de balsa, avec 8 espéces indicatrice statistiquement associées pour chacune

d’entre elles.

Variation saisonniére des patrons de diversité et de composition des communautés de

Scolytinae au sein de chaque type de forét

Quel que soit I'habitat, il existe un effet significatif de la saisonnalité, c’est-a-dire des

réponses contrastées de la composition en espéces entre la saison séche et la saison des
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pluies. Dans la forét primaire, I'analyse de similitude en espéces de Bray-Curtis a montré
I’existence d’un groupe de communautés associées principalement aux mois de fin de
saison seche et de saison des pluies significativement distinct d’un groupe associé aux mois
de saison seche (Fig. 2). Dans la forét secondaire, deux groupes proches de communautés
associées aux mois de la saison séche et du début de la saison des pluies, ont été séparés
d’un groupe associé aux mois de la saison des pluies. Dans la plantation de balsa, un groupe
principal de communautés associées aux mois de la saison des pluies a été séparé des deux

autres groupes associés aux mois de la saison seche et du début de la saison des pluies.
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Figure 2. Dendrogrammes de similitude par lI'indice de Bray-Curtis montrant les affinités des
communautés de Scolytinae échantillonnées au cours de chaque mois pendant une année dans une
forét primaire, une forét secondaire et une plantation de balsa en Equateur (coefficients de
corrélation cophénétique : PF=0,9028, SF=0,9153, BP=0,7167).

Conformément a ces résultats, les valeurs mensuelles d’abondance et de richesse
spécifique ont montré des variations annuelles importantes dans chaque type de forét,
reflétant certainement I'effet de variables climatiques locales sur la dynamique saisonniére
de ces communautés. La richesse des espéces dans la forét primaire était corrélée
significativement et négativement a la température minimale (r= -0,84, P= 0,0003).
L’'abondance dans la forét secondaire était corrélée significativement et positivement a
I’humidité relative (r= 0,75, P= 0,004) et les précipitations (r= 0,65, P= 0,031). L’abondance
dans la plantation de balsa était corrélée significativement et négativement a I’humidité
relative (r= -0,66, P= 0,029), alors que la richesse était corrélée significativement et
positivement a la température maximale (r= 0,74, P= 0,006) et négativement aux

précipitations (r=-0,67, P= 0,017).
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Conclusion

Variation des patrons de diversité et de composition des communautés de Scolytinae en

fonction de I’habitat forestier

Nos résultats montrent que les trois types d’habitats forestiers que nous avons
échantillonnés n’influencent pas significativement la richesse spécifique cumulée, mais
plutét la composition en especes des communautés. L’analyse en PCoA et I'analyse de
groupes par l'indice de Bray-Curtis ont montré de plus fortes similitudes entre les
communautés des deux foréts naturelles. Elles pourraient partager des niveaux
d’hétérogénéité d’habitat associés a des niches structurelles plus similaires pour les
insectes que dans la plantation de balsa. Ce niveau d’hétérogénéité en foréts naturelles
peut résulter de la présence de plusieurs espéces dominantes et des classes d’age variées,
contrairement a la monoculture de balsa. On pourrait s’attendre a ce que la composition
des communautés insectes soit dépendante de la diversité des plantes présentes sur le site,
cependant des travaux récents ont suggéré que les communautés de scolytes a ambrosia
sont peut-étre moins sensibles a la diversité des plantes que d’autres groupes d’insectes,
les phyllophages par exemple (Sittichaya et al. 2012). La richesse spécifique en scolytes
estimée dans le balsa (56 espéces) dépasse les précédentes évaluations conduites dans des
plantations commerciales (i.e. 42 especes, Wood 2007 et Martinez et al. 2017). Une telle
richesse spécifique et la différence de composition en espéces avec les foréts naturelles
peuvent étre expliquées par le fait que la plupart des scolytes, y compris les scolytes a
ambrosia sont fortement attirées par I’éthanol (Hulcr et al. 2008). Le balsa est un arbre
dont la concentration en éthanol peut augmenter fortement en réponse a divers facteurs
de stress biotiques, abiotiques et physiologiques (Ranger et al. 2018), ce qui peut donc
augmenter son potentiel attractif pour les scolytes dans des conditions d’affaiblissement.
Une autre explication reposerait le fait que I'exploitation des arbres a partir de 3 a 4 ans et
I'auto-élagage fréquent en plantations entrainent I'accumulation de débris ligneux, des
piles de grumes, des arbres morts, et des branches mortes sur le sol qui constituent des
ressources attractives pour un certain nombre de scolytes (Coyle et al. 2005, Pere-De la
Cruz et al. 2016). C’est le cas du genre Hypothenemus qui comprend de nombreuses

especes exploitant majoritairement les débris ligneux (Kirkendall et al. 2015). Une
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importante richesse spécifique en scolytes a également été rapportée par Sandoval

Rodriguez et al. (2017) sur une plantation native d’hévéa.

Des tribus de Scolytinae associés a des habitats par des espéces indicatrices

Nos investigations sur I'existence d’espéces de Scolytinae indicatrices d’habitats ont mis en
évidence une association significative de certaines tribus au type de forét dans lequel elles
ont été échantillonnées. La tribu Cryphalini comporte des espéces indicatrices de la
plantation de balsa, avec une contribution importante d’espéces du genre Hypothenemus,
qui représentaient prés de 63 % de toutes les espéces capturés dans cet habitat. Ce genre
comprend de nombreuses espéces qui se développent dans des zones écologiquement
perturbées, telles que les monocultures d’arbres, plutot que dans les foréts naturelles
(Wood 1982, Hulcr et al. 2008, do Penteado et al. 2011, Abreu et al. 2012). Certains auteurs
ont pu mettre en évidence que le genre Hypothenemus était plus répandu dans les
monocultures d’Eucalytus grandis (Muller and Andreiv 2004), dans un systéme mixte
d’hévéa et de caféier (Sandoval Rodriguez 2017), et moins abondant dans des foréts
naturelles au Brésil (Meurer et al. 2013). La tribu Xyleborini, la plus abondante, comprend
de nombreuses especes indicatrices des foréts naturelles, en accord avec d’autres travaux
récents (Hulcr et al. 2008, Sittichaya et al. 2012, Sandoval Rodriguez et al. 2017). Cette tribu
regroupe des scolytes a ambrosia au mode de reproduction endogame extréme, ce qui leur
confere un fort potentiel invasif et leur permet de maintenir des niveaux de population
élevés dans les foréts naturelles (Andersen et al. 2012). En particulier, Xyleborus était le
genre le plus abondant dans la forét primaire et secondaire. Le genre Xylosandrus était
également associé préférentiellement aux foréts naturelles, notamment avec ses deux
espéces X. compactus et X. morigerus. Cette derniére espéce est probablement la plus
abondante dans les foréts tropicales primaires et secondaires du Costa Rica (Andersen et
al. 2012). Les principales aires de distribution de Xyleborus et Xylosandrus se trouvent
actuellement dans des zones tropicales et subtropicales (Macedo-Reis et al. 2016), mais
ces genres comprennent des especes a populations envahissantes en dehors de zones a
climat tropical, dans le sud de I'Europe par exemple (Kirkendall et Faccoli 2010). Par ailleurs,
leur tres grande gamme de plantes-hbtes semble leur assurer la possibilité de s’installer

partout ou le climat le permet, d’autant qu’ils peuvent exploiter des plantes en bonne santé
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grace a leurs champignons symbiotiques. Enfin, la tribu Corthylini a montré la plus grande
richesse cumulée et elle a pu étre associée en particulier a la forét primaire et a la
plantation de balsa grace a un grand nombre d’espéeces indicatrices de ces habitats. On
peut citer par exemple le genre Corthylus, qui a également été trouvé abondant dans des
zones forestiére protégées au Mexique et dans des plantations d’Eucalyptus (Pérez-De la
Cruz et al. 2016, Muller and Andrei 2004). En particulier, Premnobium cavipennis semble
étre une espece indicatrice de la forét secondaire, avec une abondance substantielle dans
la plantation de balsa. Elle est considérée comme un ravageur important dans les
plantations d’Eucalyptus au Brésil (Flechtmann et al. 2001, Zanuncio et al. 2001), et elle
semble abondante dans des plantations de teck et de balsa d’Equateur (Martinez et al.

2017).

Variation de composition des communautés de Scolytinae en fonction de variation

saisonnieére

Le suivi annuel des communautés de scolytes dans chaque type d’habitat a permis
également de mettre en évidence une saisonnalité dans les patrons de variations des
compositions en espéces. Il a pu étre également montré que I'abondance des insectes était
significativement et positivement corrélée a ’lhumidité relative et aux précipitations dans
la forét secondaire, ce qui pourrait expliquer I'augmentation des captures des espéeces
numériquement importantes X. morigerus, X. affinis et Xyleborus sp.02 pendant la saison
de pluies dans cet habitat. Ceci est cohérent avec Flechtmann et al. (2001) qui ont
documenté une augmentation d’abondance des scolytes a ambrosia avec I'augmentation
de précipitations au Brésil. Dans la plantation de balsa, 'abondance des insectes était
significativement et négativement corrélée a '"humidité relative, ce qui pourrait expliquer
une diminution des captures d’espéces du genre Hypothenemus pendant la saison des
pluies, alors qu’un pic d’abondance a été observé en décembre 2016 pendant la saison
seche. Ceci concorde avec Hulcr et al. (2008) qui ont montré que les espéces
d’Hypothenemus ne sont pas affectées par la secheresse et son particulierement actives a
cette saison. Cependant, il est fort probable que des variables saisonniéres autres que
climatiques telles que I’état de santé des arbres, le diameétre du tronc, la densité de bois, la

teneur en humidité dans le bois, la colonisation de champignons et la composition de la
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végétation environnante puissent aussi influencer la dynamique saisonniére des
populations d’insectes. Globalement, dans cette étude, la richesse spécifique cumulée et
I'abondance étaient plus élevées pendant les mois les plus froids et les plus secs que
pendant les mois plus chauds et les plus pluvieux dans la forét primaire et dans la plantation
de balsa. Il est possible que cela reflete un accroissement des populations de scolytes
pendant la saison seche, lorsque les arbres affaiblis par une exposition a la sécheresse ou
parce-que la saison des pluies qui précéde a généré davantage de branches cassées et
d’arbres abattus (soit plus de ressources pour les insectes) lors des tempétes récurrentes

en cette saison.

Détection d’espéces de scolytes a surveiller

Nous avons confirmé la présence de trois especes exotiques importantes, X. compactus, X.
morigerus et P. cavipennis comme étant des especes indicatrices pour les foréts naturelles.
Les especes d’insectes introduites sont considérées comme des menaces majeures pour la
santé des foréts et la biodiversité en raison du déplacement d’espéces indigenes dans des
systemes gérés et non gérés (Kirkendall et Faccoli 2010). L'étendue de la distribution et
I'impact écologique potentiel de ces trois espéces exotiques est encore inconnu, soulignant
la nécessité d’une veille sanitaire particuliere les concernant. Enfin, le scolyte a ambrosia
C. ochromactonus est déja connu pour endommager considérablement les plantations de
balsa en Equateur, il a bel et bien été identifié dans cette étude comme espéce indicatrice
dans la plantation étudiée. La distribution de cette espece a I'échelle du pays nécessite

également d’étre précisée dans le futur.
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CHAPITRE Il. Biologie, dynamique et impact des
populations d’un scolyte ravageur des plantations

commerciales de balsa en Equateur, Coptoborus

ochromactonus
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Introduction

L’Equateur est le premier producteur et exportateur mondial de bois de balsa (Midgley et
al. 2010) avec plus de 20 000 ha de plantations (Gonzalez Osorio et al. 2010). Cette essence
est originaire du Nouveau Monde, il s’étend du sud du Mexique au Brésil, et il est naturalisé
en Asie et en Afrique (Brink 2008). L'industrie du balsa est un pilier économique de
I’Equateur, avec des principaux importateur tels que la Chine, les pays d’Amérique du Nord
et d’Amérique du Sud, 'Amérique centrale et I'Europe (Jativa 2017). Les plantations de
balsa équatoriennes ont été initialement établies dans les zones tropicales humides et a
hautes altitude afin de bénéficier de précipitations annuelles plus élevées, d’'un couverture
nuageuse constante et de températures plus basses (Midgley et al. 2010). Cependant,
d’autres extensions de plantations dans d’autres zones humides telles que les plaines
cotieres et les collines ont été progressivement vu I'émergence du scolyte a ambrosia

Coptoborus ochromactonus Smith et Cognato (Stilwell et al. 2014).

En réponse a I'augmentation des dégats causés par ce nouveau ravageur, les
plantations de balsa situées dans des zones humides ont été étendues vers les zones plus
seches de I'Equateur (> 50 Km), ou elles étaient supposées moins exposées aux attaques
de parasites et de maladies malgré des conditions de croissance moins favorables pour les
arbres (Rivano et al. 2015). Actuellement, ces nouvelles plantations sont également
attaquées par C. ochromactonus, et l'influence de I’environnement local sur les interactions
balsa — scolyte n’est toujours pas documentée. En effet, on en sait finalement peu sur les
déterminants biotiques et abiotiques de I'activité et la dynamique de C. ochromactonus
dans les plantations commerciales, malgré les enjeux pour la prévision et la gestion des

dégats que cela porte.

Le scolyte a ambrosia C. ochromactonus est un Xyleborini néotropical qui a été
décrit suite a d’importantes dégradations de plantations de balsa en 2006 dans les
provinces équatoriennes occidentales de Cotopaxi, Guayas, Los Rios et Santo Domingo de
los Tsachilas (Stilwell et al. 2014). La grande majorité des especes de coléopteres a
ambrosia sont considérées comme des espéces opportunistes qui vivent et se reproduisent
dans des plantes mourantes et mortes (Wood 2007, Hulcr et al. 2015, Kirkendall et al. 2015,

Smith et Hulcr 2015). En revanche, C. ochromactonus s’est attaqué a des arbres
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apparemment sains (environ 58% d’infestation), avec des taux de mortalité proches de
25%, principalement sur des arbres de petit diameétre (Stilwell et al. 2014). A I'échelle de la
parcelle et de I'arbre, bien que les dégats causés par C. ochromactonus aient été décrits,
les connaissances sur la biologie et I’écologie de ce scolyte restent encore partielles et trop

peu abondantes (Stilwell et al. 2014).

Ce chapitre propose d’apporter des nouvelles connaissances sur la biologie, la
dynamique et l'impact des populations de C. ochromactonus dans les plantations
commerciales de balsa, ainsi que sur les facteurs environnementaux (i.e. le climat) et la

croissance de I'arbre (i.e. I’age) impliqués dans l'interaction balsa — scolyte.

La premiére partie du chapitre a pour objet la biologie et le développement de C.
ochromactonus sur balsa et la structure du systéme de galeries. Ce travail est le fruit d’une
collaboration dans un projet de recherche mené au laboratoire d’entomologie de
I’'Université de Quevedo en Equateur, dans une période précédent ma thése, et dont Ia
valorisation a été entreprise au cours de ma premiere année de these. Aprés avoir ainsi
caractérisé le comportement et le développement de C. ochromactonus dans les galeries
du bois de balsa, la seconde partie de ce chapitre aborde I'influence de facteurs climatiques
et de I'age des arbres hotes sur la dynamique et I'impact des populations de C.

ochromactonus dans les plantations.
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Biologie de Coptoborus ochromactonus en Equateur

Article 2: Castro J., S.M. Smith, A.l. Cognato, D. Lanfranco, M. Martinez and M.
Guachambala. 2019. Life cycle and development of Coptoborus
ochromactonus (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), a pest of balsa.

Journal of Economic Entomology. 112: 729-735.

Le genre Coptoborus Hopkins, 1915 contient 22 espéces endémiques des foréts tropicales
et foréts subtropicales du Nouveau Monde dont 18 sont présentes en Amérique du Sud
(Wood 2007, Alonso-Zarazaga et Lyal 2009, Stilwell et al. 2014). Comme les autres
Xyleborini, les espéces Coptoborus creuser des galeries dans 'aubier de leurs arbres hotes
et cultiver un champignon qui sert de nourriture aux adultes et aux larves (Beaver 1989,
Wood 2007, Stilwell et al. 2014). lls sont généralement des décomposeurs bénins qui
colonisent les arbres morts ou moribonds, mais les attaques récurrentes de C.
ochromactonus sur des arbres vivants laisse supposer des impacts et des dynamiques

variables entre les espéces de ce genre.

Selon Stilwell et al. (2014), la colonisation des arbres de balsa par C. ochromactonus
commence avec les adultes qui creusent des galeries dans les branches supérieures. A
mesure que la densité des galeries augmente, une phase de dépérissement des arbres
commence, reflétant trés probablement une altération de la physiologie de son hoéte.
L’arbre perd alors ses capacités de défense et la mort intervient plus ou moins vite selon
I'intensité des attaques. Les symptomes d’infestation sont une décoloration des feuilles, la
présence de trous d’entrée dans I'écorce associés a une substance résineuse exsudée a la

surface de I'écorce et recouverts de sciure dans les branches et le tronc.

Les cycles de vie de quelques Xyleborini ont été étudiés et partagent des
caractéristiques générales de développement, qui dure en général de 25 a 30 jours (Ngoan
et al. 1976, Hara et Beardsley 1979, Brar et al. 2013). L’architecture du systeme de galerie
est variable parmi les espéces, et le champignon ambrosia nutritionnel est variable parmi
les genres. Les Xyleborini sont connus pour étre associés aux genres fongiques Ambrosiella

Brader (Microascales), Raffaelea Arx & Hennebert (Ophiostomatales), Fusarium Link
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(Hypocreales) et Flavodon Ryvarden (Polyporales) (Batra 1985, Beaver 1989, Fraedrich et
al. 2008, Kasson et al. 2013, Li et al. 2015). Cependant, il n’existe a ce jour aucune étude de
cycle de vie du genre Coptoborus en particulier. Ce travail a donc pour objectifs de préciser
la biologie et le développement de C. ochromactonus sur balsa, d’en décrire la structure du
systéme de galeries et de réaliser une analyse morphologique du champignon symbiotique

colonisant celles-ci.

Approche menée pour I’étude du cycle de développement et du systeme de

galeries

Pour étudier le cycle de vie de C. ochromactonus, deux arbres de balsa infestés par C.
ochromactonus de 18 m et 34 m de hauteur ont été coupés et collectés dans une plantation
commerciale de balsa, situé dans une zone climatique humide (00°13’50” S et 79°10°40”
W, 182 m d’altitude). Trente pieces de bois de 10 cm de diametre et 3 cm d’épaisseur et
présentant des signes d’attaque ont été placées dans des récipients individuels en
incubateurs. Les galeries présentes ont été inspectées pour la présence d’ceufs et de
nymphes, puis suivies pour le contréle de l'apparition des différents stades de
développement, incluant les larves de premier stade issues des ceufs repérés. La largeur de
la capsule céphalique de chaque stade larvaire émergeant a été mesurée et le nombre de
stades a été déduit de ces mesures dans une population de 277 larves. Un total del6
galeries provenant de 10 branches de balsa a été décrit qualitativement et
guantitativement, puis inspecté pour la présence de champignon sur les parois des galeries,
dont une culture a été réalisée sur boites de Petri puis analysée morphologiquement en

microscopie électronique.

Caractérisation qualitative et quantitative des stades de développement de

C. ochromactonus

Nous avons estimé que la durée moyenne du cycle de vie de C. ochromactonus est de 30 +
2,8 jours (n=38) a 25°C. Le développement embryonnaire dure environ 6,1 + 0,75 jours

(n=72). Le développement nymphal dure environ 5,54 + 0,51 jours (n=28) et la maturation
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des adultes (dits « ténéraux ») dure environ 3,7 + 0,53 jours (n=30) (Fig. 1). La sex-ratio des
males sur les femelles était 1 : 7 (n=93). Les ceufs sont de forme ovoide, translucides et de
couleur blanche ou créme (Fig. 2a). lls mesurent 0,66 + 0,03 mm de long et 0,31 £ 0,02 mm
de large (n=50), et ils sont déposés par les femelles par groupes de 2 a 15 ceufs dans les
galeries maternelles (n=24). Les larves sont apodes, blanches, avec une capsule céphalique
brun foncé et des mandibules visibles (Fig. 2b). Le développement larvaire comprend trois
stades, dont la largeur de la capsule céphalique croit progressivement (de tailles
respectives 0,23, 0,33 et 0,42 mm). Le taux de croissance de la capsule céphalique a été
estimé a 1,35. La nymphe est libre et de couleur blanche (Fig. 2c). L’adulte mature (ténéral)
est de couleur marron clair. Il présente un dimorphisme sexuel de taille : la femelle (Fig. 2d)
mesure en moyenne 2,6 mm et possede un pronotum arrondi tandis que le male (Fig. 2e)

mesure en moyenne 2 mm et possede un pronotum carré et excave.
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Figure 1. Présence et durée des stades de développement de C. ochromactonus dans les bois de
balsa, a 25°C, pendant 30 jours.
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Figure 2. Stades de développement de C. ochromactonus : a) ceuf, b) larve, c) nymphe, d) femelle
adulte et e) male adulte.

Systéme de galeries

Nous avons observé que c’est I'adulte femelle qui initie la galerie (n= 138), avec un trou
d’entrée d’un diameétre moyen de 2 + 0,01 mm (n= 48) et orienté perpendiculairement au
tronc dans un plan horizontal. Le systéme de galeries consistait en un tunnel primaire et
trois tunnels secondaires (Fig. 3). Le tunnel primaire avait une longueur moyenne de 7 +
1,41 mm et était dirigé vers le phloeéme. Le premier tunnel secondaire avait une longueur
moyenne de 18 + 2,1 mm et a été excavé dans un plan horizontal entre 'écorce et le
phloéme (Fig. 4). Les deux tunnels secondaires supplémentaires ont été creusés jusqu’au
xyléeme, de longueurs respectives 26 + 4,2 et 20 + 3,5 mm. Les males ont émergé du systéme
de galeries 30 — 35 jours apreés l'initiation de la galerie (n= 28). Nous avons observé que les
males se déplacent sur la surface du tronc et s’approchent des tunnels d’entrée, alors que
les femelles exposent I'apex de leurs élytres a I'extérieur du trou d’entrée (Fig. 4). Les parois
de galeries étaient couvertes d’une couche de champignons de couleur blanche, dont les
observations au microscope ont révélé des caractéristiques du genre Fusarium
(Hypocreales), c’est-a-dire la présence de conidiophores pénicillés et de conidies ovales

(Fig. 5).
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Figure 3. Coupe transversale d’une galerie de C. ochromactonus creusée dans le bois de balsa.
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Figure 4. Vue extérieure des galeries de C. ochromactonus dans le bois de balsa écorcé.
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Figure 5. Hyphes de Fusarium sur les parois des galeries de C. ochromactonus (microscopie
électronique a balayage).
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Conclusions

Ces travaux sur le comportement et le développement de C. ochromactonus dans les
galeries du bois de balsa nous a permis de préciser des éléments clés de son cycle
biologique et d’identifier les sources possibles des dégats qu’il occasionne a I'échelle de

I'arbre.

Nous avons détecté une succession de trois stades larvaires, corroborant les
observations faites chez d’autres espéces de scolytes telles que Xyleborus celsus Eichhoff
(Gagne et Kearby 1979), Xyleborus ferrugineus (Norris et Chu 1985), X. glabratus (Brar et
al. 2013), Euwallacea fornicatus (Gadd 1947), et Xylosandrus germanus (Weber et
McPherson 1983). Les largeurs de capsules céphaliques sont également similaires a celles
rapportées pour E. fornicatus, X. germanus et X. glabratus (Brar et al. 2013). Le taux de
croissance (1,35) a été trouvé également similaire a celui d’autres Xyleborini tels que X.
germanus (1,32) et X. glabratus (1,36), et il se situe dans la gamme des taux de croissance
des scolytes (1,14 — 1,48 ; Weber et McPherson 1983, Brar et al. 2013). Les durées des
stades larvaires a 25°C sont comparables a celles rapportées pour X. glabratus (Brar et al.

2013).

D’une maniere générale dans la tribu Xyleborini, les femelles creusent les galeries
qui atteignent le xyleme ou elles cultivent des champignons ambrosia symbiotiques pour
se nourrir (Brar et al. 2013). Nous avons constaté dans le systeme de galeries de C.
ochromactonus deux tunnels secondaires atteignant le xyléme, et un autre tunnel creusé
atteignant le phloéme. Pour les autres espéces de Xyleborini, les tunnels secondaires sont
creusés dans le xyléeme uniquement (Brar et al. 2013). La longueur et I'emplacement des
tunnels des Xyleborini varient généralement selon le genre et rarement selon I'espéce

(Wood 2007).

Les systemes de galeries des Xyleborini varient généralement selon le genre, et
rarement par especes (Wood 2007). Le systeme de galeries du genre Coptoborus est
globalement en forme d’étoile, avec des variations du nombre, de la longueur et de
I'emplacement des tunnels selon les especes (S. M. Smith, observation personnelle). Dans
les galeries C. ochromactonus, 'emplacement d’un tunnel secondaire entre I'écorce et le

phloéme ou dans le phloeéme est plutot inhabituel en comparaison de deux autres espéeces
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de Coptoborus et d’autres Xyleborini néotropicaux ou des tunnels secondaires sont creusés
seulement dans le xyleme (Weber et McPherson 1983, Biedermann et al. 2009, Brar et al.
2013, S. M. Smith et A. I. Cognato, observation personnelle). Cette colonisation et 'atteinte
du phloéme par les galeries secondaires est possiblement I'une des causes physiologiques
de dépérissement et de mortalité d’arbres sains attaqués par C. ochromactonus, a |'instar

de nombreuses espéeces agressives de scolytes (Paine et al. 1997).

Le sexe-ratio (femelle : male) varie considérablement chez les Xyleborini, avec des
valeurs de (82: 1) chez Webbia biformis et de (2: 1) Anisandrus dispar (Kirkendall 1993).
Celui de C. ochromactonus (7: 1) se situe dans cette gamme de variation. Ce déséquilibre
de sexe-ratio en faveur des femelles est courant chez les Xyleborini, en raison de leur
systeme reproducteur haplodiploide (endogame polygamie), qui produit trés peu de males
incapables de voler. Les males s’aventurent rarement en dehors de leur galerie natale et
I’accouplement se fait entre fréres et sceurs dans les galeries (Kirkendall 1993, Cognato et
al. 2011). Cependant, nous avons observé que les males émergeants de C. ochromactonus
peuvent quitter la galerie natale et se déplacer sur la surface de tronc. lls tendent a
s’approcher des tunnels d’entrée ol les femelles exposent I'apex de leurs élytres a
I’extérieur de I'orifice, probablement pour I'accouplement. Ce comportement des males a
été aussi observé chez Camptocerus noel Smith and Cognato, E. fornicatus et X. germanus

(Smith and Cognato 2011).

La similitude des systemes de reproduction parmi les espéces de Xyleborini
supporte la similitude des caractéristiques estimées ici chez C. ochromactonus avec les cing
autres especes de Xyleborini donc le cycle de vie a déja été étudié: Xylosandrus compactus,
Xylosandrus crassiusculus (Motschulsky), X. germanus, X. glabratus et Xyleborinus
saxesenii. Cependant, ces especes sont polyphages, alors que C. ochromactonus est
monophage et est actuellement connu pour étre associé uniquement au balsa. Il était ainsi
établi que les Xyleborini sont également polyphages et peuvent coloniser et se reproduire
avec succes dans une grande diversité de familles de plantes ligneuses (Hulcr et al. 2007).
Il'y a quelques exceptions, notamment X. glabratus qui préfere les lauracées et X. vochysiae
Kirkendall qui est spécialisé sur une seule espéce de Vochysia Aubl. (Kirkendall 2006).
Compte tenu de la découverte récente de C. ochromactonus, on ignore encore si cette

espéce est vraiment spécifique au balsa ou si la spécificité d’hote apparente résulte d’un
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échantillonnage inadéquat de foréts naturelles. Les suivis de piégeage présentés dans le
chapitre 1 semblent soutenir la premiére hypothese car C. ochromactonus n’a été capturé
gu’en plantation de balsa, mais I'échantillonnage d’un plus grand nombre de sites naturels

reste nécessaire pour confirmer la monophagie de ce scolyte.
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Dynamique et impact des populations de Coptoborus ochromactonus en

Equateur

Article 3. Martinez M., A.l. Cognato, M. Guachambala, J.P. Urdanigo and T.
Boivin. 2019. Effects of climate and host age on flight activity, prevalence and
intensity of infestations by Coptoborus ochromactonus Smith and Cognato
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) in commercial balsa plantations of

Ecuador. Soumis a Journal of Economic Entomology, le 08 avril 2019

Dans cette deuxieme partie, je me suis intéressée a 'interaction balsa — C. ochromactonus
a I'échelle de la population. Je me suis focalisée sur I'influence de facteurs climatiques et
I’dage des plantations commerciales sur la dynamique et I'impact des populations de C.
ochromactonus. L'objectif central était d’évaluer si I'installation de plantations dans des
zones a climat plus sec pouvait se traduire par une pression parasitaire moins forte que
dans les zones a climat humide ou la culture de balsa avait été initiée et présente

d’importants dégats.

J'ai conduit pour cela un suivi annuel de populations de C. ochromactonus dans un
site sous l'influence d’un climat sec et dans un site sous I'influence d’un climat humide.
Chacun de ces sites est composé de plantations de balsa de classes d’age 0-1, 1-2 et 2-3
ans. Dans ce contexte, j’ai caractérisé la dynamique saisonniére de vol des scolytes adultes,
la prévalence des infestations d’arbres vivants et de mortalité des arbres dans ces
différentes plantations. J'ai également évalué les variations d’intensité d’infestation
individuelle des arbres et leur relation avec le niveau de défoliation individuel estimé a
I'intérieur de chaque zone climatique. Ces travaux ont montré que le climat et I'dge des
plantations peuvent influencer significativement, mais de maniére variable, le
comportement et I'impact des populations de C. ochromactonus sur le balsa. Ces résultats
fournissent des connaissances de base pour la gestion de C. ochromactonus dans les

plantations de balsa.
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Approche globale menée pour I’étude de la dynamique spatio-temporelle de

C. ochromactonus

La dynamique saisonniére de vol d’adultes C. ochromactonus a été évaluée grace a
I'installation de trois pieges attractifs a I’éthanol a 14 m d’hauteur dans trois parcelles de
500 m? pour chaque classe d’age de balsa. Ce dispositif a été mis en place dans un site
humide et dans un site sec (total de 27 piéges par site). Les insectes ont été récoltés et

dénombrés tous 15 jours, de décembre 2016 a novembre 2017.

Les prévalences d’infestation par C. ochromactonus ont été estimées par les proportions
d’arbres vivants montrant des signes avérés d’attaques, et d’arbres attaqués morts, sur le
nombre total d’arbres présents dans neuf autres parcelles de 500 m? par classe d’age, dans

chaque site (54 parcelles suivies au total).

La relation entre le niveau de défoliation individuel et I'intensité d’infestation individuelle
a été explorée par la combinaison d’une approche sur pieds du pourcentage de défoliation
et une analyse quantitative fine et exhaustive des attaques sur des sous-échantillons
d’arbres coupés. Ceci a été réalisé pour chaque classe d’age de balsa et pour chaque site

(45 ont été coupés et inspectés au total par site).

Les deux sites d’étude ont été caractérisés et différenciés sur le plan climatique par leurs
des moyennes mensuelles respectives de température maximale, moyenne et minimale,
d’humidité relative et de précipitations. Dans la mesure ou ces deux sites étaient similaires
en surface, environnement proche et composition floristique (monoculture de balsa), un
effet ‘site’ a été utilisé comme proxy d’un effet ‘climat’ sur les différentes variables

analysées.

Les effets fixes du site, de I’dge et de leur interaction sur le log de I'abondance totale ont
été testés a I'aide d’'un modeéle mixte linéaire généralisé (GLMM Poissons) avec la parcelle
d’étude en facteur aléatoire. Une approche similaire a été développée pour tester ces
mémes effets sur la prévalence de I'infestation d’arbres vivants et de la mortalité des arbres
(GLMM binomiale). Les effets du site et de I'dge sur le log de l'intensité d’infestations
individuelle ont été testés a I'aide d’'un modele linéaire généralisé (GLM quasi-Poison) avec
la parcelle d’étude en facteur aléatoire. Les effets de I'dge, de I'intensité d’infestation et de

leur interaction sur le pourcentage de défoliation individuelle ont été testés, au sein de
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chaque site d’étude, a I'aide d’'un GLM quasi-Poisson. Enfin, la relation entre les variables

climatiques mensuelles et les abondances mensuelles de C. ochromactonus a été testée

par une analyse de corrélation de Spearman.

Dynamique saisonniére de vol et effets du climat et de I’dge des plantations

sur ’labondance totale de C. ochromactonus dans les pieges

Un total de 943 individus a été capturé, soient 261 individus (27,67% du total des captures)
dans le site humide et 682 individus (72,32%) dans le site sec. La dynamique saisonniére
différe d’un site a l'autre, les effectifs de capture augmentent pendant la saison séche
(d’avril a novembre 2017) dans le site humide et pendant la saison des pluies (de février a
mai 2017) dans le site sec (Fig. 1A). Des différences de dynamique saisonniére ont été
également observées entre les plantations de 1-2 ans (de septembre a novembre 2017) et
de 2-3 ans (de mai a septembre 2017) dans le site humide, mais il semble qu’un pic de vol
en octobre dans la plantation de 1-2 ans résulte uniquement d’une augmentation brutale
des captures pour une seule date de collecte a cette période. Dans le site sec, les vols
d’adultes ont montré une coincidence temporelle entre les plantations de 1-2 et de 2-3 ans
(mars a avril 2017) (Fig. 1B). Aucun C. ochromactonus n’a été capturé dans les plantations

de 0-1 an dans les deux sites sur toute la durée du suivi.
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Figure 1. Dynamique saisonniére de vol d’adultes C. ochromactonus collectés dans des plantations
commerciales de balsa sous climat humide (A) et sec (B), en Equateur de décembre 2016 a
novembre 2017. Les suivis ont été réalisés dans des plantations agées de 1, 2, et 3 ans.

L’abondance totale de C. ochromactonus dans les piéges ne différait pas significativement
entre les sites, les classes d’age des plantations et aucune interaction significative entre ces
deux facteurs n’a été détectée (Tableau 1). Au sein de chaque site, les patrons de variation
d’abondances mensuelles étaient significativement associés aux variables climatiques,
suggérant une dynamique saisonniére de vol de C. ochromactonus au moins en partie liée
au climat. Dans le site humide, 'abondance mensuelle était corrélée significativement et
positivement a I'"humidité relative et négativement aux précipitations (Tableau 2). Dans le

site sec, I'abondance était corrélée significativement et positivement a la température

minimale et aux précipitations (Tableau 2).
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Tableau 1. Analyse de variance dans un modéle GLMM évaluant les effets du site (humide et sec),
de I'age des plantations et de leurs interactions sur I'abondance totale, le niveau d’infestation
individuel et la prévalence de I'infestation par les arbres vivants et de la mortalité causée par C.
ochromactonus dans des plantations de balsa en Equateur.

Prévalence
Infestation des arbres
Abondance totale Intensité d’infestations vivants Mortalité des arbres
df. x> P df. ¥ P df. ¥ P df. x> P
Site 1 8.257 0.05 1 3.242 0.0213* 1 0.038 0.845 1 0.278 0.597
Age 1 0.497 0.480 1 23.66 <0.0001* 1 14.79 0.0001* 1 1.714 0.19
Site: Age 1 0.393 0.530 - - - 1 4.647 0.031* 1 1973 0.16

* Signification statistique au seuil de 5%.

Tableau 2. Coefficients de corrélation de Spearman entre les variables climatiques mensuelles et
les abondances mensuelles de C. ochromactonus dans des plantations de balsa dans un site sous
climat humide et un site sous climat sec en Equateur.

Plantation Plantation
humide seche

rs P rs P
Humidité relative (%) 0.86 0.0003 0.28 0.3805
Température maximale (°C) -0.45 0.1403 -0.55 0.0633
Température moyenne (°C) 0.68  0.0151 0.83 0.0007
température minimale (°C) -0.36 0.245 0.79 0.0024
Précipitations (mm) -0.63 0.029 0.76 0.0042

Effets du climat et de I'dge des plantations sur la prévalence des arbres

infestés vivants et sur la mortalité des arbres

L’examen visuel de 735 et 874 arbres respectivement dans les sites humide et sec, a montré
que 37,24% (site humide) et 16,94% (site sec) étaient des arbres infestés vivants, et que
10,29% (site humide) et 4,80% (site sec) étaient des arbres morts suite a des attaques de
C. ochromactonus. La prévalence des arbres infestés vivants ne différait pas
significativement entre les sites, mais les arbres plus agés étaient largement plus infestés
que les arbres plus jeunes dans le site humide, révélant une interaction significative entre
les facteurs site et dge des plantations (Tableau 1 ; Fig. 2). Enfin, la prévalence de la
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mortalité des arbres ne différait pas significativement selon les sites, I'age et aucune

interaction entre ces deux facteurs n’a été décelée (Tableau 1).
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Figure 2. Prévalence moyenne de l'infestation d’arbres vivants par C. ochromactonus (A) et de
mortalité des arbres liées aux attaques du scolyte (B) sous climat humide et sec en Equateur, dans
des plantations agées de 1, 2, et 3 ans. La présence de lettres différentes indique une différence
statistique significative par un test post-hoc sur le modéle GLMM (P<0.05).
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Effets du climat et de I'dge des plantations sur l'intensité d’infestation

individuelle, et liens avec le niveau individuel de défoliation

L'intensité d’infestation individuelle par C. ochromactonus a été influencée par le type de
site (Tableau 1), avec un nombre moyen de trous d’entrée par arbre plus élevée dans le
site sec (1590,6 + 545,4 trous) que dans le site humide (417,3 + 72,1 trous) (Fig. 3). L'age
des plantations a eu également une influence significative sur cette variable, avec les arbres

agés plus fortement infestés que les arbres d’un an dans les deux sites (Fig. 3).
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Figure 3. Niveau d’infestation individuel moyen de balsa par C. ochromactonus dans des plantations
sous climat humide et sec, agées de 1, 2, et 3 ans en Equateur. La présence de lettres différentes
indique une différence statistique significative par un test post-hoc sur le modéle GLMM (P<0.05).

Le niveau individuel de défoliation des arbres a été fortement influencé par l'intensité
d’infestation dans les sites humide et sec (Tableau 3), ce qui s’est traduit par une
augmentation du pourcentage individuel de défoliation avec I'augmentation du nombre de
trous par arbre. Aucun effet de I'dge des plantations sur la défoliation n’a été détecté

(Tableau 3).
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Tableau 3. Analyse de variance dans un modele GLM évaluant I'effet de I’adge de la plantation, du
niveau d’infestation individuelle et de leurs interactions sur le pourcentage de défoliation dans des
plantations de balsa dans un site sous climat humide et un site sous climat sec, en Equateur.

Plantation humide Plantation seche
df. ¥ P d.f. x> P
Age 2 5.1500 0.0761 2 47172 0.09455
Intensité d’infestation 1 5.5286 0.0187* 1 16.966 0.00003*
Age: Intensité
d’infestation 2 3.2645 0.1954 2 49667 0.0834

Conclusions

Cette étude a permis de mettre en évidence d’importantes variations spatio-temporelles
de I'occurrence et de I'impact d’un insecte ravageur important de la production de bois en
Equateur. L'une des conclusions principales de cette étude est que le climat et I'dge des
plantations peuvent influencer a la fois la dynamique saisonniere de vol et les profils

d’infestation de C. ochromactonus dans les plantations commerciales de balsa.

Dynamique saisonniére de vol de C. ochromactonus dans les plantations commerciales de

balsa

Dans le site humide, les pics de vol de C. ochromactonus ont eu lieu plusieurs mois aprés
ceux observés dans le site sec, et ils ont également couvert une plus grande période au
cours de I'année (10 mois contre 5 mois). L'absence de capture de C. ochromactonus dans
les plantations d’un an dans les deux sites suggére que cette classe d’age n’est peut-étre
pas attractive pour 'insecte, qui n’aurait pas colonisé ces parcelles jeunes. Une explication
possible pour cette observation serait une absence de lignification des arbres durant la
majorité de la période de piégeage au cours de cette premiere année suivant la plantation.
Ces résultats de piégeage semblent corroborer d’autres types de variations spatiales de
I'activité saisonniére de cette espece (Castro 2016) et d’autres Scolytinae (Saruhan et Akyol

2012).

La dynamique saisonniéere de vol de C. ochromactonus serait également influencée
par certaines conditions climatiques. Parmi elles, 'lhumidité relative et les précipitations

ont influencé l'activité de vol des femelles, I'abondance des piéges étant positivement
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corrélée a une humidité plus élevée et a de moindres précipitations pendant la saison séche
dans le site humide, et a davantage de précipitations pendant la saison des pluies dans le
site sec. Cela corrobore les observations de Flechtmann et al. (2001) sur une activité accrue
de scolyte a ambrosia suite a une intensité de précipitations croissante dans une plantation
forestiére subtropical au Brésil. Un tel ajustement phénologique des scolytes a ambrosia
aux changements climatiques saisonniers coincide probablement avec des niveaux
d’humidité favorables a la croissance de leurs champignons (Lee et al. 2011), ce qui pourrait
étre les cas de C. ochromactonus avec des vols préférentiels lors de périodes a humidité
relative élevée lors de la saison seche (Stilwell et al. 2014, Castro et al. 2019). Dans les zones
climatiques humides, la durabilité annuelle de conditions environnementales favorables au
développement de champignons peut étre un facteur d’activité de vol quasi continue chez
C. ochromactonus (Stilwell et al. 2014, Castro et al. 2019). Un certain nombre de Scolytinae
ne sont toutefois pas sensiblement affectées par la saison séche, car les stress hydriques
associés réduisent les capacités de défense de I’h6te (Hulcr et al. 2008, Durand-Guillman
et al. 2014). La présence de branches cassées ou d’arbres abattus par le vent ou les
tempétes au cours de la saison des pluies qui précédait peut constituer une ressource

abondante favorable a la croissance des populations de scolytes (Sittichaya et al. 2012).

La prévalence des arbres infestés vivants et de la mortalité

Aucune différence dans la prévalence des attaques sur des arbres vivants et de la mortalité
suite aux attaques n’a été détectée entre le site humide et le site sec dans cette étude. Ceci
suggere, pour la premiére fois, que les plantations de balsa sont exposées a des risques
similaires concernant cet organisme nuisible, quelles que soient les conditions climatiques

et malgré une période de vol plus courte dans un climat plus sec.

Les plantations d’arbres plus agés sont plus largement infestées que celles
comportant des arbres plus jeunes, et ce quel soit le type de plantation. Ceci résulte
probablement du fait que la plus grande taille des arbres de 3 ans confére un apport nutritif
plus élevé dans les tissus hotes, donc par exemple une humidité plus élevée et un phloéme
plus épais favorisant la survie des larves et I'accroissement de la taille des populations

(Yamakasi et Futai 2008). Les arbres plus gros et plus vieux peuvent également offrir aux
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insectes des conditions de microclimat plus durables et plus favorables, en raison canopée
plus dense et étendue par rapport aux arbres plus jeunes. Yamakasi et Futai (2008)
soulignent que les arbres plus agés sont davantage vulnérables et sujets aux attaques
d’insectes et de maladies, comme chez Quercus crispula dont la résistance a Platypus
quercivorus diminue avec I'dgé. Cependant, on peut rappeler que ce que I'on appelle des
arbres plus agés dans cette étude ne sont que des arbres de 3 ans, et qu’ils possédent
encore tres probablement des capacités de résistance supérieures a des arbres adultes plus
agés en foréts naturelles. Une autre explication réside peut-étre également dans la
guantité de bois mort non gérée, ressource potentielle pour les scolytes a I'échelle de la
plantation, qui s"accumule sur le sol jusqu’a la récolte des arbres. On sait que le volume de
bois mort et les antécédents de gestion sont des facteurs déterminants dans le

comportement et la dynamique locale des scolytes (Ulyshen et Sheehan 2017).

Dommages provoqués pour les attaques de C. ochromactonus

Ces travaux montent que, dans les deux sites, les individus de balsa plus agés étaient plus
intensément infestés, avec un niveau de dommages infligé par les insectes
particulierement important dans le site sec pour la classe d’age 2-3 ans. Cette derniéere
observation suggere que des conditions de secheresse durant la saison seche et des
précipitations inférieures au site humide pendant la saison de pluies générent des
conditions de stress hydrique susceptibles d’augmenter la vulnérabilité des arbres aux
attaques de scolytes, notamment dans le site sec (Krams et al. 2012). Les réactions des
arbres au stress environnementaux incluent principalement I'émission d’éthanol, qui agit
comme un signal chimique attractif pour les insectes (Rager et al. 2018). Dos Santos et al.
(2015) ont montré que le déficit hydrique entrainait d’importants changements dans les
processus physiologiques et métaboliques affectant la transpiration, la production
d’amidon et des glucides solubles totaux qui diminuent la résistance au stress des arbres
de balsa. Dans cette étude, un potentiel extrémement élevé d’infestations de C.
ochromactonus avant la récolte a pu étre mis en évidence, quel que soit I'environnement
climatique (environ 1000 a 6000 perforations par arbre de 3 ans en fonction des sites).
Cependant, bien que les attaques de C. ochromactonus semblent se produire de préférence

sur des arbres plus agés, nous ne pouvions pas quantifier I'accroissement annuel du
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nombre d’attaques sur chaque individu car le comptage exhaustif des trous d’entrée
nécessitait une approche destructive. La surveillance sur le terrain a montré que des
intensités d’attaques successives et massives peuvent conduire a la défoliation totale et a
la mort des arbres en un mois apreés l'installation des insectes dans I'arbre de balsa. Il est
donc probable qu’une intensité d’infestation individuelle plus élevée sur des arbres vivants
de 3 ans résulte d’une accumulation d’infestations annuelles au cours de la croissance des

arbres encore résistants jusqu’a la récolte.

Enfin, un lien fort entre I'impact de C. ochromactonus sur la santé des arbres et
I'intensité d’infestation individuelle a été également mis en évidence. L'augmentation des
attaques réussies de C. ochromactonus (nombre de perforations) sur le tronc et les
branches a entrainé une augmentation du pourcentage de défoliation, indépendamment
de I'dge de l'arbre. Stilwell et al. (2014) ont suggéré que le feuillage des branches
supérieures commence a se flétrir, jusqu’a ce que les branches meurent a mesure
gu’augmente le nombre d’infestation réussies par C. ochromactonus. Un lien entre le
dépérissement de la couronne et la mortalité des arbres a été proposé pour des chénes
mongols suite a des infestations individuelles croissantes causées par Platypus koryoensis
en Corée (Lee et al. 2011). Au Japon, la densité des galeries de Platypus quercivorus s’étant
reproduit avec succes était positivement corrélée au degré de décoloration de I'aubier de
I’h6te, causé par le champignon Raffaelea quercivora, et aux taux de mortalité des chénes
(Kinuura et Kobayashi 2006). Dans cette étude, les infestations ont pu étre associées a des
Iésions fongiques du bois, suggérant un risque important de mortalité et de dépréciation
de la qualité du bois, qui résulterait directement d’une perturbation de la translocation de
I’eau par le champignon ambrosia (Kinuura et Kobayashi 2006, Stilwell et al. 2014, Castro
et al. 2019) ou indirectement de la diminution de I'activité de la photosynthése apres
défoliation (Galiano et al. 2011). Le seuil d’infestation de C. ochromactonus conduisant a la
mort de I’hGte n’a pas pu étre établi ici car le nombre d’infestations sur les arbres morts
était potentiellement biaisé par des attaques se poursuivant aprés la mort récente et lors

de la récolte des arbres.

En conclusion, cette étude a permis de souligner que C. ochromactonus restait un
ravageur important pour la production de balsa en Equateur, quelles que soient les zones

climatiques. Les capacités de défense des arbres de balsa attaqués peuvent donc varier
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selon certaines conditions comme I’état sanitaire individuel, I'age, le climat, I'intensité des
infestations, la période d’attaque, I'inoculation de champignons, les pratiques sylvicoles. Ni
la prévalence, ni l'intensité des infestations n’ont été limitées par l'installation des
plantations de balsa vers les zones seches, ou les conditions environnementales pourraient
étre plus favorables pour C. ochromactonus sans affecter réellement son association avec
son champignon ambrosia. Ceci est similaire aux interactions Ips typographus — épicéa dans
les foréts européennes ol les changements climatiques peuvent affecter les performances
des insectes lors de sécheresses répétées qui accroissent la vulnérabilité des arbres aux
attaques des insectes (Wermelinger 2004). Les pertes de bois liées aux attaques d’I.
typographus étaient également plus importantes dans les zones les plus chaudes de 'aire
climatique naturelle de I’épicéa (Marini et al. 2012), soulignant que les foréts plantées dans
des sites plus chauds que la répartition historique des especes doivent faire face a des
risques croissants liés aux insectes, en particulier dans le contexte de changement

climatique.
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CHAPITRE lll. Les champignons ambrosia associés au
genre Xyleborus dans une forét naturelle et dans une

plantation forestiere en Equateur
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Ce chapitre fait I'objet d’un article en préparation, qui sera soumis a la fin d’année 2019,

c’est donc pour cette raison que sa forme prend celle d’'un manuscrit.

Article 4 (en préparation): Martinez M., A.l. Cognato, C. Bateman, J. Castro
and T. Boivin. Prévalence et abondance de Raffaelea sp. nr. arxii et Fusarium
ambrosium chez différents especes de Xyleborus dans une forét naturelle et

dans une plantation forestiere en Equateur

Introduction

La tribu Xyleborini compte pres de 1200 espéces qui appartiennent a 37 genres, dont
Xyleborus qui est majoritaire en nombre d’espéeces (environ 416). Toutes les espéces de
Xyleborus sont xylomycétophages, ce qui les positionne dans le groupe des scolytes a
ambrosia (Wood, 2007, Cognato et al. 2011, Kirkendall et al. 2015, Smith et Hulcr 2015).
Ces scolytes s’alimentent de champignons qu’ils introduisent dans leurs galeries; ceci leur
permet d’attaquer un trés large spectre de plantes-hotes (Kirkendall et al. 2015, Smith et
Hulcr 2015). Ils habitent principalement dans le xyleme, qui est une ressource relativement
pauvre en nutriments pour les insectes. La sporulation de ces champignons ne se fait que
dans les galeries dans lesquelles les larves et les adultes se déplacent et se nourrissent
(Beaver 1989). Les champignons ambrosia sont capables d’assimiler rapidement les
nutriments contenus dans les tissus de I'arbre en dépérissement et ils concentrent dans
leur mycélium des nutritifs pour les scolytes tels que I'azote et I'ergostérol. Ces
champignons sont donc essentiels aux scolytes pour compléter leur cycle de vie et favoriser

I'accroissement de leurs populations (Beaver 1989).

Chez les especes du genre Xyleborus, seules les femelles ont des mycanges de type
mandibulaire (Fracke-Grosmann 1966, Hulcr et Cognato 2010, Bateman et al. 2016). Les
mycanges présentent une diversité considérable en taille, forme et emplacement sur le
corps des différentes espéeces de scolytes (Fracke-Grosmann 1966, Hulcr et al. 2012). La
plupart des champignons symbiotiques sont transmis verticalement (de parent a
descendance), dans une moindre mesure horizontalement (la descendance acquiert des

champignons par d’autres congénéres via I'alimentation), ce qui a conduit a un mutualisme
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obligatoire et a une importante diversification des espéces de champignons (Kasson et al.
2013). La possibilité d’associations spécifiques entre des espéces de champignons et les
scolytes a ambrosia a créé quelques controverses car des espéces de scolytes a ambrosia
ont pu étre associées a un seul ou plusieurs champignons (Belhoucine 2013). Des espéces
de scolytes apparentées peuvent étre associées a des champignons apparentés, et ces
champignons peuvent présenter des spécificités a la fois aux scolytes et a I'arbre hoéte

(Belhoucine 2013).

Les scolytes a ambrosia montrent des préférences pour les arbres qui varient selon
les niveaux de stress ou de décomposition, la taille, la teneur en humidité et I'emplacement
dans I'arbre (Wood, 1982). Une telle variabilité suggére un large éventail de conditions
favorables a la spécialisation des symbiotes et un large éventail d’interactions
communautaires (Wood 1982, Kasson et al. 2016). La tribu Xyleborini est associée en
particulier aux trois genres fongiques Raffaelea Arx & Hennebert (Ophistomatales),
Fusarium Link (Hypocreales), et Ambrosiella Brader (Microascales) (Harrington et al. 2010,
Kasson et al. 2013). La plupart des champignons symbiotiques primaires qui sont essentiels
aux besoins nutritionnels des espéces de Xyleborus sont des ascomycétes appartenant au
genre Raffaelea (Harrington et al. 2010, Hulcr et Cognato 2010, Kostovcik et al. 2015).
Parfois, Fusarium est associé aussi a Xyleborus (Kasson et al. 2013).

Comme la plupart des associations entre les scolytes a ambrosia et les champignons
s’expriment sur des arbres morts ou dépérissants; moins de 1% seulement de ces
associations conduisent a des pertes économiques importantes pour l'industrie forestiére
(Kirkendall et al. 2015). C’est néanmoins le cas des associations Xyleborus glabratus
Eichhoff - Raffaelea lauricola T.C. Harr., Fraedrich & Aghayeva, et Euwallacea fornicatus
Eichhoff - Fusarium euwallaceae S. Freeman, qui provoquent des dégats séveres dans les
plantations d’avocats (Persea americana Miller) en Israél et en Californie (Freeman et al.
2013). L'association Xylosandrus compactus Eichhoff - Fusarium solani Mart. cause quant a
elle des pathologies importantes chez le caféier (Coffea arabica L.) dans I'Est de I’Afrique
(Egonyu et Torto 2017). Enfin, I'association Coptoborus ochromactonus - Fusarium
ambrosium est liée a d’'importants dégats chez les individus sains de balsa en Equateur
(Castro 2016). Raffaelea et Fusarium appartiennent en effet a des familles de champignons

phytopathogenes, et cela explique probablement a la fois leur recrutement par des scolytes

60



dans des tissus d’arbres moribonds et leur niche nutritionnelle (Hulcr et Stelinski 2017).
Fusarium ambrosium est situé dans le clade Ambrosia Fusarium (AFC), qui contient un
complexe d’espéces morphologiquement cryptiques (O'Donnell et al. 2008). En particulier,
F. ambrosium and R. arxii semblent primordiaux pour la survie des insectes du genre

Xyleborus spp. (O’Donnell et al. 2008).

Dans ce chapitre, je me suis intéressée au genre Xyleborus, parce qu’il comporte le
plus grand nombre d’espéces dans les différents habitats équatoriens (Martinez et al. 2019,
in press), parce que toutes ces espéces sont des scolytes a ambrosia, et parce que certaines
especes peuvent coloniser des arbres vivants (Carrillo et al. 2014). On sait que Raffaelea
sp. nr. arxii est un champignon ambrosia primaire de Xyleborus collectés dans des
plantations d’avocats et dans des arbres Lauraceae aux Etat-Unis (Menocal et al. 2017,
Saucedo-Carabez et al. 2018). Enfin, Fusarium ambrosium, associé a Coptoborus
ochromactonus (Castro 2016) et trés probablement un agent pathogéne du balsa, pourrait
étre aussi hébergé par les especes de Xyleborus qui partagent la niche écologique de C.
ochromactonus (Martinez et al. 2019 in press). Le travail décrit dans ce chapitre répond
donc a des enjeux importants pour la précision des associations symbiotiques dans le genre
Xyleborus, en raison de leurs effets potentiels sur les écosystémes forestiers et les cultures
d’importance économique. C'est dans ce contexte, que je me suis attachée a déterminer la
prévalence (ou fréquence) de telles associations et I'abondance (nombre d’unités formant
des colonies -UFC) de deux champignons ambrosia Raffaelea sp. nr. arxii et Fusarium
ambrosium chez différentes espéces de Xyleborus collectées dans une forét primaire et
dans une plantation de balsa en Equateur. Les scolytes ont été collectés directement sur
les branches ou les troncs d’arbres renversés dans la forét naturelle, et dans des individus
de balsa dépérissants. Les champignons associés a sept espéces de Xyleborus ont pu étre
isolés et identifiés. Cette étude constitue une premiére étape vers la connaissance des
associations symbiotiques entre les champignons symbiotiques néo tropicaux et les

membres de la tribu Xyleborini, en particulier des espéces natives du genre Xyleborus.
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Matériels et Méthodes

Echantillonnage et isolement des champignons associés au genre Xyleborus

Sept especes de Xyleborus (X. affinis, X. volvulos, X. paralellocollis, X. tribulatus, X.
ferrugineus, Xyleborus sp01 and Xyleborus sp02) ont été collectées au stade adulte pour
I'isolement des champignons. Elles ont été identifiées a I'aide de la clé des insectes
d’Amérique du sud (Wood 2007) Les scolytes ont été prélevés de novembre a décembre
2017 dans des branches ou dans les troncs d’arbres renversés par le vent ou fraichement
coupés dans la forét naturelle, situé dans la réserve nationale Yakusinchi (00°57°02,5” S et
79°08’43,6”” W, 300-900 m d’altitude). La seule espece qui a pu étre collectée dans une
plantation de balsa (00°13’50” S et 79°10°40” W, 158 m d’altitude) qui présentait des
infections de type « balsa wilt » était X. ferrugineus. Au total, 31 individus ont été conservés
et étudiés (X. affinis: N=7, X. volvulus: N= 3, X. paralellocollis: N= 2, X. tribulatus: N= 6, X.
ferrugineus: N= 6, Xyleborus sp01: N= 2, Xyleborus sp02: N=5).

Afin d’éviter toute contamination des échantillons par d’autres champignons
potentiellement présents sur d’autres parties du corps que les mycanges, chaque Xyleborus
a été préalablement stérilisé en surface individuellement, dans une solution de 0.5 mL de
tampon Phosphate Buffer (PBS) au vortex pendant dix secondes. La téte a ensuite été
séparée du thorax et de I'abdomen a l'aide d’un scalpel pour isoler spécifiquement les
champignons présents dans les mycanges mandibulaires. Chaque téte a été transférée dans
un tube Eppendorf de 2 ml contenant 0.5 mL de PBS et broyée a I'aide d’un micro-stylet
stérilisé. Puis 50 mL de cet extrait dilué au 1/10 a été étalé a I'aide d’une tige de verre
courbée stérilisée a la flamme sur la surface de la boite de Pétri contenant un milieu de
culture sélectif pour les champignons ambrosia (Potato Dextrose Agar avec une addition
de 1,4% d’agar, 0,2% d’extrait de levure, et 100 ppm de Streptomycine-Pénicilline). Chacun
de ces isolats a été incubé a 25°C, a I'obscurité pendant 14 jours pour une analyse des
caractéristiques des colonies. Ensuite, nous avons compté le nombre de colonies sur une
plague de Pétri (unités formant des colonies - UFC) de Raffaelea sp. nr. arxii et Fusarium
ambrosium. Nous avons estimé le nombre moyen d’UFC pour chaque individu scolyte, en
multipliant 'UFC par l'inverse du facteur de dilution de I'inoculum (Li et al. 2015). La
prévalence d’association symbiotique a été déterminée comme la fréquence des scolytes
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arborant un champignon donné dans I'effectif total collecté. Les abondances de R. sp. nr.
arxii et de F. ambrosium dans les échantillons, ont été comparées par un test non
paramétrique de Kruskall-Wallis sur les valeurs d’UFC individuels moyens.

Les caractéristiques macros-microscopiques des colonies (couleur, vitesse de
croissement, texture et tailles des spores) ont été décrites aprés sept jours de croissance.
L'identification morphologique des especes de champignons a été appuyée par une
identification moléculaire basée sur le séquencage d’une portion de la grande sous-unité
28S (LSU) de I'ADN ribosomique (amorces LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG et LROR
ACCCGCTGAACTTAAGC). L'extraction d’ADN a été faite a partir de cultures fongiques pures
selon le protocole de Harrington et al. (2010) et Bateman et al. (2015), et une comparaison
des séquences dans GeneBank (NCBI). L'utilisation du géne 28S est connue pour avoir une
forte conservation de séquences, présentant 100 % d’identité d’acides nucléiques sur le
site NCBI. De plus, ce géne semble étre plus adéquat pour I'amplification que I'lTS, qui pose
des problémes notamment dans cette région riche en guanine/cytosine chez plusieurs
especes de champignons ambrosia (Kostovcik et al., 2014). Cette procédure d’identification
moléculaire a été mise en ceuvre en collaboration avec le laboratoire d’entomologie
forestiére de I’'Université de Floride, a Gainesville, grace a I'expertise de Dr. Craig Bateman,

en 2018.

Résultats

Prévalence des champignons ambrosia dans le genre Xyleborus

L'isolement et les identifications morphologiques et moléculaires des champignons
symbiotiques a partir des mycanges mandibulaires dans le genre Xyleborus en Equateur a
montré la présence d’espéeces étroitement apparentées a Raffaelea sp. nr. arxii (99% de
similarité de séquence) chez 6 espéces (X. dffinis, X. volvulos, X. paralellocollis, Xyleborus
sp.02, X. tribulatus et Xleborus sp. 01), et a Fusarium ambrosium (99% de similarité de
séquence) chez X. ferrugineus (Tableau 1). L'ambrosia R. sp. nr. arxii a montré une
prévalence de 100% dans X. affinis, X. volvulos, X. paralellocollis, Xyleborus sp.02, et de 50%
chez X. tribulatus et Xyleborus sp.01 (Tableau 2). L'ambrosia F. ambrosium a montré une

prévalence de 50% chez X. ferrugineus (Tableau 2). Nous n’avons pas trouvé de différence

63



significative (x?= 3,15, P= 0,0742, df= 1) entre les UFC moyens de R. sp. nr. arxii et F.
ambrosium (Tableau 2), malgré des écarts d’abondance relativement importants entre

certaines espéeces (Tableau 2, Fig. 1).

Tableau 1. Similarité des séquences avec des séquences puisées dans GeneBank.
Champignons ambrosia LSU
Accession n.  Similarité
Raffaelea sp. nr. arxii MG673969.1  795/798 (99%)

Fusarium ambrosium AY780077.1 868/873 (99%)

Tableau 2. Prévalence et abondance de Raffaelea sp. nr. arxii et Fusarium ambrosium isolé des
espeéces du genre Xyleborus, en Equateur

Especes des Champignons N % Moyenne Etendue
scolytes a ambrosia préva individuelle de de CEU
ambrosia lence CFU (SE) par

individuel
X. affinis R.sp.nr.arxii 7 100 6728.57(1640.37) 1800-15500
X. volvulus R.sp.nr.arxii 3 100  6433.33 (3460.41) 900-12800
X. paralellocollis  R.sp.nr.arxii 2 100 19650 (8050) 11600-27700
X. tribulatus R.sp.nr.arxii 6 50 7050 (3583.46) 0-21100
Xyleborus sp01 R.sp.nr.arxii 2 50 7200 (7200) 0-14400
Xyleborus sp02 R.sp.nr.arxii 5 100 7520 (2539.37) 1900-14900

X. ferrugineus F. ambrosium 6 50 2566.67 (1211.80) 0-6100

N: nombre d’individus analysés ; SE : erreur standard
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Figure 1. Unités formant des colonies (UFC) de Raffaelea sp. nr. arxii (A) et de Fusarium ambrosium

(B)

Caractéristiques macro- et microscopiques de Raffaelea sp. nr. arxii et de Fusarium
ambrosium:

Dans nos échantillons, les colonies de R. sp. nr. arxii sont généralement caractérisées par
une couleur vert olive a brun doré et une surface dure et ridée (Fig. 2, A). Le diametre de la
colonie a 7 jours a 25°C était de 56,1 + 2,13 mm. Les conidies sont hyalines, de forme
triangulaire et suspendues de maniére lache sur les cotés des conidiosphores. Les conidies

mesurent en moyenne 6,29 (+0,16) x 3,9 (+0,08) um (N= 40) (Fig. 2, B).

Figure 2. Colonie (A) et conidies triangulaires (B) de Raffaelea sp. nr. arxii

Les colonies de F. ambrosium sont caractérisées par un mycélium aérien blanc grisatre (Fig.

3, A). Le diametre de la colonie a 7 jours a 25°C était de 81,84 + 0,92 mm. Les macroconidies
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sont fusiformes, courbées et présentent entre quatre a six septa. lls mesurent en moyenne

36,47 (+1,57) x 4,85 (+0,17) um (N=40) (Fig. 3, B).

A B

Figure 3. Colonies (A) et macroconidies (B) de Fusarium ambrosium

Discussion

Dans cette étude préliminaire des champignons symbiotiques du genre Xyleborus
en Equateur, nous avons pu confirmer la présence de Raffaelea sp. nr. arxii chez six des
sept espéeces des scolytes récoltées directement sur les arbres en forét naturelle. Sa forte
prévalence suggére que R. sp. nr. arxii est probablement le symbiote prédominant dans les
mycanges mandibulaires de ces scolytes des foréts naturelles équatoriennes. Ceci semble
en accord avec le réle nutritionnel qui lui est attribué chez X. affinis, X. volvulos, X.
bispinatus (Kasson et al. 2013, Menocal et al. 2017, Saucedo-Carabez et al. 2018). Saucedo
et al. (2017) mentionnent aussi que Xyleborus bispinatus peut achever avec succés son
cycle de vie sur des régimes alimentaires artificiels a base de R. arxii, R. lauricola, R. subalba
et R. subfusca, et que les especes de Raffaelea contribuent significativement a la
reproduction des espéces de Xyleborus. La plupart des espéces de Raffaelea ont une
association obligatoire avec Xyleborus, et ils ne sont présents que dans les bois bien
colonisés par ses insectes vecteurs (Harrington et Fraedrich 2010, Campbell et al. 2016,

Ploetz et al. 2017). Ces diverses informations concordantes semblent supporter
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I’hypothese que R. sp. nr. arxii est le champignon ambrosia primaire des Xyleborus chez
lesquels il a été détecté ici en Equateur.

A contrario, Fusarium ambrosium n’a été détecté que chez X. ferrugineus, dans la
plantation de balsa, avec une prévalence de 50% et un nombre moyen d’UFC dans les
mycanges. Bien que F. ambrosium ait été associé a X. ferrugineus au Costa Rica (Kasson et
al. 2013), cela suggere qu’il pourrait jouer un role facultatif dans le cycle de vie de cette
espéce de Xyleborus. En effet, certaines espéces de scolytes a ambrosia qui hébergent
Raffaelea spp. présentent également des relations symbiotiques avec F. ambrosium
(Kasson et al. 2013). Ce champignon est connu pour son association avec C. ochromactonus
dans le balsa, bien qu’elle repose sur des isolements issus de prélevements de galeries
natales des scolytes et non pas de scolyte eux-mémes (Castro 2016). Nous avons vu dans
le chapitre 2 de cette thése que C. ochromactonus est un ravageur abondant sur balsa en
Equateur, et d’autres travaux suggerent la possibilité de transferts horizontaux de
champignons ambrosia d’une espéece de scolyte a une autre a I'intérieur des galeries sur un
méme arbre hote (Carrillo et al. 2014). Dans le cas présent, il serait possible d’envisager
I"acquisition de F. ambrosium par X. ferrugineus via la présence de C. ochromactonus (chez
qui F. ambrosium semble étre un symbiote primaire) sur les mémes arbres infestés.

Dans notre procédure d’isolement des champignons symbiotiques, la
prédominance de Fusarium et 'apparente absence de Raffaelea chez X. ferrugineus, alors
gu’il est quasiment omniprésent chez les six autres espéces de scolytes collectées, est
inattendue. Cela pourrait néanmoins résulter d’'une compétition interspécifique favorable
a Fusarium lors de la culture en boite de Pétri. En effet, les propagules de Raffaelea
provenant de mycanges poussent lentement et pourraient étre facilement envahies par F.
ambrosium qui montre habituellement une croissance rapide pendant l'isolement au
laboratoire (Mayers et al. 2018).

Méme si nous n’avons isolé qu’une seule espece de champignon dans chaque
espéce de Xyleborus collectée, nous ne pouvons affirmer qu’il s’agisse ici d’une association
scolyte-champignon ambrosia spécifique. En effet, nous n’avons utilisé qu’un seul
marqueur pour lidentification moléculaire des champignons, et celui-ci ne permet
apparemment pas de discriminer les différentes espéces cryptiques de Raffaelea (Li et al.
2018). Des travaux récents montrent que le genre Xyleborus peut héberger plusieurs

espéces de Raffaelea (Harrington et al. 2010, Kostovcik et al. 2015), suggérant une relation
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de promiscuité entre champignons ambrosia (Hulcr et Stelinski 2017). C’est le cas par
exemple de X. volvulos, espece récoltée ici en Equateur, qui a pu étre associée a R. arxii, R.
fusca, R. subalba, R. subfusca grace au marqueur 28S (LSU) (Menocal et al. 2017). Selon Li
et al. (2018), la plupart des scolytes vecteurs de Raffaelea présentent un manque de
spécificité quant a leurs champignons symbiotiques ambrosia. Cependant, dans les cas ou
un scolyte est associé a plusieurs champignons, il semble que seul I'un d’entre eux constitue
un symbiote obligatoire ou primaire (Harrington et al. 2010, Li et al. 2018). D’une maniere
générale, il semble que I'existence d’associations symbiotiques scolytes-champignons
ambrosia résulte d’un effet important de I'écologie méme du champignon (Li et al. 2018).
La plupart des scolytes a ambrosia exploitent des arbres préférentiels selon I'espece, le
micro-habitat qu’ils générent (abondance de feuillage par exemple) et leur état sanitaire
(sain ou dépérissant). L'ambrosia Raffaelea est principalement associée a des scolytes
colonisant des arbres dépérissants ou morts de grande taille, dans lesquels I’humidité reste
suffisamment élevée pour que le champignon puisse persister suffisamment longtemps
pour réaliser plusieurs cycles de vie (Hulcr et Stelinski 2017). En revanche, Ambrosiella s.
str. (Microascales) est associé a des scolytes qui pénétrent dans des bois de petits
diametres (incluant les branches) ol le taux d’humidité est plus bas et les variations de
température plus élevées (Mayer et al. 2015). Enfin, I"'ambrosia Entomocorticium est
davantage associé a des scolytes qui attaquent des pins sains, voire stressés, qu’a des
scolytes ciblant des pins a des stades de dépérissement ou de décomposition plus avancés

(Whitney et al. 1987).

Conclusion

L’association a un symbiote est primordiale chez les scolytes a ambrosia car leurs larves
sont incapables d’attaquer le bois et elles se nourrissent donc aux dépens du champignon
en développement. En majorité, les scolytes colonisent des arbres en cours de
dépérissement ou morts, mais l'inoculation de leurs champignons symbiotiques peut
affaiblir, endommager ou provoquer la mortalité d’arbres apparemment en bonne santé
(Jiri Hulcr et Dunn 2011). De toute évidence, la diversité des champignons associés au genre

Xyleborus reste a ce jour tres largement inexplorée dans la forét équatorienne. A I'échelle
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mondiale, moins de 5 % des scolytes a ambrosia ont fait I’objet d’études sur leurs symbiotes
mycangiens, et le continent sud-américain montre plus de lacunes qu’ailleurs (Hulcr et
Stelinski 2017). De plus, il reste plus de 3000 espéeces de scolytes a étudier, soulignant la
nécessité de développer davantage de recherches dans ce domaine. Cette étude
préliminaire concernant le genre Xyleborus en Equateur devra étre complétée par une
analyse plus fine de la diversité et de la spécificité potentielle des champignons isolés, en
particulier avec d’autres outils moléculaires que la région LSU étudiée ici. Par ailleurs, le
balsa est connu comme hoéte de X. ferrugineus et de C. ochromactonus. Bien que X.
ferrugineus ne soit pas associé pour l'instant a des dommages économiques importants
dans les plantations commerciales de balsa, nos travaux montrent que F. ambrosium
probablement agent pathogéne de cette essence, peut-étre véhiculé par ce scolyte en tant
gue symbiote facultatif. Il est donc possible que X. ferrugineus puisse devenir a I'avenir un
acteur alternatif important dans le pathosysteme du balsa. Cela doit encourager la
poursuite d’études approfondies de ces associations symbiotiques, notamment sur les
modalités de partage de F. ambrosium entre C. ochromactonus et X. ferrugineus au sein

des mémes hotes.
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Le dernier catalogue des especes de scolytes d’Amérique du sud sous-évaluait a I'évidence
le nombre d’espéces de Scolytinae en Equateur (Wood 2007), alors que de récentes études
y ont décrit de nouvelles espéces de scolytes dans les foréts tropicales humides (Smith et
Cognato 2016, Petrov et Atkinson 2018, Petrov et Mandelshtam 2018, Cognato 2019) et
dans les plantations forestiéres (Stilwell et al. 2014). Dans certains cas, ces nouvelles
especes sont considérées comme de nouveaux ravageurs des arbres natifs, tres
probablement suite a des conditions climatiques adéquates et a une possible
intensification des saisons seéches devenues trés favorables a leur développement et a leur
démographie. De plus, I'association symbiotique des scolytes avec des champignons est
une des causes principales de la mortalité des arbres, méme en bonne santé (Hulcr et
Stelinski 2017). Cette étude des scolytes des écosystémes forestiers d’Equateur a répondu
a un besoin fondamental de connaissances de la diversité entomologique dans ce pays,
notamment en termes de compositions en especes, d’especes indicatrices d’habitats, et de
dynamiques des populations en lien avec des facteurs environnementaux. Elle a permis
également une mise en alerte concernant certaines espéces, soit déja en tant que ravageur
reconnu (le cas de C. ochromactonus) soit en tant que ravageurs potentiels émergents (le
cas de X. compactus, X. moriguerus et P. cavipennis) a surveiller dorénavant. Enfin,
I'association des scolytes du genre Xyleborus avec leurs champignons ambrosia en foréts

naturelles et en plantations de balsa a pu étre clarifiée.

L'ensemble de ces résultats représentent donc une avancée importante dans le
domaine de I'entomologie forestiére en Equateur. lls sont porteurs de perspectives de
recherches stimulantes en termes de biodiversité et d’associations symbiotiques dans
communautés de Scolytinae tropicaux, et en termes de prévision et de gestion du risque

‘scolytes’ dans les écosystemes naturels et cultivés du pays.

Vers un approfondissement des connaissances sur la diversité et les

associations symbiotiques des Scolytinae d’Equateur

D’une maniere générale, les travaux présentés dans le chapitre 1 ont montré que

la diversité taxonomique et la composition des communautés de scolytes présentent des
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patrons contrastés parmi les types d’habitats forestiers (foréts naturelles et plantations de
balsa) et au cours de I'année (saison séche et des pluies). Un résultat clé est que le type
d’habitat forestier n’influence pas significativement la richesse spécifique cumulée, mais
plut6t la composition en especes des communautés. Par ailleurs, la richesse spécifique dans
la plantation de balsa était particulierement élevée et de niveau similaire a celle de la forét
primaire, suggérant qu’une telle diversification ne tient pas qu’a une simple diversification
des especes d’arbres. Un certain nombre d’espéces de Scolytinae ont pu étre qualifiées
d’indicatrices d’habitats car statistiquement associées a certains types de foréts. Parmi
celles-ci trois espéces exotiques X. compactus, X. morigerus et P. cavipennis, ont été
associées préférentiellement aux foréts naturelles, bien que la derniere espéce présente
une abondance substantielle dans la plantation de balsa. Les trois types de forét possédent
néanmoins de nombreuses espéces indigénes. Xyleborus était le genre le plus abondant et
le plus diversifié dans les foréts naturelles, et C. ochromactonus qui endommage
considérablement les plantations de balsa peut étre bel et bien considéré comme espeéce

indicatrice de cet habitat.

La problématique des espéces cryptiques. La plupart des espéces de scolytes
collectées dans ce travail n’ont pu étre identifiées qu’au niveau du genre, leur identification
compléte étant extrémement difficile car ce groupe d’insectes comprend un trés grand
nombre d’espéces cryptiques, c’est-a-dire deux especes distinctes ou plus classées comme
une seule espéce (Kambestad et al. 2017). Donc, il conviendrait de renforcer nos
identifications en Equateur grace a des spécialistes taxonomiques de ce groupe d’insectes,
mais on peut constater que ces compétences sont de plus en plus difficiles a mobiliser. Ces
espéces cryptiques posent depuis longtemps d’importants challenges taxonomiques, mais
les importants progrés réalisés dans le séquencage d’ADN ont permis le développement de
nouveaux outils — le barcoding d’ADN — pour détecter et différencier des espéces
morphologiquement similaires, et accéder a une plus large gamme d’informations sur la
biodiversité ou pour la détection et le suivi d’especes exotiques envahissantes (Hebert et
al. 2003, Bickford et al. 2007). Une grande majorité des travaux sur les espéces cryptiques
concernent cependant principalement les écosystéemes tempérés et I'absence d’études

systématiques laisse de nombreuses questions en suspens, par exemple si les espéces
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cryptiques sont plus courantes dans des habitats, des latitudes ou des groupes
taxonomiques particuliers (Bickford et al. 2007). Les foréts tropicales humides sont
pourtant reconnues comme des zones de prédilection pour la spéciation cryptique car elles
comptent parmi les habitats les plus riches en espéces sur Terre et un nombre important
de ces organismes sont impliqués dans des interactions interspécifiques spécialisées (Willig
et al. 2003). Dans le futur, mon travail réalisé en foréts d’Equateur pourrait donc fournir
des bases intéressantes pour le développement d’approches de barcoding pour ces

communautés de Scolytinae encore trop largement méconnues.

Des limites dans la capacité d’échantillonnage. La méthode de piégeage utilisée
dans nos estimations de diversité en foréts naturelles et dans le balsa, c’est-a-dire des
pieges a éthanol disposés a 1,30 m de hauteur, n’a semble-t-il pas introduit de biais majeur
a I'échantillonnage, comme I'a indiqué une approche par raréfaction (Scr et Chaol,
Chapitre 1). Cependant, il est tout a fait possible que la hauteur de positionnement de ces
pieges n’ait pas permis de capturer un certain nombre d’espéces inféodées a des strates
supérieures des peuplements forestiers, méme si I’éthanol est un composé trés volatile et
trés attractif. En effet, des variations dans la richesse et la composition en espéeces de
scolytes sont connues entre des strates distinctes, par exemple entre le houppier et proche
du sol, du fait de la spécialisation écologique dont les scolytes peuvent faire preuve
(Ulyshen et Sheehan 2017). Il sera certainement pertinent de comparer nos observations a
1,30 m avec un autre réseau de piégeage installé a au moins 10 m de hauteur dans les
foréts naturelles pour augmenter notre capacité d’échantillonnage et d’analyser
également les patrons de diversité selon une distribution verticale. En particulier, cette
approche pourrait étre plus efficace pour la capture de C. ochromactonus dans les foréts
naturelles, ce qui permettrait de confirmer si cette espéce est vraiment spécifique au balsa
ou pas. De plus, dans la mesure ol les scolytes sont de tres bons disperseurs méme en forét
tropicale (Wood 2007), l'utilisation de pieges a éthanol ne nous permet pas de soutenir
définitivement que tous les insectes capturés proviennent des arbres de I'entourage
proche du piége et par conséquent d’associer les especes recensées a des especes arbres
en particulier sur le site. Il sera donc intéressant d’entreprendre, sur des espéces d’arbres

hotes choisies, une étude de la distribution spatiale des espéces les plus abondantes, et
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exotiques, en considérant les différents compartiments de I'arbre. Durand-Gillmann et al.
(2014) a pu ainsi préciser la niche écologique et les modalités de coexistence de plusieurs
espéces de scolytes chez le sapin pectiné grace a I'examen méticuleux de troncs et de

branches.

Des transferts horizontaux de champignons symbiotiques dans le genre Xyleborus?.

La présence de Raffaelea sp. nr. arxii chez six des sept espéces de scolytes collectées dans
une forét naturelle, et la présence de Fusarium ambrosium chez des individus X. ferrugineus
collectés dans une plantation de balsa dépérissante ont pu étre confirmées sans ambiguité
grace au couplage de critéres morphologiques et moléculaires. Des travaux récents
suggérent une possible association de C. ochromactonus avec F. ambrosium (Castro 2016,
Castro et al. 2019), et la détection de ce champignon ambrosia chez X. ferrugineus pourrait
refléter I'existence de transferts horizontaux du symbionte entre ces deux scolytes
partageant la méme niche écologique. Une conséquence est que X. ferrugineus pourrait
devenir un acteur supplémentaire du pathosysteme du balsa dans les plantations

commerciales d’Equateur.

Carrillo et al. (2014) suggerent effectivement la possibilité de transferts horizontaux
de champignons ambrosia a l'intérieur des galeries lorsque deux espéces de scolytes
partagent le méme arbre hote, et que cela peut contribuer a accélérer la dynamique de
dépérissement des arbres. La vérification de cette hypothese de transfert entre C.
ochromactonus et X. ferrugineus sur balsa nécessitera de déterminer avec certitude
I'identité des champignons symbiotiques associés a C. ochromactonus, afin de confirmer
gu’il s’agit bien du méme champignon entre ces deux Xyleborini. Ensuite il faudrait prouver
les principes de Leach, c’est-a-dire que pour confirmer le déplacement de ce champignon
vers une autre espéce potentiellement vecteur, il est nécessaire de vérifier quatre
composantes : 1) I'insecte doit étre étroitement associé aux plantes dépérissantes, 2) le
vecteur doit interagir avec des arbres sains, comme c’est le cas pour le genre Xyleborus, en
particulier X. ferrugineus qui a la capacité d’attaquer également des arbres sains, 3) le
pathogéne doit étre associé a l'insecte, et 4) la maladie se développe chez les plantes sains

apres leur interaction avec des insectes infestés par des agents pathogenes (Carrillo et al.
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2014). Les principes de Koch ont confirmé que les champignons Raffaelea et Fusarium
associés aux scolytes sont des agents pathogénes pour les arbres (Fraedich et al. 2008,
Lynch et al. 2016). L’inoculation de F. ambrosium et d’autres champignons isolées a partir
des galeries de C. ochromactonus sur des grands arbres de balsa peuvent aussi clarifier ce
pathosysteme et les conséquences des attaques de scolytes sur la santé des arbres (par
exemple les symptomes associés et leur dynamique). Différents scolytes peuvent coexister
et se développer sur méme héte via I'utilisation d’un certain nombre de champignons
interchangeables recrutés dans I’'environnement par transmission horizontale (Kasson et
al. 2013). Mais il n’est toujours pas clair si ce sont les scolytes qui choisissent le bon
champignon parmi les nombreux champignons opportunistes présents dans le bois en
décomposition, ou si au contraire c’est la présence des scolytes qui favorise le
développement de certains champignons, ou si les deux cas peuvent étre envisagés
simultanément. Cela doit encourager la poursuite d’études approfondies de I'interaction
entre les champignons et leurs hotes a divers stades de dépérissement dans la forét
naturelle et dans les arbres de balsa et les comparer avec les champignons associés aux

scolytes qui ont déja été collectés.

Vers une amélioration de la gestion du risque Coptoborus ochromactonus

dans les plantations forestieres commerciales d’Equateur

Les travaux réalisés sur le cycle biologique et le systeme de galeries de ce ravageur majeur
du balsa ont permis de montrer que la totalité du développement (embryonnaire, larvaire
en trois stades, nymphal et ténéral) se déroule a I'intérieur de galeries dans le bois de balsa,
tapissées du champignon Fusarium, et une partie de ces galeries dégrade tres
probablement le fonctionnement du phloéme. Ce sont les femelles qui effectuent le vol
pionnier, initient les nouvelles attaques et I'installation de la progéniture, alors que les
males plus faiblement représentés (1 male pour 7 femelles) restent souvent dans leurs
galeries natales, et ne rejoignent les femelles dans les nouvelles galeries que pour
s'accoupler. Les dégats de C. ochromactonus occasionnés chez I’'h6te au cours des

différentes phases de développement et I'association symbiotique avec un champignon
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connu pour étre pathogene de I'arbre semblent expliquer I'impact physiologique des

attaques et les dégats occasionnés méme a des arbres sains.

A I’échelle populationnelle, la dynamique spatio-temporelle de C. ochromactonus est
dépendante des conditions climatiques sous lesquelles les plantations sont installées, mais
aucune différence dans la prévalence des attaques d’arbres vivants et la mortalité n’a été
détectée entre le site humide et le site sec. Cela suggére un risque ‘scolyte’ de niveau égal
quelles que soient les zones climatiques considérées pour les plantations de balsa. L’age de
I'arbre (3 ans) est apparu comme un facteur aggravant de la prévalence des attaques en
zone humide, ainsi que du niveau individuel d’infestation des arbres, qui semble cela dit
positivement associé au niveau de défoliation individuel a tout age de I'arbre. Une
conclusion globale importante de ce travail est que le déplacement des plantations de balsa
vers les zones plus séches de I'Equateur, supposant initialement une réduction des
dommages aux arbres par C. ochromactonus pourrait accroitre la vulnérabilité des arbres

aux attaquées des insectes par une intensification des stress de type abiotiques

La gestion des populations de Scolytinae repose sur deux approches principales, qui
incluent la surveillance des peuplements forestiers et la détection précoce de nouvelles
infestations d’arbres et leur contréle (Lieutier et al. 2016). L’efficacité des pratiques de
gestion forestiere varie en effet considérablement selon qu’elles sont appliquées a temps
et de maniere soutenue. Les connaissances qui ont été acquises ici sur l'interaction de C.
ochromactonus avec son environnement biotique et abiotique peuvent avoir pour but de
mieux anticiper les phases épidémiques et réagir de facon adéquate en plantations. Cela
sera d’autant plus important qu’actuellement les plantations commerciales d’Equateur

sont trés peu encadrées vis-a-vis du risque sanitaire liés aux insectes et aux pathogénes.

La gestion de scolytes du balsa en Equateur peut impliquer des méthodes directes de
régulation des populations, qui sont utilisées notamment en Europe et en Amérique du
Nord (Wermelinger et al. 2004, Lieutier et al. 2016). Ces méthodes reposent sur des
pratiques culturales sylvicoles relevant principalement de I'abattage sanitaire, c’est-a-dire
I'abattage et le retrait ou traitement des arbres infestés par les scolytes afin de détruire les
stades larvaires et nymphaux avant I'émergence de 'adulte et I'attaque de nouveaux
arbres. Les arbres doivent étre transportés en dehors du foyer d’infestation, ou br(lés,

déchiquetés ou écorcés sur place (Fettig et Hilszcznski 2015). On sait a présent que C.
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ochromactonus se développe d’abord dans les bois abattus puis attaque les arbres vivants,
donc I'élimination préventive des substrats de reproduction, ainsi que la destruction des
arbres sur pied massivement infestés, et ce dés la premiére année, constituerait une étape
clé du controle des épidémies de I'insecte en plantations de balsa. De plus, pour étre
efficace I'abattage sanitaire doit étre réalisé en connaissance de la phénologie et la biologie
des scolytes cibles (Fettig et Hilszcznski 2015), ce que nos travaux sur C. ochromactonus
pourraient permettre dans les plantations de balsa attaquées. Le maintien de réseaux de
pieges tels que ceux mis en place ici pourraient appuyer un état de veille du risque sanitaire

au cours de I'année par le suivi des courbes de vol des scolytes.

Une autre méthode de contréle directe implique les ennemis naturels des Scolytinae.
Les prédateurs, parasitoides et microorganismes entomopathogénes jouent en effet un
role important dans la régulation des scolytes a des niveaux endémiques et ont une utilité
potentielle en controle biologique (Fettig et Hilszczanski 2015). Une meilleure
connaissance, et donc la recherche, de prédateurs naturels de scolytes et de leur habitat
pourrait étre appuyée par des comparaisons de communautés de prédateurs de scolytes
entre les foréts naturelles et les plantations. Appréhender les facteurs qui influencent leur
diversité et leur abondance comme cela a été fait dans cette thése pour les Scolytinae serait
ne étape importante dans cette voie. Par ailleurs, le champignon Beauveria bassiana (Bals.-
Criv.) Vuill. est un agent intervenant dans le controle biologique potentiel de diverses
especes de scolytes. Carrillo et al. (2014) a effectivement montré que son inoculation a des
femelles adultes de scolytes entrainait une infection entomopathogéne chez leur
progéniture et réduisait également le nombre de galeries. Il serait donc intéressant
d’étudier I'efficacité de ce champignon contre C. ochromactonus, et d’évaluer si cette
technique serait applicable et efficace a grande échelle dans les plantations forestiéres

d’Equateur.

Finalement, il existe de nombreux facteurs qui contribuent aux épidémies de scolytes et
qui sont difficiles a contréler, par exemple les facteurs climatiques et de stress pour la
croissance et les défenses des arbres (Raffa et al. 2008, Fettig et Hilszczanski 2015). Avant
d’établir de nouvelles plantations, il semble crucial de bien prendre en compte également
des caractéristiques de site telles que le risque d’inondation, les fortes pentes et

I’exposition a la sécheresse en saison séche. Cela permettrait probablement de mieux
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anticiper les potentiels d’épidémies de C. ochromactonus a |'avenir, en Equateur et dans

d’autres pays producteurs de balsa.
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Abstract

The Scolytinae is highly diversified in tropical forests, but richness and abundance patterns within most Ecuadorian
forest habitat types are not yet characterized. In this study, we assessed patterns of variation in Scolytinae richness,
abundance, and species composition in a primary and a secondary natural forest, and a commercial balsa plantation
in Ecuador. We conducted a 1-yr survey of Scolytinae communities with baited traps and measured associated
environmental variables. In total, 18,169 Scolytinae individuals were captured and comprised 85 species, 16
genera, and six tribes. In the natural forests, main indicator species were Xylosandrus morigerus, Xyleborus affinis,
Xyleborus sp.02, and Corthylus sp.01, whereas all species of Hypothenemus were indicator species in the balsa
plantation. The exotic Premnobius cavipennis (Ipini), Xylosandrus compactus, and Xylosandrus morigerus were
indicator species for the natural forests. We provide evidence that commercial balsa plantations provide abundant
favorable resources for native and exotic scolytines in Ecuador, and that scolytine communities in natural forest
and in plantations are more likely to differ in their species composition than in their cumulated species richness.
In all habitats, species composition, abundance, and species richness showed temporal patterns of variation that
coincided with seasonal variations in climatic conditions, with highest records during the coldest and driest months
in the primary forest and the balsa plantation. We provide new knowledge on the native Ecuadorian scolytine
fauna and a foundation for the monitoring for potential scolytine pest species of natural and planted tropical forest

ecosystems.

Key words: scolytine, richness, abundance, species composition, balsa

The Scolytinae (Coleoptera: Curculionidae) includes both bark and
ambrosia beetles and represents a group of major economic and
ecological importance in worldwide forest ecosystems (Raffa et al.
2008, Weed et al. 2013). Most scolytine species feed on recently
cut or injured tissues of woody plants, which can cause massive
tree mortalities depending on both tree health and beetle abun-
dance (Wood 1982, Kausrud et al. 2012, Harvey et al. 2014).
Although weakened trees (i.e., wind fallen, fire-injured, water-
stressed, or damaged trees by other biotic factors) are highly at-
tractive to Scolytinae, healthy trees are rarely attacked (Wood
2007) and less than 1% of species regularly kill healthy standing
trees (Kirkendall et al. 2015). The Scolytinae are important forest
disturbance agents that affect many processes in forest dynamics
by contributing to biological decomposition and nutrient cycling

(Wood 1982, Ronque et al. 2012). All Scolytinae beetles per-
forate the bark of trees and dig galleries near the cambium, but
bark and ambrosia beetles display two different feeding strategies.
Bark beetles are mostly monophagous or oligophagous species that
feed directly on phloem tissues (i.e., phloemophagy), whereas am-
brosia beetles are polyphagous species that feed on fungi that they
introduce and cultivate in their galleries (i.e., xylomycetophagy)
and on xylem (Atkinson and Equihua 1985; Wood 2007; Huler
et al. 2007, 2015). The lack of host specificity in ambrosia beetles
is a key element for their invasiveness in many forest ecosystems
(Kirkendall et al. 2008, Kirkendall and Faccoli 2010).

There are currently 247 genera and 5,990 species of Scolytinae
known worldwide (Hulcr et al. 2015, Kirkendall et al. 2015). The
greatest diversity of Scolytinae species (80% of the total diversity)
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occurs in the tropics and nearly 40% specifically in the Neotropics
(Huler et al. 2015). A list of 1,126 species has been reported for
South America but this may reflect only 25% of the current South
American Scolytinae as both diversity and ecological components
of these communities have been not been thoroughly investigated
(Atkinson and Equihua 1986, Wood 2007, Smith et al. 2017).
Specifically in Ecuador, only 50 species of Scolytinae have been de-
scribed (Wood 2007). Some of these have been recognized as ser-
ious pests of both indigenous and exotic tree species. For instance,
Coptoborus ochromactonus Smith and Cognato is known to regu-
larly attack and kill young balsa trees (Ochroma pyramidale Cav.
ex Lam. Urb., 1920) in Ecuadorian commercial plantations (Stilwell
et al. 2014). In general, though, the diversity and abundance of
Scolytinae species within most Ecuadorian forest habitat types, i.e.,
plantations and naturals forests, have yet to be characterized. This
missing basic knowledge is a concern for the conservation and the
protection of forest ecosystems in Ecuador, as well as in other coun-
tries hosting similar host plant species. Furthermore, the economic
impact of Scolytinae on Ecuadorian wood products for domestic use
or exportation is unknown.

Associations of Scolytinae diversity patterns with environmental
factors in different tropical forest types are limited. In the old world
tropics, different species of scolytines occurred in different forest
habitats, according to climatic factors and habitat disturbance
(Hulcr et al. 2008). A number of studies in Brazilian forest plant-
ations established relationships between changes in bark and am-
brosia beetle abundance and local seasonal variation of climatic
factors (Flechtmann et al. 2001, Sandoval Rodriguez et al. 2017)
and reported host shifts of native bark and ambrosia beetle species in
larger areas of forest monocultures (Flechtmann et al. 1999).

In the Ecuadorian coastal region, vegetative cover in primary or
secondary tropical forests contributes to microclimatic differentials
over short distances that generate persistent microclimatic refuges
for insect populations (Dangles et al. 2009). Such natural forests
favor a wide range of ecological niches through heterogeneity in
tree species composition and associated resource and habitat oppor-
tunities, which in turn favors diversity in forest insect communities
(Tews et al. 2004, Seibold et al. 2016). If species richness is a typical
attribute of natural forests, then Ecuadorian tree plantations are also
likely to harbor substantial numbers of species, for example, balsa
tree plantations and their associated 68 insect pests (Dangles et al.
2009). In Ecuador, national and private natural reserves and com-
mercial plantations currently represent about 20 and 50% (respect-
ively) of the land cover in Ecuador (Dangles et al. 2009). However,
local patterns of Scolytinaec communities and their environmental
associations in natural and plantation forests are little known, des-
pite the importance of these issues for understanding conservation
and pest management.

In this paper, we contribute towards a better understanding
of Neotropical scolytine diversity by describing Scolytinae abun-
dance (total number of specimens per taxon), species richness (total
number of taxon richness), and species composition in a primary
and a secondary natural forest, and in a balsa plantation in Ecuador.
Using a monitoring program with baited traps for flying insects, we
conducted a continuous, year-long survey of Scolytinae communi-
ties to assess 1) the patterns of variation according to forest habitat,
and 2) the patterns of temporal changes within the three different
habitats and their association with the seasonal variations of local
climatic factors. The expected outcomes of this study are the provi-
sion of critical information for national and international efforts to
monitor bark and ambrosia beetles and their associated threats in
terms of tropical and subtropical forest ecosystems.

Materials and Methods
Study Sites

The survey was conducted in three study sites. The first study site
was established in a primary premontane wet forest (110 ha), the
“Yakusinchi Reserve’, located on the lower foothills of the Western
Andes (Cotopaxi Province, 00°57°02.5”S and 79°08'43.6"W,
300-900 m.a.s.l.). The mean annual temperature was ca. 24°C
and the annual rainfall was ca. 2,750 mm with frequent cloudi-
ness. Vegetation was predominantly composed of native trees
such as Ocotea sp. (Lauraceae), Grias sp. (Lecythidaceae), Hirtella
sp. (Chrysobalanaceae), Croton lecheri (Euphorbiaceae), Inga
sp. (Mimosaceae), Nectandra laevansis (Lauraceae), Iriartea del-
toidea (Arecaceae), Tabebuia sp. (Bignonaceae), Guarea kun-
thiana (Meliaceae), Pouteria capacifolia (Sapotaceae), Faramea
monsalvaeae (Rubiaceae), Cecropia sp. (Cecropiaceae), Castilla elas-
tica (Moraceae), Wettinia equalis (Arecaceae), and Otoba glycycarpa
(Myristicaceae). The canopy cover was nearly continuous, with re-
generation natural of trees species, and absence of lianas. According
to Delgado (2017), mean tree diameter at breast height (DBH) was
19.20 cm (range: 10 to 92 cm) and mean tree height was 9 m (range:
4 to 8 m). The vegetation adjacent to the primary forest consisted of
permanent preservation areas with native trees.

The second study site was established in a secondary tropical rain
forest (50 ha), located at INIAP-Pichilingue Tropical Experimental
Station (Los Rios Province, 01°04°26”S and 79°24'14"W, 75 m.a.s.l.).
The mean annual temperature was ca. 25.5°C and the annual
rainfall was ca. 2,223 mm. Vegetation was composed of tree spe-
cies such as Anacardium excelsum (Anacardiaceae), Pseudolmedia
rigida (Moraceae), Cordia alliadora (Boraginaceae), Claricia
racemosa (Moraceae), Poulsenia armata (Moraceae), Castilla
elastica (Moraceae), Nectandra sp. (Lauraceae), Maclura tinctoria
(Moraceae), Cecropia sp. (Cecropiaceae), Inga sp. (Mimosaceae),
Theobroma cacao (Sterculiaceae). The canopy cover was discon-
tinuous and dominated by early succession plant species and an im-
portant liana component. According to Cedefio (2017), mean tree
diameter was 25.46 cm at DBH (range: 10 to 93 c¢m) and mean
height was 13 m (range: 3 to 25 m). The vegetation adjacent to the
secondary forest consisted of mixed agroforestry systems involving
native trees, cacao, coffee, and palm oil monocultures.

The third study site was established in a balsa plantation
(Ochroma pyramidale; 35.79 ha) located in Los Rios Province
(00°13’50”S and 79°1040”W, 158 m.a.s.l.). Climatic conditions
were close to that of a tropical rainforest, with a mean annual tem-
perature of ca. 25.5°C and annual rainfall of ca. 2,750 mm. The
plantation was composed of 2-yr-old trees with 4 x 3.5 m spacing.
The canopy cover was closed. Mean tree diameter was 17.1 ¢cm at
DBH (range: 12.54 to 19.51 cm) and mean height was 16 m (range:
14 to 18 m). Balsa was the only tree species present in this study site.
The vegetation adjacent to the plantations consisted of agricultural
fields composed of native fruits and forest trees, cocoa, and coffee
plants.

Scolytinae Sampling

In each study site, ten ethanol-baited traps were placed 1.30 m
above the ground along a 200-m transect. All trap transects were
implemented in the center of each forest habitat to limit edge ef-
fects on insect captures. Traps were spaced 20 m apart and we as-
sumed spatial pseudoreplication between traps because the limited
intertrap distance was not designed to assess spatial pattern at this
scale. Ethanol-baited traps consisted of a 1,000-ml plastic bottle
filled with 250 ml of a mixture of 90% ethanol and 50-ml hand
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sanitizer. One side was open as the entrance for insects and the top
was covered with a plastic plate to deflect plant residues and rain
water (Hulcr et al. 2008). Traps were inspected every 2 wk from
May 2016 to May 2017 in the primary forest and from June 2016 to
May 2017 in the secondary forest and the balsa plantation. During
each inspection, the trap contents were emptied into a labeled vial
filled with 70% ethanol for storage. The collected Scolytinae were
further separated and identified in the laboratory using a collection
of Scolytinae identified by S.M. Smith (Michigan State University),
taxonomic identification keys (Wood 2007), and online sources
(http:/fwww.barkbeetles.info). Voucher specimens were depos-
ited in the A. J. Cook Arthropod Research Collection, Michigan
State University. Species known to originate from outside of South
America were classified as exotic.

Climatic Variables

The three forest habitats were located in the central zone of
Ecuadorian littoral, where climate is marked by a relatively cold
and dry season (May to December) and a hotter and rainier season
(January to April). In the primary forest, minimum, maximum and
mean temperatures, and relative humidity were recorded continu-
ously during the study period by a weather station (data logger USB
2, DATAQ Instruments, Ohio) at 6-h intervals and located 1.30 m
above the ground, but precipitation data were not available. For both
the secondary forest and the balsa plantation, minimum, maximum
and mean temperatures, relative humidity and precipitation data
were obtained from the nearest station of the National Meteorology
and Hydrology Institute (INAMHI).

Statistics

Species Richness

Samples were pooled to compute the observed cumulated species
richness for each forest habitat (S, ). A bootstrap procedure based
on 1,000 randomizations was used to correct observed cumulated
richness estimates (S, ) for a possible bias due to sampling and we
approximated the standard error of S by the standard deviation of
the bootstrap estimates (Manly 1997). We also computed the Chao
1 index as an additional control for potential biases emerging from a
number of undetected species in the community (Chao et al. 2005).
Because our experimental design did not allow for analysis of vari-
ance between forest habitats, observed cumulated species richness
was compared by means of pair-wise randomization tests controlling
for the effect of differences in density of the compared communities
(Manly 1997). The richness of the community with highest density
was first rarefied to get a richness estimate for a density comparable
to that of the lower density community, and a test based on 1,000
randomizations was then performed on the difference between these
richness. This procedure returned a probability P estimated as the
number of randomizations for which the observed value for commu-
nity 1 was higher than the observed value for community 2 divided
by the number of randomization + 1 (Manly 1997, Rossi 2011).
Species rarity within each forest habitat was assessed as the number
and frequency of species with one individual per sample at the most
(singleton species) and as the number and frequency of species occur-
ring in only one sample (unique species). Randomization and species
rarity test were performed using the rich package (Rossi 2011) in the
R environment (R Development Core Team 2008).

Diversity Indices
Quantitative measures of the Scolytinae communities involved
the calculation of the following diversity indices: Margalef (DMg)

richness index, Shannon-Wiener (H’) diversity index, and Pielou
(J) evenness index (Magurran 2004). The DMg index measures the
number of species or taxa present in a given number of specimens.
The H’ diversity index is one of the most widely used biodiversity
indexes and is based on species abundance proportions and accounts
for both equitability and richness. The Pielou evenness index de-
scribes the distribution of taxa in the community within a range
of 0 (one species dominates all others) to 1 (all species are equally
abundant).

Community Structure

As a first step, we conducted a principal coordinate analysis (PCoA)
of the raw data set, i.e., total observed richness in each trap of each
habitat, to produce a general representation of the Scolytinae sam-
ples and to assess to which extent they differed according to forest
habitats taking into account within site variability. As a PCoA con-
sists of the Euclidean representation of objects described by any
similarity or distance coefficients, we used here distance coefficients
based on the Bray-Curtis index to describe our samples (Legendre
and Legendre 1998). Coefficients were computed with the labdsy
R package (Roberts 2007), the PCoA was conducted with the ade4
R package (Chessel et al. 2004), and the significance of PCoA axes
was assessed from a bootstrap procedure (1,000 randomizations)
using the PCPS R package (Pillar 1999). Communities of the pri-
mary forest, the secondary forest, and the balsa plantation were then
tested for similarity using a cluster analysis performed on a distance
matrix built with Bray-Curtis similarity using the PAST version 2.15
software (Hammer et al. 2001).

Indicator Species Values

An analysis of the relationship between Scolytinae abundance and
forest habitats was conducted using the IndVal value method of
Dufréne and Legendre (1997). This analysis identified indicator spe-
cies for each forest habitat, i.e., species mostly present in a habitat,
while being typically absent in the other habitats. IndVal values and
their statistical significance were computed by means of a permu-
tation test (1,000 randomizations) using the labdsv R package (De
Caceres et al. 2016). Species were considered as forest habitat indi-
cators for IndVal values 25 > % with significant associated probabil-
ities at a = 0.0S.

Temporal Patterns of Species Composition, Abundance, and
Richness

In each forest habitat, monthly species compositions were tested
for similarity across the study period using a cluster analysis per-
formed on a distance matrix built with the Bray-Curtis similarity
using the PAST version 2.15 software (Hammer et al. 2001). The
association between monthly abundance and species richness with
single climatic factors (mean monthly minimum, maximum, and
mean temperatures and relative humidity) was established by the
nonparametric Spearman’s correlation coefficient (o = 0.05).

Results

General Diversity Patterns inThree Ecuadorian

Forests Habitats

In total, 18,169 individuals representing 6 tribes, 16 genera, and 85
species were collected during our 1-yr survey in primary forest, sec-
ondary forest, and balsa plantation (Table 1). We identified 22 na-
tive and 3 exotic species, and 60 morphotypes, which could only be
identified to genus (Table 1). Xyleborini (63.55% of the total catch)
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was the most abundant tribe followed by Cryphalini (20.67%),
Corthylini (13.25%), Ipini (2.48%), Bothrosternini (0.02%), and
Dryocoetini (0.03%; Table 1). However, the Corthylini was the
more diverse tribe with 38 species and morphotypes (44.7% of the
total species). Xyleborus (Xyleborini) was the most abundant genus
(48.25% of total catch), represented by eight species (X. affinis,
X. bispinatus, X. ferrugineus, X. spinulosus, X. princeps, X. vélvu-
los, X. parallelocollis, and X. tribulatus) and twelve morphotypes.
The second most abundant genus was Hypothenenus (Cryphalini)
(19.18%), represented by one species (Hypothenemus obscurus) and
four morphotypes that were found predominantly in balsa planta-
tion. The third most abundant genus was Xylosandrus (Xyleborini)
(12.33%), represented by three species (X. morigerus, X. compac-
tus, and X. curtulus). Xyleborus sp.02 was overall the most abun-
dant morphotype (24.63% of total catch), followed by Xyleborus
affinis (13.58%) and Xylosandrus morigerus (12%), but the abun-
dance of these three species was lower in the balsa plantation than in
both primary forest and secondary forest (Table 1).

The exotic species were unequally distributed among the three
forest habitats. Premnobius cavipennis (Ipini) was found mainly
but in moderate abundance in both balsa plantation and secondary
forest. A limited number of Xylosandrus compactus (Xyleborini)
were found in primary forest and secondary forest and Xylosandrus
morigerus (Xyleborini) was found in large numbers in primary forest
and secondary forest (Table 1).

The Scolytinae community collected in balsa plantation had the
highest Shannon (H’ = 2.463), Margalef (DMg = 6.432), and Pielou
evenness (J* = 0.61) indices, whereas the secondary forest community
had the lowest values of these indices (H" =1.777, DMg = 5.428, and
J’ = 0.458; Table 1). Balsa plantation and primary forest had similar
diversity indices (H’, Dmg, and J’; Table 1).

Species Richness Within and Between Forest

Habitats

Atotal S, of 57,48, and 56 species were observed in the primary
forest, the secondary forest, and the balsa plantation, respectively
(Table 2). Corresponding bias-corrected S values estimated from
bootstrap were slightly higher (Table 2) but between-site ranking
was conserved. The Chao-1 estimate also suggested an appropriate
sampling effort for all study sites as we collected 96% (primary
forest), 81% (secondary forest), and 78% (balsa plantation) of the
predicted numbers of species (Table 2). Observed cumulated spe-
cies richness did not significantly differ among habitats as indicated
by the pair-wise permutation tests based each on 1,000 randomiza-
tions (primary-secondary forests: P = 0.089; primary forest-balsa
plantation: P = 0.4475 p<0:001; secondary forest-balsa plantation:
P = 0.1538). Frequencies of singleton and unique species ranged
from 10.5 t0 29.2% and 12.3 to 35.4%, respectively, with the lowest
values in the primary forest and the highest in the secondary forest
(Table 2).

Community Structure and Indicator Species

The first and second eigenvalues of the PCoA accounted for 69.7 and
12.4% of the total inertia and they differed significantly from those
resulting from the 1,000 randomizations. The first axis reflected
changes in Scolytinae community structure according to forest hab-
itat, with natural forest samples being opposed to the balsa planta-
tion samples (Fig. 1A). The scattering of samples around each center
of inertia represented within-sample heterogeneity, which appeared
much more pronounced in natural forests than in the balsa planta-
tion. The second axis mainly reflected within-habitat variability and

did not discriminate habitats. The Bray-Curtis cluster analysis of
Scolytinae community affinities indicated that communities in both
natural forests formed a cluster apart from that of balsa plantation,
suggesting that primary forest and secondary forest shared more
common species than they do with balsa plantation (Fig. 1B).

Fourteen species (16.5% of total species catch) were common to
all three sites (Xyleborus affinis, Xyleborus bispinatus, Xyleborus
ferrugineus, Xyleborus spinulosus, Xyleborus volvulos, Xyleborus
sp.02, Xyleborus sp.04, Xylosandrus morigerus, Xylosandrus cur-
tulus, Corthylus sp.01, Corthylus sp.03, Hypothenemus sp.19,
Hypothenemus sp.18, and P. cavipennis).

In total, 43 morphospecies showed I2dVal values with significant
associated probabilities (P < 0.05), among which 20, 4, and 19 spe-
cies have been detected as significant indicator of the primary forest
(35% of S, ), the secondary forest (8% of S, ), and the balsa planta-
tion (34% of S,
of more indicator species in the primary forest (# = 10) than in the
secondary forest and the balsa plantation (n = 2 and n = 3, respect-
ively), whereas the Cryphalini comprised of indicator species only in
the balsa plantation (n = 8). The Corthylini comprised of approxi-
mately the same number of indicator species in the primary forest
and the balsa plantation (7 = 10 and 7 = 8 species, respectively), but
none in the secondary forest (Table 1). Out of the three exotic species
detected in the survey, two of them are indicator species of the pri-
mary forest (Xylosandrus morigerus and Xylosandrus compactus)
and one of the secondary forest (P. cavipennis; Table 1). Interestingly,
C. ochromactonus, the currently most damaging scolytine to balsa
in Ecuador, was statistically supported as a species indicator in the
balsa plantation (Table 1).

), respectively (Table 1). The Xyleborini comprised

Temporal Patterns and Effect of Climatic Variable on
Scolytinae Abundance and Species Richness

Both abundance and species richness varied among all forest habi-
tats over the year of sampling. There was also variation in these
patterns between forest habitats (Fig. 2), supporting an influence of
local environmental variables including vegetation and climate on
temporal changes in both abundance and richness. The cluster ana-
lyses performed on Bray-Curtis similarity based on monthly spe-
cimen accumulations provided statistical support for seasonality
effects on Scolytinae species composition within each forest habitat
(Fig. 3). In the primary forest, one main cluster of communities sam-
pled during the late dry and rainy seasons (e.g., from December 2016
to April 2017; Fig. 2) was separated from cluster of communities
mainly sampled during the dry season (e.g., from June to November
2016, Fig. 2). The sample collected in May 2016 likely differed from
all other clusters due to low sample size (1 = 46, S = 7). In the sec-
ondary forest, two clusters of communities sampled during the dry
and the early rainy seasons (e.g., from June to December 2016 and
January-February 2017, respectively, Fig. 2) were separated from
one main cluster of communities sampled during the rainy season
(e.g., from March to May 2017, Fig. 2). In the balsa plantation, one
main cluster of communities sampled during the rainy season (e.g.,
from February to May 2017, Fig. 2) was separated from two second
main clusters of communities sampled during the dry and early rainy
seasons (e.g., from June to September 2016 and from October 2016
to January 2017, respectively, Fig. 2).

In the primary forest, there was no significant association of sco-
lytine abundance with the climatic variables (temperatures and rela-
tive humidity), but species richness was negatively correlated with
both mean and minimum temperatures (Table 3). In the secondary
forest, abundance was significantly and positively correlated with
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Table 1. Abundance and frequency of occurrence (%) of Scolytinae species collected in three forest habitats in Ecuador

Tribe/species Primary forest ~ Secondary forest  Balsa plantation ~ Total % Habitat preference (IndVal) P
Xyleborini

Xylosandrus morigerus 1149 1034 10 2193 12.07 PF (0.52) 0.015
Xylosandrus compactus 29 2 0 31 0.17 PF (0.65) 0.002
Xylosandrus curtulus 3 2 11 16 0.09 BP (0.41) 0.032
Xyleborus affinis 1167 1193 108 2468 13.58 - =
Xyleborus bispinatus 78 104 22 204 1.12 SF(0.51) 0.037
Xyleborus ferrugineus 49 62 26 137 0.75 - -
Xyleborus spinulosus 9 18 66 93 0.51 BP (0.70) 0.002
Xyleborus princeps 51 0 0 51 0.28 PF (0.90) 0.001
Xyleborus volvulos 722 422 65 1209 6.65 PF (0.59) 0.034
Xyleborus sp.02 2042 2342 91 4475 24.63 SF (0.52) 0.025
Xyleborus sp.04 15 2 18 35 0.19 - -
Xyleborus sp.08 0 4 1 § 0.03 - -
Xyleborus sp.63 1 0 1 2 0.01 - -
Xyleborus sp.44 1 3 0 4 0.02 - -
Xyleborus sp.59 5 0 0 5 0.03 - -
Xyleborus sp.77 3 0 0 3 0.02 - -
Xyleborus sp.79 2 0 0 2 0.01 - -
Xyleborus sp.83 3 0 0 3 0.02 - -
Xyleborus parallelocollis 17 0 4 21 0.12 PF (0.73) 0.001
Xyleborus tribulatus 13 1 0 14 0.08 PF (0.64) 0.001
Xyleborus sp.43 8 0 0 8 0.04 PF (0.40) 0.019
Xyleborus sp.49 14 11 0 25 0.14 - -
Xyleborus sp.50 3 0 0 3 0.02 - -
Xyleborini sp.53 3 0 0 3 0.02 - -
Xyleborinus bicornatulus 85 35 9 129 0.71 PF (0.66) 0.002
Xyleborinus celatus 297 9 2 308 1.70 PF (0.96) 0.001
Xyleborinus gracilis 1 1 1 3 0.02 - -
Xyleborinus sp.96 0 1 0 1 0.01 - -
Xyleborinus sp.76 51 1 0 52 0.29 PF (0.88) 0.001
Ambrosiodnmus sp.62 1 0 1 2 0.01 - -
Sampsonius dampfi 0 1 0 1 0.01 - -
Coptoborus ochromactonus 0 0 33 33 0.18 BP (0.90) 0.001
Coptoborus pseudotenuis 1 0 5 6 0.03 - -
Taurodemus bicornutus 0 0 1 1 0.01 - -
Corthylini

Corthylus sp.01 831 13 8 852 4.69 PF (0.97) 0.001
Corthylus sp.03 198 7 24 229 1.26 PF (0.86) 0.001
Corthylus insignis 8 3 274 285 137 BP (0.96) 0.001
Corthylus pygmaeus 6 0 64 70 0.39 BP (0.82) 0.001
Corthylus sp.10 132 2 3 137 0.75 PF (0.96) 0.001
Corthylus sp.17 16 0 5 21 0.12 PF (0.45) 0.040
Corthylus sp.52 12 0 0 12 0.07 PF (0.40) 0.022
Corthylus sp.54 13 1 0 14 0.08 PF (0.65) 0.001
Corthylus sp.82 2 0 0 2 0.01 - -
Corthylus sp.84 6 0 0 6 0.03 PF (0.40) 0.027
Corthylus sp.34 1 0 0 1 0.01 - -
Corthylus sp.100 0 0 1 1 0.01 - -
Corthylus sp.51 15 0 0 15 0.08 PF (0.50) 0.003
Corthylus sp.80 0 2 0 2 0.01 - -
Microcorthylus sp.30 6 1 3 10 0.06 - -
Tricolus sp.13 40 2 189 231 127 BP (0.81) 0.001
Tricolus sp.14 14 3 183 200 1.10 BP (0.91) 0.001
Tricolus sp.70 15 1 32 48 0.26 BP (0.66) 0.005
Tricolus sp.71 5 0 3 8 0.04 - -
Tricolus sp.72 0 0 1 1 0.01 - -
Tricolus sp.75 18 0 0 18 0.10 PF (0.70) 0.002
Tricolus sp.57 20 0 2 22 0.12 PF (0.64) 0.003
Tricolus sp.103 0 1 1 2 0.01 - -
Amphicranus quadridens 0 5 10 15 0.08 - -
Amphicranus argutus 0 1 0 1 0.01 - -
Monarthrum sp.29 0 2 155 157 0.86 BP (0.98) 0.001
Monarthrum ferrarii 0 6 11 7 0.09 BP (0.45) 0.013
Monarthrum sp.35 0 0 2 2 0.01 - -
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Table 1. Continued

Tribe/species Primary forest ~ Secondary forest  Balsa plantation ~ Total % Habitat preference (IndVal) P
Monarthrum sp.46 0 0 1 1 0.01 - -
Monarthrum sp.56 0 1 6 7 0.04 BP (0.34) 0.045
Monarthrum sp.65 4 1 0 5 0.03 - -
Monarthrum sp.66 0 0 1 I 0.01 - -
Monarthrum sp.74 0 0 1 1 0.01 - -
Monarthrum sp.86 2 0 0 2 0.01 - -
Monarthrum sp.97 0 3 0 3 0.02 - -
Monarthrum sp.99 5 0 0 5 0.03 - -
Monarthrum sp.102 0 0 2 2 0.01 - -
Monarthrum sp.104 0 1 1 2 0.01 - -
Cryphalini

Hypothenemus sp.19 19 73 1688 1780 9.80 BP (0.94) 0.001
Hypothenemus sp.18 6 95 947 1048 5.77 BP (0.90) 0.001
Hypothenemus sp.20 0 10 307 317 1.74 BP (0.96) 0.001
Hypothenemus sp.21 0 1 22 23 0.13 BP (0.67) 0.002
Hypothenemus obscurus 0 4 312 316 1.74 BP (0.88) 0.001
Cryphalini sp.42 0 0 1 1 0.01 - -
Cryptocarenus sp.41 3 5 179 187 1.03 BP (0.95) 0.001
Cryptocarenus sp.68 0 0 4 4 0.02 BP (0.40) 0.011
Cryptocarenus sp.69 2 0 4 6 0.03 - -
Cryptocarenus sp.73 2 3 68 73 0.40 BP (0.93) 0.001
Ipini

Premnobius cavipennis 6 264 181 451 2.48 SF (0.58) 0.005
Bothrosternini

Cnesinus sp.67 0 0 4 4 0.02 - -
Dryocoetini

Coccotrypes sp.47 0 5 0 5 0.03 SF (0.50) 0.011
Total abundance 7.230 5.764 5175 18.169 100

Shannon index (H') 2.262 1777 2,463

Margalef index (DMg) 6.302 5.428 6.432

Pielou evenness (J') 0.559 0.458 0.61

Species preferences for a forest habitat (PF = primary forest; SF = secondary forest; BP = balsa plantation) were inferred from an Ind Value indicator species ana-

lysis based on a 1,000 randomization permutation test (only the species that were significantly associated with forest habitat at ¢ = 0.05 are shown).

Species that are in bold have been identified as being exotic.

relative humidity and precipitation, and there was no significant as-
sociation of species richness with climatic variables (Table 3). In the
balsa plantation, abundance was significantly and negatively correl-
ated with relative humidity and species richness was significantly
and positively correlated with maximum temperature and negatively
correlated with precipitation (Table 3).

Discussion

Forest Habitat Influences Scolytine Species
Composition But Not Cumulated Species Richness

The present study provides an important contribution to the know-
ledge of the Scolytinae diversity and its temporal patterns in three
Ecuadorian forest ecosystems. We presented values of observed
cumulated species richness that were relatively close to those of
bootstrap-corrected species richness and Chaol indices. Between-
site ranking was conserved between observed and corrected values.
Insect communities associated with tropical trees can exhibit more
than 50% of rare species, which may complicate analyses and
may reflect inadequate sampling (Novotny and Basset 2000), but
all of our study sites exhibited moderate proportions of singleton
(10-30%) and unique (12-35%) species. This sampling provided an
acceptable overview of between- and within-site similarity in terms
of species richness among the primary forest, secondary forest, and
balsa plantation. The overall species richness described here (85

species) demonstrated that the previously reported S0 species (Wood
2007) was a significant underestimate of Ecuadorian scolytine diver-
sity. Scolytinae abundance and species richness as estimated in this
study were higher than compared with other surveys of Neotropical
forests (Abreu et al. 2012, Macedo-Reis et al. 2016, Pérez-De la
Cruz et al. 2016, Sandoval Rodriguez et al. 2017), but were con-
sistent with previous investigations in Asian tropical native forests
and agricultural systems (Huler et al. 2008, Sittichaya et al. 2012).
In this study, there was no significant divergence in observed cu-
mulative species richness between the three different forest habitats.
This suggests that a strong difference in tree species composition
between natural forests (15 and 11 dominant tree species) and a
plantation (one tree species) was not a source of numerical differ-
ence in diversity. Intermediate values of the Pielou evenness index
supported the presence of overabundant species in all forest habitats,
as usually expected for insect communities in anthropized habitats
such as plantations, but this appeared more pronounced in the sec-
ondary forest where diversity might be slightly lower with regard to
the number of species relative to sample size. One central finding of
this study is that scolytine communities in these Ecuadorian forest
habitats are more likely to differ in their species composition than in
their cumulated species richness. Indeed, both PCoA and cluster ana-
lysis of community affinities indicated stronger similarity in species
composition between the two natural forests which shared 25-35%
of dominant tree species and had similar age-class heterogeneity.

61L0Z @Unp || Uo Josn sauelqi] AlsiaAlun 91els uebiyoin Aq 9Z¥S /2 S/C09/E/810B1Sqe-ajo1E/a8/W0o dno olWepede//:sdyy Wolj peapeojumoqd

104




Environmental Entomology, 2019, Vol. 48, No. 3 609
Table 2. Diversity of Scolytinae sampled over 1 yr in three forest habitats in Ecuador

Habitat n Stis S Chaol index Singleton Unique
Primary forest 10 57 (2.6) 62 59.5 (96%) 6(10.5%) 7(12.3%)
Secondary forest 10 48 (3.9) 35 59.38 (81%) 14 (29.2%) 17 (35.4%)
Balsa plantation 10 56(2.9) 61 71.6 (78%) 13 (23.2%) 15 (26.8%)

n = number of traps collected biweekly over the study period; S = observed species richness (standard error); S, = bias-corrected species richness from a

1,000 randomizations permutation test; singleton = species with one individual per sample at the most; unique = species occurring in only one sample. Chao-1

index = percentage indicate sample coverage according to this index.

Percentages for singletons and unique refer to the total observed species richness in the habitat.

BP SF PF

Similarity

Fig. 1. Analyses of the structure of Scolytinae communities collected in three forest habitats of Ecuador (PF = primary forest; SF = secondary forest; BP = balsa
plantation). (A) PCoA of the three communities with projection of habitat scores in the plane defined by horizontal axe 1 (69.7%) and vertical axe 2 (12.4%).
Habitat labels are at the center of gravity of each habitat and are linked to each sample of the corresponding habitat. (B) Similarity dendrogram using the Bray-
Curtis index showing affinities in the three communities (Cophenetic correlation coefficient: 0.9973).

Forest habitat heterogeneity and host plant diversity are a strong
influencing factor of arthropod species composition (Tews et al.
2004, Macedo-Reis et al. 2016, Seibold et al. 2016). The observed
compositional differences between the natural forests and the balsa
plantation may result from more similar habitat heterogeneity asso-
ciated with more similar structural niche opportunities for species
in the natural forests, but also from the high number of species un-
expectedly found in the plantation. Natural forests are indeed ex-
pected to provide more ecological niches and plant diversity that
are acknowledged drivers of tropical herbivore diversity (Macedo-
Reis et al. 2016). However, communities of ambrosia beetles may be
less sensitive to the diversity of plants (Sittichaya et al. 2012) than

leaf-feeding, herbivorous groups of insects. Many ambrosia beetle
species are mainly attracted by ethanol emanating from the vascular
tissues of newly dead or decaying trees (Huler et al. 2008), which are
suitable hosts for many Scolytinae (Rudinsky 1962). Such attractive
compounds are present in some tissues of healthy trees species, but
their concentration increases dramatically in weakened trees due to
limited oxygen availability resulting from a variety of physiological
stressors (Ranger et al. 2018). Balsa plantations are particularly
subject to environmental stress factors including primary attacks of
C. ochromactonus, Euchroma gigantean (Coleoptera: Buprestidae)
or Heilipus sp. (Coleoptera: Curculionidae), the fungal diseases pata
roja (red foot), which is likely caused by Phytophthora palmivora
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(Butler) and Phythium vexans de Bary, and wet-wood, a physio-
logical complex commonly referred to as ‘water heart’ due to ex-
cessive water content in the xylem (Stilwell et al. 2014). Moreover,
balsa plantations concentrate a native tree species that is favored by
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Fig. 2. Total Scolytinae richness (A) and total abundance (B) during a
1-yr period of sampling (June 2016-May 2017) in a primary forest (PF), a
secondary forest (SF), and a balsa plantation (BP) in Ecuador.
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scolytines, ca. 42 species are known to use the tree as a host (Wood
1982, Wood 2007, Martinez et al. 2017). Thinning and logging oper-
ations frequently harvest these trees (3 to 4 yr of age) that produces
debris piles which are left in the stands (Stilwell et al. 2014). In add-
ition, balsa trees undergo a self-pruning process, which increases the
amounts of dead wood and branches, and these tree remains attract
a diversity of scolytines (Coyle et al. 2005, Pérez-De la Cruz et al.
2016). A high diversity of scolytines was also observed in Brazilian
plantations with concentration of a native Neotropical tree, i.e.,
rubber trees (Sandoval Rodriguez et al. 2017). As with the Brazilian
study, the surrounding natural forests may have been a source of
additional scolytine diversity to populate the balsa plantation, given
that ambrosia beetles can disperse at the landscape scale (Sittichaya
et al. 2012). However, the extent of scolytine attraction to ethanol
traps is unknown, and it is unclear whether the traps that were closer
to the edge of the balsa plantation might have attracted scolytines
from proximal natural areas.

Indicator Species Associate Scolytine Tribes With
Habitats

In this study, the computation of Ind Val statistics allowed us to iden-
tify indicator species, i.e., species and their associated tribe that were
preferentially associated with forest habitat. The Cryphalini com-
prised indicator species exclusively for the balsa plantation, with
an important contribution of Hypothenemus species which repre-
sented 63.30% of all scolytines captured in this habitat. Six spe-
cies of Hypothenemus have been associated with balsa trees (Wood
1982, 2007), and this genus includes numerous species that develop
in woody debris (Kirkendall et al. 2015) in ecologically disturbed
areas such as tree monocultures rather than for natural forests
(Wood 1982, Hulcr et al. 2008, do Penteado et al. 2011, Abreu et al.
2012). This agrees with other studies which showed that H. erudi-
tus was more prevalent in monocultures of Eucayptus grandis when
compared with native areas (Miiller and Andreiv 2004). Similarly,
Hypothenemus hampei was more abundant in a mixed rubber
tree-coffee tree system than in a mixed native tree-fruit tree planta-
tion (Sandoval Rodriguez et al. 2017). Hypothenemus hampei was
also less abundant in other remnants of Atlantic forest (Silva et al.
2009), in Amazon rainforests (Abreu et al. 1997), and the Pantanal
in Brazil (Meurer et al. 2013). The Xyleborini comprised of nu-
merous indicator species for the natural forests, with Xyleborus as
the most abundant genus in both the primary and secondary forests
and predominantly represented by Xyleborus sp.02 and Xyleborus
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~
2

g
z

©

2

Aug-16
Sep-16
Oct-16
Nov-16
Jul-16
Jun-16
Feb-17
Mar-17
Apr-17
Jul-16
Aug-16
Sep-16
Jun-16
Oct-16
Nov-16
Dec-16
Jan-17

09

08

0.7

0.6

Similarity

05

04 —

03

02

Figure 3. Similarity dendrograms using the Bray-Curtis index showing affinities in Scolytinae communities sampled monthly during 1 yr in a primary forest (PF),
a secondary forest (SF), and a balsa plantation (BP) in Ecuador (Cophenetic correlation coefficients: PF = 0.9028, SF = 0.9153, BP = 0.7167).
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Table 3. Spearman’s correlation between climate variables and abundance and richness of Scolytinae in three forest habitats in Ecuador

Primary forest Secondary forest Balsa plantation

7 P r, P 7 P

RH (%) Abundance -0.04 0.8940 0.75 0.0047 -0.66 0.0292
Richness 0.16 0.6016 -0.54 0.0685 -0.54 0.0676

Temperature Max (°C) Abundance -0.03 0.9242 -0.18 0.5758 0.50 0.0961
Richness 0.00 >0.999 0.53 0.0774 0.74 0.0064

Temperature Mean (°C) Abundance =027 0.3510 0.49 0.1045 -0.36 0.2278
Richness -0.76 0.0024 -0.03 0.9309 -0.44 0.1575

Temperature Min (°C) Abundance -0.23 0.4241 0.49 0.1084 -0.39 0.2108
Richness -0.84 0.0003 -0.15 0.6385 -0.41 0.1874

Precipitation (mm) Abundance - - 0.65 0.0310 -0.57 0.0603
Richness - - -0.15 0.6313 -0.67 0.0171

affinis. The latter species is known as a dominant species in Brazilian
tropical wet (Abreu et al. 2012, Meurer et al. 2013) and dry forests
(Macedo-Reis et al. 2016). It has a wide pantropical distribution
with more than 300 different host plant species (Macedo-Reis et al.
2016, Pérez-De la Cruz et al. 2016). Xylosandrus was also prefer-
entially associated with the natural forests. Two Xylosandrus spe-
cies (X. compactus and X. morigerus) are both of Asian origin, and
X. compactus was found in Ecuador in 1985 (Delgado and Couturier
2010). Xylosandrus morigerus has been disseminated to worldwide
tropical and subtropical regions (Kirkendall and Faccoli 2010). It is
probably the most important species occurring in primary and sec-
ondary wet tropical forests of Costa Rica (Andersen et al. 2012) and
may have a greater effect on the Ecuadorian scolytine communities
than is currently known. The most abundant tribe in this study was
the Xyleborini and this concurs with other studies (Hulcr et al. 2008,
Sittichaya et al. 2012, Meurer et al. 2013, Sandoval Rodriguez et al.
2017, Wollmann et al. 2017, Tanner et al. 2018). The Xyleborini in-
cludes successful colonizing species benefiting from their tolerance to
extreme inbreeding and from abilities to farm and feed on associated
symbiotic fungi within their galleries that allow them to have wider
host breadth and maintain high-populations levels (Andersen et al.
2012, Francardi et al. 2017, Cognato et al. 2018). The Corthylini
comprised of indicator species of both the primary forest and the
balsa plantation. This tribe displayed the greatest richness in this
study and is one of the most diverse tribes in South America (Hulcr
et al. 2015, Smith et al. 2017). Corthylus showed statistical associ-
ations for both the primary forest and the balsa plantation, which
concurs with other studies in protected forest areas in Tabasco,
Mexico (Pérez-De la Cruz et al. 2016) and in Eucalyptus plantations
in Brazil (Miiller and Andreiv 2004, Wollmann et al. 2017). The
exotic P. cavipennis was found to be an indicator species of sec-
ondary forest, with substantial abundance in the balsa plantation. It
is already regarded as a serious economic pest of eucalyptus plant-
ations in Brazil (Flechtmann et al. 2001, Zanuncio et al. 2005) and it
has been abundantly found in diverse teak and balsa plantations in
Ecuador (Martinez et al. 2017).

Seasonal Patterns of Scolytine Diversity Within

Forest Habitats

Conducting this survey across annual dry and rainy seasons in the
three forest habitats allowed us to analyze and assess temporal
patterns of variation in scolytine diversity according to seasonal
changes of climatic variables. Temporal cluster analyses on Bray—
Curtis community affinities showed in all habitats that communities
collected in dry season months share more species than they did with
those collected in wet season months, suggesting a possible response

of species composition to seasonality in climatic conditions. In the
natural forests, Corthylus sp.01, Corthylus sp.54, Xyleborus bispi-
natus, Xyleborus ferrugineus, Xyleborus volvulos, Xyleborus sp.02,
Xyleborus spinulosus, Xyleborus affinis, Xylosandrus morigerus,
and P. cavipennis were mostly trapped during the hot and rainy
seasons, when compared with X. curtulus, Hypothenemus sp.19,
Hypothenemus sp.18, Monarthrum sp.29, Tricolus sp.70, Tricolus
sp.13, Tricolus sp.14, and Cryptocarenus sp.41 in the balsa plant-
ations. Additional support for significant seasonality in scolytine
diversity was provided by correlations of abundance and species
richness with the climatic variables, which may have reflected spe-
cies preferences for particular climatic conditions. For instance, in
the secondary forest, the positive association of abundance with
relative humidity and precipitation may reflect increasing captures
of the predominant species Xylosandrus morigerus, Xyleborus
affinis, and Xyleborus sp.02 during the rainy season. This is con-
sistent with Flechtmann et al. (2001) who documented increased
activity of ambrosia beetles with increased intensity of precipita-
tion in Brazil. In the balsa plantation, the negative association of
abundance with relative humidity may reflect decreasing captures
of the predominant genus Hypothenemus during the rainy season,
while its abundance peak occurred in December 2016 during the
dry season. This concurs with Hulcr et al. (2008) who claimed that
Hypothenemus species are usually not affected by dry conditions.
However, the proportion of significant associations of abundance
or species richness with the climatic variables was low (7 out of
28) in our survey, which concurs with evidence of limited effects
of temperature and precipitation on scolytine activity in South
America (Ronque et al. 2012, Abreu et al. 2012, Machado et al.
2013, Meurer et al. 2013). Huler et al. (2008) also suggested that
Xyleborus volvulus and Xyleborus affinis were usually not affected
by climatic factors in Thailand. However, one cannot exclude other
seasonal influences from nonclimatic environmental factors such as
tree health, bole diameter, wood density, moisture content in host
tissues, fungal symbiont colonization, and the composition of forest
vegetation (Huler et al. 2008, Macedo-Reis et al. 2016, Wollmann
etal. 2017).

Overall, richness and abundance were higher during the coldest
and driest months than during the hottest and rainiest months in
the primary forest and the balsa plantation. This corroborates previ-
ous observations of increased bark and ambrosia beetles population
growth during dry seasons, when drought stressed trees are conse-
quently more attractive for scolytines (Miiller and Andreiv 2004,
Huler et al. 2008, Sittichaya et al. 2012, Macedo-Reis et al. 2016,
Sandoval Rodriguez et al. 2017). This may also reflect increased
scolytine population growth during the wet season, when regular
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storms generate more available broken branches and fallen trees for
scolytine habitat.

Conclusion

Scolytinae abundance, species richness, and species composition in
Ecuador showed contrasting patterns among forest habitat types
and season. In the balsa plantation, species richness was found par-
ticularly high and comparable to that of a primary forest, suggesting
that more intensively stressed and damaged balsa trees and residual
dead wood and branches within the plantation provided favorable
resources to many species, some of which were particularly abun-
dant and were identified as indicator species (e.g., Hypothenemus
spp. and Corthylus spp.). We have confirmed the presence of three
important exotic species, X. compactus, Xylosandrus morigerus,
and P. cavipennis, which were identified as indicator species of the
natural forest; however, the extent of their presence throughout
Ecuador is unknown. Introduced insect species are considered major
threats to forest health and biodiversity due to displacement of indi-
genous species in managed and unmanaged systems (Kirkendall and
Faccoli 2010, Ranger et al. 2018). The impact of these three species
of the native scolytine fauna is unknown. Currently, C. ochromac-
tonus significantly damages Ecuadorian balsa plantations and we
identified it as an indicator species in this plantation. It is surprising
that we did not collect the species in both natural forests, given that
C. ochromactonus has been collected in other Ecuadorian forests
(Cognato, personal observation). Given the presence of exotic and
pestiferous native species, we emphasize the need for establishment
of early detection programs by the Ecuador’s Agency for Animal
and Plant Health Regulation and Control (AGROCALIDAD,
Department of Agriculture) to monitor high-risk balsa plantation
and natural forests and to respond rapidly to new introductions.
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Abstract

Coptoborus ochromactonus Smith and Cognato is a recently described xyleborine ambrosia beetle pest associated
with balsa, Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam.) Urb., in Ecuador. This pest has caused significant loss of cultivated
balsa in Ecuador, but little is known of its biology and ecology. Based on examination of multiple gallery systems,
this study describes the gallery pattern and life cycle of C. ochromactonus and confirms the generic identity of
the symbiotic fungus. Females initiated attack, excavating a gallery perpendicular to the bole. The primary tunnel
branched into a secondary tunnel at a mean 3.13 mm. This first secondary tunnel was excavated in a horizontal plane
between the phloem and xylem for a mean 18.0 mm. Along its length, two tertiary tunnels were constructed on each
side, measuring a mean 26.0 and 20.0 mm, respectively. Conidiophores and conidia of an unidentified Fusarium sp.
grew on the tunnel walls and were fed upon by the beetle and her progeny. Coptoborus ochromactonus exhibits
sexual dimorphism.The female is 2.6 mm long and possesses a round pronotum, whereas the male is 2.2 mm long
and has a quadrate pronotum.The developmental stages last a mean 6, 14, 6, 4 and 30 d for egg, larva, pupa, teneral
adult, and adult, respectively, when reared at 25°C. Three larval instars were present, with mean head capsule
widths of 0.23, 0.31, and 0.42 mm, respectively. In general, the life cycle of C. ochromactonus is similar to those
described for other xyleborine ambrosia beetle species.

Resumen

Coptoborus ochromactonus Smith y Cognato, es un Xyleborini recientemente descrito, un escarabajo de ambrosia
plaga asociada a la balsa en Ecuador, causado una pérdida significativa de balsa cultivada. Basado en multiples
sistemas de galeria, la biologia y ecologia es desconocida, describiéndose en este estudio el patrén de galeria y ciclo
de vida de la especie y se confirma la identificacion del hongo simbionte. Las hembras inician el ataque y excavan
una galeria perpendicular al tronco. El tinel primario mide 3,13 mm, el primer tinel secundario es excavado en plano
en plano horizontal entre el floema y xilema de 18 mm, a lo largo dos ttneles terciarios que estan construidos a cada
lado, midiendo, 26 y 20 mm respectivamente. Conidioforos y conidias de una especie de Fusarium no identificado
crece en las paredes de los tineles y es el alimento para los escarabajos y su progenie. C. ochromactonus, exhibe
un dimorfismo sexual, la hembra mide 2,6 mm de largo y posee un pronoto redondo, mientras que el macho mide
2,2 mm y el pronoto es cuadrado. Los estados de desarrollo duran 6, 14, 6, 4, 30 dias para huevo, larva, pupa,
adulto inmaduro y adulto respectivamente, cuando se crian a 25°C. El estado larval presenta tres estadios, con un
promedio de ancho de capsula cefalica de 0,23, 0,31 y 0,42 mm respectivamente. En general, el ciclo de vida de C.
ochromactonus, es similar a los ciclos de vida descritos para especies de escarabajos de ambrosia, tribu Xyleborini.

Key words: ambrosia beetle, Xyleborini, Scolytidae, balsa
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Coptoborus ochromactonus Smith and Cognato is a native Neotropical
xyleborine ambrosia beetle, which was recently described following
large infestations of balsa plantations [Ochroma pyramidale (Cav.
Ex Lam.) Urb., Malvales: Malvaceae] beginning in 2006 in the west-
ern Ecuadorian provinces of Cotopaxi, Guayas, Los Rios, and Santo
Domingo de los Tsachilas (Stilwell et al. 2014). Ecuador is the world’s
leading producer and exporter of balsa wood (Fletcher 1949, Midgley
et al. 2010) with more than 20,000 ha of plantations (Gonzalez Osorio
et al. 2010). Balsa is native to the New World with a range extending
from southern Mexico to Brazil and is naturalized in Asia and Africa
(Brink 2008). Although the damage caused by C. ochromactonus has
been described, little is known of its biology and ecology (Stilwell et al.
2014).

Coptoborus Hopkins, 1915 contains 22 species endemic to tropi-
cal and subtropical forests of the New World of which 18 are present
in South America (Wood 2007, Alonso-Zarazaga and Lyal 2009,
Stilwell et al. 2014). Like other xyleborines, Coptoborus species
excavate galleries in the sapwood of their host trees and cultivate a
fungus that serves as food for the adults and larvae (Beaver 1989,
Wood 2007, Stilwell et al. 2014). Coptoborus species are generally
benign decomposers and colonize dead and dying trees. In contrast,
C. ochromactonus appears to prefer live small diameter trees as well
as moisture- and light-stressed trees. It has been collected only from
balsa (Stilwell et al. 2014).

Coptoborus ochromactonus host colonization begins with adults
excavating galleries in the upper branches of a balsa tree. As gallery
densities increase, branches begin to wilt, and the tree is ultimately
killed. Trees in infested plantations can suffer high attack rates (e.g.,
58%) and mortality (~25%; Stilwell et al. 2014). Initial symptoms
of infestation include a progression from chlorotic foliage, reduced
leaf development, to wilting leaves. Locally referred to as muerte
regresiva de la balsa or ‘balsa dieback’, the insect-disease complex
is characterized by dieback of the balsa, with evident entrance holes,
a resinous substance that is exuded from the entrance holes, areas
on the branch and bole covered with boring dust, and new galleries

covered in white mycelium and older galleries (i.c., without a beetle

Entrance hole

b

Fig. 1. Cross-section of a typical Cop us ochr gallery
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brood) covered in bluish-black mycelium. Molecular studies of dis-
eased xylem indicated an unidentified Fusarium species associated
with C. ochromactonus, which is hypothesized to be the vector of
the fungus (Stilwell et al. 2014, A. T. Cognato, unpublished data).

The life cycles of only a few xyleborine ambrosia beetles have
been studied, and they share general characteristics of developmental
stages and last between 25 and 30 d (Ngoan et al. 1976, Hara and
Beardsley 1979, Brar et al. 2013). Gallery system architecture is vari-
able among species, and the nutritional (ambrosia) fungus is vari-
able among genera. Xyleborini are associated with the fungal genera
Ambrosiella Brader (Microascales), Raffaelea Arx & Hennebert
(Ophistomatales), Fusarium Link (Hypocreales), and Flavodon
Ryvarden (Polyporales) (Batra 1985, Beaver 1989, Fraedrich et al.
2008, Massoumi Alamouti et al. 2009, Jaramillo et al. 2011, Kasson
et al. 2013, Li et al. 2015). To date, no investigations of the life
cycle of any Coptoborus species have been undertaken. Here, we
report the life cycle and development of C. ochromactonus on balsa,
describe the gallery system structure, and confirm the identity of the
symbiotic fungus.

Materials and Methods

Study Site

In July 2014 and 2015, a total of 15 balsa trees infested with
C. ochromactonus were observed for an hour (16:00-17:00) at a
balsa plantation established in 2012. The plantation was located in
el sector Poza Honda, recinto El Vergel, Canton Valencia, Los Rios
Province, Ecuador (0° 13 50” S, 79° 10" 40” W), 182 m elevation,
and was situated within a rainforest climactic zone.

Habits, Gallery System, and Fungi

The natural history of C. ochromactonus including the beetle’s
pioneer flight to the host tree, initiation of the entrance hole, and
the excavation of the gallery was observed in the field. Ten balsa
branches with entrance holes were taken to the microbiology
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laboratory at the Universidad Técnica Estatal Quevedo, Quevedo,
Ecuador, where they were dissected. Under 0-20x magnification, 24
galleries were observed and 16 galleries were documented qualita-
tively and quantitatively to describe the gallery system. The presence
of fungus on the gallery walls was determined by direct observation
with a magnifying glass, and a wet mount was made for microscopic
observation. The fungal mass was directly isolated in Petri plates
with PDA culture medium and was morphologically identified to
the genus level using the key of von Arx (1981). One gallery was
imaged using a scanning electron microscope (SEM) (Jeol JSM 5310,
Tokyo, Japan), at the electron microscopy laboratory of the National
Institute of Public Health Research (INSPI- Guayaquil, Ecuador).
Thin films were cut from the gallery using a scalpel. The films were
placed in a jar containing osmium tetroxide, avoiding direct contact,
and were allowed to set for a day. Once set, films were covered with
gold for observation.

Life Cycle

To investigate the C. ochromactonus life cycle, two balsa trees of
18 and 34 m in height were selected from the field, which exhib-
ited many female C. ochromactonus drilling entrance holes into the
boles. The infested trees were cut into 2-m-long sections and trans-
ported to the laboratory. At the lab, the pieces were inspected for
galleries, measured, and cut into 30 pieces (10 ¢cm in diameter and
3 em thick). Each piece was individually placed in a plastic container
and maintained in an incubator (Memmert BE-600, Schwabach,
Germany) at 25°C in the dark. Galleries were examined for the pres-
ence of the egg and pupal stages by using an Olympus (SZ61, Tokyo,
Japan) stereomicroscope. Galleries with these stages were dissected,
the stages removed, placed in a Petri dish (9 cm diameter) with a
piece of moistened cotton, and kept in an incubator at 25°C until the
next stage appeared to determine stage duration. First-instar larvae
were collected upon eclosion and stored in 70% ethanol to measure
the head capsule width.

Using an Olympus CX21FS1 microscope equipped with an ocu-
lar micrometer, we measured the head capsule width of 277 larvae
to determine the number of instars with a frequency distribution
analysis. We quantified the number of instars according to Dyar’s
rule of geometric progression (Dyar 1890): y = ar* -, where a is
the width of the head capsule of the first instar, 7 is the average ratio
of the head capsule widths in two consecutive instars (e.g., first and
second instars; Lekander 1968), and x is the instar number. We fur-
ther correlated the number of instars with head capsule widths using
least squares linear regression: y = a + bx, where y is the head capsule
width and x is the instar.

Quantitative Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using Infostat v.2014
(Universidad Nacional de Cordoba, Cordoba, Argentina). The gal-
lery structure and developmental stages were analyzed using descrip-
tive statistics. Mean and SD are reported. Frequency distribution and
a linear regression plot were performed to determine the relationship
between the width of larval head capsule and instar.

Results

Gallery System

Adult females were observed initiating gallery entrance holes
(1 = 138). Signs of gallery construction included boring dust on the
bole and entrance holes plugged with boring dust by the pioneer
female (n = 126).

113

Entrance hole

Secondary tunnels

Fig. 2. External view of Coptoborus ochromactonus galleries in balsa with
bark removed.
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Fig. 3. Images of the Fusarium fungus from Coptoborus ochromactonus
galleries: (a) light micrograph of conidiophore, (b) SEM observation of
gallery wall with fungal hyphae bearing microconidia.

The gallery system was a branched gallery without brood cham-
bers or pupal cells, and each life stage was found within different
tunnels of the same gallery (Fig. 1). The entrance hole measured
2.0 £ 0.01 mm in diameter (7 = 48) and was constructed perpendic-
ular to the trunk in a horizontal plane. Overall, the gallery system
consisted of one primary and three secondary tunnels. The primary
tunnel was 7.0 = 1.41 mm long and directed toward the phloem.
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Fig. 4. Developmental stages of Coptoborus ochromactonus: (a) egg, (b) larva, (c) pupa, (d) adult female, and (e) adult male.
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Fig. 5. Frequency distribution of head capsule width from larvae of
Coptoborus ochromactonus (n = 277; bars). Black line corresponds to the
distribution of individuals of each of the three instars based on the mean and
SD of each stage: 1) 0.23 + 0.03; 2) 0.33 + 0.03; 3) 0.43 + 0.33.
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At the junction between the bark and phloem, the primary tunnel
branched into the first secondary tunnel. This secondary tunnel was
18.0 + 2.1 mm and was excavated in a horizontal plane between the
bark and phloem. It was clearly visible when the bark was removed
(Fig. 2). Two additional secondary tunnels were excavated deeper
into the xylem one on each side of the primary tunnel, measuring
26.0 + 4.2 and 20.0 = 3.5 mm, respectively. Gallery walls were
covered with a layer of white-colored fungus, and in a few cases,
the larvae, teneral adults, and mature adults were observed feeding.
Microscopic and SEM observation of the fungus showed the pres-
ence of penicillate (branched) conidiophores and ovate conidia that
are characteristic of Fusarium (Hypocreales) (Fig. 3).

Qualitative and Quantitative Characterization of
Developmental Stages
Egg: Pearly white, translucent, and ovate (Fig. 4a). Mean length and
width were 0.66 = 0.03 mm long and 0.31 = 0.02 mm wide (n = 50).
Larva: Legless, dull white, and head capsule sclerotized with dark
brown mandibles (Fig. 4b). The cephalic width (n = 277) frequency
distribution showed much individual variation; however, three width
groups were discernible (Fig. 5). Using the histogram (Fig. 5), we esti-
mated the range and mean for the three instars. The first instar was
clearly evident in the first group (0.18-0.28 mm, mean = 0.23 mm);
however, distinct mode values for the second and third instars were
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Table 1. Head capsule width measured for the three larval instars of Coptoborus ochromactonus and head capsule head width estimated
based on geometric progression (Dyar’s rule) and least squares (linear regression)

Instar no. N Head capsule width (mm) X, /X, Predicted head capsule width (mm)
Mean SE Range Dyar’s rule’ Linear regression
g =gre=Y y=a+b*x
| 94 0.23 0.02 0.18-0.28 1.22 0.23 0.23
I 72 0.33 0.03 0.28-0.37 1.3§ 0.31 0.32
it 111 0.42 0.02 0.37-0.47 135 0.42 0.41

“Geometric progression of head capsule widths; @ is head capsule width first instar; r is the average ratio of the head capsule widths in two consceutive instars.
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Fig. 6. Linear regression of mean head capsule width as a function of larval
instar in Coptoborus ochromactonus.

not as clear. The second instar appeared as a group between 0.28
and 0.37 mm (mean = 0.33) and the third instar between 0.37 and
0.47 mm (mean = 0.42). The average ratio of the cephalic capsule
widths (growth rate) was 1.35 (r). These instar groupings were
consistent with a linear regression model calculated using least
squares (y = 0.132 + 0.094x), with a significant correlation (r = 0.92,
P =0.0001) between head capsule width and instar (Table 1). The
widths of the observed instars when compared with the widths of the
predicted values indicated a fit to a model of geometric progression
(y=0.23 x 1.35%-", Fig. 6) and supported the designated instars.

Pupa: white, exarate (Fig. 4c).

Teneral adult: light brown in color.

Adult: dark brown to black and exhibiting marked sexual dimor-
phism of the pronotum and in body length. Laterally, the female
(Fig. 4d) pronotum is anteriorly rounded, whereas that of the
male (Fig. 4e) is flattened and expanded beyond the vertex of the
head. Females are larger than males with lengths of 2.6 = 0.06 mm
(n=102) and 2.2 + 0.09 mm (n = 91), respectively.

Life Cycle

The duration of the C. ochromactonus life cycle was 30.0 = 2.8 d
(1 = 38). The sex ratio of females to males was 7:1 (n = 93). Hatching
of all eggs lasted 6.1 = 0.75 d (7 = 72) with an average hatching rate
of 2.7 eggs per day, for clutches of 215 eggs (n = 24). We could not
directly assess the duration of the larval stage from eclosion to pupa-
tion because many of the larvae died. In most cases, larval death was
apparently due to desiccation of the wood. Thus, we approximated
14 d for the larval stage, which was the duration of the longest-lived
larvae. The pupal stage was an average of 5.54 = 0.51 d (n = 28). The
teneral adult stage had a duration of 3.7 = 0.53 d (n = 30; Fig. 7).
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Eggs, larvae, pupae, teneral adults, and adults were simultaneously
present in the galleries (n = 28; Fig. 7).

Males emerged from the gallery system 30-35 d after gallery ini-
tiation (n = 28). On three trees in the field, adult males (7 = 28) were
observed walking on the bole and approaching female-occupied
entrance tunnels. The males did not enter because the females® abdo-
mens blocked entrance.

Discussion

Xyleborine ambrosia beetle gallery systems typically vary by genus
and rarely by species (Wood 2007). Many galleries have brood
chambers for eggs including Xyleborinus saxesenii (Ratzeburg)
and Xylosandrus germanus (Blandford) (Weber and McPherson
1983, Biedermann et al. 2009); however, C. ochromactonus galler-
ies lack brood chambers, with all developmental stages found in
the different tunnels of the gallery as previously reported (Stilwell
et al. 2014). The generalized Coptoborus gallery system is star-
shaped (S. M. Smith, personal observation), with species-specific
modifications in the number, length, and placement of the tunnels.
With C. ochromactus galleries, the location of a secondary tunnel
between the bark and phloem or within phloem is unusual for both
Coptoborus and other Neotropical xyleborines (Browne 1961,
Beaver 1976, S. M. Smith and A. 1. Cognato, personal observa-
tion). In Ambrosiodmus lecontei Hopkins, Xyleborinus saxesenii,
Xyleborus glabratus Eichhoff, Xylosandrus germanus, the second-
ary tunnels are made in the xylem (Weber and McPherson 1983,
Biedermann et al. 2009, Brar et al. 2013).

Female xyleborines possess mycangia, specialized structures in
which beetles carry symbiotic fungal spores/hyphae from their natal
tree to a new host. Upon initiating a gallery, these spores or hyphae
are expelled and are cultivated along the walls of the galleries (Batra
1985, Beaver 1989, Wood 2007). Most fungal gardens are white and
are clearly visible growing on the gallery walls (Jaramillo et al. 2011,
Freeman et al. 2013, Li et al. 2015). The fungal garden observed on
the C. ochromactonus galleries was also white and was made up of
penicillate conidiophores and ovate conidia. The fungus typified the
morphological characteristics of Fusarium, which had been previ-
ously reported for the species (Stilwell et al. 2014). Fusarium is an
ambrosial fungus and has been reported as the ambrosia fungus for
eight Euwallacea species (Short et al. 2017) and two additional spe-
cies, Xylosandrus compactus (Eichhoff) and Xyleborus ferrugineus
(E) from Costa Rica (Ngoan et al. 1976, Hulcr and Stelinski 2017).
Both larvae and the pioneer females feed on fungal conidia as also
reported for Xylosandrus compactus and X. germanus (Kaneko et al.
1965, Weber and McPherson 1983). The location of the mycangium
is unknown for any Coptoborus.

The galleries of C. ochromactonus contain all developmental
stages from egg to adult, whose general qualitative characteristics
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Fig. 7. Presence and duration of Coptoborus ochr

are similar to those described for other scolytines (Wood 2007, Brar
et al. 2013, Jordal 2014). Prior to this investigation, information
regarding quantitative traits beyond adult sizes and sexual dimor-
phism of Coptoborus species were not reported. Both of these char-
acteristics were included in the species description, and the average
body length of 2.0 and 1.7 mm for female and male, respectively,
was 0.5-0.6 mm smaller when compared with the findings in this
study (Stilwell et al. 2014). Differences in micrometer calibration
may explain this discrepancy although individual size of scolytines
can vary among populations (e.g., Cerezke 1995). Sexual dimor-
phism in size is typical of xyleborines (Kirkendall 1993).

We determined the number of instars using the distribution of
head capsule widths, a method that has been used to define instars
of other insects (Gadd 1947, Caltagirone et al. 1983, Weber and
McPherson 1983, Garcia del Pino and de Haro 1987, Brar et al.
2013) and applying geometric progression and least squares esti-
mates, which have also been shown to be effective in determining
the number of scolytine instars (Dallara et al. 2012, Brar et al. 2013).
Three instars have been reported in Xyleborus celsus Eichhoff
(Gagne and Kearby 1979), X. ferrugineus (Norris and Chu 1985),
X. glabratus (Brar et al. 2013), Euwallacea fornicatus (Gadd 1947),
and Xylosandrus germanus (Weber and McPherson 1983). The
larval stage of C. ochromactonus was shown to have three instars
with head capsule width of 0.23, 0.33, and 0.42 mm, respectively.
These widths are similar to those reported for E. fornicatus (0.272,
0.374, 0.425, or 0.442 mm depending on host), Xylosandrus ger-
manus (0.25, 0.33, and 0.47 mm), and Xyleborus glabratus (0.21,
0.26, and 0.37 mm; Gadd 1947, Weber and McPherson 1983, Brar
etal. 2013). The growth rate (1.35) was also similar to that reported
for Xylosandrus germanus (1.32) and Xyleborus glabratus (1.36)
and is within the range of growth rate of bark beetles (1.17-1.48;
Lekander 1968, Weber and McPherson 1983, Brar et al. 2013).

The duration of scolytine developmental stages varies according
to ambient temperature (Gadd 1947). In this study, all stages were
maintained at 25°C, and the duration times were similar to those
reported for Xyleborus glabratus: 6.6, 9.3, and 5.0 for egg, larval,
and pupal stages evaluated at 25 = 2°C (Brar et al. 2013; Fig. 7).
Different stages occur contemporaneously even with the dispersal
of some adults from the natal gallery, which has also been reported
for X. glabratus and Xyleborinus saxesenii (Biedermann et al. 2009,
Brar et al. 2013). Xyleborine sex ratios (female:male) also dramati-
cally vary by species, ranging from 83:1 to 2:1 for Webbia biformis
Browne and Anisandrus dispar (E.), respectively (Kirkendall 1993).
The 7:1 sex ratio reported herein is within this range.

Male C. ochromactonus that emerged from the natal gallery
walked on the bole of the tree, similar to the behaviors observed in male
Camptocerus noel Smith and Cognato, E. fornicatus, and Xylosandrus
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germanus (Peer and Taborsky 2004, Smith and Cognato 2011,
Cooperband et al. 2016). The male walked closed to the entrance hole
where the adult female exposed her abdomen, possibly for copulation.

All Xyleborini species are characterized by a haplodiploid repro-
ductive system (inbreeding harem polygamy) in which diploid females
produce haploid males from unfertilized cggs. Sex ratios are biased
toward females with only one or a very few dwarf flightless males
occurring in a brood gallery. The males rarely venture outside their
natal gallery and most matings occur between siblings (Kirkendall
1993, Cognato et al. 2011). Given the similarity of reproductive sys-
tems among xyleborine species, many of the quantitative characteris-
tics of C. ochromactonus are similar to the other five xyleborine species
whose life cycles have been previously investigated: Xylosandrus
compactus, X. crassiusculus (Motschulsky), X. germanus, Xyleborus
glabratus, and Xyleborinus saxesenii. In all of these species, the pio-
neer female initiates the entrance tunnel and excavates the gallery,
inoculating it with an ambrosia fungal garden, and produces her
brood (Kaneko et al. 1965, Ngoan et al. 1976, Weber and McPherson
1983, Brar et al. 2013). However, all of the previously investigated
species are polyphagous, whereas C. ochromactonus is monophagous
and is currently known to be associated only with balsa.

Typically, xyleborines are polyphagous and can colonize and
successfully raise broods in a large diversity of woody plant fami-
lies (Huler et al. 2007). There are a few exceptions, most notably
Xyleborus glabratus that prefers Lauraceae trees and Xyleborus
vochysiae Kirkendall that is solely found on a single species of
Vochysia Aubl. (Kirkendall 2006). Given the species recent discov-
ery, it is still unknown if this species is truly host specific or whether
the host specificity is simply a function of inadequate sampling of
native forests.
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ANNEXE 3

Article 3. Martinez M., A.l. Cognato, M. Guachambala, J.P. Urdanigo and T.
Boivin. 2019. Effects of climate and host age on flight activity, prevalence and
intensity of infestations by Coptoborus ochromactonus Smith and Cognato
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) in commercial balsa plantations of

Ecuador. Soumis a la revue Journal of Economic Entomology.
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Abstract

Coptoborus ochromactonus Smith and Cognato is one of the most common and
important pest of balsa, Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam.) Urb., an economic pillar
of wood industry in Ecuador. Commercial balsa plantations have been expanded from
humid to dry climate areas to limit pest damage but basic knowledge is still lacking on
the interaction of C. ochromactonus activity with variation in climate and age of
plantation. We investigated the effects of climate and host age on the seasonal flight
activity of C. ochromactonus and its prevalence and infestation intensity, as well as the
effect of age and individual infestation intensity on individual percentage of balsa
defoliation. Experiments were conducted in 1-, 2- and 3-year old commercial balsa
plantations located in areas of humid and dry climates. Seasonal flight activity differed
between study sites, with a significant influence of increasing relative humidity and
mean temperature and decreasing precipitation during the dry season in the humid site,
and of increasing precipitation, mean and minimum temperature during rainy season in
the dry site. Prevalence of C. ochromactonus attacks significantly increased with age of
plantation, especially in the humid site. Individual infestation intensity was significantly
influenced by both climate and age of plantation and was particularly severe in the dry
site and in 3-year old trees. Defoliation significantly increased with individual
infestation intensity. Overall, our results show that C. ochromactonus is a serious pest
throughout the distribution range of its host and highlights the urgent need of suitable

management strategies of its populations.

Key words: ambrosia beetle, damage, phenology, neotropical, insect-plant interaction
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Introduction

The balsa tree (Ochroma pyramidale Cav. ex Lam. Urb., 1920) is a fast-growing tree,
with highly desirable commercial qualities to a wide range of industries given the
wood’s light density and high strength. In balsa plantations, trees harvested at an age of
five to six years produce the highest wood (Francis 1991). However in Ecuador, in
recent years, harvesting generally occurs earlier, at three and four years when trees, due
to increased threats by pests and pathogens that devaluate wood quality (Gonzélez
Osorio et al. 2010). In 2010, approximately 794,447 m? of balsa wood was globally
traded (Ministerio del Ambiente 2011), and the 20,000 ha of planted balsa in Ecuador
have been expanded for 4,300 hectares owing to government incentives to respond to a
steady increase in market demands (MAG 2018). The balsa industry is an economic
pillar for Ecuador, which is the world’s leading producer and exporter of balsa wood
accounting for 76% of the global demand in 2016, with the main importers including
China (33% of the exports), and countries in North America (27%), South America
(14%), Europe (10%), Central America (9%) (Jativa 2017). Ecuadorian balsa
plantations were initially established in humid tropical areas at high elevations so to
benefit from higher annual precipitation, consistent cloud cover, and lower temperatures
(Midgley et al. 2010). Further expansions of plantations in other humid areas such as
coastal plain and hills have been associated with the emergence of a serious native
ambrosia beetle pest, Coptoborus ochromactonus Smith and Cognato (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae), which has consistently increased annual economic losses to

the commercial balsa production (Stilwell et al. 2014).

The vast majority of ambrosia beetle species are regarded as opportunists species
that live and breed in dying and dead plants (Wood 2007, Hulcr et al. 2015, Kirkendall

et al. 2015, Smith and Hulcr 2015). In contrast, C. ochromactonus was found attacking
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apparently healthy trees. Balsa in western Ecuadorian of displayed greater than 25%
tree mortality and ~58% infestation rates, mostly on small diameter trees (Stilwell et al.
2014). Castro (2016) reported the capture of C. ochromactonus mostly at ~8 meters and
suggested a possible preference for branches. Castro (2016) and Stilwell et al. (2014)
suggested that the ambrosia beetle vectored an associated Fusarium spp. fungi, that
leads to tree mortality or to an irreversible depreciation of commercial wood value
(namely “balsa wilt” or locally called “muerte regresiva). Beetle attack is characterized
by the presence of circular entrance holes (~2.5 mm diameter) on the bark of branches
and trunks, with a resinous substance and sawdust protruding from the entrance and a
bluish-black mycelium covering galleries (Stilwell et al. 2014, Castro 2016).
Coptoborus ochromactonus adult females initiate colonization by excavating a gallery
perpendicular to the bark of branches and trunk between the phloem and the xylem,
which can be further associated with leaf losses (defoliation hereafter) depending on
attack intensity (Castro et al. 2017). Attack may begin in the upper branches, which
makes them difficult to detect unless the tree is felled. Many species of ambrosia and
bark beetles infest specific locations of a tree’s trunk and branches, possibly in response
to the most favorable humidity levels for the growth of their symbiotic fungi (Lee et al.

2011).

As a response to increasing pest damage in forest plantations including balsa and
rubber trees originally in humid areas, have been extended 50 km towards drier areas of
Ecuador where they were expected to be less exposed to pest and disease attacks despite
possibly less favorable conditions for tree growth (Rivano et al. 2015). However, the
effects of varying climatic conditions on interactions between balsa and C.
ochromactonus have been poorly documented and little is known about both abiotic and

biotic drivers of C. ochromactonus activity within plantations. In scolytines, flight
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activity, infestation prevalence (frequency of infestation of trees) and infestation
intensity (number of infestations on individual trees) may depend on climatic conditions
and host heath (Rudinsky 1962, Lee et al. 2011, Sittichaya et al. 2012). In the case of C.
ochromactonus infestation frequency and intensity may be linked to tree age class and

tree growing conditions (Stilwell et al. 2014, Castro 2016, Castro et al. 2017).

In this paper, we contribute towards understanding the effects of climate and age
of plantation on the interaction of C. ochromactonus with balsa. We conducted a year-
long survey of C. ochromactonus populations in humid and dry climate sites, each
composed of 1-, 2- and 3-year old balsa plantations. In this context we assessed adult
flight activities, prevalence of live tree infestations and tree mortality within plantations.
We also assessed individual tree infestation intensity and its relationship with individual
defoliation level within each climatic zone. We found that climate and plantation age
variably affected the behavior of C. ochromactonus. These results provide baseline

knowledge for the management of C. ochromactonus in balsa plantations.

Materials and Methods

Study sites

The research was conducted in commercial balsa plantations (4 x 3.5 m tree spacing)
located in humid and dry sites, both with a rainy (January-May) and a dry (June-
December) season. The humid study site was located in a rainforest climatic zone in el
recinto El Vergel, Canton Valencia, Los Rios Province (00°13°50°S and 79°10°40°°W,
158 m.a.s.l.), and the dry study site was located in a tropical dry climatic zone in Canton
El Empalme, El Guayas Province (01°02°46”°S and 79°38°01”°W, 63 m.a.s.l.). These

site were approximately 50 km apart. Meteorological data (daily minimum, mean and
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maximum temperatures; daily mean relative humidity; daily accumulate precipitation)
for each site were obtained from the nearest station of the National Meteorology and
Hydrology Institute (INAMHI) in a maximum radius of 25 km. Both study sites were of
similar size (EI Vergel: 98 ha, El Empalme: 100 ha) and were composed of similarly
managed monospecific balsa plantations of 1-, 2- and 3-year old trees. All experiments
were conducted in the center area of each plantation to control for border effects (i.e.
influences of site surrounding areas) that could differ between sites. Based on these site
characteristics and apart from soil properties that could not be assessed here, we
considered that these two study sites were primarily differentiated by their climate
conditions. Therefore, we used and tested site effects as a proxy of climate effects on
the different variables, hypothesized to affect beetle behavior. Harvest of trees occurred

during their third or fourth year in these commercial plantations.

Annual flight activity of C. ochromactonus

In each study site and each class of plantation age, three insect trapping plots of 500 m?
per were provided with three ethanol-baited traps (i.e. 27 traps per study site), with a
spacing of 50 meters and at a height of 14 m above ground. Previous trapping of C.
ochromactonus supports the placement of traps above 8 m (Castro, 2016). Traps were
baited with 250 mL of a mixture of 90% ethanol and 50 mL of hand sanitizer. They
were checked every two weeks for one year (December 2016 - November 2017) and the
collected C. ochromactonus specimens were preserved in 50 ml vial with 70° ethanol
and returned to the laboratory. Annual flight activities were assessed by the temporal

variations in C. ochromactonus abundance in the trapping network.

Prevalence of C. ochromactonus infestation and tree mortality
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In each study site, nine circular experimental plots of 500 m? each were established in
each age class of balsa plantations (i.e. a total of 27 plots per study site). At the end of
the flight activity of C. ochromactonus (humid site: December 2016, dry site: April
2017), all trees of each plot were visually examined for evidence of insect infestation
and mortality, e.g. using the presence of sawdust and sap exudates near C.
ochromactonus holes on trunk or on branches as indicators of insect penetration.
Prevalence of infestation was estimated as the proportion of infested live and the dead

trees among the total number of trees in each plot.
Defoliation and individual infestation intensity by C. ochromactonus

In order to assess an association of defoliation with scolytine attack intensity, fifteen
similar-sized balsa trees showing evidence of C. ochromactonus infestations were
selected in one plot of 1-, 2- and 3-year old balsa plantations in each site (i.e. a total of
45 selected trees per site). Individual percentage of defoliation was estimated using the
tree displaying the lowest percentage of defoliation as the healthiest tree in the plot and
thus as the defoliation reference for all other trees. Each selected tree was felled
following defoliation estimation. Branches were separated from trunks and individual
infestation intensity of C. ochromactonus was then assessed as an exhaustive count of
insect penetration holes on both trunk and branches of each tree. Bark was first removed
along the trunk to facilitate counting of the beetle entrance holes, which were covered

with bluish-black mycelium.
Statistics
Climatic characterization of study sites

In order to test for significant differences in climate between the humid and the dry

study sites during the study period, maximum (Tmax), mean (Tmean) and minimum
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(Tmin) temperatures, relative humidity (RH) and precipitation (PP) data were averaged
per month and analyzed as response variables in a ANOVA with study site as an
explanatory variable and time as a random factor using the R software v. 3.1.1 (R

Development Core Team 2014).

Effects of climate and age of plantation on C. ochromactonus abundance in traps and

on prevalence of infestations and mortality in plantations

The fixed effects of study site, age plantation, and their interaction on log-transformed
total abundance of C. ochromactonus in traps during the 12 months of survey were
tested using a Generalized Linear Mixed Model (GLMM with a Poisson family) with
the R Ime package. Plots were used as a random factor in the model. Only trap data
from 2- and 3- year old plantations were analyzed in the GLMM as no insects were
captured throughout the study period in 1 —year old plantations in both humid and dry
sites. The influence of climatic variables on the monthly abundances of C.
ochromactonus in pooled traps of 2- and 3-year old plantations was tested with the non-

parametric Spearman’s correlation coefficient (o= 0.05) in each study site separately.

The fixed effects of site, age of plantation, and their interaction on prevalence of insect
infestation of live trees and of tree mortality were tested using a GLMM with a binomial

family with the R Ime package, and plots were used as a random factor in the model.

Effects of climatic and age of plantation on individual infestation intensity of trees by C.

ochromactonus

The fixed effects of site and age of plantation on log-transformed individual infestation
intensity we tested using a Generalized Linear Model (GLM with quasi-Poisson family)
in the R software. The interaction between these factors was not tested because plots

were not replicated with sites in our estimation of prevalence of infestation.
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Effects of age of plantation and individual infestation intensity by C. ochromactonus on

defoliation within humid and dry study sites

The effects of age of plantation, infestation intensity and their interaction on percentage
of individual defoliation were tested within each study site using a GLM in the R
software with quasi-Poisson family as the response variable was regarded as a count

data according to our experimental design.

Results

Climate variation between study sites

In the humid study site, the mean annual temperature was ca. 25.59°C + 0.30, with the
highest value in December 2016 and October 2017 (35°C) and the lowest value in
November 2017 (17.8°C). Annual relative humidity was ca. 88.81% =+ 0.7, with June
2017 and January 2017 the wettest (93%) and driest (84.3%) months, respectively. The
annual cumulative precipitation was ca. 2,744.2 mm, with maximum and minimum
rainfalls in March 2017 (912.6 mm) and July 2017 (1.6 mm), respectively. In the dry
study site, the mean annual temperature was ca. 25.47°C + 0.29, with the highest and
lowest values in October 2017 (35°C) and November 2017 (18.5°C) respectively.
Annual relative humidity was ca. 83.62% = 1.18, with June 2017 and December 2016
the wettest (87.36%) and the driest (74.6%) months, respectively. The annual
cumulative precipitation was ca. 1,058.8 mm, with maximum rainfalls in February
(228.7 mm), in March (221.1 mm) and April 2017 (245.1 mm) and minimum rainfall in
July 2017 (0.7 mm) (Fig. 1). Climate in the humid site was significantly different from
dry site for all measured climatic variables except for mean temperatures (Table 1). The

mean annual maximum temperature and relative humidity, and total cumulative
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precipitation were higher in the humid than in the dry study site, while the mean annual

minimum temperature was lower in site humid than dry study site (Fig. 1).

Annual flight activity of C. ochromactonus

A total of 943 individuals of C. ochromactonus were captured throughout the study
period, i.e. 261 individuals (27.67% of the total catch) in the humid study site and 682
individuals (72.32%) in the dry study site. Flight activity of adults occurred at different
seasons depending on study sites, i.e. during the dry season (April to November 2017)
in the humid site and during the rainy season (February to May 2017) in the dry site
(Fig. 2). There was apparent temporal variation in peak flight activity between 2-
(October 2017) and 3-year old (June-August 2017) plantations in the humid study site
(Fig. 2). The October peak resulted from a sharp increase in abundance at one single
collection date, there was no evidence of a phenological differentiation between insects
captured in 2- and 3- year old plantation in this study site. In the dry study site, peak
flight activities were broadly similar in both 2- and 3-year old plantations (March-April
2017, Fig. 2). Specimens of C. ochromactonus were not captured in traps of 1-year old

of plantations in both study sites.

Effects of climate and age of plantation on total C. ochromactonus abundance in traps

There were no significant effects of study site, age of plantation and their interaction on
the total abundance of C. ochromactonus in traps throughout the study period (Table 2).
Within study sites, patterns of abundance variation among months were significantly
associated with climatic variables, suggesting a climate-driven seasonality of flight
activity of C. ochromactonus in these plantations. In the humid site, monthly abundance
trap catch was significantly and positively correlated with relative humidity and mean

temperature, and significantly and negatively associated with precipitation, but not with
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maximum and minimum temperatures (Table 3). In the dry study site, monthly
abundance was significantly and positively correlated with precipitation, mean and
minimum temperature, but association was not found with both relative humidity and

maximum temperature (Table 3).

Effects of climate and age of plantation on prevalence of C. ochromactonus infestation

of live trees and of tree mortality

We surveyed a total of 735 and of 874 individual trees to estimate the prevalence of C.
ochromactonus infestations within the humid and the dry study sites, respectively.
Overall, 37.24% and 16.94% were live and infested, while 10.29% and 4.80% were
found dead due to C. ochromactonus attacks in the humid and dry study sites,
respectively. There was no significant effect of study site on prevalence of live tree
infestation but older live trees were largely more infested than younger trees in the
humid site, which resulted in a significant interaction between both site and age of
plantation factors (Table 2; Fig. 3). Neither study site nor age of plantation had a

significant influence on the prevalence of tree mortality (Table 2).

Effects of climate and age of plantation on individual infestation intensity by C.

ochromactonus

There was a significant effect of study site on individual infestation intensity (Table 2),
with a higher mean number of beetle entrance holes per tree in the dry (1,590.6 holes)
than in the humid (417.31 holes) study site (Fig. 4). Within study sites, there was a
significant effect of age of plantation on individual infestation intensity (Table 2) with

older trees being more intensively infested than 1-year old trees (Fig. 4).

Effect of age of plantation and individual infestation intensity on defoliation
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266  There was a significant effect of individual infestation intensity on the percentage of
267  defoliation in both humid and dry study sites (Table 4), where defoliation increased
268  with increasing entrance holes in the trees. The effects of age of plantation and its

269 interaction with infestation intensity on defoliation were not significant (Table 4).

270

271 Discussion

272 This study provides basic knowledge on spatio-temporal variation of the occurrence
273  and impact of an important insect pest of a wood product industry in Ecuador. One
274  central finding of this study is that both climate and age of plantation influenced both
275  flight activity and infestation patterns of C. ochromactonus in balsa commercial
276  plantations. Flight activities of C. ochromactonus adults differed between both humid
277  and dry study sites as peaks of flight activity occurred several months later in the humid
278  site than in the dry site. Adult beetles appeared active in a shorter time window (ca. 5
279  months) in the dry site and they were captured almost throughout the year (ca. 10
280  months) in the humid site. The absence of beetles in traps within 1- year old plantations
281 in both study sites suggested that this age class was not attractive to C. ochromactonus
282  females, but this was inconsistent with the infestation of trees at the end of the flight
283  activity. One explanation is that trapping occurred during the first year of plantation,
284  and perhaps the trees were not totally lignified until the end of the year and were
285  probably not attractive to C. ochromactonus. These trapping results supported previous
286  evidence of spatial variation in seasonal activity of this species (Castro 2016) and in
287  other scolytines (Saruhan and Akyol 2012). Among the measured climatic variables,
288  relative humidity and precipitation were influential on female flight activity, with trap
289  abundance positively responding to higher humidity and less precipitation during the

290  dry season in the humid site and to more precipitation during the rainy season in the dry
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site. Flechtmann et al. (2001) documented increased activity of ambrosia beetles with
increasing intensity of precipitation in a sub-tropical forest plantation in Brazil, and
such phenological adjustment of ambrosia beetles to seasonal climatic changes is likely
linked to favorable humidity levels for the growth of their symbiotic fungi (Lee et al.
2011). In humid climate areas, the yearly sustainability of favorable environmental
conditions for fungi development may be a driver of almost continuous flight activity in
the associated scolytines (Stilwell et al. 2014, Castro et al. 2019). Some scolytines are
however not substantially affected by dry seasons as associated water stresses result in
lower host defense abilities (Hulcr et al. 2008, Durand-Gillmann et al. 2014), and as this
period often associated with more broken branches and fallen trees due regular storms

during the preceding rainy season in tropical areas (Sittichaya et al. 2012).

Prevalence of C. ochromactonus infestation and associated tree mortality were
overall similar in both humid and dry study sites. This suggested that balsa plantations
face similar risks concerning this pest no matter annual climate conditions and despite a
shorter flight period of these beetles in a drier climate. Trees older than 1 year were
more frequently infested within plantations, with a strong increase in prevalence on 3-
year old trees (90% of damage trees) compared to 2-year old ones within the humid
study site, and also compared to 3-year old trees in the dry site. Preference of bark and
ambrosia beetles for older trees has been widely documented across diverse forest
ecosystems (Shore et al. 2000, Yamasaki and Sakimoto 2009, Lee et al. 2011, Zeiri et
al. 2018). One possible explanation is a fitness benefit of targeting bigger sized trees
that provide host tissues of higher nutritious content. These include higher moisture and
thicker phloem that favor brood survival and contribute to the increase of population
size (Kolb et al. 2006, Choi et al. 2008, Yamakasi and Futai 2008). Bigger and older

trees may also provide more sustainably favorable micro-climate conditions to insects
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due to larger canopy compared with younger trees. In addition, older trees are more
vulnerable to attack and be more prone to disease and beetle attack. It is similar in
Quercus crispula trees resistance to Platypus quercivorus attack decreases in older trees
(Yamasaki and Futai 2008). On balsa, C. ochromactonus may preferentially infest both
upper trunk and main branches where thin bark, wood density and larger amounts of
dead branches facilitate gallery excavation by adults and brood development (Castro et
al. 20017). Another possible explanation lies in the amount of non-managed dead wood
that accumulates within balsa plantations of increasing age until harvest. This wood
substantially increases available resources for insects at the plantation scale. Deadwood
volumes and management history are key influential factors of both behavior and local
dynamics of scolytines (Lassauce et al. 2012, Fettig and Hilszczanski 2015, Ulyshen

and Sheehan 2017).

There is a contrasting pattern of C. ochromactonus damage to balsa between the
humid and the dry study sites related to individual tree infestation intensity, despite a
common trend with infestation prevalence; older trees were more intensively infested
than younger ones in both sites. Higher individual damage by the insects in the dry site
might result from an increase in balsa vulnerability to biotic stressors following the dry
season and under substantially lower rainfall amount during the wet season. Soil water
deficit during dry seasons generates drought-stress conditions that alter tree
photosynthesis, transpiration, respiration and finally growth, which generally make trees
more vulnerable to infestation of bark and ambrosia beetles (Krams et al. 2012, Gaylord
et al. 2013, Netherer et al. 2015). Tree responses to environmental stress also include
synthesis and emission of secondary compounds (monoterpenes), ethanol (stress
indicator) or acetaldehyde (microbial infection or decay indicator) that act as chemical

cues triggering and directing insects’ flight and landing on their host (Raffa et al. 2015).
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Dos Santos et al. (2015) documented that water deficit for balsa trees results in
important changes in physiological and metabolic processes that affect transpiration,
starch concentration and total soluble carbohydrates, and we posit that these changes
may be associated with the emission of other chemical elicitors of C. ochromactonus
attacks and lower tree resistance. Overall, our records emphasized the potential for
extremely high levels of individual tree infestation by C. ochromactonus preceding
harvest no matter the climatic environment of the plantations (ca. 1,000 — 6,000 insect
galleries per 3-year old tree depending on sites). Although we suggested that C.
ochromactonus attacks occurred preferentially on older trees, we could not quantify the
yearly increase in attacks on each individual as exhaustive counting of insect entrance
holes required a destructive approach. Although further work is needed to clarify how
fast trees may die from initial attacks, field monitoring indicated that repeated and
massive attack intensities can lead to total defoliation and tree death in a month
(Martinez, personal observation). It is thus likely that higher individual infestation
intensity on 3-year old live trees resulted from an accumulation of yearly infestations

over the period in the favor of continuous tree growth until harvest.

A significant association of individual infestation intensity with individual
defoliation level within both the humid and dry study sites demonstrated the impact of
C. ochromactonus on tree heath. An increase in C. ochromactonus successful attacks
(i.e. a perforation hole with a bluish-black mycelium) on both trunk and branches led to
an increase in defoliation percentage, independent of tree age. Stilwell et al. (2014)
suggested that balsa foliage of the upper branches begin to wilt until branches die as the
number of successful C. ochromactonus infestations increases. Crown dieback and
subsequent tree mortality have been reported on Mongolian oaks following increasing

individual infestations by the ambrosia beetle Platypus koryoensis in Korea (Lee et al.
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2011). In Japan, the density of P. quercivorus galleries that succeeded in producing
offspring was positively correlated to both the degree of discoloration of oak sapwood
by its ambrosial fungus Raffaelea quercivora and oak mortality rates (Kinuura and
Kobayashi 2006). In the balsa plantations of this study, we detected massive individual
infestations by C. ochromactonus associated with fungus-derived lesions in the wood,
which suggest important risk of mortality and wood-quality depreciation resulting
directly from disturbance of water translocation in the sapwood by the ambrosial fungus
(Kinuura and Kobayashi 2006, Stilwell et al. 2014, Castro 2019), or indirectly from
lower photosynthesis activity following defoliation (Galiano et al. 2011). We were not
able to establish a threshold of C. ochromactonus infestation for tree death because
infestation count on dead trees was likely biased by ongoing attacks after recent death

and as trees were harvested during their fourth year.

To conclude, although this study was carried out in only two, but large,
commercial balsa plantations, it overall suggested that C. ochromactonus remains a
serious pest for balsa production in Ecuador no matter the climatic areas. Prevalence
and intensity of beetle infestations were not limited by transplantation of balsa in drier
areas, where environmental conditions may be more for their host’s growth and defense
capacities compared to more humid areas. This is similar to Ips typographus-spruce
interactions in European forests where changes in climate may affect insect
performance through repeated drought events that trigger tree vulnerability to insect
attacks (Wermelinger 2004). Timber loss to /. typographus was also greater on the
warmer side of spruce’s natural climatic range (Marini et al. 2012), emphasizing that
forests planted in warmer sites than historical species distribution likely face increasing
insect-related risks, especially in the context of climate change. Further work is required

on multiannual infestations dynamics of C. ochromactonus within a larger sample of
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commercial balsa plantation of Ecuador, in particular to assess the distribution and the
magnitude of damage of this pest throughout the country. Given the short turnover of
balsa production (within four years), we suggested that the implementation of
prophylactic measures such as systematic removal of all types of dead wood in all
plantation age classes may be a critical first step in bringing local populations of C.
ochromactonus to lower levels and possibility mitigating their damages to plantations.
Specific research on the identification and the pathogenicity of the fungal symbionts
associated with C. ochromactonus may shed new light on factors of tree mortality and
on the resulting ecological and economic impacts of this pest in commercial balsa
plantations. Finally, although C. ochromactonus is typically Neotropical and described
to date only in Ecuadorian balsa plantations, we point out the need for early detection
and monitoring programs in neighboring countries or those benefitting from Ecuadorian
balsa wood imported commodities to anticipate cost-effective management strategies

against this pest.
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Figure legends

Fig. 1. Monthly climatic variables for humid (A) and dry (B) commercial balsa

plantations of Ecuador, from December 2016 to November 2017.

Fig. 2. Seasonal abundance of C. ochromactonus trapped in 1-, 2-, and 3-year old humid
(A) and dry (B) commercial balsa plantations in Ecuador, from December 2016 to

November 2017.

Fig. 3. Prevalence of C. ochromactonus infestation on live trees (A) and of tree
mortality (B) in 1-, 2-, and 3-year old humid and dry balsa plantations of Ecuador. Bars
represent mean proportions (£ SE) of attacked trees in the plantations. The presence of
different letters indicate statistical significance using post-hoc comparison on the age
factor in a GLMM testing the effects of site, age of plantation ant their interactions on

prevalence (P<0.05).

Fig. 4. Individual infestation intensity by C. ochromactonus (mean + SE) in 1-, 2-, and
3-year old humid and dry balsa plantations of Ecuador. Bars represent mean number of
successful attacks (= SE) per tree. Different letters indicate statistical significance using
post-hot comparisons on the age factor in a GLM testing the effects of site and age of

plantation on infestation intensity (P<0.05).
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577  Table 1. Monthly climate variables in humid and dry balsa plantations of Ecuador.
Humid site Dry site
(mean £SE) (mean +SE) F df. P
Relative humidity (%) 88.81+0.7 83.62+1.18 23926 11 0.0005
Maximum temperature (°C) 32.82 +0.47 2923+£0.81 17.774 11 0.0014
Mean temperature (°C) 25.59+0.3 2547+029 0563 11  0.469
Minimum temperature (°C) 20.03 +3.08 22.75+0.65 43.771 11 <.0001
Precipitation (mm) 228.68 £87.01 88.23+29.54 5081 11 0.0456
578
579
580 Table 2. GLMM-based analysis of variance evaluating the effects of site, age and their
581 interactions on total abundance, infestation intensity and on prevalence of live tree
582  infestation and mortality caused by C. ochromactonus in balsa plantations of Ecuador.
Prevalence
Total abundance Infestation intensity  Live tree infestation Tree mortality
df. ¢ P df. Vad df. ¢ P df. ¥*» P
Site 1 8257 005 1 3242 0.0213* 1 0.038 0.845 1 0.278 0.597
Age 1 0497 0480 1 23.66 <0.0001* 1 14.79  0.0001* 1 1.714 0.19
Site: Age 1 0393 0.530 - - - 1 4.647 0.031* 1 1973 0.16
583  * Statistical significance at the 5% threshold.
584
585 Table 3. Spearman’ correlation coefficients between monthly measures of climate
586  variables and abundance of C. ochromactonus in humid ad dry balsa plantations of
587  Ecuador.
Humid plantation ~ Dry plantation
I P I P
Relative humidity (%) 0.86  0.0003 0.28 0.3805
Maximum temperature (°C) -0.45  0.1403 -0.55 0.0633
Mean temperature (°C) 0.68  0.0151 0.83 0.0007
Minimum temperature (°C) -0.36  0.245 0.79 0.0024
Precipitation (mm) -0.63  0.029 0.76 0.0042
588
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Table 4. Analysis of variance evaluating the effect of age, individual infestation
intensity their interactions on percentage of defoliation (using a GLM with quasi-

Poisson family) in humid and dry balsa plantations of Ecuador.

Humid plantation Dry plantation

df. o B d.f. 1 P
Age 2 5.1500 0.0761 2 47172 0.09455
Infestation intensity 1 55286 0.0187* 1 16.966  0.00003*

Age: Infestation intensity 2 3.2645 0.1954 2 4.9667 0.0834
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Diversité des scolytes (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) et de leurs champignons associés dans
I’écosysteme forestier d’Equateur

Résumé

Les insectes coléopteres Scolytinae, ou scolytes, sont des agents biotiques majeurs de perturbation des
écosystémes forestiers a travers le monde. Ils peuvent étre avoir des impacts écologiques et économiques
séveres en milieu naturel et dans les plantations forestieres. La dynamique et |’écologie des scolytes des
foréts tempérées, boréales et méditerranéennes ont été abondamment documentées, définissant un cadre
conceptuel approprié pour I’étude de ces insectes dans d’autres écosystemes forestiers ol les connaissances
restent parcellaires. C'est le cas des foréts néo-tropicales équatoriales, au sein desquelles les communautés
de scolytes restent a ce jour relativement méconnues, malgré leur implication croissante dans les dégats et
mortalités observés dans le cadre du changement global et du remplacement des foréts naturelles en
plantations forestiéres. Dans cette these, je me suis intéressée aux facteurs climatiques et écologiques qui
régissent la diversité et I'impact des scolytes dans des foréts naturelles et dans des plantations de balsa
(Ochroma pyramidale) en Equateur, ainsi qu’aux associations scolytes-champignons mises en place chez
certaines espéces dans ce milieu. Ce travail a permis d’enrichir les connaissances actuelles sur la diversité des
scolytes en Equateur. J’ai pu montrer notamment que les différents types d’habitats forestiers (foréts
naturelles et plantations de balsa) influencent davantage la composition en espéces que la richesse spécifique
cumulée. Il existe par ailleurs des espéces indicatrices de ces habitats, dont I'une d’entre elles est un ravageur
majeur du balsa dans les plantations (Coptoborus ochromactonus), et trois autres sont des espéces exotiques.
L'étude spécifique de la biologie et de la dynamique des populations de C. ochromactonus dans les plantations
de balsa a montré que des facteurs climatiques et d’age des arbres influencent significativement les dégats
occasionnés par ce scolyte. Enfin, j’ai pu mettre en évidence |'association des champignons ambrosia
Raffaelea sp. nr. arxii et Fusarium ambrosium avec des scolytes Xyleborus, I'un des genres les plus diversifiés
et abondants en forét naturelle et en plantation de balsa. Ma thése donne de nouvelles perspectives en
termes de biodiversité et de gestion des risques sanitaires liés aux scolytes dans les écosystemes forestiers
d’Equateur.

Mots-clés: scolytes, richesse, abondance, composition des espéces, forét primaire, balsa, dégats, phénologie,
interaction plante-insecte, champignon ambrosia, Xyleborus

Diversity of ambrosia beetles (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) and their fungal associated in the
forest ecosystem in Ecuador

Abstract

Scolytinae insects, or bark beetles, are major biotic agents of forest ecosystem disturbance throughout the
world. They can have severe ecological and economic impacts in both natural forests and commercial
plantations. The dynamics and ecology of bark beetles in temperate, boreal and Mediterranean forests have
been extensively documented, defining an appropriate conceptual framework for the study of these insects
in other forest ecosystems where knowledge remains fragmented. This is the case of the equatorial neo-
tropical forests, in which bark beetle communities remain to date relatively unknown, despite their increasing
involvement in the damage and mortality observed in the context of global change and the replacement of
natural forests by plantations. In this thesis, | focused on the climatic and the ecological factors driving the
diversity and impact of bark beetles in natural forests and in balsa (Ochroma pyramidale) plantations in
Ecuador, as well as in scolytines-fungi associations that can take place in a number of scolytine species. This
work has enriched current knowledge on the diversity of bark beetles in Ecuador. In particular, | have shown
that different types of forest habitats (natural forests and balsa plantations) have a greater influence on
species composition than on cumulative species richness. | also identified indicator species of these habitats,
one of which is a major pest of balsa in plantations (Coptoborus ochromactonus), and three others are exotic
species. The specific study of the biology and population dynamics of C. ochromactonus in balsa plantations
has shown that climatic and tree age factors significantly influence the damages caused by this bark beetle.
Finally, | was able to highlight the association of ambrosia fungi Raffaelea sp. nr. arxii and Fusarium
ambrosium with Xyleborus bark beetles, one of the most diverse and abundant genera in natural forest and
balsa plantation. My thesis provides stimulating new perspectives in terms of biodiversity and management
of health risks related to bark beetles in forest ecosystems of Ecuador.

Key words: scolytine, richness, abundance, species composition, primary forest, damage, phenology, insect-
plant interaction, ambrosia fungi, Xyleborus
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