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RESUMO

VIEIRA, Juliana Livia, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2017.
Carga endossimbionte e personalidade do caruncho do milho (Sitophilus zeamais).
Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes.

O conjunto integrado de tendéncias comportamentais do individuo, ou sua
personalidade, € potencialmente influenciado por contextos ecoldgicos como a presenga
de endossimbiontes. Tal associacdo e interdependéncia foram supostamente
selecionadas ao acaso por meio de compensagdes ecologicas com custos e beneficios
dispares. Apesar de sua relevancia, o tema tem sido negligenciado em espécies de
insetos-praga, como o gorgulho do milho, Sitophilus zeamais Motsch. (Coleoptera:
Curculionidae). Assim o objetivo deste estudo foi avaliar a personalidade em individuos
de S. zeamais sob diferentes cargas dos endosimbiontes Sodalis pierantonius (ou SPE
““Sitophilus Primary Endosymbiont’’) e Wolbachia, correlacionando os tracos de
personalidade do gorgulho com seu desempenho reprodutivo. Para isso, fémeas
individualizadas com idade padronizada foram submetidas a bioensaios
comportamentais antes e apds a administragdo oral dos antibidticos ciprofloxacino e
tetraciclina (Spl, 25 mg/ml). A progénie de cada fémea foi obtida e submetida
individualmente aos mesmos bioensaios apos trés dias de emergéncia. Em seguida foi
realizada a extragdo de DNA de cada individuo e posteriormente a carga
endossimbionte foi quantificada através de PCR em tempo real (QPCR). Independente
do antibiotico utilizado, a personalidade das progenitoras foi mantida apds a supressao
endossimbionte (P < 0,001), no entanto, ndo foi carreada a proxima geragdo (P = 0,41).
Somente a reducdo da carga do endossimbionte S. pierantonius foi herdada pela
progénie (P = 0,02). Além disso, somente a personalidade contribuiu na determinagao

da fertilidade (P < 0,001).



ABSTRACT

VIEIRA, Juliana Livia, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Endosymbiont load and personality in the maize weevil (Sitophilus zeamais).
Adpviser: Raul Narciso Carvalho Guedes.

The integrated set of behavioral tendencies of the individual, or its personality, is
potentially influenced by ecological contexts such as the presence of endosymbionts.
Such association and interdependence were likely selected randomly through ecological
compensations with disparate costs and benefits. Despite its relevance, the subject has
so far been neglected in insect pest species such as the maize weevil Sitophilus zeamais.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the personality in individuals of S.
zeamais under different loads of the endosymbionts Sodalis pierantonius (or SPE
““Sitophilus Primary Endosymbiont’”) and Wolbachia, correlating the weevil personality
traits with reproductive performance. Thus, individualized females with standardized
age were subjected to behavioral bioassays before and after oral administration of the
antibiotics ciprofloxacin and tetracycline (5ul, 25 mg/ml). The progeny of each female
was obtained and individually subjected to the same bioassays three days after
emergence. Finally, DNA was extracted from each individual and the endosymbiont
load was quantified using quantitative polymerase chain reaction (qQPCR). Regardless
the antibiotic used, the personality of the progenitors was maintained after
endosymbiont suppression (P < 0.001). However, the personality traits were not carried
to the next generation (P = 0.41). Only the reduction of the endosymbiont S.
pierantonius was inherited by the progeny (P = 0.02). In addition, just personality
contributed to the insect fertility (P < 0.001).

Vi



1. INTRODUCAO

Fendmenos ecologicos e padrdes de organizacdo de comunidades podem ser
vistos como consequéncias contiguas de comportamentos e ac¢des individuais (Real,
1994). Comportamentos distintos manifestados pelos individuos, em resposta a
diferentes contextos ou situagdes, embasam assim, a importidncia da defini¢do de

personalidade animal.

A personalidade animal ¢ o conjunto de tendéncias comportamentais
apresentadas por componentes de uma populacdo (Uher, 2011). Este conceito ¢ mais
comum a psicologia em relagdo a biologia animal; nesta ultima area a personalidade ¢
frequentemente tratada como sinonimia de sindrome comportamental (Redle et al.,
2007; Uher, 2011). Entretanto, a sindrome comportamental diferencia-se por ser
relacionada as consisténcias ou correlagcdes entre comportamentos funcionalmente
distintos ao longo do tempo e/ou de contextos ecologicos (Sih et al., 2004ab e 2012; Sih
& Bell, 2008).

As respostas comportamentais como atividade, ousadia/timidez e
exploragdo/evasdo sdo tidas como tipos comportamentais ‘classicos’ (Redle et al., 2007)
que, em conjunto com a histéria de vida do individuo influenciam sua produtividade,
incluindo crescimento e reproducdo (Biro & Stamps 2008). Assim, o desenvolvimento
da personalidade pode ser tomado como resultado de informagdes genotipicas do
individuo, do ambiente em que reside e da interacdo existente entre ambos. Neste
sentido, a ocorréncia de alteragdes expressivas em sua ontogenia podem comprometer a
consisténcia de determinadas caracteristicas comportamentais, extrapoladas ou ndo a
niveis de populagdo e comunidade (Eisele & Meyhofer, 2015; Modlmeier et al., 2015).
Por esta razdo, o estudo da personalidade em insetos holometabolos suscita
questionamentos acerca da manuten¢do de tragos comportamentais ao longo de seu
desenvolvimento, demonstrado em populagdes de Eriopsis conexa por Rodrigues et al.

(2016), bem como, a herdabilidade destes tracos as geragdes subsequentes.

Além destes tragos individuais que variam entre e dentro das populagoes,
bactérias endossimbiontes podem modificar respostas fisiolégicas e comportamentais,
desencadeando inclusive efeitos na fertilidade (Carvalho ef al., 2014b). Essas bactérias
intracelulares podem desempenhar ndo s6 relagdes simbidticas facultativas, como
também de mutua dependéncia, ou obrigatdrias (Nardon et al., 2002; Chiel et al., 2009).
Além disso, sdo amplamente difundidas entre os artropodes e estima-se que 70% dos
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componentes da classe Insecta, a mais diversa dentre os animais, apresenta algum tipo
de bactéria endossimbionte (Kageyama et al., 2010; Saridaki & Bourtzis, 2009). Essa
proporcao esta relacionada ao fato de muitos insetos apresentarem dietas restritivas,
como o caso de sugadores de seiva, hematofagos e xilofagos, dependendo assim, de
endossimbiontes obrigatdrios para o fornecimento de nutrientes essenciais ou na quebra
do alimento (Buchner, 1965; Douglas, 1998; Bourtzis & Miller, 2003; Moran, 2007).
Além dessas relacdes obrigatérias, estima-se que a bactéria facultativa Wolbachia esté
presente em cerca de 40% das espécies de insetos, modificando sua reproducdo de

diversas formas (Wernegreen, 2002; Zug & Hammerstein, 2012).

Neste sentido, a presenca de endossimbionte obrigatorio e facultativo nas trés
espécies de carunchos de graos do género Sitophilus, € a demonstrada variacdo nos
tracos comportamentais individuais no gorgulho do milho, Sitophilus zeamais
Motschulsky, 1855 (Coleoptera: Curculionidae), tornam esta espécie, segundo Carvalho
et al. (2014b), modelo interessante para o estudo de simbiontes coexistentes e sua
possivel relevancia nas estratégias que visam o controle de pragas (Wicker, 1983; Heddi
et al., 1999; Heddi, Charles & Khatchadourian, 2001; Bourtzis, 2008; Saridaki &
Bourtzis, 2009ab; Mansour, 1930; Morales et al., 2013).

Nas associacdes endossimbidticas obrigatorias, as intrincadas filogenias das
espécies envolvidas geralmente refletem a transmissdo vertical da carga bacteriana, ou
seja, de mae para filho (Toju ef al., 2013). A localizacdo do endossimbionte priméario
(ou obrigatorio) Sodalis pierantonius (ou SPE ‘‘Sitophilus Primary Endosymbiont’)
nio somente em bacteriomas no intestino médio de S. zeamais, mas também nos
ovarios, além de sua transmissdo para as geragdes futuras através de ovocitos durante a
ovogénese (Nardon, 2006), corroboram esta ideia. Assim, a herdabilidade da carga
endossimbionte e a coespeciagdo, foram pressdes fundamentais na selecdo estocéstica
do habitat ¢ da dieta restritiva do inseto (Heddi, Charles & Khatchadourian, 2001;
Mansour, 1930; Nardon & Grenier, 1988).

A interagdo génica entre S. pierantonius € seu hospedeiro S. zeamais, por meio
da transferéncia de genes, indica que o simbionte estd diretamente envolvido no
metabolismo deste inseto (Heddi et al, 1991, 1993, 2001, 2005). Sendo o
endossimbionte reconhecido pelo fornecimento de aminoacidos fenolicos (Gasnier-
Fauchet & Nardon, 1987) e de vitaminas como o &cido pantoténico, riboflavina e

biotina (Wicker, 1983). Além disso, S. pierantonius incrementa o metabolismo



energético do inseto (Heddi et al., 1993; Carvalho et al., 2014b) e estabelece uma
intrincada dependéncia no suprimento dos aminoacidos tirosina e fenilalanina,

percursores na sintese cuticular (Vigneron et al., 2014).

Ao contrario da bactéria S. pierantonius, que apresenta uma relacdo de
mutualismo, o endossimbionte secundario (ou facultativo), Wolbachia, mantém uma
relagdo de parasitismo com S. zeamais. Essa bactéria ¢ conhecida por alterar a
reproducdo em vdrios artropodes via incompatibilidade citoplasmatica (Breeuwers &
Werrer, 1990; O’Neill & Karr, 1990), partenogénese (Stouthamer et al., 1993) e
feminizacdo de machos (Rigaud et al., 1991).

Em decorréncia da manipulagdo reprodutiva, a principal forma de transmissao da
Wolbachia ¢ por via materna e vertical (Hurst & Randerson, 2002). Entretanto,
incoeréncias entre as filogenias do hospedeiro e do endossimbionte (Werren et
al.,1995), além da localizacdo bacteriana intra e extracelular na hemolinfa (Russell &
Moran, 2005; Kageyama et al., 2010; Chiel et al., 2009), sugeriram que a ampla
distribuicdo dessa bactéria em artropodes seria em decorréncia da transmissdo
horizontal. Carvalho et al. (2014a) obtiveram evidéncias moleculares da transferéncia
de Wolbachia entre o caruncho do milho (S. zeamais) e o caruncho do arroz (S. oryzae),
e da transferéncia horizontal de Wolbachia e de S. pierantonius entre o caruncho do
milho e seu parasitoide Theocolax elegans Westwood, 1874 (Hymenoptera:
Pteromalidae). Assim, os veiculos propostos para a transmissdo de Wolbachia entre
taxons incluem o parasitismo ( Vavre et al., 1999; Cordaux et al., 2001), a predagdo e a

interacdo com competidores associados (Werren, 1997; Werren et al., 2008).

Uma forma de compreender a importancia das associacdes simbidticas ¢ através
da supressdo ou inativag¢do bacteriana, ja que permite a comparagao entre insetos com
diferentes cargas endossimbiontes. Entretanto, a variagdo entre os individuos dentro de
uma populacdo presente no gorgulho do milho (Morales et al., 2013) aumenta a
complexidade deste estudo. Desta forma, a respectiva inativagdo/supressao de S.
pierantonius e Wolbachia via administragdo dos antibidticos ciprofloxacino e
tetraciclina proposta por Carvalho ef al. (2014b) possibilita o estudo da manutengdo
transgeracional da personalidade de S. zeamais conjuntamente com os impactos das
cargas endossimbiontes na sua performance reprodutiva, segundo um modelo

hierarquico estruturado.



2. JUSTIFICATIVA

O comportamento caracteristico apresentado pelo individuo pode afetar seu
potencial reprodutivo (Smith & Blumstein, 2008). Ou seja, individuos que apresentem
comportamentos com limitada plasticidade, sob determinadas situa¢des, podem ter sua
capacidade reprodutiva comprometida (Jandt et al., 2014). Dessa forma, o entendimento
dos efeitos decorrentes da inativacao/supressdo dos endossimbiontes S. pierantonius e
Wolbachia em S. zeamais conjuntamente a consisténcia comportamental apresentada
por este hospedeiro ¢ estratégia fundamental na compreensdo da atividade

endossimbionte a nivel de individuo.

3. OBJETIVOS

Os endossimbiontes desempenham papel essencial na biologia de muitas
espécies de hospedeiros. Assumindo que “nada em biologia faz sentido exceto a luz da
evolucao” (Dobzhansky, 1973), os diferentes padrdes de personalidade e as diferentes
cargas endossimbiontes podem ser entendidos como estratégias que foram selecionadas
ao acaso por meio de compensagdes ecoldgicas com custos e beneficios dispares (Uher,
2011). Assim, os efeitos fenotipicos das cargas endossimbiontes em cada individuo
devem ser aferidos por comparagdo entre insetos infectados com a mesma origem
genética. Diante disso, os objetivos deste trabalho foram avaliar 1) se a personalidade
em fémeas de S. zeamais ¢ detectdvel apos a supressdo endossimbionte; 2) como a
supressdo afeta a personalidade destas fémeas; 3) se os padrdes de personalidade e de
carga das fémeas incidem na progénie; e (4) como a personalidade e a carga simbionte

se associam a fertilidade das fémeas.



4. HIPOTESES
Ho: A personalidade de S. zeamais nao ¢ detectavel apos a supressdo endossimbionte.

H;: A personalidade de S. zeamais ¢ detectavel apos a supressdo endossimbionte.

Ho: A supressdo endossimbionte ndo afeta a personalidade de S. zeamais.

H;: A supressdo endossimbionte afeta a personalidade de S. zeamais.

Hy: Os perfis de personalidade e de carga das fémeas de S. zeamais ndo incidem na

progénie.

H;: Os perfis de personalidade e de carga das fémeas de S. zeamais incidem na

progénie.

Hyp: Os perfis de personalidade e de carga das fémeas de S. zeamais ndo afetam sua
fertilidade.

H;: Os perfis de personalidade e de carga das fémeas de S. zeamais afetam sua
fertilidade.



5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Aquisi¢do dos insetos

A populagdo de S. zeamais utilizada no presente trabalho foi originalmente
obtida da criagdo de laboratoério da unidade Milho e Sorgo da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA; Sete Lagoas, MQG). E vem sendo mantida desde o
final da década de 1980 em recipientes de vidro (1,5 L), dentro de camaras climéticas
tipo B.O.D., sob condi¢des controladas de temperatura (27 + 2°C), umidade relativa (70
+ 10%) e fotoperiodo (LD 12:12).

5.2. Bioensaios comportamentais

Individualizadas e devidamente identificadas, fémeas de S. zeamais foram
submetidas a seis bioensaios comportamentais antes e depois da supressdo
endossimbionte, ou seja, com trés dias de emergéncia do grdo e apos o periodo de
administracdo dos antibioticos e acasalamento, com cerca de 60 dias. A progénie obtida
de cada uma destas fémeas foi submetida aos mesmos bioensaios em dois periodos:
apos trés e sete dias de emergéncia do grao. Sendo que foram avaliados de um a quatro
individuos de progénie por fémea, devido a alta mortalidade causada pela supressao de

carga endossimbionte. Todos os bioensaios foram adaptados de Morales ef al. (2013).

5.2.1. Caminhamento

O caminhamento de S. zeamais foi avaliado por dez minutos utilizando-se como
arenas placas de Petri (9 cm de diametro) cujo fundo foi recoberto por papel filtro
(Whatman n° 1), e as paredes revestidas com Teflon PTFE (DuPont, Wilmington, DE,
USA). Cada inseto foi liberado individualmente no centro da arena, teve seu movimento
gravado e digitalmente transferido para um computador utilizando um sistema
automatico de video tracking equipado com uma cadmera CCD (ViewPoint Life
Sciences, Montreal, Canadd). Os seguintes pardmetros foram avaliados: distancia

percorrida (cm), velocidade média (cm/s) e tempo de repouso (s).



5.2.2. Voo em queda livre

Nesta avaliag¢do foi utilizada uma caixa quadrada de 44 cm de largura, 44 cm de
comprimento e 132 cm de altura, fechada nas laterais com tecido organza. Em sua parte
inferior foi tracado um circulo central com nove centimetros de didmetro e a partir
deste, dispostos circulos concéntricos de trés centimetros de distdncia. Na parte
superior, ao centro, foi colocado um funil cujo interior estava recoberto por talco. Cada
individuo de S. zeamais foi langado trés vezes no interior desta estrutura, sendo
considerada como repeticdo a média dos lancamentos. A distdncia relativa entre o
centro da estrutura e o local da aterrissagem foi aferida através dos circulos concéntricos

equidistantes, ou seja, somando 4,5 cm de raio do primeiro circulo aos 3 cm dos demais.

5.2.3. Endireitamento do corpo

Os insetos foram colocados sobre o dorso no interior de uma arena e o tempo
utilizado para retornar a sua posicdo ventral foi registrado. Este procedimento foi
repetido trés vezes para cada individuo, sendo a média considerada como o tempo de

endireitamento do corpo.

5.2.4. Ensaio de tanatose

Utilizando um pincel de cerdas os insetos foram pressionados dorsalmente até
que atingiram a posi¢ao de tanatose caracteristica, a qual envolve a contracdo das pernas
e subsequente imobilizacdo. O tempo decorrido entre este processo € o retorno do
movimento no inseto foi avaliado. Este procedimento foi repetido trés vezes para cada

individuo, sendo a média considerada como o tempo do comportamento de tanatose.

5.2.5. Interagdo Conspecifica e Heterospecifica

O comportamento de exploragdo/evasdo apresentado pelos individuos de S.
zeamais foi avaliado através de arenas contendo um grao de milho ocupado por um
individuo da mesma espécie ou de outra espécie (Rhyzopertha dominica Fabricius, 1792
(Coleoptera: Bostrichidae)). As arenas foram confeccionadas em placas de Petri de
nove centimetros de didmetro e dois centimetros de altura, com fundo recoberto por
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papel milimetrado. No centro deste papel foi desenhado um circulo de um centimetro de
didmetro e neste circulo foi colocado o grdo de milho ocupado por um adulto de S.
zeamais para a interagdo conspecifica ou por um adulto de R. dominica para a interacao
heterospecifica. As paredes internas da placa foram recobertas com teflon visando evitar

o escape dos insetos.

Cada ensaio consistiu em posicionar o inseto em um dos extremos da placa e
observar o tempo este levava para atingir o grdo. O ensaio era finalizado quando o
individuo avaliado atingia o grdo de milho ou quando terminava o tempo maximo de
observagdo, ou seja, 15 minutos. Quando o inseto ndo se deslocou em dire¢dao ao grao
foi registrado como um individuo sem resposta e quando se deslocou mas ndo o atingiu
o tempo foi igual a 16 minutos, correspondente a um valor maior do que o tempo de

observagao.

5.3. Inativacdo dos endossimbiontes

A administragdo de antibioticos foi adotada como método de supressdo de carga
endossimbionte. Assim, visando maior eficiéncia na ingestdo, fémeas adultas foram
individualmente submetidas a estresse hidrico via absten¢do de alimento e exposi¢do a
ambiente com pouca umidade por 48 horas. Passado esse periodo, foram colocadas
individualmente em placas de cultura celular de 12 pogos e expostas por 15 minutos a 5
ul de solucdo com 25 mg/mL de antibiotico (tetraciclina ou ciprofloxacino) diluido em
agua destilada. Posteriormente foram alimentadas com milho por 24 horas e colocadas
em estresse hidrico por mais 24 horas (Guedes et al., 2015) visando a préxima
administracdo de antibiotico. Desta forma, foram administradas cinco doses de

antibidtico para cada individuo.

A supressao seletiva de tetraciclina sobre Wolbachia e de ciprofloxacino sobre S.
pierantonius (Carvalho et al., 2014b), antibidticos com diferentes modos de a¢do (Li et
al., 2014), foi determinante na escolha dos mesmos. Estes foram obtidos de Genfar
(Bogota, Colombia) e Bristol-Myers Squibb (Sdo Paulo, SP, Brasil) em suas
formulagdes comerciais disponiveis (Ciprofloxacino 500 mg e Tetrex 500 mg). Além
disso, a concentragdo utilizada em ambos os antibidticos foi obtida de Carvalho et al.
(2014b), que definiram a curva concentragdo-resposta a partir da administragdo de

solugdes a: 1 mg/mL; 5 mg/mL; 10 mg/mL; 25 mg/mL; 50 mg/mL; 100 mg/mL.



5.4. Fertilidade

O experimento foi conduzido em potes plasticos contendo 50 g de graos de
milho mantidos em sala de criagdo, com temperatura e umidade controlada (27 = 2°C 70
+ 5%). Apos o tratamento com antibidtico, as f€émeas de S. zeamais foram mantidas no
interior desses potes para acasalamento por 21 dias, segundo metodologia adaptada de
Fragoso et al. (2005). Sendo que cada fémea avaliada foi mantida em um pote com seu
respectivo macho. A emergéncia diaria e cumulativa da progénie foi avaliada a cada
dois dias e foram contabilizadas 16 fémeas no tratamento com ciprofloxacino e 18 com

tetraciclina.

5.5. Quantificacdo da carga endossimbionte via qPCR

O DNA dos insetos (fémeas tratadas com antibidtico e sua progé€nie, bem como
fémeas controle com idade igual a das fémeas tratadas) foi extraido segundo protocolo
modificado de Clark et al. (2001), apdés a realizacdo de todos bioensaios
comportamentais. Este material obtido foi usado nas reacdes de PCR em tempo real
(qPCR) para estimar a carga de Wolbachia e S. pierantonius, tendo como alvo os genes
16S rRNA de ambas as bactérias. Os pares de oligonucleotideos utilizados foram
adquiridos de Carvalho et al. (2014b), de acordo com os requisitos para PCR em tempo

real (Tabela 1).

As reacdes de qPCR foram feitas utilizando o aparelho ABI Prism 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems) e seguiram as mesmas condi¢des de
amplificagdo para todos os sistemas: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos de
desnaturagdo a 95°C durante 45s e anelamento e extensdo a 60°C durante 30s. Apds 40
ciclos de amplificagdo todas as amostras foram submetidas a desnaturag¢@o gradual para
elaboracdo da curva de dissociagdo. As amostras foram aquecidas com incremento de
1°C durante 30s partindo de 60°C até atingir o limite de 94°C. A curva de melting (65°C
a 97°C) foi obtida no final de cada reagdo para checar a especificidade dos produtos de
PCR. Os componentes para cada reacdo foram 1 pL de cDNA, 6,0 pL de 2X SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystem) e 200 nM de cada primer do conjunto (Tabela
1).

A curva-padrdo foi plotada a partir de oito diluicdes dos plasmideos
correspondentes a cada gene, sendo que o numero de copias dos genes foi estimado de

acordo com a mesma. A quantidade de DNA total (hospedeiro + endossimbiontes) de
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cada amostra foi utilizada para normalizar os resultados da quantidade de copias dos
genes 16S rRNA (Le Clec’h et al., 2013). Os resultados foram apresentados em numero
de copias por ng de DNA e as amostras foram analisadas em triplicatas biologicas,

quantificadas em corridas independentes.

5.6. Analises estatisticas

Os resultados obtidos nos parametros comportamentais avaliados e as cargas
endossimbiontes foram sujeitos a andlise de variancia, utilizando-se procedimento GLM
do software SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA) (SAS Institute, 2009) seguido do teste
de Tukey HSD (P< 0,05).

A consisténcia dos ensaios comportamentais nas progenitoras antes € apos a
supressdo endossimbionte e a consisténcia comportamental entre estas progenitoras e
sua respectiva progénie foram testadas através da andlise de correlacdo canodnica via
procedimento CANCORR (SAS Institute, 2009). Correlagdes simples entre cada
comportamento avaliado também foram conduzidas, bem como a herdabilidade da

carga endossimbionte (PROC CORR; SAS Institute, 2009).

Os parametros comportamentais que mostraram consisténcia na analise das
progenitoras antes e apoOs a supressdo endossimbionte e na andlise entre progenitoras e
progénie foram submetidos a andlise de fator (PROC FACTOR, com rotacao ortogonal
(Varimax); SAS Institute, 2009).

Ainda tratando-se dos parametros comportamentais mais consistentes das
fémeas, estes foram utilizados como varidveis independentes em andlise de regressdo
multipla para modelar a fertilidade (PROC REG; SAS Institute, 2009). Além disso, a
carga das fémeas foi tomada como varidvel independente em analise de regressdo

simples para testar seu efeito na fertilidade destas (PROC REG; SAS Institute, 2009).

10



6. RESULTADOS
6.1. Médias comportamentais e da carga endossimbionte

A andlise de varidncia das caracteristicas comportamentais das progenitoras
antes e depois da administragdo dos antibioticos indicou diferengas significativas (P <
0,05) nos parametros distdncia percorrida, tempo em repouso e velocidade de
caminhamento naquelas tratadas com ciprofloxacino, e nos parametros tempo em
repouso € tempo para desvirar, nas tratadas com tetraciclina (Tabela 2). Quanto as
caracteristicas comportamentais da progénie apds trés e sete dias da emergéncia sé
foram encontradas diferencas significativas (P < 0,05) nos parametros tempo em

repouso e voo, para ciprofloxacino e tetraciclina, respectivamente (Tabela 2).

A carga endossimbionte das progenitoras diferiu significativamente (P < 0,05)
da carga dos insetos controle para ambos os antibioticos (Tabela 3). Entretanto a analise
de variancia ndo indicou diferenga significativa entre a carga da progénie e do controle
(Tabela 3). Apesar disto, foi observada a diminuicdo na esclerotizacdo e no
escurecimento da progénie de fémeas tratadas com ciprofloxacino (Figura 1), indicando

supressao do endossimbionte S. pierantonius (Vigneron et al., 2014).

6.2. Consisténcia transgeracional

A correlacdio geral (i.e., correlagdo candnica) entre o0s pardmetros
comportamentais das progenitoras antes e apdés a administragdo de ambos os
antibioticos foi significativa (Wilks' lambda = 0,0004, F = 2,36, df,ym/den = 64/52,63, P
< 0,001), sendo que o primeiro e o segundo pares candnicos gerados explicaram 96% e
94% da variancia total, respectivamente (Tabela 4). As caracteristicas que apresentaram
maior contribui¢do na composi¢cdo dos eixos candnicos, segundo os valores de
correlacdo e coeficiente, foram voo, tanatose, desvirar e interacdo conspecifica e
heterospecifica (Tabela 4). Correlagdes simples entre as progenitoras antes e apos a
administracio de ambos os antibidticos mostraram-se significativas para o0s
comportamentos de tempo em repouso (r = 0,40, P = 0,021), voo (r = 0,49, P = 0,004),
tanatose (r = 0,62, P <0,001) e desvirar (r = 0,64, P <0,001).

Os comportamentos que apresentaram maior contribui¢do na composi¢do dos

eixos canoOnicos na analise das progenitoras foram selecionados e utilizados na
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correlacdo candnica dessas fémeas com sua respectiva progénie. Neste caso, ndo houve
correlacdo significativa entre os grupos selecionados (Wilks' lambda = 0,4985, F = 1,05,

dfpumigen= 25/127,81, P = 0,41) (Tabela 5).

Quanto a consisténcia endossimbionte, as cargas de todas as progenitoras, ou
seja, cada uma tratada com o antibiotico ciprofloxacino ou tetraciclina foram
correlacionadas com as de sua respectivas progénies. Para a bactéria S. pierantonius
houve correlagdo significativa (r = 0,28, P = 0,02), enquanto que para a bactéria

Wolbachia nao houve (r = 0,082, P = 0,50).

6.3. Comportamento multidimensional individual

Na andlise de fator dos comportamentos das progenitoras antes e apds a
supressdo endossimbionte, a medida de adequabilidade do modelo ndo ultrapassou o
limite desejado de 0,50 (Kaiser msa = 0,40). Além disso, os dois primeiros fatores
gerados explicaram 66% e 39% da varidncia total observada (Tabela 6). As
caracteristicas comportamentais que explicam a maior parte da divergéncia entre as
progenitoras foram tanatose e interagdo conspecifica no 1° fator e voo e desvirar no 2°

fator.

J& em relacdo aos comportamentos da progénie, o modelo mais adequado foi o
que comparou as progenitoras antes do tratamento com os antibidticos com a prole apds
trés dias de emergéncia. Mas ainda assim, a adequabilidade do modelo ndo ultrapassou
o limite de 0,50, onde o Kaiser msa foi igual a 0,49 (Tabela 6). Os dois primeiros
fatores gerados explicaram 60% e 33% da variancia total observada. E as caracteristicas
comportamentais que explicam a maior parte da divergéncia na progénie foram voo,
desvirar e tanatose no 1° fator, interacdo conspecifica e heterospecifica no 2° fator

(Tabela 6).

Ambas as analises de fator permitiram a confec¢do de diagramas de ordenacao.
Estes diagramas representam a diversidade das -caracteristicas comportamentais
individuais por meio da distribuicdo espacial (Figura 2). A compara¢do destes
diagramas possibilitou visualizar maior divergéncia comportamental nas progenitoras
comparativamente a progénie (Figura 2). Além disso, o tratamento com os antibioticos

canalizou as respostas comportamentais em detrimento ao controle (Figura 2).
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6.4. Implicacoes na fertilidade

Os parametros comportamentais mais consistentes das fémeas na correlagao
canonica foram utilizados como varidveis independentes na andlise de regressdo
multipla para modelar a fertilidade. O melhor modelo obtido nesta analise foi o que
evidenciou intera¢do conspecifica e heterospecifica como varidveis independentes (R* =

0,58, F= 9,70, P < 0,001) (Figura 3).

A carga endossimbionte das progenitoras como varidvel independente ndo
apresentou relacdo significativa com a fertilidade para as bactérias S. pierantonius (R* =

0,004, F= 0,13, P =0,72) e Wolbachia (R* = 0,049, F= 1,65, P = 0,21).

7. DISCUSSAO

As definigdes de personalidade, sindrome comportamental e tragos
comportamentais sdo dependentes da obtenc¢do de respostas consistentes ao longo do
tempo (Jandt et al., 2014). Entretanto, para caracterizar esses parametros ¢ necessario
que haja variagdo entre os tipos comportamentais médios. Em S. zeamais a variagao dos
individuos influencia mais na constituicdo de sua personalidade, em detrimento da
variagdo entre populacdes (Morales et al., 2013). Assim, individuos dessa espécie de
mesma origem populacional, com diferentes cargas endossimbiontes, antes e apds o
tratamento com os antibidticos ciprofloxacino e tetraciclina, foram utilizados na
definicio dos tipos comportamentais médios, da consisténcia geracional e
transgeracional destes tipos, na variabilidade comportamental sob os diferentes

contextos e nas implicagdes sobre a fertilidade.

A comparacdo fornecida pela analise de variancia indicou alteragcdo nos tragos
comportamentais das progenitoras apos o tratamento com os antibidticos em menos da
metade dos pardmetros estudados. Talvez isto tenha ocorrido em detrimento da
plasticidade de respostas para alguns comportamentos (Sih ef al., 2004ab), ou porque os
antibidticos ndo desencadearam efeito direto nos mesmos. Além disso, a analise de
variancia ndo indicou diferengas significativas nas cargas das bactérias entre a progénie
e o controle, mesmo diante da supressdo nas fémeas parentais, indicando recoloniza¢do
dos insetos por seus simbiontes na geragdo seguinte. Contudo, em ambas as andlises
supracitadas ndo houve como padronizar a quantidade absoluta de antibidtico ingerido
por inseto e a supressdo decorrente.
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No caso da progénie, a analise de variancia s6 indicou variagdo comportamental
para dois parametros entre os grupos etarios avaliados. Apesar destes grupos ndo
diferirem em tratamento, respostas contrastantes poderiam ser observadas, ja que entre o
sexto e o sétimo dias da emergéncia, ha o inicio da redugdo natural da carga de S.
pierantonius. Este processo ¢ ligado ao fim da esclerotizacdo, que ocorre por meio da
digestao e reciclagem endossimbionte, reduzindo os custos da relagdo para o hospedeiro
(Vigneron et al., 2014). A diminuicdo evidente na esclerotizacdo e escurecimento dos
insetos tratados com ciprofloxacino indicaram que houve supressdo da carga de S.

pierantonius.

Apesar da andlise de variancia ter apontado diferenca significativa para menos
da metade dos pardmetros estudados, a correlagdo candnica indicou persisténcia de
padrdes comportamentais nas progenitoras apos o tratamento. Assim, a personalidade
(ou consisténcia comportamental) em S. zeamais foi detectavel mesmo apds a supressao
endossimbionte, independentemente de qual antibidtico foi administrado. Em
decorréncia desta persisténcia, avaliou-se a consisténcia transgeracional para os
comportamentos que mais contribuiram na constru¢do da personalidade, ou seja, voo,
tanatose, desvirar, interacdo conspecifica e heterospecifica. Entretanto ndo houve
correlacdo significativa, indicando que os tragos comportamentais ndo foram passados a
geracdo seguinte. De modo geral, a consisténcia transgeracional da personalidade em
invertebrados ndo ¢ bem elucidada (van Oers & Sinn, 2011). O que se tém sdo poucos
relatos como a herdabilidade da caracteristica agressividade nas espécies de aranhas
Anelosimus studiosus e Larinioides sclopetarius (Pruitt & Riechert, 2009b; Kralj-Fiser
& Schneider, 2012) e timidez/ousadia no pulgdo da ervilha, Acyrthosiphon pisum
(Schuett et al., 2011).

A partir dos comportamentos que mais caracterizaram personalidade foi possivel
tracar diagramas de ordenagdo, representando a diversidade de respostas a nivel de
individuo. Nestes diagramas observou-se maior divergéncia comportamental nas
progenitoras em relacdo a sua progénie. Este resultado pode se dever ao efeito do
estresse decorrente da administracdo dos antibidticos. Além disso, o tratamento com os
antibidticos canalizou as respostas comportamentais mostrando menor variabilidade de
respostas comportamentais do que insetos sem exposi¢do aos antibidticos. Esta
tendéncia também persistiu na progénie e ¢ provavel resultado do estresse imposto pelo

tratamento antibidtico.
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Embora a correlacdo candnica tenha indicado que os tracos comportamentais
ndo foram passados a geragdo seguinte, a consisténcia obtida nas progenitoras mesmo
apos a administracdo dos antibidticos suscita questionamentos acerca de suas
implicagdes na fertilidade destas. Isso porque a personalidade ¢ associada a trade-offs
na histéria de vida (Tremmel & Miiller, 2012), que implicam em tendéncias
contrastantes de crescimento/desenvolvimento e reprodu¢do. Assim, a modelagem a
partir dos comportamentos que mais contribuiram para personalidade destacou os
parametros interacdo conespecifica e heterospecifica como determinantes na saida
reprodutiva. Onde se observou que quanto maior o tempo para interagir com
conspecifico e menor o tempo para interagir com heterospecifico, maior a fertilidade da
fémea (i.e., mais progénie produzida). Ou seja, a caracteristica de explorar/evitar dado
ambiente configura-se como fator associado a capacidade reprodutiva de individuos
desta espécie. O maior tempo para interagdo conspecifica, por exemplo, pode servir
como indicador da avaliagdo de parceiros, pois a espécie mostra selecdo sexual
(Cordeiro et al., 2017; Guedes et al., 2017). Em contraste, a rapida interacdo
heterospecifica ¢ indicativa da capacidade competitiva desta espécie, que exibe
beneficios diretos advindos de competicdo larval e canibalismo (Guedes et al., 2010;
Bolivar, 2016).

Quanto a consisténcia transgeracional da carga endossimbionte, houve
correlacdo somente para a bactéria S. pierantonius. Carvalho et al. (2014b)
demonstraram a reducdo significativa das cargas de S. pierantonius € Wolbachia, em
duas geragdes provenientes de fémeas tratadas com os antibidticos ciprofloxacino e
tetraciclina respectivamente, comprovando a eficiéncia da supressdo ao longo de
geracdes. Além disso, as associacdes endossimbioticas obrigatdrias refletem uma
intrincada transmissao vertical da carga bacteriana (Toju et al., 2013), como no caso de
S. pierantonius ¢ o caruncho do milho. A auséncia de correlagdo transgeracional para a
carga de Wolbachia pode ser associada ao fato de que, apesar de ter a transmissdo
vertical como principal forma de propaga¢do (Hurst & Randerson, 2002), esta bactéria é
um endossimbionte facultativo e pode ser encontrada intra e extracelular, permitindo
assim a sua propagacao horizontal (Heddi et al., 1999; Russell & Moran, 2005; Chiel et
al., 2009; Kageyama et al., 2010). O fato deste simbionte mostrar associa¢ao facultativa
com o caruncho do milho também indica uma menor eficiéncia de transmissdo que
associacdes simbioticas obrigatorias, como a de S. pierantonius e o caruncho do milho

(Carvalho et al., 2014 ab).
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Além das implicagdes comportamentais, também foram investigadas as
implicagdes das cargas endossimbiontes na fertilidade. Para ambas as bactérias nao
houve contribuicao significativa na capacidade reprodutiva. A inativagdo completa de S.
pierantonius € Wolbachia através do tratamento térmico provoca a infertilidade em S.
zeamais (Carvalho et al., 2014b), entretanto, a supressdo parcial obtida neste trabalho

ndo foi suficiente para correlacionar carga de ambas as bactérias a fertilidade.

De modo geral, o estudo do comportamento a nivel de individuo em S. zeamais é
mais realistico (Morales et al., 2013). Além disso, tipos comportamentais especificos
podem estar associados ao desempenho reprodutivo do organismo (Smith & Blumstein,
2008). No caso do caruncho do milho, mesmo com a supressdo simbionte, a
personalidade dos individuos foi mantida mostrando-se consistente mediante esta
intervencdo. Esta consisténcia ndo foi passada a progénie, indicando baixa eficiéncia na
selecdo de caracteristicas comportamentais, mesmo que benéficas a essa espécie em
dado ambiente. Os perfis de carga simbionte também foram comprometidos
transgeracionalmente, particularmente para Wolbachia, até por estabelecer relagdo
facultativa. A carga endossimbionte, contudo mostrou associagdo mais fraca que
personalidade na fertilidade das fémeas de caruncho. Assim a personalidade desses
insetos ndo deve ser negligenciada em face da sua associa¢do com fertilidade e suas

interagdes com endossimbiontes na espécie.
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9. ANEXO

TABELA 1. Oligonucleotideos utilizados nos experimentos de qPCR.

Gene Alvo Sequencia (5’ - 3°) Concentragdo (M)

Tamanho (pb)

16Swb F 5’ - CGGGGGAAAAATTTATTGCT - 3’ 0,2 uM
R 5 - TAGGAGTCTGGACCGTATCT - 3’

16Ssp F 5°- AGACTCTAGCCTGCCAGTTT - 3’ 0,2 pM
R5’- CCGAAGGCACCAAGGCAT - 3’

145

198

23



TABELA 2. Caracteristicas comportamentais (média + erro padrao) de fémeas de Sitophilus zeamais antes e depois do tratamento com os antibioticos
ciprofloxacino e tetraciclina e de sua respectiva progénie, submetidas a analises (uni-variadas) de varidncia (ANOVA).

Dimensdes da Variaveis Comportamentais Progenitoras Progénie
Personalidade Antes Depois Fea P Apos 3 dias Apos 7 dias Feal P
Ciprofloxacino
Atividade Distéancia percorrida (cm) 440,79 £ 104,32 196,09+ 11,11 5,44 0,03 212,09 + 6,34 230,30 + 8,67 291 0,09
Tempo em repouso (s) 184,47 + 19,16 266,79 + 18,75 9,43 0,01 256,85+ 11,31 223,88 +10,96 4,40 0,04
Velocidade (cm/s) 0,73+0,18 0,33 +0,02 5,44 0,03 0,35+0,01 0,38 +£0,01 2,91 0,09
Voo (cm) 8,25+ 0,81 7,48 +£0,62 0,64 0,43 7,57 £0,42 8,54 +0,57 1,88 0,18
Desvirar (s) 18,25 + 7,83 81,95+ 43,98 2,03 0,16 10,11 +£1,42 30,77 +£ 12,78 2,58 0,11
Timidez/Ousadia Tanatose (s) 29,99 + 11,69 26,24 £ 5,21 0,09 0,77 24,73 £ 6,42 25,28 £ 4,60 0,01 0,94
Explorar/Evitar Interag@o heterospecifica (min) 13,02+ 1,01 13,76 £ 1,22 0,22 0,64 13,27 + 1,00 15,30 £ 0,54 3,36 0,07
Interagdo conspecifica (min) 11,79 + 1,39 11,27 £ 1,67 0,06 0,81 11,25+ 1,05 10,64 + 1,02 0,17 0,68
Antes Depois Fea P Apos 3 dias Apos 7 dias Fea P
Tetraciclina
Atividade Distancia percorrida (cm) 263,37 + 18,98 210,86 + 24,36 2,89 0,10 516,83 £ 100,36 469,93 £95,03 0,16 0,74
Tempo em repouso (s) 208,44 + 17,16 272,76 + 25,79 431 0,05 195,68 + 12,93 199,41+ 12,79 0,04 0,84
Velocidade (cm/s) 0,45+ 0,03 0,35+0,04 3,37 0,08 0,86 +0,17 0,79 +£0,16 0,10 0,76
Voo (cm) 10,50 £ 0,88 8,61 £0,57 3,23 0,08 7,75+ 0,35 9,66 + 0,65 6,76 0,01
Desvirar (s) 8,20+ 1,48 145,62 £29,56 21,57 <0,001 15,78 £ 3,07 24,04 £ 4,91 2,06 0,16
Timidez/Ousadia Tanatose (s) 29,54 +£ 17,53 24,46 £ 4,92 0,08 0,78 17,70 £ 6,08 25,31 £5,20 0,90 0,35
Explorar/Evitar Interag@o heterospecifica (min) 13,88 + 0,98 13,04 + 1,27 0,28 0,60 14,58 + 0,62 14,48 + 0,60 0,01 0,91
Interagdo conspecifica (min) 11,01 £ 1,25 12,16 + 1,58 0,33 0,57 12,83 £ 0,74 13,09+ 0,73 0,07 0,80
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TABELA 3. Cargas endossimbiontes (média + erro padrdo) de fémeas de Sitophilus zeamais apés o tratamento com os antibiodticos ciprofloxacino e

tetraciclina, de sua respectiva progénie e de insetos controle com idade padronizada (57 dias para as progenitoras e 11 dias para a progénie),
submetidas a andlises (uni-variadas) de variancia (ANOVA).

Bactérias Endossimbiontes

(n° copias/ngDNA) Controle Progenitoras Fea P Controle Progénie Feal P
Ciprofloxacino

Sodalis pierantonius 45,80 + 19,97 1,41 + 0,45 9,08 0,01 21,80+ 12,89 16,56 + 5,56 0,16 0,70
Wolbachia pipientis 198,47 + 65,20 38,16 + 7,98 10,60 0,01 173,02 +26,70 260,72+ 108,31 0,14 0,71

Controle Progenitoras Fea P Controle Progénie Feal P

Tetraciclina

Sodalis pierantonius 45,80+ 19,97 8,73 £2,11 6,85 0,02 21,80 + 12,89 24,57 £ 5,09 0,04 0,85
Wolbachia pipientis 198,47 + 65,20 11,77 £ 4,08 16,80 <0,001 173,02 + 26,70 349,25+ 61,61 1,09 0,30
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TABELA 4. Pares canonicos, coeficientes e correlagdes entre as caracteristicas comportamentais das fémeas progenitoras de Sitophilus zeamais, antes
e depois da administracdo dos antibioticos ciprofloxacino e tetraciclina. Os nimeros em negrito indicam os principais contribuintes de cada eixo.

Dimensoes da Personalidade Variaveis Comportamentais Pares Canoénicos Significativos

1° 2°
Coeficiente Correlagao Coeficiente Correlagao
Antes do antibiotico
Atividade Distancia percorrida (cm) -1,00 -0,20 -11,22 -0,25
Tempo em repouso (s) 0,16 0,23 -0,98 -0,23
Velocidade (cm/s) 1,08 -0,19 10,25 -0,24
Voo (cm) 0,36 0,02 0,50 0,67
Desvirar (s) 0,57 0,47 0,21 -0,10
Timidez/Ousadia Tanatose (s) 0,50 0,38 0,36 -0,06
Explorar/Evitar Interag@o heterospecifica (min) 0,69 0,73 -0,35 -0,21
Interagdo conspecifica (min) 0,17 0,08 0,22 0,10
Depois do antibidtico
Atividade Distéancia percorrida (cm) -132,77 -0,40 13,16 0,27
Tempo em repouso (s) -2,17 0,04 -7,45 -0,28
Velocidade (cm/s) 130,54 -0,39 -20,25 0,27
Voo (cm) 0,18 0,16 0,62 0,46
Desvirar (s) 0,78 0,72 0,62 -0,002
Timidez/Ousadia Tanatose (s) 0,38 0,24 0,47 0,22
Explorar/Evitar Interagéo heterospecifica (min) 0,32 0,43 -0,41 -0,50
Interagdo conspecifica (min) 0,07 0,58 -0,67 -0,31
Estatistica r 0,96 0,94
Fappr. 2,36 1,91
dfium/den 64/52,63 49/50,11
P 0,001 0,01
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TABELA 5. Pares candnicos, coeficientes e correlagcdes entre as caracteristicas comportamentais mais relevantes das fémeas de Sitophilus zeamais e de

sua progénie apds 3 dias da emergéncia. Os nimeros em negrito indicam os principais contribuintes de cada eixo.

Dimensdes da Personalidade

Variaveis Comportamentais

Pares Canonicos Significativos

1° 2°
Coeficiente Correlagao Coeficiente Correlagao
Progenitoras
Atividade Voo (cm) 0,22 0,54 1,35 0,67
Desvirar (s) 0,21 0,28 0,42 0,28
Timidez/Ousadia Tanatose (s) 0,78 0,92 -1,05 -0,10
Explorar/Evitar Interag@o heterospecifica (min) 0,45 0,13 0,24 -0,18
Interagdo conspecifica (min) -0,25 -0,17 -0,47 0,19
Progénie
Atividade Voo (cm) -0,33 -0,43 -0,03 0,05
Desvirar (s) -0,48 -0,48 1,10 0,30
Timidez/Ousadia Tanatose (s) 0,17 -0,18 -1,13 -0,47
Explorar/Evitar Interagéo heterospecifica (min) 0,30 0,44 0,09 -0,12
Interagdo conspecifica (min) 0,65 0,81 0,35 0,42
Estatistica r 0,54 0,41
Fappr. 1,05 0,80
dfum/den 25/127,81 16/107,56
P 0,41 0,68
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TABELA 6. Principais fatores e cargas das caracteristicas comportamentais mais relevantes das fémeas de Sitophilus zeamais e de sua respectiva
progénie apds 3 dias de emergéncia. Os nimeros em negrito indicam os principais contribuintes de cada fator.

Dimensdes da Personalidade Variaveis Comportamentais Fatores Principais (Girados Ortogonalmente)
Progenitoras Progénie
1 2 1 2
Atividade Voo (cm) 0,19 -0,32 -0,28 -0,10
Desvirar (s) 0,05 0,35 0,28 -0,02
Timidez/Ousadia Tanatose (s) -0,24 0,02 0,29 -0,07
Explorar/Evitar Interagdo heterospecifica (min) -0,01 0,02 0,04 0,27
Interagdo conspecifica (min) 0,38 0,05 -0,05 0,35
Autovalor 0,91 0,55 1,16 0,64
Propor¢édo da variancia explicada 0,66 0,39 0,60 0,33
Adequagdo da amostra (Kaiser’s msa) 0,40 0,49
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Figura 1. Efeito da supressao do endossimbionte Sodalis pierantonius via administra¢ao
do antibiodtico ciprofloxacino (25 mg/mL), na esclerotizagdo e escurecimento de
Sitophilus zeamais. Em A) inseto proveniente de fémea controle e em B) inseto
proveniente de fémea tratada com o antibidtico. Ambos os insetos possuiam 11 dias de
emergéncia do grao.
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Figura 2. Divergéncia comportamental entre progenitoras (A) de Sifophilus zeamais e sua respectiva progénie (B), sob o tratamento com os

antibidticos ciprofloxacino e tetraciclina.

30



y =279+ 1.54x + 0.66z - 0.14xz
[R?=0.58, F, ,, = 9.70, P < 0.001]

16 Progenie

produzida (no.)

B 25
Bl 50
s
I 0.0
Bl 25
B 5.0
I 175
[ 1200
[ ]225
[ 25.0
B 275
B 30.0

14

12

10

Tempo para interagir com heterospecifico (min)
oo

.

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo para interagir com conspecifico (min)

Figura 3. Efeito do tempo para interagir com heteroespecifico (min) e com conspecifico
(min) sobre a progénie produzida em fémeas de Sitophilus zeamais.
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