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RESUMO

RODRIGUES, AliceSutani].Sc. Universidade Federal de Vigosa,junho de
2015CONSISTENCIA ONTOGENICA DE TRACOS COMPORTAMENTAIS

DE ERIOPIS CONNEXA EM POPULAQC)ES SUSCETIVEL E RESISTENTE A
PIRETROIDES. Orientador: Raul Narciso Carvalho Gue@esrientadores: Lessando
Moreira Gontijo e Jorge Braz Torres.

A metamorfose completa e sua potencial relevancia na variacdo individual em
caracteristicas comportamentais de populagdes de uma espécie predadora levaram ao
presente estudo. Um conjunto de nove tragcos comportamentais abrangendo as cinco
dimensdes da personalidade (atividade, agressividade, ousadia / timidez, exploragéo /
evasao e sociabilidade) foram avaliadas em larvas e adultos de duas populagbes da
joaninhaEriopis connexa (Germar) (Coleoptera: Coccinelidea), uma populacdo sendo
resistente a piretroides e a outra suscetivel a estes inseticidas. O objetivo foi reconhecer
0s tipos comportamentais médios dos individuos e sua variacdo dentro de cada
populacao, sua consisténcia ontogénica de larva a adulto, e sua provavel consequéncia
reprodutiva. O tipo de comportamento médio foi significativamente diferente entre as
duas populagbes (P < 0,05), com a populacao resistente a piretréides consistentemente
exibindo menor agressividade (como larvas) e exploracdo, mas maior atividade,
sociabilidade e as vezes ousadia do que a populacao suscetivel. Variacdo dos tracos
comportamentais foi maior entre os individuos da populacdo resistente a piretroides,
particularmente durante a fase larval. Tal variacdo diminuiu com a metamorfose, mas
houve correlacédo global significativa (P < 0,05) no conjunto de tracos comportamentais
entre larvas e adultos. Agressividade reduzida foi a principal contribuinte para a
producédo de descendéncia favorecendo uma maior taxa de crescimento populacional
entre os predadores resistentes a piretroides, que também foi favorecido por niveis
intermediarios de ousadia contra individuos heteroespecificos. Além de esclarecer sobre
a consisténcia ontogénica de tragcos comportamentais e seu impacto reprodutivo, n0sSsos
resultados sugerem que a agressividade reduzida favorece o aumento da populacdo do
predador, porém esta caracteristica pode comprometer seu desempenho como agente

eficaz de controle biolégico.
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ABSTRACT

RODRIGUES, AliceSutana, M. Sc. Universidade Federal de Vigosag, Jun
20150NTOGENIC CONSISTENCY OF BEHAVIOURAL TRAITS IN
PYRETHROID-RESISTANT AND SUSCEPTIBLE POPULATIONS OF THE
LADY BEETLE ERIOPSIS CONNEXA.Advisor: Raul NarcisoCarvalhoGued&3o-
advisors: Lessando Moreira Gontijo and Jorge Braz Torres.

Complete metamorphosis and its potential relevance for the individual variation in sets
of behavioural traits of populations of a predatory species led to the present study. A set
of nine behavioural traits encompassing five personality dimensions (i.e., activity,
aggressiveness, boldness/shyness, exploitation/avoidance, and sociality) were assessed
in larvae and adults of two populations of the lady be&tiepsis connexa (Germar)
(Coleoptera: Coccinelidae), one susceptible and one resistant to pyrethroid insecticides.
The aim was to recognize the average behavioural type of individuals and their variation
within each population, their ontogenic consistency from larva to adult, and their likely
(reproductive) fithess consequence. The average behavioural type was significantly
different between both populations (P < 0.05) with the pyrethroid-resistant population
consistently exhibiting lower aggressiveness (as larvae) and exploration, but higher
activity, larva sociality and sometimes boldness than the susceptible population.
Behavioural trait variation was higher among individuals of the pyrethroid-resistant
population, particularly during the larval stage. Such variation decreased with
metamorphosis, but there was significant overall correlation (P < 0.05) in the set of
behavioural traits between larva and adults. Reduced aggressiveness was the main
contributor for the reproductive output favouring a higher rate of population growth
among the pyrethroid-resistant predators, which were also favoured by intermediate
levels of boldness against heterospecific individuals. Besides of shedding light on the
ontogenic consistency of behavioural traits and their fitness impact, our results suggest
that reduced aggressiveness favours the population increase of the predator, but this trait

may compromise their performance as effective biocontrol agents.
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1 INTRODUCAO

O comportamento animal, como uma resposta resultante da interacdo entre a
fisiologia de um organismo e seu ambiente circundante € de suma importancia para a
sobrevivéncia e a aptiddo de um individuo. Embora expresso como um conjunto de
respostas, comportamento animal € normalmente estudado como caracteristicas
isoladas desencadeando consequéncias diversas ao individuo (Weiss e Adams 2013).
Tal fato deixa de reconhecerca-ocorréncia de potencial correlacdoentre conjuntos

das caracteristicas comportamentais em um individuo e suas consequéncias.

A caracterizacdo de um conjunto de tendéncias comportamentais existente
nos animais, inferidas a partir de mdltiplas medidas empiricas (isto €, tracos),
também referidas como personalidade ou individualidade (sensu Uher 2011),
permitiu uma rapida expansdao no numero de estudos que exploram personalidade
animal nos udltimos 20 anos (Gosling 2001; Dingemanse e Reéale 2005; Webster e
Ward 2011; lobo e Weissing de 2012). Um fendémeno relacionado com a
personalidade que tem despertado o interesse por parte dos pesquisadores,
frequentemente sendo utilizado como sinbnimo de personalidade é a sindrome
comportamental. Estase refere a diferencas de comportamento entre os individuos
gue séo consistentes ao longo do tempo e/ou contextos (Sih et al 2004 ab de 2012.;
Sih e Bell 2008).

Os insetos, ndo foram alvos de muita atencdo por enquanto, tanto para
estudos sobre personalidade, quanto para estudos relacionados a sindromes
comportamentais, apesar de haver demanda crescente para tais estudos (Pinter-
Wollman 2012; KraljFiser ¢ Schuett 2014; Jandtet al. 2014; Modlmeier et al. 2015).

Apesar da oportunidade, poucosestudos versando sobre personalidade em insetos tém
aparecido nosultimos anos (p. ex. , Morales et al. 2013; Alcalay et al. 2014; Pruitt e
Keiser 2014; Bengston e Dornhaus 2015; Schuett et al. 2015). A falta de estudos
relacionados a personalidade de invertebrados, particularmente insetos, deve se uma
série de motivos ndo exclusivas. O primeiro, € que insetos sdo pouco atrativos ao
grande publico, refletindo até na utilizacdo modesta de insetos em zoomorfia , arte
gue imagina os seres humanos como animais ndo humanos (Keller, 1993; Sommer e
Sommer 2011). O segundo motivo € a tradicional crenca de que os insetos sdo mini

robds estereotipicamente respondendo a estimulos através de pouca resposta (ou
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nenhuma) ,variacdo individual no comportamento (Brembs 2013; Kkalj-e
Schuett 2014).

Os insetos sociais tem sido foco de atencéo, quandotracos de personalidade
séo avaliados. Provavelmente isso aconteceu devido as analogias possiveis de serem
feitas com outros animais sociais, especialmente primatas (Wray e Seeley 2011,
Pinter-Wollman 2012; KralFiser e Schuett 2014). Moscas das furtas (Drosophila) e
grilos também tém sido alvos primarios de atencdo nos estudos relacionados com a
personalidade, contudo espécies de insetos-praga e seus inimigos naturais tém sido
negligenciados em estudos sobre personalidade, apesar da importancia deles na
agricultura, diversidade e adequabilidade como modelos experimentais para tais
estudos (Mather e Logue 2013; Krdljser ¢ Schuett 2014). Entre os insctos pragas
de importancia agricola h& estudos anteriores relacionando personalidade no pulgéo-
da-ervilhaAcyrthosiphon pisum e em pragas de grdo armazenados como o besouro
da farinharribolium confusum e o caruncho do milh&tophilus zeamais. (Schuett et
al 2011, 2015;. Nakayama et al 2012;. Morales et al 2013). Até o presente momento,
inimigos naturais nao foram alvo destes estudos, apesar de terem sua relagao
recentemente reconhecida neste contexto (Ki&lp e Schuett 2014; Eisele e
Meyhofer 2015).

A metamorfose completa de insetos holometabolos é um dos tracos peculiares
entre esses insetos que favorecem seu estudo como organismos-modelts@<ralj-
e Schuett 2014). Desenvolvimento da personalidade é provavelmente determinado
por genes, ambiente, e a interacdo entre eles potencialmente comprometendo a
consisténcia de uma dada caracteristica (e, portanto, correlacdo), ao longo da
ontogénia se mudancas morfolégicas drasticas ocorrem entre larvas e adultos, o que
pode ser refletido na populacdo da espécie e da comunidade associada (Eisele e
Meyhofer 2015; Modimeier et al. 2015). Nesse trabalho, nds tentamos reparar uma
lacuna existente no conhecimento explorando a consisténcia ontogénica de tracos
comportamentais em duas populac@&sopsis connexa (Germar) (Coleoptera:

Coccinelidae).

Um conjunto com nove tracos comportamentais abrangendo as cinco
dimensdes ou eixos de personalidade (ou seja, atividade, agressividade, ousadia /
timidez, explorar / evitar e sociabilidade) foi avaliado em larvas e adultos das duas

populacdes de joaninhas, uma suscetivel e outra (fisiologicamente) resistentes a



piretréides. Nosso objetivo foi reconhecer o tipo de comportamento médio dos
individuos (ou seja, os fenotipos dos individuos ao longo de cinco dimensdes/eixos
de personalidade) de cada populagéo, a sua variabilidade dentro de cada populagéo, a
sua consisténcia ontogénica de larva a adulto, e sua provavel consequéncia

reprodutiva.

Nossa expectativa era a de ocorréncia de diferencas entre populacdes e uma
maior variacao na populagéo suscetivel, uma vez que ela ndo foi submetida a presséo
de selecdo intensiva pelo inseticida, como ocorreu periodicamente na populacao
resistente (Rodrigues et al 2013a;. Spindola et al 2013). O ciclo de vida complexo
dos insetos holometabolos sugere menor consisténcia ontogénicaF{¥talg-

Schuett 2014; Modimeier et al 2015). No entanto, apesar das alteracdes morfologicas
ocorridas com a metamorfose nessa espécie de joaninha, ndo h4 mudanca drastica
nas condi¢cdes ambientais exploradas por larvas e adultos da espécie. Esta condicao
favorece a deteccao da correlacdo entre as caracteristicas comportamentais (ou seja,
sindrome comportamental) entre estagios de desenvolvimento com consequéncias

potenciais para a capacidade reprodutiva destes insetos.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Populagdes d&riopis connexa

No presente trabalho foramusadas duas popula¢c@&soges connexa.
Essas foram derivadas de populacdes anteriormente mantidas na Universidade

Federal Rural de Pernambuco em Recife-BR.

A populacdo resistente a piretréides foi originalmente estabelecida a
partir de insetos coletados no campo, em plantios de brassicas no municipio de
Vicosa-MG em 2008, e atualmente estd na 45° geracdo (Rodrigues et al. 2013a,
Torres et al. 2015). A resisténcia dessa populagéo é caracterizada como autossémica
e incompletamente dominante, sendo determinada por um gene principal que
provavelmente influéncia outros genes, atuando diretamente sobre o metabolismo
destoxicativos do inseto (Rodrigues et al., 2013a, 2014). A resisténcia nos individuos
foi verificada periodicamente, através da aplicacao do lambda cialotrina (Spindola et
al 2013;.Rodrigues et al 2014.,Torres et al 2015).

A populagdo suscetivel foi estabelecida a partir de insetos coletados em
campos de algoddo, no municipio de Frei Miguelinho- PE em 2009, sendo mantidas
3



em condi¢cdes de laboratdrio e atualmente estando na 43° geracdo (Rodrigues et al.
2013a, Torres et al. 2015). Ambas as populagbes foram mantidas separadas em
condicdes de laboratério (temperatura 27 +2 °C), umidade relativa (70 + 10 %), e
foto periodo (12:12). As larvas foram individualizadas em vidros, e alimentadas com

ovos deAnagasta kuehniella (Insecta®, Larvas, MG), até virarem adultos.

Posteriormente estabelecemos a criacdo de adultos, em potes de plastico com
capacidade de 1 L, cobertos com organza, em cada pote foi colocando oito
individuos, e fornecido como alimento, ovos Alekuehniella (ad libitum) a cada
dois dias, para complementar a dieta foi ofertado folhas de couve, contendo o
pulgdodacouve Brevicoryne brassicae Glover (Hemiptera:
Sternorrhyncha:Aphididae)), em conjunto com agua e agua adocicada, segundo
métodos de Rodrigues et al. (2013a) e Torres et al.(. 2015)). Os insetos utilizados nos
experimento foram retirados dessas populacdes, individualizados em vidros até a fase

adulta e posteriormente foram colocados para acasalar.
2.2 Populacfes délarmonia axyridis

A populacdo ddHarmonia axyridis foi estabelecida de insetos coletados em
plantios de brassicas, no municipio de Vigcosa-MG, em 2014. Os adultos coletados
foram levados para o laboratério, colocados em potes de plastico com capacidade de
1L, e cobertos com organza. Quatro individuos foram colocados em cada pode, onde
foram fornecidos ovos dé\. kuehniella (ad libitum) a cada dois dias para
complementar a dieta com pulgdo da couBeecoryne brassicae Glover
(Hemiptera: Sternorrhyncha: Aphididae)), em conjunto com agua e agua adocicada.
As posturas eram coletadas a cada dois dias e apés, a eclosdo dos ovos, as larvas
foram individualizadas em vidros, alimentadas com ovog\ugasta kuehniella
(Insecta®, Larvas, MG), a cada dois dias, até virarem adultas. Todos os insetos
foram mantidos na sala de criacdo, sob as condi¢cdes controladas de temperatura (27
+2 °C), umidade relativa (70 £ 10 %), e foto periodo (12: 12). Os insetos utilizados
foram retirados dessa populacédo para realizar os testes comportamentais de interacao

heteroespecifica.
2.3 Bioensaios comportamentais

Os bioensaios comportamentais foram realizados em laboratério, sob

condi¢cOes de temperatura e luminosidade controlada,adel® horas. Os ensaios
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consistiam basicamente em observar e avaliar individuogrompis connexa
(populacgéo resistente e suscetivel), em diferentes fases do ciclo de vida (fase larval e
adulto), realizando o mesmo teste duas vezes, para cada fase do desenvolvimento.
Entre 29 e 42 insetos de cada sexo e populacdo foram utilizados. As larvas foram
testadas 7 dias apos (i.e., no seu 3° instar), enquanto os adultos foram testados dois
dias ap0s a emergéncia. Somente os individuos que chegaram a se reproduzirem

tiveram seus dados considerados.

Realizamos sete bioensaios comportamentais, onde o objetivo era avaliar o
comportamento individual ou desempenho/capacidade que o individuo teria para
executar uma dada tarefa. Exploramos dessa forma as cinco dimensdes de
personalidade (chamados também de eixos, dominios e categorias da tendéncia
comportamental) adaptados de Realé et al. (2007), refletindo o modelo de cinco
Factores (FFM) utilizado para caracterizar personalidade humana (Digman, 1990),
como descrito por Costa e McCrae (1992). As dimensfes testadas foram: atividade,

agressividade, ousadia/timidez, exploracéo/refratariedade e sociabilidade.

A atividade dos insetos foi avaliada através de bioensaios de caminhamento e
bioensaios de endireitamento do corpo (i.e., desvirar). A agressividade por sua vez
foi avaliada por meio da laténcia para atacar a presa (i.e., tempo para localizar e
comecar a comer). Ousadia/timidez foi avaliada através da disposi¢cdo inseto para
interagir com heteroespecifico, enquanto sociabilidade foi avaliada como a
disposicao para interagir com membros da mesma espécie. Exploracédo/refratariedade
foi avaliada através da exploracdo de diferentes arenas de folha (couve e algodéo)
pelos insetos (i.e., tempo de busca). No Anexo temos um resumo dos ensaios
realizados, essa classificacdo esta baseada na classificacdo proposta por Réale et al.
(2007).

2.3.1 Caminhamento

Foi o primeiro bioensaios a ser realizado, onde tinhamos os parametros da
atividade de caminhamento avaliados. As arenas foram confeccionadas em placas de
Petri com 9 centimetros de didmetro e 2 cm de altura;o fundo das placas de Petri
(arena) eram recobertos com discos de papel-filtro e suas paredes internas foram
revestidas com Teflon PTFE (Dupont, Wilmington, DEEUA) para impedir que 0s

insetos escapassem (Morales et al.2013).



Os individuos eram colocados no meio das arenas e seus movimentos foram
gravados digitalmente por 10 minutos em um computador que estava conectado a um
sistema de rastreamento automatizado, equipado com uma camera de video
(ViewPoint Life Sciences Inc., MontrealCanada) (Guedes et al 2009; Cordeiro et
al. 2010; Pimentel et al 2012). As caracteristicas avaliadas foram distancia percorrida

(cm), tempo parado(s), velocidade (cm/s).
2.3.2 Desvirar

O inseto foi dorsalmente colocado numa arena e estimulado com a ponta de
um pincel a se desvirar. Foi registando o tempo para recuperar a sua postura ventral
normal. O procedimento foi repetido trés vezes para cada individuo e o valor médio
foi considerado, adaptando-se metodologia utilizada para carunchos (Miyatake etal
2008;. Morales et ai 2013.).

2.3.3 Interacao coo especifica

Esse bioensaio consistia em avaliar a interacdo entre individuos da mesma
espécie, na mesma fase de desenvolvimento, ou seja, larva com larva e adulto com
adulto. As arenas foram confeccionadas em placas de Petri com 9 centimetros de
diametro e 2 cm de altura. O fundo das placas de Petri (arena) eram recobertos com
discos de papel-filtro e suas paredes internas foram revestidas com Teflon PTFE
(Dupont, Wilmington, DE, EUA) para impedir que os insetos escapassem (Morales
et al.2013).

Dois individuos eram usados por arena e colocados em extremidades opostas.
A interacdo entre eles foi digitalmente gravada em um computador que estava
conectado a um sistema de rastreamento automatizado, equipado por uma camera de
video (ViewPoint Life Sciences Inc., Montreal Canada) (Guedes et al 2009;.
Cordeiro et al . 2010; Pimentel et al 2012). As caracteristicas avaliadas foram o
namero de contatos entre os dois individuos e o somatério da duracdo de todos os

contatos.
2.3.4 Interacdo heteroespecifica

Nesses bioensaios avaliamos a interacdo entre individuos de espécies
diferentes, onde tinhamos aqui a nossa espécie em e&rudpis connexa,

juntamente com outra espécie de joaninh@rmonia axyridis .E importante



mencionar que ambas estavam na mesma fase de desenvolvimento, ou seja, larva
com larva e adulto com adulto. Os bioensaios fizeram uso da mesma arena e

procedimentos descritos acima para interagdes coo especificas.
2.3.5 Atividade exploratoria em folha de algodéo e couve

Arenas foram confeccionadas em placas de Petri com 9 centimetros de
diametro. O fundo das placas de Petri (arena) foi recoberto com discos de papel-filtro
e suas paredes internas foram revestidas com Teflon PTFE (Dupont, Wilmington,
DE,EUA). ApOs o preparo da arena nds colocavamos nelas circulos da folha de
algodao/couve com diametro de 4,5 cm. As folhas de algoddo e couve foram
coletadas no Vale da Agronomia, localizado na Universidade Federal de Vicosa,
antes da realizacdo de cada experimento. O inseto era posicionado no meio da folha,
sendo cronometrado o tempo em segundos que ele caminhava sobre a folha. Este
procedimento foi realizado trés vezes seguidas, sendo 10 minutos o tempo maximo
de avaliacdo em cada repeticdo. Nas analises estatisticas usamos o tempo médio

obtido destas trés repeticdes (em segundos).
2.3.6 Ensaio de agressividade

O espécime decriopis connexa (predador) foi posicionado em um dos
extremos da arena e a sua presa, o pudgamuve Brevicoryne brassicae), foi
colocado no meio da arena. Para facilitar a localizagédo do pulgdo, montamos arenas
em placas de petri de 9 cm, como descrito anteriormente. O tempo maximo de
observacao foi 10 minutos. O ensaio finalizava quando a joaninha comecava a
comer sua presa (pulgao). Para verificar se realmente a presa estava sendo devoradas,
utiizamos uma lupa de bolso. Os dados usados nas andlises estatisticas foram

relativos ao tempo (segundos) que a joaninha demorou a comecar a comer o pulgao.
2.4 Ensaio reprodutivo

ApOs realizar todos os testes comportamentais, os individuos adultos de
Eriopis connexa de ambas as populacdes foram sexuados e colocados aleatoriamente
para acasalar (com parceiro da mesma populacdo). Os casais em colocados em pote
plastico de 150 ml coberto por organza, contendo ovoA. deehniella, algodao
umedecido com agua e mel, e papel toalha cortado fornecido como substrato para

postura de ovos das fémeas.



Os machos foram removidos de cada recipiente apés sete dias deixando
somente as fémeas. Estas foram sujeitas a avaliacbes diarias de longevidade e
fecundidade. Os ovos foram periodicamente removidos e a eclosédo dos ovos foi

registrada apds uma semana.

Os dados obtidos com as fémeas de cada populacdo foram usados para
construir a matriz de Leslie, onde avaliamos o crescimento populacional (Caswell
2001; Celestino et al 2014;. Vilca Mallqui et al 2014). As projecdes das matrizes
populacionais foram obtidos com o programa PopTools 3.2.5 (Hood 2010),
permitindo a estimativa da cada taxa de crescimento populacional (r), taxa liquida
reprodutiva (R0), e o tempo de geracédo (G). A densidade populacional foi projetada

em 10 geracgoes.
2.5 Andlises estatisticas

Primeiramente verificamos as pressuposicoes de normalidade e
homocedasticidade para os resultados comportamentais (PROC UNIVARIATE;
Instituto SAS 2009) e a transformacao em logl0 (x + 1) foi necesséria para todas as
caracteristicas avaliadas, exceto a laténcia para atacar presa (agressividade). A
analise multivariada de variancia (MANOVA) foi feita e complementada por
andlises de variancia (ANOVA) realizadas para todas as caracteristicas

comportamentais avaliadas. Sexo e a populacdo como variaveis independentes.

A variagcdo comportamental individual foi avaliada de forma independente em
cada estagio de desenvolvimento, considerando sexo e populacdo como variaveis
independentes. Os dados foram submetidos a analise de R-fator usando o
procedimento FACTOR do programa SAS com rotacdo ortogonal (Varimax) para
reduzir o potencial viés em favor do primeiro fator gerado (Instituto SAS 2009).
Estas andlises foram executadas seguindo as diretrizes de Budaev (2010). A
adequacado da amostra foi estimada utilizando a medida de Kaiser, que deve ser
superior a 0,50 se a matriz de correlacdo gerada for adequada. As andlises de fator
foram preferidas por terem o objetivo de explicar a variagdo nas caracteristicas
medidas construindo variaveis latentes (ou seja, fatores), permitindo comparacoes e
generalizagbes em todos os bioensaios em vez de se concentrar apenas na ordenacac
(ou seja, a reducao da dimenséao de dados) (SAS Institute 2009, Uher 2010).



A correlacdo geral entre as caracteristicas comportamentais de larva e adulto
foi testada por meio de andlise de correlagdo candnica (PROC CANCORR; Instituto
SAS 2009). Esta andlise permite possivel interacdo entre as caracteristicas.
Correlacdes simples for avaliadas subsequentemente para cada caracteristica avaliada
(PROC CORR; Instituto SAS 2009).

As caracteristicas comportamentais dos adultos e seus valores quadrados e
interacbes de 12 ordem foram posteriormente utilizadas como variaveis
independentes em analises de regressdo multipla para modelar a taxa de reproducao
dos predadores (como progénie fémea produzida diariamente por progenitor
feminino). O procedimento REG do SAS foi utilizado para a construcdo de modelos
usando tanto o procedimento 'passo a passo' (i.e., “stepwise”), com o procedimento

'de-tras-pardrente' (“backward”) (SAS Institute 2009).
3. RESULTADOS
3.1 Tipos comportamentais medios

A andlise de variancia multivariada (MANOVA) realizada para as
caracteristicas comportamentais, nas duas fases de desenvolvimento (larva e adulto),
indicaram efeitos significativos da populacéo tanto para as larvas (lambda Wilks '=
0,3062, Fappr. = 25,95, dfnum / den = 11/126, P <0,0001), quanto para os adultos
(Wilks' lambda = 0,6036, Fappr. = 6,63, dfnum / den = 11/111, P <0,0001). O efeito
de sexo e interacdo populagdo-sexo ndo foi significativo para nenhuma fase de

desenvolvimento.

Andlises variancia uni variada (ANOVA) subsequentes foram realizadas para
todas as caracteristicas comportamental, em cada estagio de desenvolvimento,
indicando diferencas significativas para todas as caracteristicas medidas nas larvas (P
<0,05). Em adultos, as caracteristicas significativas foram desvirar e exploragdo em
folhas de couve e algodao (Tabela 1). A populacdo de joaninhas resistentes exibiu
consistentemente menor agressividade (como larvas) e exploracdo, maior atividade, e

as vezes ousadia, do que a populacéo suscetivel.
3.2 Construg¢des comportamentais multidimensionais e variabilidade

Construgbes comportamentais multidimensionais foram feitas para

representar o comportamento no nivel de individuo através de analises de fator tanto



para larvas, quanto para adultos Eleconnexa. As andlises para cada estagio de
desenvolvimento foram consideradas adequadas porque as medidas de adequacéo da
amostra (Kaiser mas) ultrapassaram o valor limite de 0,50 (0,61 e 0,60 para as larvas

e adultos, respectivamente; Tabela 2).

Entre os fatores gerados para as larvas, os dois primeiros explicaram mais de
92% da variancia total observada (Tabela 2). As caracteristicas comportamentais que
explicam a maior parte da divergéncia entre as larvas foram tempo parado (atividade)
e numero de contatos coo especificos (fator 1°, Tabela 2). Estes foram seguidos pela
duracdo de contato coo especifico e numero de numero de contatos
heteroespecificos, com contribuicdo oposta de distancia percorrida e persisténcia em

folhas de algodéo (2° fator; Tabela 2).

A andlise de fator para os adultosEleconnexa explicou 100% da variancia
observada com os trés eixos gerados, onde os dois primeiros explicaram mais de
76% da variancia (Tabela 2). Distancia percorrida e a velocidade foram as
caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia observada no primeiro fator
representado na Fig. 1. Essas caracteristicas foram seguidas por desvirar e
persisténcia em couve e folhas de algodao (2° fator; Tabela 2). Os diagramas de
ordenacdo obtidos através das analises de fator representam a diversidade das

caracteristicas comportamentais individuais (Figura 1).

Destaca-se a maior divergéncia comportamental em larves a@nexaem
comparacao com os adultos, especialmente para a populacéo resistente a piretroides
(Fig. 1). A divergéncia de comportamento individual entre insetos suscetiveis, tanto
como larvas e adultos, foi visivelmente menor. Nao é perceptivel a divergéncia entre
0S sexos nem para larvas, nem adultos, confirmando ainda mais os resultados obtidos

com a andlise de variancia multivariada anteriormente relatada.
3.3 Correlagcbes comportamentais entre larvas e adultos

A correlacéo geral entre o comportamento das larvas e adultos foi testada
usando correlacdo canbnica (independentemente da populacdo de joaninhas), sendo
significativa (Wilks' lambda = 0,1742, F = 1,66, dfnum / den = 121/809, P <0,001),

onde o primeiro par candnico gerado explica 63% da variancia total (Tabela 3).

A analise de correlagdo canlnica, juntamente com o0s coeficientes candnicos
indicaram contribuicbes mais elevadas da caracteristica desvirar, interacdo
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heteroespecifica e persisténcia na couve e nas folhas de algoddo (Tabela 3).
Correlacdes simples entre larvas e adultos mostraram-se significativas para os
comportamentos de desvirar (r = 0,31, P <0,001), persisténcia em folhas de couve (r
= 0,37, P <0,001) e algodao (r = 0,45, P <0,001), distancia percorrida (r = 0,22, P =
0,009) e velocidade de caminhada (r = 0,20, P = 0,02), ao contrario das outras

caracteristicas comportamentais avakada
3.4 Fatores comportamentais determinantes do crescimento populacional

O modelo de Leslie mostrou que 0s insetos resistentes a piretroides
apresentaram maior crescimento populacional do que os insetos suscetiveis (Fig. 3),
como resultado de sua maior taxa liquida reprodutiva (RO = 14,01), menor tempo de
geracdo (G = 18,15) e, consequentemente maior taxa intrinseca de crescimento
populacional (rm = 0,15), do que os insetos suscetiveis (RO = 4,57, G = 20,47, rm =
0,074).

O modelo de regressao das caracteristicas comportamentais que determinam a
taxa de fertilidade d&. conexa, independentemente da populacdo, indicou que
agressividade reduzida (ou seja, alta laténcia para atacar a presa) e niveis
intermediarios de ousadia foram os melhores preditores para fertilidade das fémeas
(Figura 3).

4. DISCUSSAO

O impacto potencial da metamorfose na variacdo do conjunto de
comportamentos de um individuo € assunto negligenciado que pode term
consequéncias importantes principalmente para inimigos naturais de insetos-praga,
como o predadoE.connexa. Esta espécie é agente de controle biolégico comum no
Brasil, onde diferencas fisioldgicas e comportamentais foram detectadas entre
populacdes susceptivel e resistente a inseticidas (Spindola et al 2013;. Rodrigues et al
2014;. Torres et al 2015). Assim,a populacdo resistente a piretréides, em conjunto
com a populacéo suscetivel foram utilizadas para determinar o tipo comportamental
médio de cada populacdo, a variabilidade comportamental em cada populacdo, a
consisténcia ontogénica comportamental da larva para adultos, e suas consequéncias

reprodutivas.

NOs hipotetizamos que a variabilidade comportamental seriaprovavelmente
maior na populacdo suscetivel, uma vez que essa ndo estava sobre pressdo de
11



selecdo, como a populacdo resistente, onde ocorriam aplicacdes periodicas de
inseticida (Rodrigues et al 2013a;. Torres et al 2015). Porém, ndo esperavamos
mudancas dramaticas nos tipos comportamentais com ametamorfose, pois larvas a
adultos de joaninhas estdo expostos as mesmas condicdes ambiental&s@ikalj-
Schuett 2014; Modimeier et al 2015). O que encontramos foi a prevalecimento de
alguns tipos comportamentais diferentes em cada populacdo, e
consisténciaontogénica entre larva e adultos, como esperado. Porém apopulagéo

resistente apresentou uma variabilidade maior do que a populacao suscetivel.

Em estudos comportamentais com insetos-praga e inimigos naturais € comum
o foco em caracteristicas comportamentais isoladas e em popula¢gdes (por exemplo,
Guedes et al 2009;. Spindola et al 2013, Weiss e Adams 2013), apesar de
comportamento ser caracteristica de individuo. Nesse estudo a intencdo foi
caracterizar o comportamento das populacdes de joaninhas, onde o objetivo era
caracterizar o conjunto de comportamentos no mesmo individuo de cada populacéo,
para que fosse possivel o reconhecimento de tipo comportamental médio da
populacdo e as avaliagcbes subsequentes de variabilidade comportamental e
consisténcia ontogénica. Como esperado, nés encontramos diferencas populacionais
em conformidade com as conclusdes anteriores de Spindola et al. (2013), em seu
estudo o foco foi em parametros que exploravam o caminhamento. As diferencas
populacionais encontradas permitiram o0 reconhecimento de dois tipos
comportamentais médios muito diferentes. Os insetos resistentes a piretréides, que
mostraram menor exploracdo e agressividade larval, mas maior atividade e

sociabilidade larval que insetos susceptiveis a piretréides.

Um resultado inesperado na populacdo de joaninhas resistentes foi
variabilidade comportamental mais elevada do que nas joaninhas susceptiveis. Era de
se esperar que a populacédo resistente tivesse umavariabilidade restrita, uma vez que
esteve sob pressdo de selecao intensa (Hartl e Clark 2006; Herron e Freeman 2013),
como reconhecido para resisténcia a inseticidas em particular (McKenzie e
Batterham 1994; McKenzie 1996).

Contudo, a populacdo susceptivel provavelmente passou por um
estrangulamento genético mais drastico durante seu estabelecimento partindo de
insetos da populacdo original de Pernambuco, ao contrario da populacéo resistente,

que teve sua selecédo relaxada na nova coldnia estabelecida.
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A consisténcia ontogénica das caracteristicas comportamentais entre larvas e
adultos da joaninha foi confirmada em nosso estudo, com o esperado. Embora as
mudancas drasticas que ocorrem durante a metamorfose seja uma resposta a
mudanca normalmente draméatica nas condicbes ambientais de larvas e adultos de
insetos holometabolos, isso ndo ocorrer para a joainbannexa. Em vez de se
observar uma drastica mudanca no conjunto das caracteristicas comportamentais
larvais,quando os insetos chegardo a fase adulta, (Consoulas et al 2000;. Sih et al
2004b;. KraljFiser e Schuett 2014), tal mudan¢a ndo ocorreu em E. connexa, como
também relatado em libélulas (Brodin 2009). Como consequéncia, a importancia
tanto populacional, como de comunidade, destas correlagcbes comportamentais

devem persistir durante todo do ciclo de vida das joaninhas (Modlemeier et al. 2015).

Comportamento, personalidade, ou sindrome comportamental de insetos séo
de interesse limitado se afetarem o potencial reprodutivo do organismo. Ambas as
populacdes dE. connexa diferem na fertilidade com a populacao resistente exibindo
um tempo de geracdo ligeiramente mais curto e uma taxa liquida reprodutiva trés
vezes maior do que a populacdo suscetivel. Aconsequéncia deste resultado € que a
populacdo resistente apresenta uma taxa de crescimento populacional duas vezes
maior que a da populacdo suscetivel. No entanto, € relatado que a resisténcia a
inseticidas estd geralmente associada a um custo adaptativo, (McKenzie 1996;
Coustau et al., 2000). Esta pressuposicdo baseia-se em relatos de custo adaptativo
associado a resisténcia a inseticidas (Berticat et al 2002;. Guedes et al., 2@96), ond
haveria uma realocacdo de recurso, por exemplo de reproducdo para processos
metabdlicos destoxicativos favorecendo sobrevivéncia em detrimento de reproducao

nos individuos resistentes.

O custo adaptativo associado a resisténcia a inseticidas podera levar a um
declinio na frequéncia de individuos resistentes na populagédo (Coustau et al 2000;.
Arnaud e Haubruge 2002;. Fragoso et al 2005; Campos et al. 2014). Entretanto,
existem varios casos em que nenhum custo adaptativo da resisténcia a inseticidas é
aparentemente expresso como desvantagem reprodutiva em ambiente livre de
inseticida (por exemplo, Haubruge e Arnaud 2001; Guedes et al 2006; Corréa et al
2011). Substituicbes alélicas por um gene ou varios genes modificadores podem
mitigar o custo de resisténcia a inseticidas, (Coustau et al 2000;. Guedes et al 2006;.
Ribeiro et al 2007). Provavelmente isso ocorreu com a com a populacéo resistente de

joaninhas, particularmente seconsideramos o trabalho de Ferreira et al (2013).
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O maior potencial reprodutivo observado na populacédo resistente de E.
connexa nado pode, contudo, ser relacionado com o tipo comportamental e
caracteristicas dos insetos adultos. Na verdade, se as caracteristicas comportamentais
sdo importantes determinantes da capacidade reprodutiva individual, ou outras
respostas relevantes, isto deve acontecer independentemente da populacdo (por
exemplo, et al Schuett 2011, 2015;. Morales et al 2013). Agressividade do predador
para com a presa € um dominio importante de personalidade animal, sendo
frequentemente associado com ousadia (Pruitt e Reichert 2012; Sih et al 2012;.
Mather e Logue 2013; ModIimeier et al 2015). Isto foi observados com E. conexa e
pode ter consequéncias importantes, de relevancia pratica, considerando E. connexa
como um predador importante de espécies-praga de cultivos agricolas. Individuos
menos agressivos, mesmo sendo mais férteis, provavelmente serdo menos eficazes
como agentes de controle biolégico e sua prevaléncia em uma dada populacdo pode
levar a uma maior abundancia de presas e / ou diversidade destas (Wolf e Weissing
2012; Modimeier et al. 2015). Caso isto ocorra, pode haver o comprometimentoda
importancia destes insetos como agente de controle bioldgico de insetos-praga da

agricultura, o que necessita ser eventualmente testado.
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TABELA 1. Caracteristicas comportamentais (média + Erro padréo) de larvas e adultos de duas pophfagdissdenexa, submetidas a

analise uni variadas de variancia (ANOVA).

Larva Adulto
Dimensdes da
Variaveis comportamentais Populacao Populacao
personalidade Fii36 P Fii21 P
Suscetivel Resistente Suscetivel Resistente
Distancia percorrida(cm) 284.90 + 30.50 626.58 + 60.53 32.24 <0.001 463.78+25.57 627.84+40.29 271 0.10
Tempo parado (s) 266.14 +15.93 186.44+10.90 20.88 <0.001 169.37+10.82 156.57+9.94 0.14 0.71
Atividade
Velocidade (cm/s) 0.80 + 0.05 1.35+0.12 16.69 <0.001 1.15+0.11 1.29 +0.06 1.18 0.32
Desvirar(s) 8.31+1.54 1.83+0.55 5476 <0.001 17.22+2.60 4.82+0.90 53.93 <0.001
Agressividade Laténcia para o ataque (s) 100.27 + 14.27 231.63+18.03 26.68 <0.001 256.60+26.60 261.15+19.27 0.25 0.61
N°. de contados heteroespecifico 1.42 £ 0.57 8.08 £ 1.05 53.41 <0.001 18.43+3.57 18.35 + 2.64 0.04 0.85
Timidez/Ousadia
Duracao contatos heteroespecifico 3.52+2.39 2.18+0.47 3.69 0.002 524 +1.21 442 +1.07 1.25 0.26
(s)
Exploracgéo folha de couve (s) 119.59 + 18.59 36.18 £7.16 43.95 <0.001 18.82+ 3.03 11.19+229 1840 <0.001
Explorar/Evitar
Exploracéo folha de algodé&o (s) 49.07 £ 6.51 32.67 +£8.61 25.81 <0.001 17.13+2.44 7.59+1.14 26.17 <0.001
N°. de contados coo especifico 4,70 +£1.08 7.23+1.02 7.84 0.005 15.94 £ 2.59 23.39+2.81 1.42 0.23
Sociabilidade
Duragéo contatos coo especificos ( 16.21+2.71 28.23+£0.63 14.16  0.001 9.90+2.71 8.65+2.12 0.27 0.60
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TABELA 2. Resumo da analise de fator, comos principais eixos e cargas das caracteristicas comportamentais de larvas e adultos da duas
populacdes dEriopis connexa. Os nimeros em negritoindicam os principais contribuintes de cada eixo.

Dimens@es da personalidade Variaveis comportamentais Fatores Principais (Ortogonalmente girado)
Larva Adulto
1 2 1 2 3
Atividade Distancia percorrida(cm) 0.04 -0.60 0.60 0.05 0.01
Tempo parado (S) 0.97 -0.01 -0.18 0.03 -0.02
Velocidade (cm/s) -0.52 0.01 0.23 -0.01 -0.03
Desvirar(s) 0.16 0.27 0.02 0.38 0.02
Agressividade Laténcia para o ataque (S) 0.30 -0.02 -0.02 -0.03 -0.01
Timidez/Ousadia N°. de contados heteroespecifico -0.17 0.65 0.03 0.05 0.11
Duracao contatos heteroespecifico (s) 0.25 0.41 0.01 0.11 0.11
Explorar/Evitar Exploracéo folha de couve (s) -0.27 -0.30 0.03 0.33 0.03
Exploracéo folha de algod&o (s) 0.01 -0.58 0.02 0.26 0.03
Sociabilidade N°. de contados coo especifico 0.95 -0.02 0.01 -0.06 0.50
Duragdo contatos coo especificos (s) -0.07 0.64 0.01 -0.01 0.39
Autovalor 242 1.87 2.20 1.61 1.21
Proporcao da variancia explicada 0.51 0.40 0.44 0.33 0.24
Adequacgdo da amostra (Kaiser’s msa) 0.61 0.60
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TABELA 3. Par canbnico, coeficiente e correlacbes entre caracteristicas
comportamentais de larvas e adultos de duas populac&empie connexa. Os
ndameros em negrito indicam as principais contribuintes de cada eixo.

Dimensdes da personalidad Variaveis comportamentais Par canbnico significativc
10

Coeficiente Correlacdo

Larva
Distancia percorrida(cm) -0.45 0.57
. Tempo parado (s) -0.10 0.23

Atividade Velocidade (cm/s) 0.26 -0.20

Desvirar(s) 0.24 0.53

N°. de contados heteroespecifico -0.17 -0.73
Timidez/Ousadia Duracao contatos heteroespecifico (s -0.31 -0.52

Exploracao folha de couve (s) 0.30 0.62
Explorar/Evitar

Exploracao folha de algodéo (s) 0.36 0.65
Sociabilidade N°. de contados coo especifico -0.30 -0.49

Duragdo contatos coo especificos (s) 0.12 -0.30

Adultos
Distancia percorrida(cm) 0.16 -0.08
- Tempo parado (S) 0.23 0.03

Atividade Velocidade (cm/s) 0.14 -0.10

Desvirar(s) -0.11 0.78

N°. de contados heteroespecifico -0.30 -0.15
Timidez/Ousadia Duracao contatos heteroespecifico (s -0.36 -0.53

Exploracao folha de couve (s) -0.42 0.69
Explorar/Evitar

Exploracéo folha de algod&o (s) 0.92 0.70
Sociabilidade N°. de contados coo especifico 0.36 -0.06

Duragdo contatos coo especificos (s) -0.41 0.17
Estatistica R 0.63

Fapor. 1.66

dfoumiden 121/809

P <0.001
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Figura 1. Diagramas de ordenacdo mostrando a divergénciacomportamental entre larvas e adultos de individuos machos e fémeas de duas

populacdes dEriopis connexa .
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Figura 2. Projecdes do crescimento populacionalem duas populacdes de Eriopis conexa, uma suscetivel e outra resistente a piretroides.
Densidade populacional inclui todas as faseS.@ennexa (ovo, larva, pupa, e adulto).
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Figura 3. Efeito da agressividade e do numero de contatos heteroespecificos sobre o crescimento populacional de individuos da espécie de
joaninhaE. connexa
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ANEXO

TABELA: Classificacdo, funcédo ecoldgica principal, técnica usadeariével avaliada, para cada um dos bioensaios

comportamentais deriopis connexa.

Categoria

Atividade
motora

Sociabilidade

Ousadia/Timidez

Explorar-evitar

Agressividade

Bioensaio

Caminhamento

Desvirar

Interacdo coo
especifica

Interacdo
heteroespecifica

Exploracdo em
diferentes folhas

Ousadia

Funcéo ecolégica

Disperséo

Desvirar

Procura de
alimento, de
parceiro, e
competicao.

Procura de
alimento, e
competicéo.

Disperséo, procur:
de alimento,
parceiro e
competicéo.

Ataque a presa

Técnica utilizada

Arenas de caminhamento usando a video-gravacaao
sistema ViewPoint

Inseto sobre eixo dorsal obrigado a desvirar

Arenas conEriopis connexa, usando a video-gravaca
com sistema ViewPoint.

Arenas conmHarmonia axyridis, usando a video-
gravacao com sistema ViewPoint.

Arenas contendo folha de couve

Arenas contendo folha de algodéo

Simulacéo da voracidade do predador quando er
contato com sua presa preferencial

Variaveis avaliadas

Distancia percorrida
Tempo parado
Velocidade

Tempo médio para desvirar

NUmero de contatos

Duracao dos contatos

NuUmero de contatos

Duracéo dos contatos

Tempo médio de caminhamento na folha d
couve

Tempo médio de caminhamento na folha d
algodao

Tempo que demora a comegar a comer o
Brevicoryne brassicae
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