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Sammendrag

For insekter er kostnader assosiert med seksuell reproduksjon i stor grad knyttet til
gametproduksjon, kurtise og egglegging. Investeringsmenster er ofte forskjellig mellom hunner
og hanner, og seksuell konflikt over paringsfrekvens er vanlig, da optimal paringsrate normalt
er hayest for hanner. Ogsa for polygame insekt som overforer spermatoforer vil man finne
seksuell konflikt over paringsfrekvens. Denne studien har vist at det 1 noen grad er mulig &
kvantifisere reproduktiv investering ved & anvende en modellorganisme med kapitalt
forplantningsmenster, flekket frebille (Callosobruchus maculatus). Ved & manipulere hunn- og
hannfrebillers interaksjonsfrekvens gjennom eksponeringstid og kjennsfordeling har effekten
pa vektutvikling og livslengde blitt studert. I alt ble fem behandlingsgrupper konstruert pa
bakgrunn av den antatte energetiske kostnaden forbundet med interaksjon- og paringsfrekvens.
Behandlingsgruppenes kostnadsgradient bevegde seg fra individ uten interaksjonskostnad
(isolerte uparede individ) til individ med hoy interaksjonskostnad (som folge av kontinuerlig
interaksjon med partnere under skjev kjennsfordeling). Ved & studere vektutviklingen til de
ulike behandlingsgruppene over en periode pa 11 dager, 1 tillegg til a registrere livslengden til
samtlige individ ble det funnet at individ med lav interaksjons- og paringsfrekvens (isolerte
uparede individ) hadde lavest vekttap og ekt overlevelse, mens hgy interaksjon- og
paringsfrekvens (kontinuerlig interaksjons med hunn- eller hanndominert kjennsfordeling)
forte til et hoyt vekttap og lav overlevelse, for begge kjonn. De innhentede resultatene tydet pa
at hannfrebiller med ekt paringsfrekvens investerte mer i1 spermatoforproduksjon, mens
hunnfrebillens investeringsforskjell er blitt tolket til & basere seg pa kostnader forbundet med
egglegging, okt skadeomfang ved gjentatte paringer og 4 unngd uensket seksuell

oppmerksomhet.

Ngkkelord
Reproduktiv investering, capital breeder, flekket frobille, Callosobruchus maculatus
interaksjonsfrekvens, paringsfrekvens, interaksjonskostnad, vektutvikling, livslengde.
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Reproduktiv investering varierer mellom arter og individ, og bestar av funksjoner og atferd som
gir med til & sikre paring, produsere avkom og eker avkommets overlevelse (Daly, 1978).
Reproduktiv investering kan defineres som den totale energetiske kostnaden ved reproduksjon
over en gitt tidsperiode (Smith & Smith, 2015). For individ med seksuell reproduksjon vil den
totale reproduktive investeringen i avkom vare avhengig av innsats fra to parter (Daly, 1978).
Hvor mye energi en organisme kan investere i reproduksjon avhenger av dens tilgjengelige
ressurser, og hvordan disse fordeles. Det totale energibudsjettet til en organisme kan ifelge
Kolliker, Royle og Smiseth (2012, s. 9) sees pa som en avveining (frade-off) mellom kostnader
dedikert til tre hovedfaktorer:
1. Somatisk innsats: den energetiske kostnaden som en organisme bruker pa &

opprettholde sin egen somatiske tilstand (Royle, Smiseth, & Kélliker, 2012, s.9).

2. Paringsinnsats: den energetiske kostnaden som er gitt for sikre paring, gjennomfere

selve paringsakten, eller risiko som er tatt 1 forbindelse med paring (Low, 1978).

3. Foreldreinnsats: den energetiske kostnaden foreldre paferes ved & produsere avkom

og uteve foreldreomsorg (Trivers, 1972).

Okt investering 1 f.eks. foreldreinnsats kan gi pa bekostning av investeringen i parings- eller
somatisk innsats. Organismens energiallokering kan betraktes fra ulike perspektiver, men i
denne sammenhengen er det formélstjenlig & kombinere foreldre- og paringsinnsatsen og se pa

avveininger mellom reproduktiv- og somatisk investering.

Reproduktiv investering omfatter energiallokering til seksuelle mekanismer (f.eks. fysiske
strukturer, kjemiske signal, gametproduksjon (Daly, 1978; Hayward & Gillooly, 2011)),
reproduktiv atferd (f.eks. partnersek, kurtise, egglegging, selve paringsakten og foreldreomsorg
(Atkins, 1980, s. 102; Daly, 1978)), uensket seksuell oppmerksomhet (Daly, 1978; den
Hollander & Gwynne, 2009; Gay, Eady, Vasudev, Hosken, & Tregenza, 2009; Sakurai &
Kasuya, 2008), predasjonsrisiko, sykdomsoverforing (Daly, 1978) og péfering av skade (Daly,
1978; O’woma, Chigozirim, Emmanuel, & Chukwuebuka, 2016).
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Hos arter uten foreldreomsorg er det forventet & vere spesielt fordelaktig for hanner 4 oke
paringsfrekvensen for & maksimere reproduktiv suksess, mens for hunner vil gkt produksjon av
levedyktige avkom ofte vare viktigere enn paringsfrekvensen (Trivers, 1972). I en
litteraturgjennomgang av 122 studier som sa pa effekten av gjentatte paring hos insekt, fant
Arnqvist og Nilssons (2000) at et polygamt reproduksjonsmenster kunne gi hunner en fitness
fordel!, da det ble funnet positiv korrelasjon mellom okt paringsrate og fekunditet>. Resultatene
indikerte ogsa at det fantes en optimal/ideell paringsrate som maksimerte reproduktive suksess
(da paring over denne raten reduserte fitness), og at ideell paringsrate var hoyere for hanner enn
hunner. Denne forskjellen gjor at det oppstar seksuell konflikt i paringsfrekvens mellom hunner

og hanner hos insekt med polygam atferd.

For polyandriske insekt som gir eller overforer paringsgaver vil hunnen motta en kompensasjon
for interaksjonskostnadene hun utsettes for i forbindelse med gjentagende paring (f.eks.
skadepéfering) (Gwynne, 2008). Overforing av en naringsrik spermatofor (spermpakke omgitt
av en gelatinaktig hinne (Lawrence, 2016c, s. 550)) kan gke bédde hannens og hunnens
reproduktive suksess (Arnqvist & Nilsson, 2000): Hanners fordel kommer av at spermatoforen
kan sikre flere levedyktige avkom (foreldreinnsats), i tillegg til at naeringsbidrag ved paring vil
oke den optimale paringsfrekvensen for hunnen (paringsinnsats) (Stiver & Alonzo, 2009).
Hunner som mottar spermatoforen kan eke sin reproduktive suksess ved & utnytte
naringsbidraget til okt eggproduksjon eller bedre egen overlevelse eller kondisjon (Gwynne,

2008).

Det er ofte komplisert & kvantifisere den totale reproduktive investeringen til en organisme, og
investering 1 naverende avkom vil ofte ha konsekvenser for fremtidig reproduksjon. Fokuserer
man pa investering lagt ned 1 innevarende avkom, vil ofte hunnen bli trukket frem som individet
med storst reproduktiv kostnad, da gametproduksjon for arter med anisogami® er mer

energikrevende for hunner enn for hanner (Thornhill, 1979).

P& bakgrunn av sin enkle livshistorie er Callosobruchus maculatus (C.maculatus) (ogsa kjent

som flekket frabille (heretter frobille)), etter hvert blitt et veletablert modellsystem 1 studier av

! Fitness er kombinasjon av en organismes overlevelse og levedyktige avkom produsert i lapet av et livslop (Bradshaw &
McMahon, 2008).

2 Mengden produserte egg (eller avkom) over et livslep (Bradshaw & McMahon, 2008; Gwynne, 2008)
3 «Gameter av ulik sterrelse» (Wagner & Bakare, 2017)
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evolusjonsbiologiske og okologiske aspekt, eksempelvis seksuell seleksjon, spermkonkurranse,
paringsinteraksjoner og seksuell konflikt (Arnqvist, Nilsson, & Katvala, 2005; Beck, Blumer,
& Habib, 2013; Beck, Blumer, & Ecological Society of America, 2016; Fox, Bush, Roff, &
Wallin, 2004; Guedes, Smith, & Guedes, 2003). Kort oppsummert er frabillen lite
ressurskrevende, enkel & holde og handtere, har hay reproduksjonsfrekvens, i tillegg til 4 ha en

kort generasjonstid (Beck et al., 2013; Devi & Devi, 2014).

I denne studien av reproduktiv investering er frobillen spesielt anvendbar pa bakgrunn av ett
vesentlig livshistorietrekk; den har et kapitalt forplantningsmenster* (Huang, Yang, Lee, &
Horng, 2005; Messina & Fry, 2003). Dette innebarer at frebillen tar til seg alle ressurser som
danner neringsgrunnlaget for senere energikrevende mekanismer, atferd og funksjoner under
et larvestadium (Huang et al., 2005; Messina & Fry, 2003). Frebillen er et holometabolsk insekt
og gjennomgar fullstendig metamorfose med fire livsstadier: egg, larve, puppe og fullvoksent
individ (Huang et al., 2005; Lawrence, 2016a, s. 264; Messina & Fry, 2003; Ursprung,
Hollander, & Gwynne, 2009). Fullvoksne individ pa billestadiet vil i utgangspunktet ikke ta til
seg naring, men tere pa de oppsparte ressursene fra larvestadiet. Over tid vil derfor
naringslageret til frabillene reduseres (Messina & Fry, 2003). Vekttapet frabillen har i lopet av
billestadiet kan derfor ses pa et mal for total investering (Wagner & Bakare, 2017).

Wagner og Bakare (2017) har studert den totale reproduktive investeringen hos flekket frobille,
ved 4 se pd den daglige nedgangen i biomasse som proxy av reproduktiv investering.
Resultatene viser at ndr man sammenligner den totale investeringen for begge kjonn ved endt
liv, er det ingen signifikant forskjell mellom hann og hunn. Wagner og Bakare (2017)
argumenterer videre for at jomfrubiller som kontinuerlig blir holdt isolerte fra andre individ, og
ikke far mulighet til & pare seg 1 lapet av sitt reproduktive livsstadium, kan brukes som en
kontrollgruppe. Tanken er at isolerte frebiller ikke far utevd «vanlig» reproduktiv atferd og
deres vektreduksjon vil hovedsakelig skyldes metabolske energikostnader (somatisk
selvoppholdelse). Vektdifferansen mellom individer som parer seg og den isolerte gruppen kan

anses som et estimat for energikostnaden allokert til reproduktiv investering.

4 Fra engelsk: capital breeder, egen oversettelse
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Kostnaden hunnfrebiller péferes ved paring er ansett som spesielt stor da hannfrebiller er utstyrt
med en piggete penis (Dougherty & Simmons, 2017; Eady, Hamilton, & Lyons, 2007). Under
paring skades hunnfrebillens vaginale vegg (Dougherty & Simmons, 2017), og gjentatte
paringer (over hunnens ideelle paringsfrekvens) har tidligere blitt vist 4 ha en negativ effekt pa
hunnfrebillers livslengde (Arngvist et al., 2005; Eady et al., 2007; Edvardsson & Tregenza,
2005; Morrow, Arnqvist, & Pitnick, 2003; Ronn, Katvala, & Arnqvist, 2006).

For hunnfrebillene er det en tydelig avveining mht paringsfrekvens: Ved & redusere antall
paringer vil hunnen kunne redusere indre skade fordrsaket av hannen, og ved & oke
paringsfrekvensen vil hun fa naringsbidrag overfort fra spermatoforen (Arnqvist et al., 2005).
I tilfeller hvor hunnfrebiller ikke far ekstern naring tilfert har multiple paringer en positiv effekt
pa hunnens fitness, livsengde og fekunditet (Eady, Wilson, & Jackson, 2000; Fox, 1993a; Fox,
1993b; Savalli & Fox, 1999; Ursprung et al., 2009; Wilson, Tufton, & Eady, 1999). For hunner
med lave energilager (ofte eldre individ) vil levetiden oke signifikant ved hoyere
paringsfrekvens, sammenlignet med hunner med lav paringsfrekvens. Det er viktig &
understreke at dette er kun tilfellet dersom hunnen har lite ressurser (Fox, 1993a). Dersom
hunnfrebiller kan tilegne seg vann/nering fra ekstern ressurs 1 stedet for gjennom paring og
spermatoforoverfering, er den eksterne ressursen foretrukket (da fordelen ved paring kan
anskaffes og skadekostnaden ved paring forsvinner) (Edvardsson, 2007; Fox & Moya-Larano,

2009; Harano, 2012; Savilli & Fox, 1999; Ursprung et al., 2009).

Det er relativt i studier som fokuserer pd & hannfrebillers reproduktive investering. Dette
gjelder spesielt kvantifisering av kostnader og kartlegging av hvilken effekt forskjellig
investering har pd hannfrebillen (Paukku & Kotiaho, 2005). Paukku og Katiaho (2005) fant at
ved ekende paringsfrekvens ble livslengden til hannfrebiller redusert. Arsaken til dette er trolig
at spermatoforproduksjon og -overforing er svert energikrevende ettersom fullvoksne frebiller
terer pd opparbeidede nazringslagre fra larvestadiet. Spermatoforproduksjon kan fore til et
kraftig vekttap hos insekt (Thornhill, 1976, s. 156), og for en frebille er storrelsen pé
spermatoforen ved forste paring rundt 8% av kroppsvekten til hannen (Fox, Hickman, Raleigh,
& Mousseau, 1995). Fox et al. (1995) sa pd pavirkningen gjentagende paringer hadde pa

hannens spermatoforsterrelse (gjennom registrering av vekttap for og etter paring). Sterrelsen
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pa spermatoforen var storst ved forste paring og avtok med suksessive paringer, spesielt med

korte intervaller mellom hver paring.

McNamara, Robinson, Rosa, Sloan, van Lieshout & Simmons sin studie fra 2016 var den forste
som studerte pavirkningen en hanndominert kjonnsratio kan ha pd hannfrebillens spermatorfor-
investering (og vektreduksjon). Denne fant ingen tegn pa at en hanndominert kjonnsratio ville
oke spermkonkurranse og investering 1 reproduktive strukturer og sterrelse pd spermatoforen

(McNamara et al., 2016).

Hanners reproduktive kostnad kommer ogsé fra reproduktiv atferd som partnersek, kurtise og
mislykkede paringsforsgk. Det er tidligere vist at kurtise og mislykkede paringsforsgk reduserer
livslengden til hanner (Wedell, 2010). Det er ogsé kjent at hannfrebiller paferer hunnfrebiller
uonsket og trakasserende seksuell oppmerksomhet gjennom «repetitive mislykkede forsek pé
a pare» (Gay et al., 2009, s. 86; Sakurai & Kasuya, 2008). Repetitive mislykkede forsek pa &
pare skjer eksempelvis ndr hunnfrebiller unngdr paring ved 4 lope bort fra pégdende
hannfrebiller, eller ved & sparke av seg hanner som prover & pare seg med hunnen (den
Hollander & Gwynne, 2009). Flere studier har funnet at hunner som har tilgang pa ekstern
naring, men som blir holdt kontinuerlig med hannfrebiller har signifikant redusert livslengde,
til tross for redusert paringsfrekvens. Hannfrebillenes trakasserende atferd har derfor trolig stor
innvirkning pa hunnfrebillers livslengde (den Hollander & Gwynne, 2009; Edvardsson, 2007;
Ronn et al., 2006; Tatar, Carey, & Vaupel, 1993). Trakassering vil spesielt vare et problem 1
laboratorieforsgk, da den begrensede plassen gjor det tilnermet umulig for hunnfrebiller &

unngd hannfrebiller (den Hollander & Gwynne, 2009).

I dette masterprosjektet er det blitt sett nermere pa hunn- og hannfrebillers reproduktive
investering, og forsekt & kartlegge effekten av ulik interaksjonsfrekvens gjennom
eksponeringstid og kjennsfordeling. I prosjektet ble det konstruert fem behandlingsgrupper.
Disse gruppene varierte fra ingen interaksjonskostnad (isolasjon) til hey interaksjonskostnad
(frebiller med kontinuerlig interaksjon og hunn- eller hanndominert kjonnsfordeling). Malet
har vart & finne hvorvidt denne kostnadsgradienten pavirker frebillenes vektutvikling og

livslengde. Masteroppgavens formal kan oppsummeres 1 tre forskningsspersmal:
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. Har ulik interaksjonsrate og/eller kjonnsfordeling innvirkning pd vektutviklingen til
flekket frobille?

. Vil investering pa bakgrunn av ulik interaksjonsrate og/eller kjennsfordeling pavirke

livslengden til flekket frebille?

. Kan eventuelle forskjeller i vektutvikling og livslengde forklares pd bakgrunn av ulik

reproduktiv investering?
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Denne masteroppgavens datamateriale kommer utelukkende fra egne innhentede data.
Datainnsamlingen til masterprosjektet ble gjennomfert i to omganger, over en 33-dagers
periode. Innsamlet radata besto av daglig vekt (malt til 0,001mg presisjon) for samtlige individ
fra fremtredning® (0-24 timer / dag 0) til og med dag 11 (i alt 12 malinger). I tillegg til vekt ble
livslengden (her definert som antall levedogn som fullvoksen/fremtreden frebille) notert for

samtlige individ.

Metoden for masterprosjektet ble utviklet med utgangspunkt i metoden vist i studien til Wagner
& Bakare (2017), men med enkelte justeringer og tilpasninger gjennomfert pd bakgrunn av

erfaringene tilegnet i forkant av datainnsamlingsperioden.

I alt ble fem behandlingsgrupper etablert. Forskjellene mellom behandlingsgruppene baserte
seg pa varierende interaksjonsfrekvens gjennom eksponeringstid og kjennsfordeling. Dette ble
gjort for a se om grupperesultatene kunne belyse forskjeller 1 investeringskostnadene forbundet

med en gkende interaksjons- og paringsfrekvens sett i behandlingsgrupper og mellom kjenn.
2.1 Studieorganisme og -populasjon

2.1.1 Livssyklus

Flekket frobille har global utbredelse (Guedes, Guedes, & Smith, 2007) og regnes som et
skadedyr da de infiserer torkede benner og belgfro fra slekten Vigna (Devi & Devi, 2014).
Frobillen gjennomferer hele sin livssyklus 1 tilknytning terkede benner (Devi & Devi, 2014;
Fox, Dublin, & Pollitt, 2003). Et tilnermet realistisk habitat kan derfor konstrueres 1 en
laboratoriumsituasjon dersom billene har tilgang pé terkede benner (Beck et al., 2013; Silva,

Kunz, Linhares, Samuels, & Macedo, 2015).

Fullvoksne og parede hunnfrebiller oviposisjonerer®, dvs legger og fester egg (Lawrence,

2016b, s. 411), pd en vertsbennes overflate (Johnson & Kistler, 1987). Inne i egget utvikles en

3 Fra engelsk: emergence, egen oversettelse.

6 Fra engelsk: oviposition, egen oversettelse.
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larve som etter 4-5 dager (ved 28 °C, noe lenger tid ved romtemperatur) klekkes ved a spise seg
inn under freskallet pa vertsbennen (Fox, 1993b). Inne i bennen konsumerer larven bennen og
gir gjennom fire forskjellige larvestadier, for den danner en puppe. Etter fullstendig
metamorfose fremtrer den fullvoksne frebillen ved & grave seg ut fra vertsbennen (Devi & Devi,
2014). I forkant av fremtredning kan man se sma merke sirkler pa verstbennen som indikerer
at frebillene har begynt 4 grave seg ut, disse sirklene vil heretter bli referert til som

fremtredningsvinduer.

Selv om frebillene er kjennsmodne og klare for paring kort tid etter fremtredning, fremtrer ofte
hannfrebillene kun med delvis fulle saedblerer (Savilli & Fox, 1999). Flere studier anbefaler
derfor & inkubere individ 1 48 timer for man initierer forste paring (Ronn et al., 2006; Savilli &
Fox, 1999). I lepet av billestadiet vil frebillen hovedsakelig bruke energi pd egg- og
spermatoforproduksjon, partnersek, paring, oviposisjonering og somatisk vedlikehold, som alle

legger utgangspunktet for neste generasjon.

2.1.2 Studiepopulasjon

Frebillepopulasjonen som ble anvendt i studien var opprinnelig importert fra Carolina
Biological Supply 1 USA, til Universitetet 1 Bergen, februar 2016. Den importerte linjen har
gitt opphav til flere generasjoner, vekselvis avlet frem ved romtemperatur og i1 klimaskap med

24-timers lystilgang og temperatur pa 28, 0°C - 28,5°C.

For import var populasjonen tilpasset en livssyklus pé vertsbennen Vigna radiata, mungbenne,
og ble derfor utelukket avlet videre pd ekologiske mungbenner etter import. Selv om frabillen
er en relativt tilpasningsdyktig art nar det kommer til bytte av vertsbenne, ble den opprinnelige
vertsbonnen brukt gjennom hele forseket for & utelukke innvirkningen et eventuelt
vertsbonnebytte kunne ha. Messinas (2004) viser at et vertsbennebytte kunne pdvirke aspekt

som kroppssterrelse, overlevelse og utviklingstid hos frebillen (Messina, 2004).

Det fullstendige proveutvalget kom fra totalt fem parallelle populasjoner, etablert samtidig,
rundt en méned forut for datainnsamlingen. De infiserte mungbennene som ga opphav til
proveutvalget ble oppbevart i klimaskap (med tilsvarende forhold som tidligere nevnt), frem til

fremtredningsvinduer ble synlige. Alle levende frabiller ble oppbevart 1 klimaskap med samme
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lystilgang og temperatur som under inkuberingstiden. Det eneste unntaket var under den daglige

veiingen av individene, som foregikk i romtemperatur.

Da frebillen er et insekt, samt et skadedyr, finnes det ikke et offentlig etisk reglement som la
foringer ved utvikling av prosjektets metode. Avslutning av populasjoner ble gjennomfort 1

henhold til Folkehelseinstituttets anbefalinger (Rukke, 2015).

2.2 Studiedesign

Infiserte mungbenner med tydelige fremtredningsvinduer ble plassert 1 24-brenns
reaksjonsbrett, for 4 sikre at voksne frabiller forble uparede og isolerte frem til initialvekt (Alder

=0) ble mélt.

2.2.1 Proveutvalg

Proveutvalget bestod av 140 individ, 70 av hvert kjonn. Frebillene ble veid daglig til 0,001mg
presisjon ved hjelp av SARTORIUS MICRO M3P-vekt, fra fremtredning (Alder = 0) og i 11
péfalgende dager. Etter at initialvekten’ ble registrert (0-24 timer gamle, Alder = 0), overforte
og isolertes frabillene 1 hver sin petriskdl (3cm 1 diameter). Etter den tredje veiingen (48-72
timer gamle, Alder = 2) ble alle individ tilfeldig tildelt en behandling og eventuelt en
partner/partnere. I behandlingsgruppene som bestod av par eller flere individ (behandling 2-5)
hadde alle individene fremtrddt innenfor de samme 24 timene. Vektregistrering ble avsluttet
etter dag 11 pd bakgrunn av at flere individ var dede ved 12. vektregistrering (noen individ enda
tidligere). Etter 12. vektregistrering ble alle gjenlevende individ uavhengig av
behandlingsgruppe isolert. Hunner ble isolert til mellomstore petriskaler (8cm i diameter) og
hanner pa sma petriskaler (3cm diameter). Livslengden for samtlige individ ble registrert ved

dad.

7 Initialvekt ble brukt som et mal for & etablere storrelsesforskjellen mellom frebillene.
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2.2.2 Behandlingsgrupper

Behandling 1: Isolasjon.

Frobiller som ble isolert bestod av n=20 individ, 10 individer av hvert kjenn. Individene 1
behandling 1 (B1) var uten interaksjonskostnad. Alle frobiller i B1 ble oppbevart i isolasjon 1
smd petriskéler fra fremtredning og til de dede, og fikk verken interagere eller pare seg med

andre frebiller gjennom hele billestadiet.

Behandling 2: Kortvarig interaksjon med 1:1 kjonnsfordeling.
Frobillene 1 kortvarig interaksjon ved 1:1 kjonnsfordeling, bestod av n=30 individ, 15 individer
av hvert kjonn. Individene i behandling 2 (B2) mottok daglig interaksjonskostnad, da tilfeldige
par, en hann og en hunn, daglig ble satt sammen (dag 2-11) 1 sma petriskaler (3cm diameter) i
2 timer, for de ble separert og plassert tilbake i isolasjon. Hannfrebiller ble holdt i sméa
petriskdler med noen benner, mens hunnfrebiller ble holdt i mellomstore petriskaler (8cm
diameter) med ca. 100 mungbenner hver. Individene hadde interaksjon med en og samme
partner fra dag 2 til dag 11. Etter 12. vektregistrering ble alle gjenlevende hannfrgbiller isolert
1 smi petriskdler, mens hunnfrebillene ble vaerende og isolert i sine opprinnelig mellomstore

petriskéler.

Behandling 3: Kontinuerlig interaksjon med 1:4 hanndominert kjgnnsfordeling.
Frobiller 1 kontinuerlig interaksjon med 1:4 hanndominert kjonnsfordeling, bestod av n=30
individ, 6 hunner og 24 hanner. Individene i behandling 3 (B3) mottok hey (hunn) eller
moderat (hann) interaksjonskostnad, da en hunn ble satt sammen med fire hanner i1
mellomstore petriskdler med ca. 100 mungbenner etter tredje vektregistrering (48-72 timer
gamle). For & ha muligheten til & folge vektutviklingen til hannene uten & markere individene,
ble 24 tilfeldige tilgjengelige hanner rangert basert pa initialvekt og plassert i en av fire
kategorier; storst, middels stor, middels liten og minst. Hver hunn fikk tildelt en hann fra hver

av kategoriene.

Behandling 4: Kontinuerlig interaksjon med 1:1 kjennsfordeling.
Frebiller som var i kontinuerlig interaksjon med 1:1 kjennsfordeling, bestod av n=20 individ,

10 individer av hvert kjenn. Individene 1 behandling 4 (B4) mottok kontinuerlig

10
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interaksjonskostnad, da tilfeldige par (et individ av hvert kjonn) ble kontinuerlig holdt sammen

1 mellomstore petriskdler med ca. 100 mungbenner etter tredje vektregistreringen.

Behandling 5: Kontinuerlig interaksjon med 4:1 hunndominert kjgnnsfordeling

Frebiller som var i1 kontinuerlig interaksjon med 4:1 hunndominert kjennsfordeling, bestod av
n=30 individ 10 av hvert kjonn. Individene i behandling 5 (B5) mottok moderat (hunn) og hoy
(hann) interaksjonskostnad, da en hann ble satt sammen med fire hunner i mellomstore
petriskdler med ca. 400 mungbenner etter tredje vektregistrering. For 8 ha muligheten til 4 folge
vektutviklingen til hunnene uten & markere individene, ble 24 tilfeldige tilgjengelige hunner
rangert basert pa initialvekt og plassert 1 en av fire kategorier; storst, middels stor, middels liten

og minst. Hver hann fikk tildelt en hunn fra hver av kategoriene.

2.3 Testprosjekt for utvikling av metode og

vektrutiner

I forkant av datainnsamlingsperioden, ble det gjennomfort et testprosjekt for & finne den mest
anvendbare veierutinen, utvalgssterrelsen, og behandlingsmetoden. I testprosjektet ble et utvalg
pa 30 individer veid daglig i lopet av en 14-dagers periode for & se om vektreduksjon og/eller
—pkning utlest av alder og/eller paring var observerbar. En SARTORIUS MICRO M3P-vekt med
0,001mg presisjon ble anvendt ved veiing av individ. Bruken av vekt med 0,001mg presisjon
baserte seg pd kjennskap til frebillens vektspekter og forventet nedgang, samt anbefalinger gitt
1 tidligere litteratur (Fox et al., 1995; Wagner & Bakare, 2017). Gjennom de innsamlede
resultatene fra testprosjektet ble det konstatert at vektendringen var mulig & registrere med

SARTORIUS MICRO M3P.

Ved veiing ble frebilleindivid plassert 1 et veieskip av aluminium, forseglet med en tilpasset bit
parafilm for & forhindre at frabillene unnslapp under veiing. Ved starten av hver daglige veieokt

ble SARTORIUS MICRO M3P nullstilt i forhold til veieskipet og parafilmens vekt.

Vektens sensitivitet medferte at sma bevegelser fra frobillene gjorde utslag pd den registrerte
vekten, 1 stigende og/eller synkende retning, etter at den forst indikerte stabil méling. Basert pa
observasjon av denne endringen ble det etablert en fast rutine for nér veiingen skulle avsluttes

og registreres: 1) nédr vekten var stabil (uten tusendedels desimalendring) 1 minst 50 sekunder,
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eller 2) etter 5 minutters veiing. Denne avlesningsrutinen ble senere brukt pd samtlige

vektmalinger 1 masterprosjektet.

I juni 2018, rundt 3 maneder i1 forkant av testprosjektet ble vekten neyaktighet kalibrert.
Usikkerheten til mélingene (mellom 0-500mg spekteret) gjennomfert pA SARTORIUS MICRO

M3P ble pa bakgrunn av kalibreringen beregnet ved formelen:
U, =1,7ug + 0,0409ug/mg X R 3.1

hvor R erstattes av vekten indikert for den enkelte veiingen.

2.4 Statistisk analyse

Alle grafiske fremstillinger og statistiske analyser ble utfort i R studio versjon 1.1.463 (R Core
Team, 2017). Ved grafisk fremstilling ble R-pakkene tidyverse (Wickham, 2017) og survminer
(Kassambara & Kosinski, 2018) anvendt. R-syntax for samtlige analyser er vedlagt under R-

script 1 appendix.

Rédatasettet ble separert for kjonn i forkant av statistiske analyser, for 4 unnga at dette ble en
gjennomgéende tilfeldig pavirkende faktor. B4: Kontinuerlig interaksjon 1:1 ble satt som
fungerende baseline (intercept) til sammenligning av grupperesultater. Arsaken til dette var at
det var grunn til & tro at resultatene fra B4 kom til & vare plassert 1 midtsjiktet ved
sammenligning av alle grupperesultater. Folgelig virket det mer formalstjenlig & sammenligne
andre grupper opp mot midtsjiktet, enn mot en behandlingsgruppe som illustrerer et resultat

som gar i en ekstrem retning.

2.4.1 Vektutvikling

En linear mixed effects model, repeated measures ANOVA, ble brukt for a teste hvorvidt det
fantes signifikante forskjeller mellom vektutviklingen registrert hos de forskjellige
behandlingsgruppene 1 proveutvalget. Analysen ble gjennomfort ved hjelp av R-pakken nilme
(Pinheiro, Bates, DebRoy, Sarkar, & R Core Team, 2017). I /me-funksjonen ble hvilke individ
som interagerte med hverandre og hvilken petriskél de ble holdt sammen 1, lagt inn som tilfeldig

pavirkende faktor (random=~+1|Boks.id/Individ). Rddataen forble utransformert (raw=TRUE)
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under analyseprosessen. Vektkurvene til behandlingsgruppene ble sammenlignet opp mot

intercept (B4) gjennom anova-funksjonen.

I situasjoner hvor signifikant forskjell 1 kurvatur og/eller bratthet mellom behandlingsgruppene

ble funnet, ble detaljene for analysen studert gjennom summary-tfunksjonen.

Figurene som ble konstruert for a illustrere vektutviklingen til behandlingsgruppene (figur 2A
og 2B), fikk tilfort en polynomisk kurve som indikerer antatt gruppevektutvikling pd bakgrunn
av kalkulerte predikerte punkter. I tillegg ble gjennomsnittlig utvikling markert som sterre
punkt. I tilfeller hvor behandlingsgruppegjennomsnittet avvek fra den polynomiske kurven, ble
det gjort et valg om a forholde seg til utviklingen av den predikerte kurven, ettersom
gruppegjennomsnittet 1 storre grad ble upresist ved reduksjon 1 utvalgssterrelsen forarsaket av

individded.

2.4.2 Overlevelse (livslengde)

Registrert livslengde ble illustrert og analysert gjennom en overlevelsesmodell, hvor
forskjellen mellom overlevelseskurvene ble testet og sammenlignet gjennom survreg- og
anova-funksjonen, ved hjelp av R-pakken survival (Therneau, 2015). Den egnede
sannsynlighetsfordelingen (fordelingen med lavest uforklart variabilitet (-2*LL)) ble fastslatt
separat for hvert kjonn. Predikert gjennomsnittsalder for samtlige behandlingsgrupper ble

funnet ut fra egnet sannsynlighetsfordeling.

13



3 Resultat

3 Resultat

Flekket frebille er en insektart med seksuell dimorfisme, hvor hunnen er sterre enn hannen
(Fox, Stillwell, & Moya-Larano, 2007). Resultatet reflekterer den forventede spredningen da
gjennomsnittlig initialvekt for hunnfrebiller var 7 mg og hannen 5,8 mg. Figur 1A illustrerer

spredningen av initialvekten (mg) til frebillene som inngikk 1 preveutvalget.

Antall levedegn som fremtreden frabille, her betegnet som livslengde (dager), ble registrert
(figur 1B). Gjennomsnittlig livslengde for samtlige hanner uavhengig av behandling var 15,4

dager, mens hunnfrebillenes gjennomsnittlige livslengde var 13,9 dager.
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Figur 1 Initialvekt og livslengde for proveutvalg uavhengig av behandling.

A: Initialvekt registrert hos samtlige individ (n=140). B: Livslengde (dager, her forstatt som
antall levedogn som fremtreden frobille) registrert hos individ. Hankjonnsgruppen ble redusert

med ett individ fra hovedutvalget, da registrering av livslengde for dette individet mislyktes.
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3.1 Vektutvikling

Alle individ ble veid daglig fra fremtredning (dag 0, 0-24 timer, initialvekt) til og med dag 11.
Gjennomsnittlig vektutvikling for samtlige behandlingsgrupper i1 lopet av veieperioden er
illustrert 1 figur 2A og 2B. Resultatet fra repeated measures ANOVA-analysen indikerte at det
var en effekt av behandling med signifikant forskjell (p < 0,001) 1 bratthet og/eller kurvatur

mellom behandlingsgruppene, béde for hann- og hunnfrgbiller.

Hankjgnn Hunkjgnn
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() [0
> >
44 44
31 3
2 2
1 1
012345678 91011 01234567 8 91011
Alder (dager) Alder (dager)

Behandling 4: Kontinuerlig 1:1 = 1:lIsolasjon = 2: Kortvarig 1:1 = 3: Kontinuerlig 1:4 5: Kontinuerlig 4:1

Figur 2 Vektutvikling over veieperiode for samtlige behandlingsgrupper.

Smd punkt representerer individdata, storre punkt er giennomsnittlig gruppeverdi, linjen er
konstruert av predikerte verdier fra modellen. A: Hankjonn. Signifikant forskjell i bratthet
ble funnet for behandlingsgruppe 1 og 5. Signifikant forskjell i kurvatur ble funnet hos
behandlingsgruppe 5. (tabell A6.1.1) B: Hunkjonn. Signifikant forskjell i bratthet ble funnet
for behandlingsgruppe 1 (tabell A6.1.1).
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I vektutviklingen til hannfrebillene (figur 2A) skilte gruppene uten (Bl) og hay
interaksjonskostnad (B5) seg ut. Behandlingsgruppene med daglig (B2), moderat (B3) og
kontinuerlig interaksjonskostnad (B4) hadde lignende vektutvikling, og viste ingen signifikant
forskjell 1 verken bratthet eller kurvatur. De isolerte hannfregbillene (B1) hadde en mye lavere
gjennomsnittlig vektreduksjon, en slakere kurve, over hele veieperioden sammenlignet med
resten av behandlingsgruppene. Ved sammenligning opp mot hannfrebillene med kontinuerlig
interaksjonskostnad (B4) viste den isolerte gruppen (B1) signifikant forskjell i bratthet (df =
750, t = 3,613, p < 0,001). Hannfrebiller med hoy interaksjonskostnad (B5) viste en kraftig
vektreduksjon over veieperioden, og vektutviklingen var signifikant forskjellig bade i bratthet
(df =750, t=-3,653, p <0,001) og kurvatur (df = 750, t = 2,959, p = 0,003) sammenlignet med
hannfrebillene med kontinuerlig interaksjonskostnad (B4) (tabell A6.1.1).

For hunfrebillene (figur 2B) skilte ogsa behandlingsgruppen uten interaksjonskostnad (B1) seg
ut fra de resterende gruppene, igjen med et lavere gjennomsnittlig vekttap sammenlignet med
resten av behandlingsgruppene. Sammenlignet med hunnfrebiller med Fkontinuerlig
interaksjonskostnad (B4) viste de isolerte hunnfrebillene (B1) signifikant forskjell 1 bratthet (df
=733, t=4,245, p <0,001). Alle hunnfrebiller som ble paret og mottok daglig (B2), moderat
(BS), kontinuerlig (B4) eller hoy (B3) interaksjonskostnad 1 lepet av veieperioden viste
lignende vektutvikling uten signifikant forskjell i verken bratthet eller kurvatur (tabell A6.1.1).

Sammenligner man differansen 1 den relative vektutviklingen (%) mellom
behandlingsgruppene uten interaksjonskostnad (B1) og kontinuerlig interaksjonskostnad (B4)
(figur 3), kan man fa en indikasjon pa hvor stor del av vektreduksjonen som skyldes reproduktiv
investering. Hannfrebiller (figur 3A) i1 gruppen uten interaksjonskostnad (Bl) mistet
gjennomsnittlig kun 48% av sin initialvekt etter 11 dager, mens hannfrebiller med kontinuerlig
interaksjonskostnad (B4) mistet 72% av initialvekten. Samme menster finner man igjen hos
hunnfrebillene (figur 3B), hvor hunnfrebiller 1 gruppen uten interaksjonskostnad (B1) mistet
gjiennomsnittlig  39% av  initialvekten, mens hunnfrebiller med kontinuerlig
interaksjonskostnad (B4) mistet hele 80% av initialvekten 1 lopet av veieperioden (tabell

A6.1.2)
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Figur 3 Relativ vekt (%) i forhold til initialvekt.

Omradet mellom vektkurvene til Bl: Isolasjon og B4: Kontinuerlig interaksjon 1:1.
(differansen mellom behandlingsgruppene) kan anses som et mdl for investering lagt ned i
reproduktiv innsats. Relativ vekt for samtlige behandlingsgrupper kan bli funnet i tabell
A6.1.2 5.35. A: Hankjonn. B: Hunkjonn.
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3.2 Livslengde og overlevelse

Gjennomsnittlig livslengde for hannfrebillene i1 denne studiens utvalg var generelt litt lengre

enn for hunnfrebillene (figur 1B). Sammenligner man overlevelsessannsynligheten til samtlige

behandlingsgrupper (basert pa registrert livslengde) finner man sterre variasjon 1

overlevelsessannsynlighet for hunnfrebiller enn for hannfrebillene (figur 4A og 4B).

Resultatene fra overlevelsesanalysen viste signifikant effekt av behandling pa overlevelse, bade

for hankjenn (avvik = 265,99, df = 4, p < 0,001, med weibull sannsynlighetsfordeling) og

hunnkjenn (avvik= 994,32, df = 4, p < 0,001, med /ogistisk sannsynlighetsfordeling).
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Figur 4 Overlevelsesplot for samtlige behandlingsgrupper.

A: Hankjonn, utviklingen baserer seg pa weibull sannsynlighetsfordeling. Momentan dodsrisiko

reduseres med alder (scale: 0,14). Predikert livslengde pa bakgrunn av modellen la mellom 14 (B5)

og 19,2 dager (B1). B: Hunkjonn, utviklingen baserer seg pa logistisk sannsynlighetsfordeling.

Momentan dodsrisiko endrer seg ikke med alder (scale: 0,937). Predikert livslengde pa bakgrunn
av modellen ld mellom 9,8 (B3) og 20,1 dager (B1).
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Weibull sannsynlighetsfordeling ga lavest uforklart variabilitet (-2*LL: 3849.611) pé datasettet
som inneholdt hannfrebillenes registrerte livslengde (figur 4A). Summary-funksjonen viste at
hannfrebiller uten (Bl) og daglig (B2) interaksjonskostnad hadde signifikant heayere
overlevelse (B1: z = 12,042, p < 0,001, B2: z = 6,388, p < 0,001), mens hanner med hay
interaksjonskostnad (B5) hadde lavere signifikant overlevelse (z = -5,700, p < 0,001)
sammenlignet med hanner 1 B4. Resultatet indikerte ogsd at den momentane dedsrisikoen
(instantaneous risk of death/hazard) for hannfrebillene reduseres med alder (scale: 0,14).
Predikert overlevelse pad de wulike behandlingsgruppene basert pa  weibull

sannsynlighetsfordeling (tabell A6.2.1) 14 mellom 14,0 (B5) og 20,1 dager (B1).

I datasettet som inneholdt hunnfrebillenes registrerte livslengde (figur 4B) var det en /ogistic
sannsynlighetsfordeling som ga lavest uforklart variabilitet (-2*LL: 3898,75). Summary-
funksjonen viste at hunnfrebiller uten (B1) og moderat (B5) interaksjonskostnad hadde
signifikant heyere overlevelse (B1: z = 36,780, p < 0,001, B5: z = 7,412, p < 0,001), mens
hunner med hoy interaksjonskostnad (B3) hadde lavere signifikant overlevelse (z=-11,446, p
< 0,001) sammenlignet med hunner 1 B4. Resultatet indikerte at den momentane dedsrisikoen
ikke ble endret med alder for hunnene (scale: 0,973). Predikert overlevelse pa de ulike
behandlingsgruppene basert pa logistisk sannsynlighetsfordeling (tabell A6.2.1) 14 mellom 9,8
(B3) og 20,1 dager (B1).
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4 Diskusjon

Ved & manipulere interaksjons- og paringsfrekvens til 140 flekkede frobiller, har det 1 denne
studien blitt undersgkt hvorvidt sterrelsen pad reproduktiv investering har en effekt pa
vektutvikling og livslengde (overlevelsessannsynlighet). Som Kolliker, Royle og Smiseth
(2012, s. 9) tidligere har foreslatt kan en organismes totale energibudsjett sees pd som en
avveiing mellom kostnader dedikert til & opprettholde sin egen somatiske tilstand (somatisk
innsats) og reproduktiv investering (paring- og foreldreinnsats). P4 bakgrunn av dette og funn
gjort 1 tidligere litteratur var det forventet at resultatet skal gjenspeile denne avveiingen, i den
forstand at frebiller med stor vektnedgang pd bakgrunn av heyere interaksjon- og
paringsfrekvens, ville ha redusert livslengde da det ikke er tilstrekkelig energi til somatisk

opprettholdelse.

I prosjektet ble det utviklet en kostnadsgradient som man antok ville pavirke vektutviklingen
og/eller livslengden til begge kjonn, hovedsakelig pd bakgrunn av kostnaden med hayere
interaksjonsrate og ekt paringsfrekvens. Metoden inkluderte ikke & observere den faktiske
paringsfrekvensen, da det ville blitt for omfattende for et prosjekt av dette omfanget. Det kan
derfor antas at vektutvikling og/eller livslengde ikke reflekterer behandlingsgruppenes

investeringskostnad fullstendig.

Ved 4 anvende en modellorganisme med kapitalt forplantningsmenster, tillater metoden 1 noen
grad & kvantifisere reproduktiv investering. Vekttapet til frobiller som ikke har tilgang pé
ekstern naering og/eller vann vil representere investering lagt ned i1 reproduktiv og somatisk
innsats. I tillegg kan det relative vekttapet til isolerte uparede frebiller til en viss grad
representere et mal for investeringen lagt ned 1 somatisk opprettholdelse, da de ikke utsettes

for/utever vanlige reproduktive kostnader.

For hunnfrebiller kan kjente kostnader med reproduksjon oppsummeres som skade pé vaginal
vegg ved paring, eggproduksjon og & unngd uensket seksuell oppmerksomhet/trakasserende
atferd. Den eneste behandlingsgruppen som viste et lavere signifikant vekttap sammenlignet
med B4, var de isolerte hunnfrebillene uten interaksjonskostnad (B1). Hunnfrebillene 1 B1 viste

ogsé signifikant hoyest overlevelse og predikert livslengde blant hunnfrebillene. En apenbar
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investeringsforskjell mellom den isolerte gruppen og resten som kan begrunne vektutviklingen
til hunnfrebillene, er at de parede individene produserer og legger egg. Fekunditet har vist seg
gjennom flere studier & oke med ekende paringsfrekvens (Eady et al., 2000; Fox, 1993a;
Guedes & Smith, 2008; Messina & Fry, 2003; Savalli & Fox, 1999; Wilson et al., 1999).
Enkelte andre studier har midlertidig vist at ekt paringsfrekvens reduserer fekunditet (den
Hollander & Gwynne, 2009; Wilson et al., 1999), samtidig som noen studier ikke finner en
effekt av fekunditet pa bakgrunn av paringsfrekvens (Crudgington & Siva-Jothy, 2000; Eady,
Hamilton, & Lyons, 2007).

Studier som har sett pd hvordan fekunditet pévirkes av ulik tilgang pa vertsbenner (til
egglegging), fant at faerre benner ga redusert fekunditet som igjen forte til lavere vektnedgang
(Messina & Fry, 2003; Messina & Slade, 1999; Tatar et al., 1993). Redusert fekunditet ser i
tillegg ut til & ha en positiv innvirkning pa hunnfrebillenes livslengde (Guedes & Smith, 2008;
Messina & Fry, 2003; Savilli & Fox, 1999; Tatar et al., 1993). Pa bakgrunn av dette vil man
kunne forvente at individ med okt fekunditet vil ha et storre vekttap og redusert livslengde.
Hunnfrebillene som viste storst nedgang i relativ vekt over veieperioden var tildelt behandling
med hanndominert kjennsfordeling og hay interaksjonskostnad (B3), med gjennomsnittlig 85%
vektreduksjon. Hunnfrebillene 1 B3 viste 1 tillegg lavest overlevelsessannsynlighet med
predikert gjennomsnittlig livslengde blant samtlige behandlingsgrupper. Det er midlertidig vist
at hunner som utsettes for store mengder uensket seksuell oppmerksomhet fér redusert
fekunditet (Gay et al., 2009), noe som tyder pd at okt fekunditet eller egglegging som en
konsekvens av gkende interaksjonsfrekvens alene ikke er drsaken til hunnfrebillers vekttap og

reduserte livslengde.

A kartlegge den faktiske kostnaden av en paringsakt og okt paringsfrekvens for hunnfrebiller
er komplisert, da fordelen med spermatoforoverforing vil kunne kompensere for noe av skaden
pafort ved paring (opp til den optimale raten til hunnen)(Arnqvist & Nilsson, 2000).
Nearingsfattige hunnfrebiller har tidligere blitt vist & gke livslengden pd bakgrunn av ekt
paringsfrekvens (Fox, 1993a; Messina & Slade, 1999; Ronn et al., 2006). Andre studier har
derimot gjort funn som tyder pa at okt paringsfrekvens reduserer livslengde (Crudgington &
Siva-Jothy, 2000; Messina & Fry, 2003). For hunner som kontinuerlig interagerer med flere
hanner vil fordelen med gjentagende paring ikke kompensere for kostnaden (den Hollander &

Gwynne, 2009), antageligvis pa bakgrunn av at ekt paringsfrekvens har vist seg & oke
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skadeomfanget til hunnfrebiller (Crudgington & Siva-Jothy, 2000). I tillegg er hunnfrebillenes
somatiske tilstand funnet & vaere negativt korrelert med skadeomfanget (Eady & Brown, 2017).
En kan derfor forvente at noe av vektnedgangen hos hunnfrebillene med ekt paringsfrekvens
(spesielt hunner med hoy interaksjonskostnad (B3), men ogsd hunner med kontinuerlig

interaksjonskostnad (B4)) skyldes ekt energiallokering til somatisk opprettholdelse.

Utenom kostnaden av skadeomfanget assosiert med gjentatte paringer, vil hunnfrebiller som
holdes kontinuerlig med en eller flere hanner blir utsatt for en tydelig storre andel uensket
seksuell og trakasserende atferd. En studie gjennomfert pa kinafrebille, Callosobruchus
chinesis, fant at hunner som kun mottok trakasserende atferd (ikke paring) fikk 18% lavere
fitness sammenlignet med isolerte hunner (Sakurai & Kasuya, 2008). Trakasserende atferd
gjennom paringsforsek kommer av den seksuelle konflikten mellom hunner og hanners
optimale paringsfrekvens og resulterer i at hunnfrebiller ma bruke energi pd & unngd den
uonskede oppmerksomheten ved & lgpe fra hannen, samt & sparke han av seg (den Hollander &
Gwynne, 2009). Okt seksuell oppmerksomhet har i flere studier vist negativ korrelasjon med
hunnfrebillers livslengde (den Hollander & Gwynne, 2009; Eady et al., 2007; Edvardsson,
2007; Fox & Moya-Larano, 2009; Ronn et al., 2006).

Sammenlignet med B4 hadde hunnfrebillene med moderat interaksjonskostnad (BS) og
hunndominert kjennsfordeling signifikant redusert overlevelse, pd tross av at denne
behandlingsgruppen antageligvis mottok mindre grad av uensket seksuell oppmerksomhet.
Som tidligere nevnt kan fekunditet pavirkes av tilgangen til vertsbenner (til egglegging), da
feerre tilgjengelige benner har gitt redusert fekunditet, som forte til lavere vektnedgang, som
okte livslengden (Messina & Fry, 2003; Messina & Slade, 1999; Tatar et al., 1993). I denne
masteroppgaven var hunnfrebillene med moderat interaksjonskostnad plassert 1 en petriskal
sammen med 3 andre hunner og rundt 400 benner pa deling. Man kan felgelig undres over om
denne ressurstilgangen kan ha stimulert til okt fekunditet hos hunnfrebiller 1 BS, men pé
bakgrunn av at den valgte metoden ikke registrerte fekunditet gir ikke denne studien nok

informasjon til & kunne trekke noen form for konklusjon med hensyn til dette.

For hannfrebillen vil kostnader forbundet med reproduktiv investering omfatte atferd som
partnersek, kurtise og ikke vellykkede paringsforsek (trakassering), samt produksjon og

overforing av spermatofor. Hoy paringsrate hos hanner kan gke deres fitness da dette vil gi hoy
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reproduktiv suksess (Arnqvist & Nilsson, 2000). For hannfrebiller som overferer seminale
paringsgaver, vil hver paring vare en betydlig reproduktiv investering pad bakgrunn av
spermatoforproduksjon  og  -overfering. @~ Som  beskrevet  innledningsvis  kan
spermatoforproduksjon medfere et kraftig vekttap hos insekt (Thornhill, 1976, s. 156), og dette
er forventet hos frabillen da sterrelsen pd spermatoforen ved forste paring har blitt observert til
a vere rundt 8% av kroppsvekten til hannen (Fox et al., 1995). For hanner med okt
paringsfrekvens forventer vi derfor & observere et stort vekttap pa bakgrunn av gkende antall
spermatoforoverferinger, til tross for at spermatoforsterrelsen reduseres med gjentagende
paringer (og alder) (Eady, 1995; Fox, 1993a; Fox et al., 1995; Katavala, Ronn, & Arnqvist,
2008; Savalli & Fox, 1999).

Hannfrebiller uten interaksjonskostnad (B1) viste signifikant lavere bratthet, mens
hannfrebiller med hay interaksjonskostnad (BS, hunndominert kjonnsfordeling) viste
signifikant heyere bratthet samt kurvatur sammenlignet med vektutviklingskurven til
hannfrebiller 1 B4 (kontinuerlig interaksjonskostnad). Disse funnene gjenspeiler forventningen
om at gkt spermatoforoverforing oker vekttap. Det ble ikke funnet signifikant forskjell mellom
hannfrebiller med daglig (B2), moderat (B3) og kontinuerlig (B4) interaksjonskostnad. Selv
om hannfrebiller 1 behandling 4 alene hadde kontinuerlig tilgang pa en hunn, kan den lignende
vektnedgangen som vi observerer 1 behandling 2 og 3 med daglig og moderat
interaksjonskostnad muligens forklares pa bakgrunn av Fox et al. sine funn i fra 1995. Fox et
al. (1995) fant at gkt tid mellom paring (som hos hanner 1 B2 og B3 med daglig og moderat
interaksjon) kan kompensere for effekten gjentatte paringer har pd spermatoforsterrelsen. Da
observasjon av faktisk paringsfrekvensen ikke var en del av denne oppgavens metode, kan det
vaere mulig at enkelte individ 1 behandling 2 ikke paret seg i lopet av den to timer lange
interaksjonsperioden (eller mellom vekttaking), og perioden mellom paringer ville okes

ytterliggere.

Sveert {4 har sett pd vektreduksjon hos hannfrebiller som en effekt av reproduktiv investering,
vi har derfor ikke store mengder med sammenlignbare data. Wagner og Bakare (2017)
sammenlignet hunnfrebiller og hannfrebillers reproduktive investering gjennom blant annet
skjev kjonnsfordeling. I studien virket vektutviklingen til hannfrebillene & vaere upavirket ved
hunndominert kjennsfordeling (en, to, eller tre hunner med en hann), men 1 tilfeller med

hanndominert kjonnsfordeling s& man at den relative vektutviklingen 1 sterre grad var
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varierende. Arsaken til dette ble spekulert i & veere pa bakgrunn av sterre seksuell konkurranse
mellom hannfrebiller (Wagner & Bakare, 2017). Studien som er gjennomfert i denne
masteroppgaven viser at hannfrebiller med moderat interaksjonskostnad med hanndominert
kjonnsfordeling (B3) mistet gjennomsnittlig rundt 58% av initialvekten over veieperioden.
Dette var den nest laveste relative nedgangen for samtlige behandlingsgrupper. Dette gir grunn
til & tro at seksuell konkurranse gjennom konkurrerende atferd med andre hanner ikke er en
svart stor kostnadsfaktor for hannfrebiller rent energetisk, spesielt ikke sammenlignet med
spermatoforproduksjon. 1 lys av reproduktiv suksess vil hannfrebiller 1 en hanndominert
kjennsfordeling likevel oppleve en kostnadsfaktor pa bakgrunn av gkt konkurranse, da redusert
paringsfrekvens ogsd reduserer hannens egne avkom. Et mer interessant funn Wagner og
Bakare (2017) gjorde var at isolerte hanner mistet mer vekt enn hunner. Dette er tilfellet for oss
hvor isolerte hannfrebiller mistet 47% av initialvekten over veieperioden, mens hunnfrebiller
mistet 38%. Wagner og Bakare (2017) antok ogsd at partnersek var drsaken til denne
investeringsforskjellen. Ett annet funn som kan underbygge denne forskjellen er at den
metabolske raten til hanner er funnet til & veere 50% hoyere enn hos hunnfrgbiller (Arnqvist,

Stojkovi¢, Ronn, & Immonen, 2017).

I stor grad ser det ut til at ulik mengde spermatoforoverfering pd bakgrunn av okt
paringsfrekvens, er  &rsaken til  vektutviklingsmensteret hos  hannfrebillene.
Overlevelsessannsynligheten til samtlige behandlingsgrupper bortsett fra hannfrebiller med
moderat interaksjonskostnad (B3), viste seg & vare signifikant forskjellig fra hannfrebiller med
kontinuerlig interaksjonskostnad (B4). Ogsa for hannfrebillene viste de isolerte billene uten
interaksjonskostnad (B1) heyeste overlevelse og levde lengst, mens hannfrebiller med Aoy
interaksjonskostnad (BYS) viste lavest overlevelse. Mislykkede paringsforsek og kurtise er en av
de kostnadene som er funnet a redusere livslengden til insekthanner (Wedell, 2010). Dette er
en mulig forklaring pa at hannfrebillene som hadde daglig interaksjonskostnad (B2) viste nest
hoyeste overlevelse. Hannfrebiller 1 B2 ble isolert 22 timer 1 degnet, og fikk dermed liten
mulighet til 4 uteve storre mengde uonsket seksuell oppmerksomhet mot hunnfrebiller 1 lopet

av veieperioden.

Den momentane dedsrisikoen for hannfrebillene indikerte at sjansen for & omkomme ble
redusert med alder (scale: 0,14). Dette funnet er motstridende med to andre studier som

observerte at gkende alder forte til skende momentan dedsrisiko for hannfrebiller (Fox et al.,
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2004, 2003). Denne forskjellen kan antageligvis forklares pa bakgrunnn av at alle individ 1 Fox
et al. sine studier (2004, 2003) var jomfrubiller. Da de aldri parer seg, vil deres reduserte fitness
1 mye storre grad forarsakes av alderdom, sammenlignet med et utvalg som ogsd inkluderer
hannfrebiller som parer seg gjentatte ganger og overforer spermatoforer. Det er folgelig grunn
til & anta at kostnaden forbundet med okt interaksjon eker den momentane dedsrisikoen
tidligere 1 livslopet, spesielt da de kun blir utsatt for interaksjonskostander mellom 2. og 11.
levedegn. Den momentane dedsrisikoen for hannfrebiller, som man finner i denne studien,
understreker bare at interaksjon er kostbart og reduserer livslengde ogsd hos hannfrabiller

sammenlignet med hannfrebiller som kun lever uparede 1 isolasjon.

Konklusjon og videre forskning

Reproduktiv investering er komplekst. A kartlegge alle kostnadsfaktorer som kan ha synlig
pavirkning pd et eventuelt vekttap og/eller livslengde, er en omfattende og sammensatt
oppgave, og er muligens arsaken til at enkelte tidligere funn er motstridende (Paukku &
Kotiaho, 2005). P4 bakgrunn av resultatene ser det ut til at reproduktiv investering hovedsakelig
kommer til uttrykk som forskjell 1 vektutvikling hos hannfrebiller, antageligvis som et resultat
av mengden spermatofor som overferers med ulik paringsfrekvens. For hunnfrebillene kommer
effekten av ulik interaksjonsfrekvens med hannfrebiller 1 sterst grad til uttrykk gjennom ulik
overlevelse. Noe av variasjonen skyldes trolig den generelle kostnaden assosiert med
egglegging. I tillegg antyder resultatene at energien som brukes pa & unnslippe uensket seksuell
oppmerksomhet og eventuelt skadeomfanget hunner paferes ved gjentatte paringer, har en

negativ effekt pd hunnfrebillers livslengde.

Denne studien har vist at lav interaksjons- og paringsfrekvens gir et lavt vekttap og ekt
overlevelse, mens hoy interaksjon- og paringsfrekvens gir et hoyt vekttap og lav overlevelse
for begge kjonn. Metoden som er brukt har gitt resultater som gjor det mulig & kvantifisere
reproduktiv investering i noen grad. Modellsystemet som er blitt anvendt er optimalt for &
avdekke kostnadsfaktorer forbundet med reproduktiv investering, da organismer med kapitalt
forplantningsmenster tillater oss & kontrollere for investering som et folge av vekttap. Metoden
involverte 1 denne omgang en grovskala avdekking av investering pa bakgrunn av avveiingen
mellom reproduktiv og somatisk innsats. Ved & modifisere metoden til et noe mer komplekst

oppsett, kan flere nyanser forbundet med reproduktiv investering gjennom ulike
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kostnadsfaktorer avdekkes ytterligere. 1 denne studien var det to grupper med skjev
kjonnsfordeling med kontinuerlig interaksjon (B3 og B5). I videre forskning ville det vere
interessant & utvide studien til & inkludere behandlingsgrupper med skjev kjennsfordeling og
midlertidig interaksjon. Ved & sammenligne kontinuerlig og midlertidig interaksjon i grupper
med hann- eller hunndominert kjennsfordeling vil man trolig bedre kunne skille effekten av
mislykkede paringsforsek/uensket seksuell oppmerksomhet fra kostnadene forbundet med
gjentagende paring. Ytterligere metodetilskudd som vil vaere forméalstjenlige er a registrere
fekunditet for samtlige hunnfrebiller, for & kvantifisere hunnenes investering 1 egglegging med
forskjellig interaksjonsfrekvens. Dersom man i tillegg registrerer vekt ved ded ville man kunne
fa et totalt investeringsestimat, noe som er optimalt med hensyn til sammenligning mellom

gruppene.
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6 Appendix

6.1 Vektutvikling

Tabell A6.1.1. Resultater fra modell assosiert med figur 2 (vektutvikling). *Poly 1 er
bratthet. **Poly 2 er kurvatur.

6 Appendix

Behandling Kijonn| Verdi |Std.avvik | DF | t-verdi p-verdi

Poly 1* -0,371 0,020] 750 -18,550 0

B4 (intercept) g
Poly 2 ** 0,008 0,002] 750 4,934 0
Poly 1 0,110 0,030] 750 3,613 <0,001
81 Poly 2 g -0,002 0,003] 750 -0,713 0,476
Poly 1 0,040 0,027] 750 1,494 0,136
B2 Poly 2 g 0,000 0,002] 750 -0,081 0,935
Poly 1 0,004 0,025] 750 0,167 0,867
B3 Poly 2 g 0,002 0,002] 750 0,863 0,389
Poly 1 -0,131 0,036] 750 -3,653 <0,001
8 Poly 2 g 0,009 0,003] 750 2,959 0,003
Poly 1 -0,496 0,034| 733| -14,448 0

B4 (intercept) Q
Poly 2 0,013 0,003| 733 4,544 0
Poly 1 0,219 0,052] 733 4,245 <0,001
81 Poly 2 ° -0,007 0,004] 733]  -14,448 0,122
Poly 1 0,003 0,045] 733 0,075 0,940
B2 Poly 2 ® 0,002 0,004| 733 0,436 0,663
e Poly 1 Q -0,024 0,063| 733 -0,373 0,710
Poly 2 -0,004 0,006] 733 -0,693 0,489
Poly 1 -0,059 0,042] 733 -1,397 0,163
8 Poly 2 ° 0,004 0,004| 733 1,192 0,234
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Relativ vekt

Tabell A6.1.2 Gjennomsnittlig relativ vekt (%) i forhold til initialvekten for samtlige

6 Appendix

behandlingsgrupper
Gjennomsnittlig relativ vekt (%)
g Q
Alder(dag)  ["gs T [B2 |83 |B5 |B4 |B1 |B2 |B3 |B5
0| 100] 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Il 96] 941 95| 93] 93| 96| 97| 96| 95| 95
21 91| 8 90| 90| 91| 91| 92| 92 92| 93
31 80| 85| 81| 83| 75| 80| 88| 80| 80| &I
4| 72 81| 76| 78| 68| 70| 84| 69| 69| 72
51 64 77 70| 71| 58] 62| 80| 60| 61| 61
6| 59| 74| 65| 67| 54| 56| 77| 53| 56| 54
71 52 721 60| 62| 48| 49| 75| 47| 48] 50
S| 46| 66| 54| 53| 34| 43| 71| 43| 34| 36
9| 40| 60| 47| 51| 31] 36| 68| 36| 26| 35
10| 30| 56| 42| 45| 24)] 29| 65| 31| 24| 29
11| 28] 53| 37| 42| 22| 20| 62| 28] 15| 28
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6.2 Overlevelse (livslengde)

6 Appendix

Tabell A6.2.1 Resultater fra modell assosiert med figur 4 (overlevelsesplot)

Std.- ) Predikert
Behandling | Kijgnn | Sannsynlighetsfordeling | Verdi : z-verdi P . | livslengde

avvik verdi

(dager)

B4 .
. g Weibull 2,752 0,012]1235,714| 0,000 15,7
(intercept)
B1 g Weibull 0,206 0,017] 12,042] <0,001 20,1
B2 g Weibull 0,097 0,015] 6,388] <0,001 17,3
B3 g Weibull 0,011 0,014] 0,806| 0,420 15,8
B5 g Weibull -0,115 0,020] -5,700] <0,001 14,0
Log(scale) g Weibull -1,964 0,027] -71,612| 0,000 -
B4 ..
, Q Logistisk 12,601 0,140] 89,869| 0,000 12,6
(intercept)
B1 Q Logistisk 7,513 0,204 36,780] <0,001 20,1
B2 Q Logistisk 0,146 0,180 0,807| 0,420 12,7
B3 Q Logistisk -2,770 0,2421 -11,446| <0,001 9,8
B5 Q Logistisk 1,266 0,171] 7,412]<0,001 13,9
Log(scale) Q Logistisk -0,028 0,1711 -0,952| 0,341 -

37
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6.3 R-syntax

HEHHHHHEHHHH
#Forberede datasett til analyser: Alderen er redigert til & starte fra 0 #
HEHHHHHHEHHHH R

biller.df <- read.table("masterdata.csv", header=T, dec=",", sep=";")
biller.df$Alder <- biller.df$Alder-1

HEHHHHIHEHHHHHHHH
# Laster inn R-pakkene som trengs#
HEHHHHHIHEHHHHH

library(nlme)
library(survival)

HEHHHHHHE
#Vektutvikling. Modell for figur 2A og 2B. Gjennomfort separat for begge kjonn#
HHHHHHHE

fitl.lme <- Ime(Vekt~poly(Alder,2,raw=TRUE)*Behandling,
random=~+1|Boks.id/Individ, cor=corAR1(), data=datasett.df,
na.action="na.exclude")
anova(fitl.lme)
summary(fitl.lme)

HEHHHHHIHEHHHH

# Livslengde (overlevelse). Gjennomfort separat for begge kjonn #

HHHHHHIHEHHHH

#Forbereder data for overlevelsesplott: #
fit.male/female <- survfit(Surv(Levetid)~Behandling, data=datasett.df)

#Finner passende sannsynlighetsfordeling#
fitlm.surv <- survreg(Surv(Levetid)~Behandling, dist="weibull", data= datasett.df)
fit2m.surv <- survreg(Surv(Levetid)~Behandling, dist="extreme", data= datasett.df)
fit3m.surv <- survreg(Surv(Levetid)~Behandling, dist="exponential",data= datasett.df)
fitdm.surv <- survreg(Surv(Levetid)~Behandling, dist="gaussian", data= datasett.df)

fitSm.surv <- survreg(Surv(Levetid)~Behandling, dist="logistic", data= datasett.df)
fitom.surv <- survreg(Surv(Levetid)~Behandling, dist="loglogistic", data= datasett.df)
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fit7m.surv <- survreg(Surv(Levetid)~Behandling, dist="lognormal", data= datasett.df)
anova(fitlm.surv, fit2m.surv, fit3m.surv,fitdm.surv,fitSm.surv,fitom.surv, fit7m.surv)

#Modell for figur 4A og 4B. Eks.: Weibull har lavest uforklart variabilitet#

fitlm.surv <- survreg(Surv(Levetid)~Behandling, dist="weibull", data= datasett.df)
anova(fitlm.surv)
summary(fitlm.surv)

#Finne predikert livslengde pé bakgrunn av passende sannsynlighetsfordeling#
predict(fitlm.surv, list(Behandling="1: Isolasjon"), type="response")
predict(fitlm.surv, list(Behandling="2: Kortvarig 1:1"), type="response")
predict(fitlm.surv, list(Behandling="3: Kontinuerlig 1:4"), type="response")

predict(fitlm.surv, list(Behandling="5: Kontinuerlig 4:1"), type="response")
predict(fitlm.surv, list(Behandling="4: Kontinuerlig 1:1"), type="response")
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