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1. BEVEZETÉS ÉS CÉLKITŰZÉSEK 

A szexuális szelekció az evolúció egyik erőteljes mozgatórugója, melynek érvényesülése 

(erős vagy gyenge), iránya (pozitív vagy negatív) és a formája (lineáris vagy nemlineáris) is 

változhat (Kingsolver et al. 2001; Kingsolver és Diamond 2011; Siepielski et al. 2009, 2011). 

Annak ellenére, hogy számos tanulmány született a szexuális szelekció témakӧrében, három 

szempont kevésbé tanulmányozott maradt. Ezek viszont nagyon fontosak ahhoz, hogy teljes 

mértékben megértsük, hogyan hat a szexuális szelekció egy adott faj jellegeire.  

(1) A legtöbb szexuális szelekciós tanulmány középpontjában egy vagy néhány 

fenotípusos jelleg áll (pl. Gosden és Svensson 2008; Steele et al. 2011), de csak néhány 

tanulmány alkalmaz többváltozós megközelítést (pl. Blanckenhorn et al. 2003; Swillen et al. 

2009; Punzalan et al. 2010). A többváltozós megközelítés azért fontos, hogy 

megkülönböztethető legyen az adott jellegre ható közvetlen és közvetett szexuális szelekció.  

(2) A legtöbb tanulmány középpontjában morfológiai jellegek (főleg testméretek) 

állnak, és például az energiatartalékokkal kapcsolatos fiziológiai jellegek (de lásd pl. 

Blanckenhorn et al. 2003, 2004; Swillen et al. 2009), vagy a mozgással kapcsolatos 

teljesítőképesség (de lásd pl. Kelly et al. 2008) figyelmen kívül maradnak.  

(3) A legutóbbi vizsgálatok azt sugallják, hogy a szexuális szelekció nemcsak egyes 

populációk között, hanem egy adott populáción belül és bizonyos időszakok között is 

változhat (pl. Gosden és Svensson 2008; Steele et al. 2011).  

Ha figyelmet fordítunk a szexuális szelekció ilyen tér- és időbeli változására, 

megtudhatjuk, hogy külӧnbӧző populációknál és külӧnbӧző időszakokban vajon ugyanazok a 

jellegek részesülnek-e előnyben. Ennek jelentősége abban áll, hogy ezáltal megérthetjük e 

jellegek evolúciós dinamikáját. 

Az utóbbi évtizedekben nagymértékben nőtt az olyan tanulmányok száma, melyek a 

DNS szekvenciákat és a morfológiát társítják a taxonómiai problémák minél egyértelműbb 

megoldása érdekében. Ám viszonylag kevés figyelem fordult a szitakötők felé (de lásd pl. 

Pilgrim et al. 2002; Stoks et al. 2005; Pilgrim and Von Dohlen 2007). Következésképpen 

számos taxonómiai probléma vitás maradt ennél a rendnél (Schmidt 2001; Dijkstra 2003; 

Dijkstra és Lewington 2006). Az egyik ilyen vitás probléma a Chalcolestes viridis (Vander 

Linden, 1825) és a C. parvidens Artobolevskii, 1929 státusza és filogenetikai helyzete 

(Jödicke 1997; Schmidt 2001). 
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A doktori értekezésben célul tűztük ki, hogy tanulmányozzuk az egyedek 

teljesítőképességére, továbbá a teljesítőképesség alapjául szolgáló morfológiai és fiziológiai 

jellegekre ható többváltozós szexuális szelekciót, és ezt hasonlítsuk össze a tülekedő 

versengési és territoriális párzási rendszerekben. Mivel az általunk vizsgált egyik fajnak a 

taxonómiai helyzete kérdéses, ezért további céljaink között szerepelt filogenetikai fák 

szerkesztése, a faj filogenetikai helyzetének tisztázása érdekében.  

A II. Fejezetben a C. viridis taxonómiai helyzetét kívántuk tisztázni. Vizsgáltuk, 

hogy vajon a Lestes vagy a Chalcolestes génuszhoz tartozik-e, és hogy milyen kapcsolatban 

áll a C. parvidens taxonnal. Tanulmányoztuk, hogy a két taxon elkülönült monofiletikus 

csoportot alkot-e, valamint összehasonlítottuk a genetikai távolságukat az elfogadott európai 

Lestes fajokéval.  

A III. Fejezetben vizsgálataink célja az volt, hogy többváltozós megközelítést 

alkalmazva kiderítsük, hogyan idézheti elő a különböző morfológiai és fiziológia jellegek 

időbeli változása az egyedi teljesítőképesség jellegeinek (esetünkben a repülési sebesség és a 

repülés maximális időtartama), valamint a szexuális szelekciónak az időbeli változását. Ezt a 

vizsgálatot a territoriális viselkedést mutató C. viridis egyik populációján végeztük, egy teljes 

reprodukciós időszakot nyomon követve.  

A IV. Fejezetben arra törekedtünk, hogy feltárjuk a fenotípus-teljesítmény-fitnessz 

tengelyt a tülekedő versengést folytató Coenagrion puella (Linnaeus, 1758) kisszitakötőnél, 

azáltal, hogy vizsgáljuk a kapcsolatot egy sor fiziológiai és morfológiai jelleg, valamint a 

repülési teljesítőképesség és a rövid távú párzási siker között. 

2. ANYAG ÉS MÓDSZER 

A II. Fejezetben a morfometriai összehasonlításhoz 305 hím imágót gyűjtöttünk hat európai 

országból. Tizenhat jelleget vettünk fel digitális tolómérő és sztereomikroszkóp segítségével. 

A test, a fej, a szárnyak és a fogókészülék morfometriáját hasonlítottuk össze több 

populációból származó hímeknél, hogy megállapítsuk, vajon a két taxon egyértelműen 

elkülöníthető-e egyszerű testméretek alapján. Ezen felül olyan hímeket is bevontunk a 

vizsgálatba, melyek átmeneti jellegeket mutattak (a fogókészülékük színében és formájában), 

és feltehetően hibridek voltak (Olias et al. 2007 alapján). Célunk az volt, hogy megvizsgáljuk, 

vajon ezek az egyedek átmeneti morfometriát mutatnak-e.  
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A két taxon elválását leginkább előidéző jellegek meghatározására és a köztes 

tulajdonságokkal rendelkező egyedek helyzetének felmérésére lépésenkénti diszkriminancia-

analízist végeztünk a STATISTICA v.8 program segítségével (StatSoft, Tulsa, OK, USA).  

30 egyed felhasználásával DNS vizsgálatokat is végeztünk. Filogenetikai fákat 

hoztunk létre, hogy tisztázzuk a C. viridis és keleti formája, a C. parvidens taxonómia 

helyzetét. Két független lókusz – a magi riboszomális belső átírt köztes szakaszának (ITS) és 

a mitokondriális citokróm-oxidáz alegység I-nek (COI) (Simon et al. 1994; Heinze et al. 

2005) – DNS szekvenciáit elemeztük, hogy megtudjuk, a kérdéses taxonok elkülönült 

monofiletikus csoportokat képeznek-e. Ezeket a DNS szekvenciákat arra is felhasználtuk, 

hogy összehasonlítsuk a genetikai távolságokat a két vizsgált taxon és az elfogadott európai 

Lestes fajok között. A DNS szakaszok szekvenálása BigDye®Terminator v3.1 

CycleSequencing Kit segítségével történt. A legnagyobb valószínűség és maximális 

parszimónia elemzések a MEGA5 programcsomaggal történtek (Tamura et al. 2011). A 

Bayes-féle analízist MrBayes v. 3.1 programmal végeztük (Huelsenbeck és Ronquist 2001). A 

páronkénti távolságokat Kimura 2-paraméteres modellel számoltuk, a MEGA5 programot 

használva. 

A III. Fejezetben vizsgáltuk az egyedek repülési teljesítőképességére, valamint a 

teljesítőképesség alapjául szolgáló morfológiai és fiziológiai jellegekre ható többváltozós 

szexuális szelekciót a territoriális viselkedést mutató C. viridis kisszitakötőnél. 

Keresztmetszeti mintavételezéssel párzó és nem párzó hím egyedeket gyűjtöttünk a terepen, 

kézi háló segítségével (pl. Blanckenhorn et al. 1999; Gosden és Svensson 2008; Steele et al. 

2011). 2011-ben összesen 282 párzó és 238 nem párzó C. viridis hím egyedet gyűjtöttünk be a 

12 hetes reprodukciós időszak alatt, hogy tanulmányozzuk a szexuális szelekció időbeli 

változását. A mintavételezés Tervuren-ben, Belgiumban történt. A reprodukciós időszakot 2 

hetes időintervallumokra osztottuk.  

A repülési teljesítőképességet (repülési sebesség és maximális időtartam) minden 

egyednél a laboratóriumban állapítottuk meg. Erre egy 2 m magas, 20 cm átmérőjű, 43°-os 

szögben döntött Plexiüveg repülési csövet használtunk, Therry et al. (2014) metodológiája 

alapján, melyet a laboratóriumi körülményekhez igazítottunk. Meghatároztuk a repülési 

sebességet (a legmagasabb repülési érték és az eléréséhez szükséges idő hányadosa), valamint 

a repülés maximális időtartamát.  
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Minden egyes egyednél mértünk négy olyan fiziológiai és morfológiai jelleget, melyek 

a kisszitakötőkre jellemzőek: energiaraktár (zsírtartalom), repülési izom hányados, 

szárnyhossz és szárnyterhelés. A zsírtartalmat Bligh és Dyer (1959) protokollja alapján 

állapítottuk meg. Mivel a kisszitakötők torának nagy részét a repülési izmok adják (Marden 

1989), a repülési izom tömegét a tor fehérjekoncentrációjából állapítottuk meg (lásd pl. Snell-

Rood et al. 2014), Bradford (1976) alapján. A repülési izom hányadost a repülési izom és a 

teljes nedves testtömeg hányadosa alapján számoltuk, és mg/mg nedves tömegre 

vonatkoztatva fejeztük ki. A szárny hosszát a testméret becslésére használtuk (lásd ugyancsak 

pl. Plaistow and Siva-Jothy 1999; Carchini et al. 2000). A szárny hosszát és a kerületét 

digitalis fényképeken állapítottuk meg, 17 tájékozódási pont felhasználásával a TpsDig 2.16 

program (Rohlf 2010) használatával. A szárnyterhelést a teljes nedves testtömeg és a szárny 

területének hányadosaként állapítottuk meg. Minden statisztikai elemzéshez a STATISTICA 

v.12 programot használtuk (StatSoft, Tulsa, OK, USA).  

A repülési teljesítőképességi jellegek, valamint a hozzájuk kapcsolódó fiziológiai és 

morfológiai jellegek reprodukciós időszakon belüli változásának megállapítására jellegenként 

külön-külön általános lineáris modellt alkalmaztunk. A két hetes időtartamokat, mint függő 

változókat adtuk a modellhez, a párzási állapotot pedig kategorikus független változóként. A 

repülési teljesítőképességre ható teljes szexuális szelekció vizsgálatára egyváltozós 

általánosított lineáris modellt alkalmaztunk (külön-külön a repülési teljesítőképesség 

jellegeire), melyekben a repülési teljesítőképesség jellegei független változóként, a párzási 

állapot (párzó vagy nem párzó) pedig bináris függő változóként volt jelen (Lande és Arnold 

1983). A szignifikanciaszint megállapításához binomiális hiba szerkezetet (binomial error 

structure) és logit link funkciót használtunk (Janzen és Stern 1998). Amikor a négyzetes 

szelekciót vizsgáltuk, a repülési teljesítőképesség jellegeinek négyzetes tagjait is a modellhez 

adtuk. Az adott jellegre közvetlenül ható szexuális szelekció vizsgálatára többváltozós 

általánosított lineáris modellt alkalmaztunk, az előbbiekben leírt elrendezésben, azzal a 

különbséggel, hogy ebben az esetben mindkét repülési jelleget egyszerre tartalmazta a modell. 

Amikor egy jelleg esetében a lineáris szexuális szelekció szignifikáns volt, közöltük az 

egyváltozós lineáris szelekciós differenciált (S) és a többváltozós lineáris szelekciós grádienst 

(β), melyek a standardizált jellegek és relatív fitnessz regressziójából származó koefficiensek 

(Lande and Arnold 1983).  
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Amikor egy jelleg esetében a négyzetes szexuális szelekció szignifikáns volt, közöltük 

az egyváltozós négyzetes szelekciós differenciált (C) és a többváltozós négyzetes szelekciós 

grádienst (γ), melyek a standardizált négyzetes jellegek és a relatív fitnessz regressziójából 

származó koefficiensek kétszeresének adódtak (Stinchcombe et al. 2008). A regressziós 

koefficienseket a már korábban ismertetett módon számoltuk, azzal a különbséggel, hogy 

ebben az esetben normális hibaeloszlást használtunk (Janzen and Stern 1998).  

Hasonló módon állapítottuk meg a morfológiai és fiziológiai jellegekre ható szexuális 

szelekciót is. E jellegek hozzájárulását a repülési teljesítőképességhez külön-külön általános 

lineáris modellel ellenőriztük, a négy fenotípusos jelleget és azok négyzetes tagjait független 

változóként, továbbá a repülési teljesítőképesség jellegeit függő változóként használva. A 

jellegekre ható szelekció ábrázolására köbös (cubic) spline módszert alkalmaztunk, a glms 4.0 

program használatával (Schluter 1988). 

A IV. Fejezetben a tülekedő versengést folytató C. puella hím egyedeket 

tanulmányoztuk, melyeket 2010-ben gyűjtöttünk hat közép-európai populációból. Összesen 

337 hím lett begyűjtve (182 párzó és 155 nem párzó) a párzási időszak csúcsán (június 12-

július 22). A hímek repülési teljesítőképességét (repülési sebesség és maximális időtartam) in 

situ teszteltük. Minden egyes egyednél meghatároztunk a kisszitakötőkhöz kapcsolódóan (i) 

egy sor fiziológiai jelleget: az immunfunkcióba való befektetést (a fenol-oxidáz aktivitását), 

az energiaraktárat (zsírtartalom), a relatív repülési izomtömeget (repülési izom hányados) és 

(ii) egy sor morfológiai jelleget: a szárny hosszát, a szárny oldalviszonyát és a szárny 

terhelését. A szárny hosszát a testméret becslésére használtuk (pl. Carchini et al. 2000).  

A fenol-oxidáz aktivitását a hemolimfából állapítottuk meg, Stoks et al. (2006) 

alapján. A zsírtartalom és az izomtömeg meghatározására Swillen et al. (2009) protokollját 

használtuk. A bal hátulsó szárny hosszát és területét digitalis fényképeken állapítottuk meg, 

TpsDig 2.16 program használatával (Rohlf 2010). A szárny területének meghatározásához 18 

tájékozódási pontot jelöltünk ki a szárny szélén haladva, ezáltal egy sokszöget képezve, mely 

lefedi a szárny felületét. A szárny terhelését a teljes testtömeg és a szárny területének a 

hányadosából képeztük. A teljes és a közvetlen szexuális szelekciót a III. Fejezetben 

leírtakhoz hasonlóan vizsgáltuk STATISTICA v.11 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) program 

segítségével.  
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3. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

 A genetikai vizsgálatok eredményei alátámasztották a Chalcolestes nemzetség 

érvényességét. Kimutattam, hogy a két Chalcolestes taxon monofiletikus csoportot 

alkot, s elkülӧnül a többi vizsgált európai Lestes fajtól, mind a mitokondriális COI 

gén, mind a nukleáris riboszomális ITS régió alapján. 

 Igazoltam, hogy a C. viridis és a C. parvidens elkülӧnülnek egymástól a 

morfometrikus térben, annak ellenére, hogy nem volt egyetlen olyan morfológiai 

jellemző sem, ami meggyőzően megkülönböztetné a két taxont.  

 A genetikai vizsgálatok alapján arra következtettem, hogy a két Chalcolestes taxon – a 

többi európai Lestes fajhoz képest – szorosan kapcsolódik, viszont két monofiletikus 

csoportot alkotnak, anélkül, hogy közös haplotípusaik lennének. Ez arra utal, hogy 

különböző leszármazási vonalakba tartoznak és a C. parvidens faji státuszát 

valószínűsítik.  

 A C. viridis esetében a repülési teljesítőképesség maximális időtartamának időbeli 

változása ellenére azt találtam, hogy a megnövekedett maximális repülési időtartam 

egyenletes szexuális szelekció alatt áll. A maximális repülési időtartam kialakulásához 

két repüléssel kapcsolatos jelleg járul hozzá (a testméret és a szárnyterhelés), 

amelyekre az előbbitől eltérően, időben meglehetősen változó szexuális szelekció hat. 

 Bizonyítottam, hogy a morfológiai jellegekre ható szexuális szelekció időbeli 

változása egy reprodukciós időszakon belül is megfigyelhető a territoriális viselkedést 

folytató C. viridis kisszitakötőnél.  

 Elsőként vizsgálva a teljesítőképességre ható, időben változó szexuális szelekciót, 

igazoltam azt a hipotézisünket, mely szerint a teljesítőképességre (itt a repülés 

maximális időtartamára) ható szelekció időben jóval állandóbb, mint a 

teljesítőképességet meghatározó jellegekre (ebben az esetben a testméret és a szárny 

terhelése) ható szelekció. 

 A repülési teljesítőképesség maximális időtartamára vonatkozó változatlan, pozitív 

irányú szexuális szelekciót mutattam ki a tülekedő versengést folytató kisszitakötő, a 

C. puella esetében. 
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 Az egyik jellegnél, a zsírtartalomnál módon nyílt bemutatni a teljes fenotípus-

teljesítőképesség-fitnessz tengelyt, amikor is a nagyobb zsírtartalomra irányuló 

szelekció a maximális repülési időtartamra ható szelekcióval és a zsírtartalom és 

maximális repülési idő pozitív kovariációjával magyarázható. 

 Három másik jellegnél (testméret, repülési izom hányados, szárnyterhelés) ugyanakkor 

olyan szelekciós mintázatokat állapítottam meg, melyek nem magyarázhatók a 

fenotípusos jellegek repülési teljesítőképességre gyakorolt hatásával. Ezek újfajta, 

tesztelhető hipotéziseket vetnek fel arra vonatkozóan, hogy az adott jellegek és a 

párzási siker közötti kapcsolat miként jön létre. Ugyanakkor ez óvatosságra is int, 

amikor a különböző jellegeket a repülési teljesítőképesség két vizsgált jellegének 

(sebesség és maximális időtartam) helyettesítésére szeretnénk használni. 

 Összegezve elmondhatom, hogy az elsők között vizsgáltam a repülési 

teljesítőképességre ható szexuális szelekció térbeli és időbeli változását, melynek 

eredménye megerősíti azt az új feltételezést, hogy a teljesítőképességre (itt a repülés 

maximális időtartamára) ható szelekció sokkal állandóbb térben és időben, mint a 

teljesítőképesség alapjául szolgáló jellegekre ható szelekció.  
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1. INTRODUCTION AND OBJECTIVES 

Sexual selection is a powerful force directing evolution which can vary in strength (strong or 

weak), direction (positive or negative) and form (linear or nonlinear) (Kingsolver et al. 2001; 

Kingsolver and Diamond 2011; Siepielski et al. 2009, 2011). Despite the many studies on 

sexual selection, three aspects remain understudied, yet very relevant to fully understand 

sexual selection on the traits of a given species.  

(1) While most of the studies on sexual selection focused on a single or few 

phenotypic traits (e.g. Gosden and Svensson 2008; Steele et al. 2011), a minority of studies 

followed a multivariate approach (e.g. Blanckenhorn et al. 2003; Swillen et al. 2009; Punzalan 

et al. 2010). This is important to disentangle direct selection versus indirect sexual selection 

on a trait.  

(2) Most studies focused on morphological traits (mainly body size) and ignored 

physiological traits, for example related to energy reserves (but see e.g. Blanckenhorn et al. 

2003, 2004; Swillen et al. 2009), and locomotor performance (but see e.g. Kelly et al. 2008). 

(3) Finally, recent studies suggest that sexual selection may vary both among 

populations and among time periods within a given population (e.g. Gosden and Svensson 

2008; Steele et al. 2011).  

Paying attention to such spatiotemporal variation in sexual selection will learn whether 

the same traits are preferred across populations and seasons which is directly relevant to 

understand the evolutionary dynamics of these traits. 

Although studies that are combining DNA sequences and morphology to resolve 

taxonomic problems have been increased significantly in the last decades, relatively few 

studies have focused on odonates (but see e.g. Pilgrim et al. 2002; Stoks et al. 2005; Pilgrim 

and Von Dohlen 2007). As a result, many taxonomic affiliations still remain debated in this 

order (Schmidt 2001; Dijkstra 2003; Dijkstra and Lewington 2006). One of the debated issues 

concerns the status and phylogenetic position of Chalcolestes viridis (Vander Linden, 1825) 

and C. parvidens Artobolevskii, 1929 (Jödicke 1997; Schmidt 2001).  

The goal of the thesis is to study multivariate sexual selection on whole-organism 

performance and the underlying morphological and physiological traits and contrast this 

between species with a scrambling and territorial mating system. As the taxonomic position of 

one study species is debated, an additional objective is to reconstruct phylogenetic trees to 

resolve the position of the species.  
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In Chapter II, our aim was to clarify the taxonomic position of the study species C. 

viridis. More specifically, we investigated whether it belongs to the genus Lestes or 

Chalcolestes and study its relation to C. parvidens. We tested whether these taxa represent 

separate monophyletic groups as well as compare the genetic distance with those that are 

found between well-accepted European Lestes species.  

In Chaper III, we applied a multivariate approach to study how temporal variation in 

different morphological and physiological traits may generate temporal variation in whole-

organism performance traits (flight speed and flight endurance) and in sexual selection 

throughout the entire reproductive season in one population of the territorial damselfly C. 

viridis.  

In Chapter IV, we aimed to explore the phenotype-performance-fitness axis in the 

scrambling damselfly Coenagrion puella (Linnaeus, 1758) by studying the links between a set 

of physiological and morphological traits, flight performance, and short-term mating success.  

2. MATERIALS AND METHODS 

In Chapter II for morphometric comparison, 305 adult male damselflies were collected from 

six European countries. Sixteen continuous characters were measured with digital caliper and 

a stereomicroscope using an ocular micrometer. We compared morphometry of body, head, 

wings and cerci of males from several populations to determine if the two taxa can be 

unequivocally distinguished using simple measurements. We also included males with 

intermediate traits (based on appendage colour and shape) assumed to be hybrids (according 

to Olias et al. 2007) to test whether these traits show intermediate morphometry. To identify 

traits that separate the taxa and to evaluate the position of the intermediate forms we 

performed a forward stepwise discriminant function analysis using the software 

STATISTICA v.8 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).  

Additionally, a subset of 30 individuals was used for DNA analyses. We reconstructed 

phylogenetic trees to resolve the taxonomic position of C. viridis and its eastern form. We 

analysed DNA sequences from two independent loci, the nuclear ribosomal internal 

transcribed spacer (ITS) (Kane and Rollinson 1994) and the mitochondrial cytochrome 

oxidase I (COI) (Simon et al. 1994; Heinze et al. 2005) regions to test whether the two taxa 

represent separate monophyletic groups. The DNA sequences were also used to compare the 

genetic distance between the two taxa with those found among well-accepted European Lestes 

species. DNA fragments were sequenced with the BigDye®Terminator v3.1 CycleSequencing 
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Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Maximum likelihood (ML) and maximum 

parsimony (MP) analyses were performed with the MEGA5 software (Tamura et al. 2011). 

Bayesian analysis was performed with MrBayes version 3.1 (Huelsenbeck és Ronquist 2001). 

Pairwise distances were calculated using the Kimura 2-parameter model in MEGA5. 

In Chapter III to study multivariate sexual selection on whole-organism performance 

and the underlying morphological and physiological traits in a territorial damselfly we used a 

cross-sectional sampling method. Mated and unmated males were collected with hand-held 

nets in the field (e.g. Blanckenhorn et al. 1999; Gosden and Svensson 2008; Steele et al. 

2011). We collected a total of 282 mated and 238 unmated C. viridis males throughout the 

entire 12-weeks reproductive season in 2011 at a large pond in Tervuren, Belgium to study 

temporal variation in sexual selection. We divided the reproductive season in six 2-week 

periods.  

Each male was tested for its flight performance (flight speed and flight endurance) in 

the laboratory. This was done in a Plexiglas flight tube (2 meter high, 20 cm diameter) which 

stood in a 43° angle using the methodology described in Therry et al. (2014) that was adjusted 

for the laboratory. We estimated the flight speed as the maximum height divided by the time 

to reach it, and flight endurance as the total flight time.  

For each male we quantified a set of four physiological and morphological flight-

related traits in damselflies: energy storage (fat content), flight muscle ratio, wing length and 

wing loading. Fat content was quantified based on the protocol of Bligh and Dyer (1959). As 

the flight muscles of damselflies make up most of the thorax (Marden 1989), we estimated the 

amount of flight muscle by quantifying the protein content of the thorax (see e.g. Snell-Rood 

et al. 2014). For this, we used the protocol of Bradford (1976). The flight muscle ratio (FMR) 

was calculated as the ratio of the estimated flight muscle mass to total wet body mass and 

expressed as mg per mg wet mass. Wing length was used as a proxy for body size (see e.g. 

also Plaistow and Siva-Jothy 1999; Carchini et al. 2000). Wing length and wing area were 

quantified on the digital pictures of the left hind wing using the software TpsDig 2.16 (Rohlf 

2010). To quantify wing area we digitized 17 landmarks along the wing margin thereby 

obtaining a polygon spanning the wing surface. Wing loading was measured as the ratio of 

total wet body mass to wing area. All statistical analyses were carried out with STATISTICA 

v.12 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).  
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To test whether the flight performance traits and the physiological and morphological 

flight-related traits changed through the reproductive season, we ran separate general linear 

models per trait that included period as response variable and mating status as categorical 

predictor variable. To test for total sexual selection on flight performance, we ran univariate 

generalized linear models (separately per flight performance trait) with the flight performance 

traits as the predictor variables and the mating status (0 for unmated, 1 for mated males) as 

binary response variable (Lande and Arnold 1983). To generate p-values, we used a binomial 

error structure and the logit link function (Janzen and Stern 1998). When testing for quadratic 

selection, we also included the squared terms of the flight performance traits. To test for direct 

sexual selection on a given flight performance trait, we ran multivariate generalized linear 

models using a similar statistical model as described above but that included both flight 

performance traits as independent variables.  

Whenever directional sexual selection on a trait was significant we report the 

univariate linear selection differential (S) and the multivariate linear selection gradient (β) as 

the regression coefficients of the standardized trait against relative fitness (Lande and Arnold 

1983). Whenever quadratic sexual selection on a trait was significant we report the univariate 

quadratic selection differential (C) and the multivariate quadratic selection gradient (γ) as 2× 

the regression coefficients of the squared term of the standardized trait against relative fitness 

(Stinchcombe et al. 2008). Regression coefficients were extracted from the same model as 

explained above, yet using a normal error distribution (Janzen and Stern 1998).  

We similarly evaluated sexual selection on the underlying physiological and 

morphological flight-related traits. To explicitly test whether these traits contributed to flight 

performance, we ran separate general linear models per flight performance trait with all four 

phenotypic traits and their quadratic terms as continuous predictor variables and the flight 

performance traits as dependent variables. We visualised selection on the flight performance 

traits and on the four flight-related traits using cubic splines with the software glms 4.0 

(Schluter 1988).  

In Chapter IV we sampled the scrambling mated and unmated C. puella males in six 

populations in Central Europe in 2010. In total 337 males (182 unmated, 155 mated) were 

collected during the peak of the mating season (12 June-22 July). Males were tested for their 

flight performance (flight speed and flight endurance) in situ. For each male we quantified (i) 

a set of physiological traits related to body condition: a measure of investment in immune 

function (the activity of the enzyme phenoloxidase), energy storage (fat content) and relative 
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flight muscle mass (flight muscle ratio), and (ii) a set of morphological traits related to flight 

in damselflies: wing length, aspect ratio and wing loading. Wing length was used as a size 

measure (e.g. Carchini et al. 2000).  

The activity of phenoloxidase (PO) was measured in hemolymph samples closely 

following the protocol of Stoks et al. (2006). To obtain fat content and muscle mass we 

followed the protocol by Swillen et al. (2009). Wing length and wing area were quantified on 

the digital pictures of the left hind wing using the software TpsDig 2.16 (Rohlf 2010). To 

quantify wing area we digitized 18 landmarks along the wing margin thereby obtaining a 

polygon spanning the wing surface. Wing loading was measured as the ratio of total body 

mass to wing area. To test for total and direct sexual selection we performed similar statistical 

model as described above in Chaper III using the software STATISTICA v.11 (StatSoft, 

Tulsa, OK, USA). 

3. NEW SCIENTIFIC RESULTS 

 The generic status of Chalcolestes was supported based on our genetic data. The two 

Chalcolestes taxa formed a monophyletic group separated from other investigated 

Lestes species based on both the mitochondrial COI gene and the nuclear ribosomal 

ITS region. 

 C. viridis and C. parvidens were differentiated in morphometric space despite that I 

was unable to find morphometric characters that would always conclusively 

distinguish them. 

 Genetic analysis showed that the two Chalcolestes taxa are closely related compared 

to other European Lestes species, but also that they form two monophyletic groups 

without shared haplotypes, suggesting that lineage sorting was complete and 

supporting the species status of C. parvidens. 

 Despite the temporal dynamics in flight endurance values I found persistent sexual 

selection for an increased endurance, while the selection on two flight-related traits 

(body size and wing loading) that also contributed to flight endurance, differed 

strongly through time in case of C. viridis.   

 I provided support that temporal variation occured within a single reproductive season 

for sexual selection on morphological traits in a territorial damselfly, C. viridis. 
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 I tested first the temporally varying sexual selection on performance traits, which 

confirmed our hypothesis that selection on performance (here flight endurance) is 

more stable through time than the observed selection on the underlying traits (here size 

and wing loading). 

 I could demonstrate consistent positive sexual selection for flight endurance in a 

scrambling damselfly, C. puella. 

 For one trait, fat content, I could demonstrate the full phenotype-performance-fitness 

axis, where selection for a higher fat content could be explained by the sexual 

selection for a higher flight endurance and the positive covariation between fat content 

and flight endurance. 

 For three other traits (size, FMR and wing loading), however, I detected selection that 

could not be explained via their effect on flight performance, generating novel testable 

hypotheses about how the covariation between these traits and mating success was 

generated. This also urges caution when using these traits as proxies for the two 

studied aspects of flight performance, flight speed and flight endurance. 

 In general, I provided the first test for spatially and temporally varying sexual 

selection on performance traits, which confirmed our novel hypothesis that selection 

on performance (here flight endurance) is more stable through space and time than the 

observed selection on the underlying traits. 
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