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“[...] =Tenho mais do que preciso — disse ela ao se sentar. — Aqui tenho paz.

— Por causa do siléncio?

— Nao. Porque estou exatamente onde deveria estar e fazendo exatamente o que
deveria fazer. Isso € paz. [...]”

Trecho retirado do livro “Pax”, de Sara Pennypacker



RESUMO

A teoria da Selecdo Sexual foi proposta por Darwin em 1871 e, desde entdo, tém sido
amplamente discutida e testada em diversos grupos taxonémicos. Hipdteses complementares a
teoria foram formuladas por diferentes estudiosos da area a fim de entender sobre os
mecanismos e processos evolutivos relacionados aos caracteres sexuais secundarios e
comportamentos reprodutivos. Insetos da ordem Odonata, também conhecidos como libélulas
e donzelinhas, sdo utilizados como modelos de estudo devido a presenca de padrdes de
coloracdo no corpo e asas que atuam como ornamentos sexuais e a diversidade de
comportamentos relacionados a reproducdo. Assim, estudos sobre a utilizacdo dos tracos
sexuais antes e apds a copula, em diferentes sistemas de acasalamento, sdo realizados com
diferentes espécies deste grupo. Neste contexto, a presente dissertacdo € focada em modelos
evolutivos da Selecdo Sexual em odonatos como modelos de estudo. A primeira parte contém
dois capitulos, sendo o primeiro uma revisdo sobre 0s mecanismos, custos e algumas
hipoteses referentes a Selecdo Sexual, relacionadas principalmente com a presenca e funcédo
do ornamento sexual em machos; e o segundo capitulo uma anélise cienciométrica acerca dos
trabalhos publicados sobre a funcdo dos ornamentos sexuais presentes nos machos e as
diferentes estratégias da competicdo espermatica em odonatos. Os resultados da analise
cienciométrica mostraram uma diferenca nos enfoque de estudos em estratégias pré e pos-
copulatdrias, em relacdo aos anos em que ha maior nimero de publicacfes com estes temas,
paises onde os trabalhos foram desenvolvidos, espécies analisadas e principais autores. Na
segunda parte desta dissertacdo, um estudo observacional foi realizado a fim de analisar a
relacdo entre os tracos sexuais pré- e pos-copulatérios, testando duas hipdteses: o jogo da
competicdo espermatica, que propde um trade-off entre ornamentos sexuais e tragos do
ejaculado dos machos; e o fendtipo ligado a fertilidade, que prediz que o ornamento sexual
possui relacdo positiva com a fertilidade do individuo. Para isso, foram analisadas a proporcéo
da mancha alar, a viabilidade espermatica, o0 nimero total de espermatozoides, a massa
muscular, reservas de gordura (i.e., energia) e tamanho corporal em duas espécies do género
Hetaerina: H. longipes e H. rosea. Os resultados obtidos sugerem que ambas as hipoteses
podem ser corroboradas, uma vez que machos de H. longipes, apresentaram um trade-off
entre os tragos avaliados, enquanto machos de H. rosea apresentaram uma relacdo positiva

entre esses tracos.

Palavras-chave: Comportamento. Ornamento sexual. Pigmentacéo alar. Hetaerina. Ecologia.



ABSTRACT

Sexual Selection theory was proposed by Darwin in 1871 and, thenceforth, has been widely
discussed and tested in several taxonomic groups. Complementary hypotheses were
formulated by different researchers aiming to understand the mechanisms and evolutionary
processes related to sexual secondary characters and reproductive behaviors. Insects of the
order Odonata, also known as dragonflies and damselflies, are used as models due to the
presence of coloring patterns on the body and wings that act as sexual ornaments, and the
diversity of behaviors related to reproduction. Thus, studies on the use of sexual traits before
and after copulation, in different mating systems, are carried out with different species in this
group. In this context, the present dissertation is focused in evolutionary models of sexual
selection in odonates as study models. The first part contains two chapters: the first is a
review of the mechanisms, costs and some hypotheses related to sexual selection, mainly
related to the presence and function of sexual ornaments in males; and the second chapter, a
scientometric analysis of published studies on the role of male sexual ornamentation and the
different sperm competition strategies. The results of the scientometric analysis showed a
difference in pre- and post-mating studies, in relation to the years in which there is a greatest
number of publications with these themes, countries where the studies were developed,
species analyzed and main authors. In the second part of this dissertation an observational
study was carried out in order to verify the relationship between pre- and post-mating sexual
traits, analyzing wing pigmentation proportion, sperm viability, total number of sperm,
muscle mass, fat reserve and body size in two species: H. longipes and H. rosea. The results
were discussed based on two hypotheses of sexual selection: the sperm competition game,
which proposes a trade-off between sexual traits; and the fertility-linked phenotype, which
predicts that the male sexual ornament co-vary with the individual's fertility. The results
obtained suggest that both hypotheses can be corroborated, since males of H. longipes,
presented a trade-off between the traits evaluated, while males of H. rosea presented a

positive relationship between these traits.

Keywords: Behavior. Sexual ornamentation. Wing pigmentation. Hetaerina. Ecology.
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Sobre maternidade e ciéncia.

O inicio do meu mestrado foi também o inicio da minha aventura pela maternidade. Eu
me tornei mae 22 dias apdés me tornar, oficialmente, aluna de pos-graduacdo. Porém, a
complicada jornada de uma futura mée na carreira cientifica comecgou alguns meses antes.
ApoOs ser aprovada em dois programas de pds-graduacdo, me encontrei perante uma
problematica para a matricula em um destes. O fato de eu estar me tornando mae e ter, por
direito, a licenca maternidade e a prorrogacdo do prazo de finalizacdo do mestrado, parecia
prejudicar o programa e por isso, eu nao era muito bem-vinda ali. Deixo de lado todas as
burocracias que me foram explicadas pelo coordenador do primeiro programa para ressaltar a
alegria ao ser recebida com toda atencdo e preocupacdo pelo coordenador e secretarios do
segundo, o Programa de POs-Graduacdo em Ecologia e Recursos Naturais (PPGERN).
Prontamente, me foi passado todo protocolo que eu deveria cumprir ap6s o nascimento da
minha filha para garantir minha licenga maternidade. Enfim, minha filha nasceu e, durante
quatro meses, eu estive, em tempo integral, na tarefa de (aprender a ser) mée. Imersa num
mundo de fraldas, leite e cuidados, retornar as tarefas exigidas pela pés-graduacéo foi uma
luta didria que durou mais de um ano. Trabalhos se tornaram atrasados, oportunidade de
viagens de coleta perdidas, os artigos mais complicados e ndo tdo interessantes quando a
maior preocupacao do dia era em relacdo a febre da madrugada ou a falta de apetite do bebé.
A ciéncia é algo que se faz com a mente, corpo e alma, e todos estavam fortemente
conectados aquele serzinho que dependia tanto de mim. Por muito tempo me questionei se
seguir na pos-graduacdo, naquele momento da minha vida, tinha sido uma boa escolha.
Critiquei-me por ndo conseguir “dar conta” de tudo que precisava fazer, entre as disciplinas e
os artigos que deveria escrever. No inicio, acreditei que apds os quatro meses de licenca
conseguiria retomar normalmente as atividades do laboratério, mas a verdade € que minha
licenca durou muito mais que isso. SO ap6s o primeiro ano de vida da minha filha é que
consegui comecar a reorganizar minha vida, conciliando ciéncia e maternidade. Aos poucos,
dia apo6s dia, fui retornando as atividades, reorganizando as ideias e voltando a antiga rotina.
Ao0s poucos, as coisas ficaram mais faceis e, também, mais leves. Aprendi a dividir minha
mente entre as discussdes cientificas e as preocupacdes da maternidade. Aos poucos as coisas
tomaram um caminho, ndo o mesmo caminho que trilhei quando ainda estava na iniciagdo
cientifica, mas um renovado, com novos obstaculos e novas perspectivas. E esse novo
caminho fez crescer ainda mais a paixdo que eu tinha pela ciéncia e pela minha érea de
pesquisa. Talvez, por valorizar mais cada momento e oportunidade de trabalho, que se

tornaram mais escassos apos a maternidade, ou por saber que esses momentos precisavam
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valer a pena, pois me afastavam da minha filha. E, nessa loucura que é a vida quando se tem
um filho (em meio a uma pandemia que potencializou todo o caos do dia-a-dia), que cada
parte desse trabalho foi sendo construido. E em cada linha aqui escrita, ndo existe somente o
trabalho e estudo de uma pos-graduanda, mas contém cada hora dedicada aos cuidados e
criagdo da minha filha, o tempo de todas as pessoas, fossem amigos, familiares, colegas de
trabalho, que se dispuseram e ajudaram de alguma forma, todas as horas de trabalho e estudo

abdicadas pelo pai da minha filha e toda paix@o de uma futura cientista.



15

Introducao Geral




16

a natureza, encontramos uma grande diversidade de formas e cores. Em cada

espécie, observamos diferencas morfoldgicas que nos intrigam e nos fazem

questionar por que elas existem e como evoluiram. Assim, durante séculos,
filésofos e cientistas buscaram explicar os padrfes observaveis na natureza através de teorias
e hipoteses.

A teoria da Selecdo Sexual (DARWIN, 1871) foi a primeira proposta para explicar o
processo pelo qual diversas caracteristicas evoluiram. Deste modo, a teoria busca uma
resposta para a existéncia desses tracos que nao apresentariam uma finalidade funcional em
relacdo a sobrevivéncia. Através de observaces empiricas, questionamentos foram surgindo
acerca da presenca de caracteres morfoldgicos em apenas um sexo, que nao estariam
relacionadas a atividades como forrageio, defesa contra predadores ou diretamente ligados a
reproducdo, como 0Orgaos reprodutores. Estes tracos, entdo, foram denominados caracteres
sexuais secundarios, e estariam vinculados a&s vantagens na aquisi¢do de um parceiro
reprodutivo e um sucesso reprodutivo diferenciado (ANDERSSON, 1994; DARWIN, 1871).

Os caracteres sexuais secundarios, ou tracos sexuais, podem ser observados em
individuos de vérias espécies, desde invertebrados até mamiferos (e.g. LOYAU; GOMEZ;
MOUREAU; THERY et al., 2007; MALO; ROLDAN; GARDE; SOLER et al., 2005;
PETRIE; TIM; CAROLYN, 1991; SCHULTZ; FINCKE, 2009; WEISS, 2006). Estes tracos
podem ser estruturas utilizadas em disputas, (conhecidos como armamentos; e.g. KELLY,
2006) ou relacionados a atracdo de parceiros reprodutivos, (conhecidos como ornamentos;
e.g. PETRIE; HALLIDAY, 1994; PETRIE; TIM; CAROLYN, 1991). Também podem ser
padrGes geométricos e de coloracdo encontrados no abdémen e patas, como em machos de
aranha-pavéo (e.g. GIRARD; KASUMOVIC; ELIAS, 2011), nas penas, como 0s machos de
passaro azul da montanha (e.g. BALENGER; JOHNSON; MASTERS, 2009) ou presente nas
asas de insetos, como ocorre em varias espécies da ordem Odonata (e.g. GUILLERMO-
FERREIRA, RHAINER; GORB, STANISLAV N; APPEL, ESTHER; KOVALEYV,
ALEXANDER et al., 2015; SIVA-JOTHY, M. T., 1999).

A ordem Odonata exibe uma imensa diversidade dentre os insetos aquaticos, sendo
conhecidos como libélulas ou donzelinhas. Os organismos dessa ordem s&o anfibidticos, ou
seja, possuem sua fase larval aquatica, e quando adultos, se tornam alados (CORBET, 1999).
Dentro desta ordem sdo classificadas trés subordens: Zygoptera, Anisoptera e
Anisozygoptera, onde estdo distribuidas 39 familias (PAULSON; SCHORR, 2020). Por se
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tratar de um grupo com grande abundéncia de seus representantes e um padréo de coloragéo
diverso e exuberante, uma gama de estudos comportamentais tem sido realizada
demonstrando a utilizacdo da coloracdo em mecanismos de reproducdo como disputas
intrasexuais (GUILLERMO-FERREIRA; DEL-CLARO, 2011; GUILLERMO-FERREIRA,
RHAINER; GORB, STANISLAV N; APPEL, ESTHER; KOVALEV, ALEXANDER et al.,
2015) escolha de parceiros pelas fémeas (SIVA-JOTHY, M., 1999) e reconhecimento sexual
(GUILLERMO-FERREIRA, RHAINER; GORB, STANISLAV N; APPEL, ESTHER;
KOVALEV, ALEXANDER et al., 2015; SCHULTZ; FINCKE, 2009).

O comportamento reprodutivo dos odonatos pode ser brevemente resumido nas etapas
descritas a seguir: (i) em uma primeira etapa, ocorre 0 encontro e reconhecimento intra e
intersexual, podendo haver interacGes agonisticas (agressivas) e comportamentos de cortejo;
(ii) a etapa seguinte consiste no processo de acasalamento, desde a formacdo de tandem, até a
copula; e, por ultimo, (iii) ocorre, entdo, a etapa de oviposi¢do (Figura 1; CORBET, 1999).
Além disso, esses insetos apresentam um comportamento exclusivo de translocacdo
espermatica, ou seja, os machos transferem seus espermas dos testiculos para a vesicula
seminal nos primeiros segmentos abdominais antes, durante ou ap6s a copula, de onde serdo
transferidos para a fémea durante o acasalamento (RIVAS-TORRES; OUTOMURO;
LORENZO-CARBALLA; CORDERO-RIVERA, 2019). Cada uma das etapas reprodutivas €
composta por uma gama de comportamentos que podem ou ndo envolver a utilizagdo do
ornamento sexual, como disputas territoriais, selecdo de parceiros e displays de cortejo, 0s

quais podem variar de acordo com a espécie.



18

Figura 1. Etapas do comportamento reprodutivo na ordem Odonata: a) Formacdo de tandem pré-cépula; b)

translocacédo espermatica; c) cépula e d) oviposicdo. Fotos de Adolfo Cordero-Rivera.

Dentre as espécies mais utilizadas em estudos de selecdo sexual, estdo aquelas
pertencentes a familia Calopterygidae (Odonata: Zygoptera). Seus representantes possuem
ampla distribuicdo, sendo ausentes apenas na Australia e Nova Zelandia (CORDOBA-
AGUILAR; CORDERO-RIVERA, 2005). Dentre os géneros presentes nesta familia, machos
de Hetaerina Hagen em Selys, 1853 sdo amplamente utilizados como modelos de estudo em
Selecdo Sexual, principalmente por sua caracteristica comportamental de territorialidade,
onde os machos lutam em disputas aéreas em persegui¢cdo mutua em circulos, disputando um
territorio (CORDOBA-AGUILAR; CORDERO-RIVERA, 2005). Os machos deste género
possuem uma mancha vermelha na base da asa (Figura 2), por isso, também sdo conhecidos

como rubyspots (‘manchas rubi’).

Figura 2. A) Macho da espécie Hetaerina longipes; B) Copula de H. longipes. Fotos de Gabrielle Pestana.
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Diante do exposto, a presente Dissertacdo teve por objetivo: (i) apresentar uma reviséo
sobre 0s mecanismos e hipoteses relacionados a teoria da Selecdo Sexual; (ii) realizar uma
analise cienciométrica dos trabalhos publicados sobre Selecdo Sexual em libélulas; (iii) testar
hipdteses sobre a Selecdo Sexual em duas espécies de Hetaerina, H. longipes Hagen em
Selys, 1853 e H. rosea Selys, 1853. Duas hip6teses foram testadas sobre a relagdo entre 0s
tracos sexuais pré- e pds-copulatorios, as quais predizem um trade-off (PARKER, 1990) e

uma associacao positiva (SHELDON, 1994) entre esses tragos.
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Parte 1:
Revisao bibliografica e Analise cienciométrica




21

Capitulo I - Selecdo sexual: uma breve reviséo.

“Since in such cases the males have acquired their present

structure, not from being better fitted to survive in the
struggle for existence, but from having gained an
advantage over other males, and from having transmitted
this advantage to their male offspring alone, Sexual
Selection must here have come into action.

Trecho retirado do livro “The descents of man and the
Selection in Relation to Sex” de Charles Darwin (1871)

Introducéo

O termo selecdo sexual foi definido por Darwin, em 1871, em seu livro “The Descent of
Man and Selection in Relation to Sex”, como um processo evolutivo que seleciona
caracteristicas morfologicas (caracteres sexuais secundarios) e comportamentais que garantem
vantagens ao individuo num contexto de competicao por parceiros e/ou escolha diferenciada
de um sexo por parceiros do sexo oposto. Portanto, a selecdo sexual consiste no sucesso
reprodutivo diferenciado que surge a partir de competicdes intra e intersexual
(ANDERSSON, 1994; DARWIN, 1871).

Na competicdo intrasexual, individuos do mesmo sexo competem por um recurso: a
oportunidade de acasalamento (ANDERSSON, 1994). Essas disputas podem ocorrer de forma
direta, como por exemplo, o caso de dois machos lutando por uma fémea, ou indireta quando
ha disputa por algum outro recurso importante para a reproducdo (e.g., sitio de oviposicao
para as fémeas). Por outro lado, a competicdo intersexual consiste na escolha por parceiros
reprodutivos e na disputa gerada por conflitos de interesse entre os diferentes sexos. Em
ambos o0s casos, sdo observados diferentes mecanismos que envolvem estratégias da
competicdo sexual, onde sdo utilizados os caracteres sexuais secundarios.

Esses mecanismos e suas estratégias tém sido estudados em diferentes taxons e sao
amplamente discutidos por diversos pesquisadores da area, acerca de seus custos e vantagens
(ANDERSSON; IWASA, 1996; ANDERSSON; SIMMONS, 2006). Desde entdo, hipoteses
sobre a Selecdo Sexual tém sido propostas com a finalidade de explicar a existéncia dessas
caracteristicas morfologicas selecionadas (e.g. FISHER, 1930; PARKER, 1970; ZAHAVI,
1991). Posto isto, este primeiro capitulo tem por objetivo discutir alguns mecanismos e

hipoteses numa breve revisdo sobre a teoria da Selegdo Sexual e os estudos realizados.

A selecgéo sexual e 0s seus mecanismos
No contexto das disputas intra e intersexuais, diferentes mecanismos sdo utilizados a

fim de garantir e ampliar a possibilidade de copulas, maximizando o fitness do individuo
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(Tabela 1). Esses mecanismos envolvem estratégias que variam de espécie para espécie, desde
disputas intrasexuais, que podem ocorrer com a utilizagdo de “armamentos” como garras e
chifres, até a tentativa de atracdo do parceiro utilizando cores e movimentos, num
comportamento denominado cortejo. Um exemplo classico da literatura é a exibicdo da cauda
por pavdes machos, onde tanto o comportamento de exibicdo quanto a caracteristica
morfolégica (cauda com padrdes geométricos e de coloragdo) estdo envolvidos em um display
de cortejo, sendo substrato para a acdo da selecdo sexual atraves do mecanismo de escolha do
parceiro (PETRIE; HALLIDAY, 1994; PETRIE; TIM; CAROLYN, 1991).

A selecdo de parceiros pode ocorrer por ambos 0s sexos, como o0 exemplo da escolha de
fémeas por machos de uma espécie de lagartos na qual foi observada uma maior interacdo dos
machos, na época reprodutiva, com fémeas que apresentaram coloracdo alaranjada mais
escura (WEISS, 2002). Todavia, encontramos uma gama maior de estudos sobre a escolha de
machos pelas fémeas. Em aves (BENNETT; CUTHILL; PARTRIDGE; MAIER, 1996) e
mamiferos (WAITT; GERALD; LITTLE; KRAISELBURD, 2006) foi demonstrada esta
escolha influenciada por caracteristicas individuais de machos, como reflexdo ultravioleta e

coloracdo da face, respectivamente.

Tabela 1. Alguns mecanismos da selecdo sexual e as estratégias envolvidas na aquisicao de cépulas. Adaptado
de Anderson e lwasa (1996).

Mecanismos Estratégias
Scrambles Comportamento de pesquisa antecipada e localizagdo rapida dos
parceiros reprodutivos; Presenca de 0Orgdos sensoriais €
locomotores bem desenvolvidos.

Resisténcia competitiva Comportamento de atividade reprodutiva prolongada durante
toda a temporada.
Disputas Presenca de tracos fisiolégicos que aumentam o0 sucesso em

disputas, como tamanho grande, forca, armamento, agilidade ou
sinais de ameaca; Presenca de taticas alternativas de
acasalamento evitando competicdes.

Escolha de parceiros Presenca de caracteristicas comportamentais e morfoldgicas que
atraem e estimulam os parceiros; Comportamento de oferta de
alimentos, territorios, locais de nidificacdo ou outros recursos
necessarios para reproducao.

Coercéo Presenca de adaptacdes morfolGgicas e outras adaptacfes para
cépula forgada.

Competicéo espermatica Comportamento de guarda do parceiro, isolamento, copulas
frequentes, producdo de plugues de acasalamento, entre outros;
Investimento em tragos de qualidade e quantidade espermatica.
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O mecanismo da Selecdo Sexual baseado na escolha do parceiro através de caracteres
sexuais secundarios pode gerar beneficios diretos e indiretos, envolvendo o caractere em
questdo (ANDERSSON; SIMMONS, 2006). Assim, a fémea pode escolher um parceiro cuja
elaboracdo do ornamento sexual esteja relacionada com beneficios imediatos, como cuidado
parental ou defesa de um bom territério (ANDERSSON; SIMMONS, 2006; JONES;
RATTERMAN, 2009; M@LLER; JENNIONS, 2001). Por outro lado, essa escolha pode estar
relacionada a beneficios indiretos, ndo imediatos, que podem ser geneticamente adquiridos
para a prole (JONES; RATTERMAN, 2009; ROWE; HOULE, 1996). Neste contexto,
diversas hipoteses foram propostas com o objetivo de explicar como esses beneficios seriam
adquiridos pelas fémeas (ver Box 1).

Box 1. Algumas hipoteses sobre os beneficios diretos e indiretos do mecanismo de escolha de parceiros
Beneficios diretos

Hipotese dos efeitos fenotipicos diretos: A preferéncia da fémea por um caractere envolvera a relacéo
direta desse fen6tipo com a capacidade do macho de prover beneficios materiais a ela, como territdrio de alta
qualidade, alimento ou protecédo; ou a relacdo entre a manutencdo do caractere e 0S custos impostos ao
individuo que o carrega (ANDERSSON; SIMMONS, 2006; HOLLAND; RICE, 1998).

Beneficios indiretos

Hipotese do filho sexy: Fémeas escolheréo preferencialmente os machos mais atraentes, considerando que
essa caracteristica sera herdada, aumentando o sucesso reprodutivo da prole. Ou seja, os filhos também serdo
atraentes e terdo maior acesso a copulas, visto que a preferéncia pelo caractere atrativo também sera
geneticamente transmitida (FISHER, 1930; FISHER, 1915).

Hipdtese dos mecanismos indicadores: A escolha da fémea baseada em um caractere do macho
acontecera devido aos beneficios genéticos adquiridos. Ou seja, visto que os “bons genes” dos machos nao
podem ser acessados, 0s caracteres fenotipicos serdo avaliados como um reflexo direto da qualidade genética
do individuo (IWASA; POMIANKOWSKI; NEE, 1991; ROWE; HOULE, 1996).

Essas hipoteses se baseiam, principalmente, em exemplos empiricos da escolha de
machos pelas fémeas através dos ornamentos, como padrdes de coloracdo. No entanto, a
escolha pelo parceiro reprodutivo também pode ocorrer por outros instrumentos de oferta,
como alimentos e territorios para reproducdo (KELLY, 2006; STEELE, 1986; VAN
BUSKIRK, 1986). Em odonatos, por exemplo, a disputa de territorios € um mecanismo
utilizado pelos machos para terem acesso a copulas. Assim, machos que defendem o melhor
territério teriam acesso a um numero maior de cépulas (GUILLERMO-FERREIRA, R.;
GORB, S. N.; APPEL, E.; KOVALEV, A. et al., 2015).

Deste modo, adentramos outro mecanismo da Selecdo Sexual através das disputas
intrasexuais. Vencer uma disputa pode representar um maior sucesso de acasalamento,

entretanto, existe um custo em termos de gasto energético e danos fisicos. Entdo, como
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decidir quando e com quem brigar? Estudos recentes demonstraram a utilizacdo de diferentes
estratégias de avaliacdo em diferentes taxa (e.g. GUILLERMO-FERREIRA, RHAINER,;
GORB, STANISLAV N; APPEL, ESTHER; KOVALEV, ALEXANDER et al., 2015;
TEDORE; JOHNSEN, 2015; TIBBETTS; DALE, 2004; YASUDA; TAKESHITA; WADA,
2012), no qual o individuo pode ser capaz somente de se avaliar. (self assessment, e.g.
MARDEN; WAAGE, 1990), de avaliar apenas o seu oponente (opponent-only assessment,
e.g. ELWOOD; ARNOTT, 2012) ou de exercer ambas as avaliacdes, de si e do seu oponente
(mutual assessment, e.g. ARNOTT; ELWOOD, 2009; ELWOOD; ARNOTT, 2012). Essas
avaliacdes ocorrem através do RHP (resource holding power; “poder de defesa do recurso”),
que é a medida da habilidade absoluta de disputa de um individuo, utilizado como ferramenta
na decisdo de disputas através de caracteristicas morfolégicas, como tamanho corporal,
armamentos (chifres e garras) ou ornamentos sexuais (PARKER, 1974). Em Odonata, uma
relagcdo entre o vencedor das disputas territoriais com a elaboracdo do ornamento sexual foi
observada em machos da espécie Tigriagrion aurantinigrum (VILELA; TOSTA,;
RODRIGUES; DEL-CLARO et al., 2017).

Outros estudos corroboram esses resultados em diferentes espécies, onde 0os machos
vencedores e defensores dos melhores territorios possuiam maior pigmentacdo alar,
mostrando a relagdo entre o RHP e o ornamento sexual (GUILLERMO-FERREIRA; BISPO;
APPEL; KOVALEV et al, 2019; GUILLERMO-FERREIRA, RHAINER; GORB,
STANISLAV N; APPEL, ESTHER; KOVALEV, ALEXANDER et al., 2015). Assim, 0
ornamento sexual pode ser um importante indicador da fisiologia do individuo (e.g.
imunidade, fertilidade, reservas de gordura e massa muscular), podendo ser interpretados
como sinais honestos de sua qualidade (ZAHAVI, 1975). No entanto, a elaboracdo e

manutencgdo desses ornamentos podem apresentar custos ao individuo (ver Box 2).
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Box 2. Os custos da selecdo sexual

A elaboracéo e manutengdo dos ornamentos sexuais como sinais para comunicagéo animal podem gerar
custos ao individuo, que podem ser classificados em custos ecol6gicos, custos fisioldgicos e custos sociais
(revisado por WEBSTER; LIGON; LEIGHTON, 2018).

Custos sociais

Os ornamentos sexuais podem atuar na comunicagdo animal como sinais visuais, transmitindo
informacgdes em contextos intra — e intersexuais. Esses ornamentos podem ter um baixo custo de producéo,
no entanto, os custos da sinalizacdo podem ser dependentes do receptor e em situagdes de excessiva
sinalizacdo (sinal desonesto) respostas de maior agressdo podem ocorrer pelos conspecificos (TIBBETTS;
DALE, 2004).

Custos fisiolégicos

Quando a elaboragdo e manutencdo dos ornamentos sexuais requerem um alto gasto energético do
individuo, os custos da ornamentacdo podem ser fisioldgicos. Assim, a produgdo do sinal pode ter efeitos
pleiotropicos com outros processos fisiologicos (WITTKOPP; BELDADE, 2009) ou apresentar trade-offs
devido a alocacéo diferencial de energia em um ou outro componente bioldgico do individuo (SIMMONS;
LUPOLD; FITZPATRICK, 2017).

Custos ecolégicos

Considerando que muitos ornamentos se caracterizam por uma coloracdo vistosa ou estruturas que
tornam o individuo maior, o risco de predacdo pode aumentar devido a maior visibilidade do individuo.
Assim, custos relacionados a sobrevivéncia podem existir (DARWIN, 1871) e podem ser classificados como
custos ecoldgicos (e.g. KUCHTA; SVENSSON, 2014).

Outros atributos morfolédgicos, além de ornamentos e armamentos, também sdo
importantes para garantir o acesso a copulas e um fitness diferenciado. Orgéos sensoriais bem
desenvolvidos sdo extensamente utilizados em espécies que apresentam mecanismo de
“Scramble”, o qual se baseia na busca ativa do parceiro reprodutivo. Por exemplo, vespas da
espécie Nenka viduat, apresentam esse comportamento reprodutivo e os machos utilizam
pistas quimicas para encontrar as fémeas (BENEITEZ; ASIS; TORMOS; POLIDORI, 2013;
VANDERSAL-JENSEN; CREWS; GILLESPIE, 2016). Ademais, adapta¢cdes morfoldgicas
para aquisicdo de copulas forgadas também s@o encontradas, como no caso da espécie de
besouro Khepher platynotus, onde machos apresentam comportamento coercitivo (SATO,;
HIRAMATSU, 1993).

Embora muitos mecanismos descritos ocorram com a finalidade de aquisicdo de
copulas, a selecdo sexual também pode atuar apds o encontro do parceiro reprodutivo, em
especies poligamicas. Neste sentido, estratégias pds-copulatorias podem ser observadas, como
a remocao de esperma rival do trato reprodutivo da fémea (e.g. CORDERO-RIVERA, A,
2016) ou um maior investimento na producdo espermatica a fim de garantir a fertilizacdo dos
ovulos (e.g. EVANS; PIEROTTI; PILASTRO, 2003). Essas estratégias, que envolvem o
mecanismo de competicdo espermatica, podem ser encontradas em diferentes espécies

(PARKER, 1970). Por exemplo, em uma espécie de peixes da familia Poecillidae, machos sob
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maior risco de competicdo espermatica alocam mais esperma para cada evento de
acasalamento do que machos sob menor risco (EVANS; PIEROTTI; PILASTRO, 2003). Em
ciclideos, o comprimento do espermatozoide foi associado ao risco de competicdo
espermatica. Assim, machos em situacdo de maior risco produziam um espermatozoide maior
(BALSHINE; LEACH; NEAT; WERNER et al., 2001).

Hipdteses sobre mecanismos da Selecdo Sexual

Diversas hipdteses foram propostas a fim de complementar a teoria da Sele¢do Sexual,
numa tentativa de explicar os padrBes empiricos que a envolvem. Neste topico, serdo
apresentadas algumas das hipdteses relacionadas a este tema (Tabela 2) e estudadas em

diversos grupos taxondmicos.

Tabela 2. Breve descricdo de algumas hip6teses relacionadas a selecéo sexual, propostas por diferentes autores.

Hipdtese
Principio de Bateman

(BATEMAN, 1948)
Hipotese Runaway
(FISHER, 1930)

Hipotese do sinal honesto
Handicap principle

(ZAHAVI, 1975)

Hipotese da Imunocompeténcia
Immunocompetence handicap

(FOLSTAD; KARTER, 1992)
Jogo da competicdo espermatica
Sperm competition game
(PARKER, 1970)

Hipotese do fendtipo ligado a
fertilidade

(SHELDON, 1994)

Principio de Bateman

Descricdo
A forca de selegdo sexual aumenta de acordo com o gradiente de
Bateman: o nimero de descendentes aumenta com o aumento do nimero
de cépulas.

Ornamentos exagerados existem com base na preferéncia das fémeas, na
hereditariedade e nos custos envolvendo a producdo e manutencéo
desses tracos.

Selecdo do ornamento é sinalizador honesto da qualidade fisiol6gica e
morfolégica do individuo, devido ao alto custo gerado pela producéo e
manutengdo do sinal.

Ha um trade-off entre os ornamentos sexuais e a imunidade, devido ao

alto custo de produgéo e manutencdo de ambos.

Selecdo sexual atua sobre tragos poOs-copulatérios em espécies
poligdmicas, onde ocorre a competicdo esperméatica e 0s machos
necessitam de diferentes estratégias para maximizar o fitness.

Ornamento sexual é um sinal honesto da fertilidade do macho.

Para entendermos melhor porque a selecdo sexual, na maioria das espécies, & mais forte

nos machos, BATEMAN (1948) propds uma hipdtese que relaciona a forca da selecéo sexual

com o numero de descendentes e cépulas, a partir de um experimento realizado com
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Drosophila melanogaster. Assim, a forca de sele¢cdo sexual aumenta de acordo com o
gradiente de Bateman, quanto maior o nimero de cépulas, maior o numero de descendentes.
Considerando que os machos sdo capazes de produzir um nimero maior de gametas com
menor recurso energético em relacdo as fémeas, estes entdo, seriam capazes de acasalar mais
vezes e terem assim, um ndmero maior de descendentes.

Todavia, existem controvérsias acerca do principio proposto. Atualmente, discute-se
que a Selecdo Sexual pode agir de modo a tornar flexiveis as decisdes de acasalamento,
independente do sexo do individuo, ajustando estas decisdes de acordo com o momento,
restricbes sociais ou ecologicas (AH-KINGA, 2011). Assim, estudos foram realizados
mostrando que a selecdo sexual também pode atuar sobre fémeas. Por exemplo, na espécie de
lagarto Acanthodactylus erythrurusna, machos escolhem as fémeas baseando-se na coloracéo
vermelha presente na cauda (BELLIURE; FRESNILLO; CUERVO, 2018). Além disso, em
outra espécie de lagarto Sceloporus virgatus, foi observado que a coloragdo alaranjada das
fémeas, utilizada também na atracdo de parceiros, € um sinal honesto da qualidade fenotipica
do individuo, em termos de tamanho corporal e massa de ovos (WEISS, 2006).

Recentemente, foi publicado um artigo de revisdo sobre o modelo proposto por
Bateman, relatando a trajetoria histérica desse trabalho e mostrando que o trabalho s6 foi
consistentemente investigado ap6s muitos anos de sua publicacdo (HOQUET, 2020). Além
disso, devido as criticas acumuladas a esta hipotese, hoje alguns pesquisadores da area
consideram seu modelo teoricamente defeituoso, em oposicdo a outros que consideram

Bateman um dos fundadores da ecologia comportamental (HOQUET, 2020).

Fisher e a hip6tese Runaway

Considerando que o fitness de um organismo ndo é garantido apenas pela quantidade de
prole que este produz, mas também pela qualidade dessa prole no &mbito de sobrevivéncia e
reproducédo, a escolha pelo melhor parceiro sexual se torna necessaria a fim de garantir o
sucesso reprodutivo. Deste modo, as condic¢des de escolha do parceiro sexual podem seguir
duas premissas (Fisher, 1930): i) Aceitar um parceiro reprodutivo significa negar outros
possiveis parceiros; ii) A rejeicdo de um parceiro reprodutivo serd sempre seguida pela
disponibilidade de obter outros parceiros, sendo a disponibilidade de parceiros sempre alta,
assim a probabilidade de ndo haver parceiros reprodutivos serd muito menor do que a possivel
vantagem adquirida na escolha de um (bom) parceiro reprodutivo. No entanto, como essa
escolha ocorre, no que ela se baseia e quais 0s custos e vantagens adquiridos é algo que tem

sido muito discutido.
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Assim, a hipdtese de Fisher traz um olhar genético sobre as questfes da escolha e as
vantagens vinculadas a esta, visto que as caracteristicas paternas selecionadas serdo herdadas
pela prole, assim como a preferéncia por elas, que serdo heranca materna. Aqui, duas
condi¢cdes devem ser elencadas: o custo de sobrevivéncia do macho aumenta quanto mais
extremo for o trago sexual secundario; e a escolha de preferéncia desses tragos pela fémea
também tem um custo de sobrevivéncia que pode estar relacionado ao risco de predagéo,
restricdo de tempo ou algum fator relacionado ao comportamento de acasalamento
(POMIANKOWSKI; IWASA, 1998). Para que uma mudanca evolutiva seja atribuida pela
selecdo sexual deve existir preferéncia sexual por pelo menos um dos sexos, e essa
preferéncia deve conferir vantagens (Fisher, 1930). Ou seja, deve haver uma preferéncia por
algum caractere morfoldgico (ornamento) e este deve atribuir ao individuo alguma vantagem,
além da atracdo de copulas. Assim, o ornamento deve atuar como uma “propaganda de
guerra” (FISHER, 1930).

A hipotese runaway proposta em seu livro “The genetical theory of natural selection”
(1930) prediz, que o desenvolvimento do ornamento e a preferéncia por parte do sexo oposto
devem avancar juntos, num processo descontrolado, até o surgimento de uma contra selecéo,
favorecendo individuos menos ornamentados, e levando a um equilibrio. Assim, os tracos
ornamentais vao se tornando exagerados conforme a preferéncia das fémeas por estes tracos
aumenta, sendo limitado pelos custos envolvendo a selecdo natural. Sob a teoria proposta por
Fisher, outros autores propuseram um modelo na intencdo de complementa-la. O modelo de
Pomiankowski e Iwasa (1998) tenta explicar dois mecanismos sobre como a hipotese
runaway pode gerar diversidade de tracos sexuais. Primeiramente, através da evolugdo de um
equilibrio estavel onde, no pico deste equilibrio, a diminuicdo da preferéncia exagerada das
fémeas segue de acordo com os custos e beneficios dessa escolha. E a evolugéo ciclica, que
pressupde um equilibrio semiestavel da preferéncia exagerada da fémea, onde essa
preferéncia diminui de acordo com os custos da escolha. A preferéncia das fémeas por tragos
exagerados tende a diminuir conforme haja um balanco entre a selecdo sexual e a selecao
natural sobre o ornamento do macho (POMIANKOWSKI; IWASA, 1998). Em outras
palavras, quanto maior o custo de sobrevivéncia sobre o traco sexual exagerado, devido a
forca de selecdo natural, menor sera a preferéncia das fémeas por este, visto que existe uma
correlacé@o genética entre os tracos apresentados pelo parental e a prole.

A hipdétese de Fisher consegue explicar o custo e a preferéncia envolvendo ornamentos
extravagantes para atracdo de coOpulas, mas ndo explica porque esses ornamentos

funcionariam como forma de intimidar o rival (ZAHAVI, 1991). Neste sentido, a teoria de
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Zahavi surge como forma de complementar a existéncia de tragos ornamentais sob o olhar da

competicdo intrasexual.

Zahavi e a hipétese do sinal honesto

Os tragos conspicuos apresentados por individuos de diversas espécies foram tratados
por Zahavi (1975) como sinais que podem ser utilizados para a comunicagéo animal, os quais
transmitem informacdes para individuos intra e interespecificos. Por exemplo, a pigmentagédo
alar em machos de Mnesarete pudica (Zygoptera, Calopterygidae) pode ser utilizada como
ferramenta de avaliacdo do rival em disputas territoriais (GUILLERMO-FERREIRA,
RHAINER; GORB, STANISLAV N; APPEL, ESTHER; KOVALEV, ALEXANDER et al.,
2015). Assim, ZAHAVI (1991) argumenta ser mais relevante utilizar o termo selecéo do sinal
em contrapartida a sele¢do sexual, por ser mais importante analisar os mecanismos de selecao
dos tracos (ou sinais) que se diferem dos outros tragos do animal. Para o autor, o sinal é o
denominador comum entre disputas intraespecificas e atracdo de cdpulas. No entanto, a
elaboracdo destes tracos teria um custo (ecoldgico, fisioldgico ou social), tornando-se assim
um sinal honesto da qualidade do macho, visto que nem todo macho teria condi¢des de arcar
com esse custo para produzir um bom sinal (ZAHAVI, 1975).

Neste sentido, produzir um ornamento elaborado pode aumentar o fitness do individuo,
garantindo vantagens num contexto intra- e intersexual, através das disputas por parceiros ou
aquisicdo de bens de oferta ou através da escolha direta pelo parceiro reprodutivo. Por
exemplo, em pavGes o aumento do brilho e do contraste na coloracdo das penas presentes nas
caudas dos machos foi relacionado com o sucesso de acasalamento, ou seja, machos com
penas mais brilhantes e com maior contraste das cores eram mais escolhidos pelas fémeas
como parceiros reprodutivos (LOYAU; GOMEZ; MOUREAU; THERY et al., 2007).
Todavia, a manutencdo do ornamento pode ser custosa ao individuo, como foi demonstrado
em um trabalho realizado com machos ornamentados de nove espécies de aves e machos nao
ornamentados de outras nove espécies, onde o tempo de cuidado com as penas foi mensurado
e observou-se um maior tempo gasto pelos machos ornamentados (WALTHER; CLAYTON,
2005). A hipotese do sinal honesto tem sido utilizada ao longo de décadas para explicar a
existéncia de ornamentos sexuais e sua finalidade no contexto da reproducdo. No entanto, um
artigo recente trouxe duras criticas ao trabalho de Zahavi, considerando-o uma hipotese
erronea e alegando a necessidade de uma reinterpretacdo da mesma (PENN; SZAMADO,
2020).
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Neste contexto, Zahavi propde que um ornamento bem elaborado sinalizaria uma boa
condicdo genética a qual seria transmitida para a prole (ZAHAVI, 1975). Assim como um
ornamento menos elaborado sinalizaria uma condi¢do ruim, como exemplo, uma baixa
imunidade (FOLSTAD; KARTER, 1992; ZAHAVI, 1975). Todavia, sinais denominados
desonestos podem ocorrer. Nestes casos, 0 individuo apresentaria um ornamento
excessivamente elaborado sem ter condi¢Ges para arcar com Seus custos e respostas mais
agressivas por parte de outros machos podem ocorrer como mecanismo para evitar a
desonestidade (e.g. TIBBETTS; DALE, 2004; WEBSTER; LIGON; LEIGHTON, 2018).

A hipotese da desvantagem imunoldgica de Folstad e Karter

Segundo a hipotese do sinal honesto, as fémeas se utilizam dos caracteres sexuais
secundarios dos machos como mecanismo de acessar sua qualidade genética, e assim garantir
os “melhores genes” para a prole considerando que machos com ornamentos mais elaborados
também possuiriam melhores condicbes genéticas (IWASA; POMIANKOWSKI; NEE, 1991;
ROWE; HOULE, 1996; ZAHAVI, 1975). No entanto, a producdo desses tracos sexuais
secundarios pode estar relacionada a producdo hormonal. Assim, a hip6tese de FOLSTAD e
KARTER (1992) propGe que um hormonio sexual (e.g. testosterona em vertebrados ou
hormbnio juvenil em insetos) estd vinculado a producdo de ornamentos exuberantes, ao
mesmo tempo em que exerce uma funcdo imunossupressora, gerando um mecanismo de
trade-off entre o desenvolvimento de tracos sexuais e tracos fisiol6gicos.

A hipotese da desvantagem imunolédgica (Immunocompetence Handicap Hypothesis,
ICHH) discute as vantagens e custos relacionados a producdo do ornamento sexual
(FOLSTAD; KARTER, 1992). Se de um lado, machos mais ornamentados atraem maior
namero de copulas, estes também teriam uma reducdo na capacidade imunoldgica, devido a
alta producdo do horménio sexual, estando mais suscetiveis a parasitas. Portanto, apenas
machos que possuem uma resisténcia genética, conseguiriam arcar com o0s custos de produzir
um bom ornamento e sobreviver a infestacdo de parasitas. Deste modo, o sinal avaliado pelas
fémeas seria a elaboracdo do ornamento sexual, que sinalizaria a resisténcia genética a
parasitas, envolvendo como custo a supressdo do sistema imune (FOLSTAD; KARTER,
1992). Esta hipdtese foi testada em diversos grupos taxondmicos. Por exemplo, em repteis,
aves e mamiferos esta hipotese foi testada correlacionando-a com a producéo de testosterona,
visto que este horménio € dito imunossupressor e afeta a eficiéncia do sistema imunoldgico,
ao mesmo tempo em que esta relacionado com a producgdo de caracteres sexuais secundarios
(Roberts et al., 2004).
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Em insetos, um estudo realizado com grilos machos da espécie Gryllus campestres
Linnaeus 1758, demonstrou que o custo na producdo de caracteres sexuais secundarios pode
ser um indicador honesto da qualidade e saude do macho (JACOT; SCHEUBER,;
BRINKHOF, 2004). Em machos de Mandarim foi demonstrado que a manipulacédo da dieta
de carotendides (elemento utilizado na produ¢do do ornamento sexual) conferiu mudangas nas
células mediadoras do sistema imune e da atratividade sexual (Blount et al. 2003),
evidenciando uma relagéo entre a alimentacéo, producdo de caracteres sexuais secundarios e
sistema imune. Para a ordem Odonata, KOSKIMAKI; RANTALA; TASKINEN;
TYNKKYNEN et al. (2004) analisaram a relacdo entre competicdo e a qualidade do macho,
em termos de defesa imune. A hipdtese de ICHH também foi testada em machos da espécie
Hetaerina americana Fabricius 1798, através da manipulacdo de hormdnios e infeccGes em
individuos in situ e em laboratério e o estudo indicou que 0 aumento nos niveis hormonais
afeta sua taxa de sobrevivéncia (GONZALEZ-TOKMAN; MUNGUIA-STEYER,;
GONZALEZ-SANTOYO; BAENA-DIAZ et al., 2012). Além disso, em duas espécies do
género Calopteryx, a producdo do horménio juvenil foi relacionada com a reducdo da reserva
de gorduras, enquanto proporcionou o aumento da pigmentacdo alar (CONTRERAS-
GARDUNO; CORDOBA-AGUILAR; AZPILICUETA-AMORIN; CORDERO-RIVERA,
2011).

Parker e 0 jogo da competicdo espermatica

A competicdo espermatica foi definida por PARKER (1970) como uma competicdo
entre espermatozoides de dois ou mais machos pela fertilizacdo dos 6vulos, em um sistema de
acasalamento poligdmico. Neste contexto, a selecdo sexual pode agir apés o acasalamento
selecionando adaptacfes vantajosas na disputa espermatica, sendo que o macho capaz de
evitar ou reduzir essa competicdo obteria uma vantagem em relacdo a outros machos
(PARKER, 1970). Dois grupos de adaptacdes sdo propostos por PARKER (1970): 1. pré-
adaptacdes a altos niveis de competicdo espermatica, onde o autor discute sobre a
receptividade e os 6rgdos de armazenamento de esperma das fémeas, além da longevidade,
utilizacdo e desperdicio de esperma e também a estratégia de remocéao de esperma rival; e 2.
adaptacdes sexualmente selecionadas que reduzem a competicdo espermatica, incluindo
estratéegias como plugs de acasalamento, copulas prolongadas e o comportamento de guarda
da fémea. Em insetos, foram observadas estratégias da competicdo espermética em diferentes
ordens, como Odonata (WAAGE, 1979), Coleoptera (HOTZY; ARNQVIST, 2009) e
Orthoptera (SIMMONS; DENHOLM; JACKSON; LEVY et al., 2007).
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O fator mais importante como regulador da intensidade da competicdo espermaética seria
a receptividade da fémea, visto que esta pode copular com um ou mais machos (PARKER,
1970). Outras adaptacdes favoreceriam um macho em detrimento de outro, como a maior
longevidade espermatica e uma maior capacidade de remoc¢do de esperma rival. Por outro
lado, evitar que a fémea copule com outros machos, produzindo plugs ou guardando a
parceira durante a oviposicdo, reduziria a competicdo espermatica e aumentaria a
possibilidade de gerar descendentes, garantindo um maior fitness. Assim, a competicao
espermatica se torna um jogo, onde a melhor estratégia utilizada dependera daquela utilizada
pelo competidor rival (PARKER, 1990).

Considerando que o investimento em tracos espermaticos pode ser custoso, um modelo
complementar ao jogo da competicdo espermatica foi proposto por PARKER (1990), o qual
prediz um trade-off entre tracos pré-copulatérios (relacionados a aquisicdo de fémeas, como
ornamentos e armamentos) e tracos pds-copulatoérios (relacionados a quantidade ou qualidade
do ejaculado). Ou seja, tendo o individuo um estoque limitado de energia e um alto custo na
producdo tanto do ornamento como do ejaculado, o investimento em um desses componentes
biolégicos implica em um baixo investimento no outro. Este modelo foi testado em sapos
(LUPOLD; JIN; LIAO, 2017), grilos (FISHER; RODRIGUEZ-MURNOZ; TREGENZA, 2016)
e besouros (DICKINSON, 1995) onde observou-se a presenca de um trade-off entre tracos
pré- e pos-copulatérios. No entanto, uma correlacdo positiva entre esses tracos também foi
observada em outros estudos (LOCATELLO; RASOTTO; EVANS; PILASTRO, 2006;
MALO; ROLDAN; GARDE; SOLER et al., 2005).

Sheldon e a hip6tese da fertilidade ligada ao fenétipo

A relacdo entre os tragcos ornamentais e os tracos relacionados a fertilidade foi
discutida por SHELDON (1994), o qual argumenta haver uma correlacdo positiva entres esses
caracteres. Baseando-se no sistema de acasalamento em aves, o autor discute uma possivel
vantagem evolutiva para a copula extra-par em espécies monogamicas. Assim, a busca por
outras copulas sem a formacao de pares estaria relacionada a garantia de fertilidade do macho
e, consequentemente, da obtencdo de uma prole. Visto que a fertilidade do macho n&o pode
ser acessada pela fémea, a elaboracdo do ornamento sexual seria um correspondente honesto
desta.

Essa hipdtese foi extrapolada para outros grupos taxondmicos e 0 ornamento sexual
interpretado como um sinal honesto da condicdo fertil de um macho, mesmo em espécies

poligdmicas. Considerando que a busca por um parceiro reprodutivo pode ser custosa para a



33

fémea, em termos de energia e tempo, além da maior exposicao a predadores durante a copula
(POMIANKOWSKI; IWASA, 1998) a garantia do acasalamento com machos férteis pode ser
economicamente vantajosa. Diversos trabalhos tém sido realizados baseados na hipotese de
Sheldon, como em peixes (LOCATELLO; RASOTTO; EVANS; PILASTRO, 2006) e cervos
(MALO; ROLDAN; GARDE; SOLER et al., 2005).

Concluséo

Desde a publicacdo de Darwin sobre a Selecdo Sexual, varias hipoteses foram propostas
a fim de complementar esta teoria. Assim, durante décadas, a Selecdo Sexual tem sido
amplamente estudada em diferentes grupos taxonémicos e diversos trabalhos sdo realizados
testando suas hipoteses. Trata-se de um tema amplo e complexo, assim, nesta revisdo sdo
abordados alguns mecanismos e hipoteses relacionados ao tema, com énfase na funcdo dos

tracos sexuais e nos custos em relacdo a elaboracdo e manutencéo destes.
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Capitulo Il - What do we know about Sexual Selection in Odonata? A scientometric
study.

Manuscript under preparation to be submitted to International Journal of Odonatology

Abstract

The study of sexual selection dates back to the publication of Darwin’s ideas, and since that,
has been developed to understand how sexual traits are used to favor individual fitness. In the
last decades, studies had demonstrated a relationship between mating success and ornaments,
as the production of these ornamentation traits may be costly. Males of the order Odonata
have a vast range of behaviors and ornaments related to sexual contests and have been used as
models in sexual selection. In this study, we conducted a scientometric analysis to assess the
state of art of studies on sexual selection of odonate species, especially concerning the role of
male ornamentation (pre-mating studies) and sperm competition strategies (post-mating
studies). We found 51 articles focused on sexual ornamentation and 34 about sperm
competition. Only one of these addressed both themes, and even this one did not use an
integrative approach, considering the relationship between pre- and post-mating traits. It is
also remarkable the preference for using Calopterygid species to access pre-mating studies
and Libellulid for post-mating studies. These preferences sound to be related to characteristics
like presence of ornamentations and territoriality, further, large body size, variation, and
complexity of sperm removal structures, respectively. For the post-copulatory traits, sperm
removal is greatly addressed, but few other strategies, like the investment in sperm quality
and quantity, are investigated. Finally, we demonstrate that is necessary to conduct studies

focused in addressing the relationship between pre- and post- mating sexual traits.

Keywords: sexual ornamentation, sperm competition, Zygoptera, Anisoptera.
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Introduction

Since Darwin’s publication on Sexual Selection (1871), several studies have been
developed to understand how sexual traits are used to favor individual fitness. Sexual
ornamentation may be found in many animal species in which males exhibit colorful
conspicuous traits that play a role in animal communication, acting as visual signals
(ANDERSSON, 1994; OSORIO; VOROBYEV, 2008). These ornaments also may function
as honest signal, transmitting information about bearer morphological and physiological
quality (ZAHAVI, 1975). Although production of these ornamentation traits may be costly,
some studies have demonstrated a direct relationship with mating success and ornaments
elaborated (ANDERSSON, 1994).

Previous studies about the role of male ornamentation in peacock are the classic
example in sexual selection about ornamentation function (PETRIE; HALLIDAY, 1994,
PETRIE; TIM; CAROLYN, 1991). These studies demonstrated a correlation between
elaboration of eyespots in the peacock tail and mating success under female choice. Besides
that, studies were conducted with different taxonomic groups in this area, for instance,
reproductive success was associated with color pattern in fishes and mammals (BAKKER,;
MUNDWILER, 1994; WAITT; GERALD; LITTLE; KRAISELBURD, 2006). For insects,
the same results were observed in butterflies, in which females prefer colorful males (KEMP,
2007; ROBERTSON; MONTEIRO, 2005).

Males of Odonata, in some species, may exhibit coloration patterns on body and wings
that may operate in premating displays, such as mate choice and contest resolution. In this
sense, odonates have been used as models for studies on sexual selection, showing the use of
sexual ornaments in intra and intersexual contexts over the decades. For instance, in territorial
species, ornaments may be used as a rival assessment tool in male-male competition
(GUILLERMO-FERREIRA, R.; GORB, S. N.; APPEL, E.; KOVALEYV, A. et al., 2015) and
dispute decisions (PESTANA; CAROMANO; FERREIRA, 2018). These ornaments may also
be related to contest outcome, e.g., Tigriagrion aurantinigrum Calvert (Zygoptera:
Coenagrionidae) and Chalcopteryx scintillans McLachlan (Zygoptera: Polythoridae), wherein
winners had increased pteridine based pigmentation (GUILLERMO-FERREIRA; BISPO,;
APPEL; KOVALEV et al.,, 2019; VILELA; TOSTA; RODRIGUES; DEL-CLARO et al.,
2017). On the other hand, in species where males do not exhibit territorial behavior, color
patterns can also behave as visual signals. A previous study showed that warning cues by

conspicuous coloration in males of Nehalennia irene (Hagen) (Zygoptera: Coenagrionidae)
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signal their unprofitability to other males and avoid male harassment (BEATTY; ANDRES;
SHERRATT, 2015). Moreover, such coloration patterns can also be indicators of sexual
maturity (GUILLERMO-FERREIRA; THEREZIO; GEHLEN; BISPO et al., 2014).

Regarding intersexual interactions, ornamentation may act in sexual recognition and
mate choice. In Coenagrion puella (Linnaeus 1758), body coloration play a role as visual cues
to mate recognition (GORB, 1998) and a previous study showed female mate preference
based on males’ pigmentation in Calopteryx xanthostoma Charpentier 1825, in which females
avoid to mate with less pigmented males (SIVA-JOTHY, M. T., 1999). In some cases, males
may use courtship display wherein wing pigmentation is exhibited in a series of wing’s
movements to attract females (ORR, 1996; THOMPSON, 1990). In both intra- and
intersexual contexts, the use of ornaments as visual signals may be related to possible positive
relationship with individual’s quality (ZAHAVI, 1975). In this sense, ornaments may act as
honest signal about male’s physiological and morphological traits as demonstrated to body
size, parasite resistance, oxidative stress defenses and other traits (MARTINEZ-LENDECH,;
GOLAB; OSORIO-BERISTAIN; CONTRERAS-GARDUNO, 2018; SARFATY; PRUETT-
JONES, 2010; SIVA-JOTHY, 2000).

Sexual traits may be selected to favor reproductive partner acquisition, as
ornamentation, or after that. In species where females mate with more than one male, sperm
from different males may compete for ova fertilization — known as sperm competition — and
competitors need to evolve adaptations to avoid or reduce this conflict (PARKER, 1970).
Several studies have been reported the existence of adaptation to sperm competition, like
sperm displacement or more investment in sperm quality or quantity (BALSHINE; LEACH;
NEAT; WERNER et al.,, 2001; CORDERO-RIVERA, A., 2016; EVANS; PIEROTTI,;
PILASTRO, 2003). In Odonata, rival’s sperm removals mechanisms are considered in the
context of sperm competition strategy (WAAGE, 1979). Moreover, sperm repositioning and
the investment in sperm quantity and quality were reported (CORDERO;
SANTOLAMAZZA-CARBONE; UTZERI, 1995; NAKAHARA; TSUBAKI, 2008; SIVA-
JOTHY; TSUBAKI, 1994). Previous studies suggest a relationship between pre- and post-
mating sexual traits such as ornaments and sperm quality, in which a positive correlation or a
trade-off may be found (PARKER; LESSELLS; SIMMONS, 2013; SHELDON, 1994).

In this sense, our study aims to investigate the researches related to sexual selection in
Odonata species, about the role of male ornamentation and sperm competition strategies. To
discuss the accumulated knowledge and existing gaps in this field a scientometric analysis

was carried out and the following questions were elucidated: How many articles were
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published about the role of male’s ornamentation?; How many articles were published about
sperm competition strategies?; What are the most relevant studies in this area?; Where are the
countries with most scientific production in these themes?; What do we know about
ornamentation function in males of Odonata?; What do we know about strategies of sperm

competition in Odonata?; What are the most used Odonata families in these studies?.

Material and Methods

To analyze the available literature on sexual selection in Odonata, the data were
collected from two databases: Web of Knowledge (Thomson-Reuters) and Scopus (Elsevier).
To access data, the following terms were used, present in title, abstract and/or keywords:
"sexual selection” OR "mating system*" OR "reproductive behavior" OR "mate choice” OR
“female choice” OR “female preference” OR "territoriality" OR “male-male” OR agonistic
OR contest* OR fight OR aggressive OR courtship AND "secondary sexual character*" OR
"sexual ornamentation™ OR ornament* OR pigmentation OR "sexually selected character*"
OR coloration OR spot AND odonat* OR dragonfl* OR damselfl* OR zygoptera OR
anisoptera, to the first step; “Sperm competition” OR “Sperm removal” OR “Sperm quality”
OR “Sperm viability” AND odonat* OR dragonfl* OR damselfl* OR Zygoptera OR
Anisoptera, to the second step. Only articles in English published until 2019 were considered
and review studies were excluded.

We conducted a criteria analysis (Fig. 3) that consisted in reading all the recovered
articles to check each study aim and filtering to select only those that had focused in (i) the
role of male ornamentation in different contexts and, (ii) adaptations in sperm competition.
After that, we compiled information about authors, name of journal, year of publication,
number of citations, country where data was collected, and study species. The selected articles
were organized according to their aims by interaction types (intrasexual, intersexual,
physiological or/and morphological) and sperm competition strategies (according to
adaptation investigated in the article such as sperm removal, sperm quality or quantity). The
interaction types were classified according to the following criteria: 1. Intersexual interaction:
studies about the role of male ornamentation in male-female contexts; 2. Intrasexual
interaction: studies about the role of male ornamentation in male-male contexts; 3.
Physiological interaction: studies about the relationship between male ornamentation and
physiological traits such as immunity, parasite resistance, survival, and hormones; and 4.

Morphological interaction: studies about the relationship between male ornamentation and
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others morphological traits such as body mass, body size and fat reserve. Data were analyzed
using the Bibliometrix package (ARIA; CUCCURULLO, 2017), in R environment (R. CORE
TEAM, 2019)

[IDENTIFICATION] [ SCREENING [ FILTERED [CLASSIFICATION

[Intrasexual interaction (25)

Towl. mbice (265) Reamoval 1of Studies included in => [Intersexual interaction (14)
citations in Web of dupl %) i
cates
Science (144) and el e g 2 ‘
(144) Remained (172) analyses (51) ¢ [Ph)smlogxcal interaction (24)
Scopus (124)
g [Morphological interaction (4)
=> [ Sperm repositioning (3)
58): ;% ; e
Total number (158): PR Studies included in = [ Sperm quality (3)
citations in Web of i
” O25sa duplicates (48) quantifative [
cience (92) an : 2, ity
Remained (110) analyses (34) = | Spem quantty )
Scopus (66)
=> [ Sperm removal (27)

Figure 3. Fluxogram about methodology steps; a) The role of male ornamentation; b) sperm competition
strategies.

Results

The search of studies concerning the role of male ornamentation on sexual selection of
Odonata returned 172 articles, from these 51 articles were filtered through the criteria analysis
to the final table. We also found 110 articles focused on sperm competition strategies, which
were filtered into 34 studies. The role of male ornamentation covered a shorter timespan if
compared with sperm competition strategies (29 years versus 39 years), but the stronger
research interest on this subject in the last two decades made it the most studied theme (Fig.
4). Despite the great interest on these two themes, the role of interaction between them has not

received much attention over the past decades, and only one article addresses both subjects
(Fig. 5).
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Figure 4: Number of articles published in each year about the role of male ornamentation (A) and the sperm
competition strategies (B).
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Figure 5: Total number of articles published about the role of male ornamentation (A) and the sperm
competition strategies (B); the intersection shows the article that addresses both subject areas.
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Concerning the publication efforts, Mexico have the most active research group focused
in understand the role of male ornamentation; names as Alex Cordoba-Aguilar, Jorge
Contreras-Gardufio and Martin Serrano-Meneses are common in dozens of articles (Tab. S1)
and the Country stands out when we look at studies done by researchers from one single
country and in international partnerships (Fig. 6). Another group whose work stands out is led
by Rhainer Guillermo-Ferreira, who places Brazil among the most active countries in this
study subject. In the opposite way, ‘sperm competition strategies’ is a subject greatly studied
by Adolfo Cordero-Rivera’s group, located in Spain (Tab. S1), while the most active group
comes from Japan (Fig. 7). Other different characteristic of this area of study is the low
number of articles produced in international partnership (Fig. 7). Finally, United Kingdom
and United States emerge as countries that have great number of studies in both subjects (Fig.
6 and 7).
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Figure 6: Number of articles published by country focused on the role of male ornamentation. Blue bars
represent the articles produced by authors located in a single Country; red bars represent the articles produced in
international partnership.
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Figure 7: Number of articles published by country focused on the sperm competition strategies. Blue bars
represent the articles produced by authors located in a single Country; red bars represent the articles produced in
international partnership.
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The citations in both areas are mostly headed by classical studies. The 10 most cited
articles in both subjects were produced before the 2010’s (Tab. 3 and 4). The total citations
show that the role of male ornamentations presented a more equitable distribution of citations;
while sperm competition strategies have their citations mostly concentered in one article (Fig.
8). A network analysis also highlighted these characteristics; while the role of ornamentation
presented a more complex structure and diverse articles as important nodes (Fig. S1), the
sperm competition showed a clear division between older articles, published in the 1980’s and
newer articles, published in the 1990’s and 2000’s linked by WAAGE (1979), the first

published and most cited article from this subject area (Fig. S2).
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Figure 8: Average total citations by year of publication about the role of male ornamentation (A) and the sperm
competition strategies (B).



Table 3: The 10 most cited articles about the role of male ornamentation.
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Article Name Reference Journal Citations Citations per
Year
A mechanistic link between parasite  Siva-Jothy, Proceedings of 189 9.0
resistance and expression of a 2000 The Royal Society
sexually selected trait in a damselfly B-Biological
Sciences
The evolution of sexual dimorphism Moore, 1990  Evolution 131 4.23
by sexual selection: the separate
effects of intrasexual selection and
intersexual selection
Intrasexual competition alone favors Grether, 1996 Evolution 124 4.96
a sexually dimorphic ornament in the
rubyspot  damselfly  Hetaerina
americana
Male wing pigmentation may affect Siva-Jothy, Behaviour 115 5.23
reproductive success via female 1999
choice in a calopterygid damselfly
(Zygoptera)
Wing pigmentation, immune ability, Contreras- Journal of 100 6.67
fat reserves and territorial status in  Garduno et Ethology
males of the rubyspot damselfly, al., 2006
Hetaerina Americana
Wing pigmentation in territorial Cordoba- Animal Behaviour 81 4.26
male damselflies, Calopteryx  Aguilar, 2002
haemorrhoidalis: a possible relation
to sexual selection
The size of the red wing spot of the Contreras- Behavioral 79 6.08
American rubyspot as a heightened Garduno et Ecology
condition-dependent ornament al., 2008
The expression of a sexually selected Contreras- Journal of Insect 58 4.14
trait  correlates with  different Garduno et Physiology
immune defense components and al., 2007
survival. in males of the American
rubyspot
Structural colours create a flashing Schultz etal.,, Functional 49 4.08
cue for sexual recognition and male 2009 Ecology
quality in a Neotropical giant
damselfly
Territorial behaviour and immunity Contreras- Functional 41 3.42
are mediated by juvenile hormone: Garduno et Ecology
The physiological basis of honest al., 2009

signalling?
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Table 4: The 10 most cited articles about the sperm competition strategies.

Article Name Reference Journal Citations  Citations per
Year
Dual function of the damselfly penis Waage,1979  Science 396 9.429
- sperm removal and transfer
Male copulatory sensory stimulation Cordoba- Proceedings of 91 4.136
induces female ejection of rival Aguilar, 1999 The Royal Society
sperm in a damselfly B-Biological
Sciences
Sperm competition in the damselfly Fincke, 1984  Behavioral 84 2.270
Enallagma hageni Walsh (odonata, Ecology and
coenagrionidae) - benefits of multiple Sociobiology
mating to males and females
Evidence for widespread sperm Waage, 1986 Biological Journal 82 2.343
displacement ability among of the Linnean
Zygoptera (Odonata) and the means Society
for predicting its presence
Variation in copulation duration and Siva-Jothy, Behavioral 75 2.206
the resultant degree of sperm removal 1987 Ecology and
in Orthetrumcancellatum(L.) Sociobiology
(Libellulidae, Odonata)
Postmating sexual selection:  Cordero- Evolution 37 2.176

Allopatric  evolution of sperm Riveraetal.,

competition mechanisms and genital 2004

morphology in calopterygid

damselflies (Insecta : Odonata)

Male disturbance, repeated Cordero- Animal Behaviour 31 1.192
insemination and sperm competition Rivera et al.,

in the damselfly coenagrion scitulum 1995

(zygoptera, coenagrionidae)

Sperm "repositioning" in  Siva-Jothy, Journal of Insect 30 0.909
Crocothemis erythraea, a Libellulid 1988 Behavior

dragonfly with a brief copulation

Sperm  competition and sperm Siva-Jothy &  Physiological 29 1.074
precedence in  the dragonfly Tsubaki, Entomology

Nanophya pygmaea 1994

Direct and indirect estimates of Michiels & Behavioral 27 0.931
sperm precedence and displacement Dhondt, 1988 Ecology and

in the dragonfly Sympetrum danae Sociobiology

(Odonata: Libellulidae)

Both study subjects are broadly studied around the world. For the role of ornamentation,
samples were taken from Americas, Europe, Oceania and Africa (Fig. 9a), while sperm
competition strategies were already tested in organisms from Americas, Europe, Asia and
Oceania (Fig. 9b). It is important to highlight that all studies focused in the role of male
ornamentation provided information about the study sampling location, while four articles
focused in sperm competition strategies did not provided this information. Regarding the role
of male ornamentation, the most studied organisms belong the Zygoptera, mainly the
Calopterygidae family (44 times) and followed by Chlorocyphidae (12) and Coenagrionidae
(8); Among the Anisoptera, Libellulidae (8) (Fig. 10a) was the most studied organism. For
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sperm competition strategies, organisms from the Anisoptera suborder, mainly Libellulidae
family, were mostly studied (107 times), followed by the Zygopteran families Coenagrionidae
(26) and Calopterygidae (13) (Fig. 10b). Concerning the interaction types, the most studied
was related to intraspecific interaction (25 times), followed by physiological (24),
interspecific interaction (14) and morphological (4) (Fig. 11a), and, for sperm competition
strategies, the most accessed strategies were sperm removal (27 times), sperm quantity (3),

sperm repositioning (3) and sperm quality (2) (Fig. 11b).
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Figure 9: Total number of sampling effort in each Country that resulted in publications focused on the role of
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Figure 10: Odonate families used to access information about the role of male ornamentation (A) and the sperm
competition strategies (B).
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Figure 11: (A) Studied behaviour strategies that are related to the role of male ornamentation; (B) Studied
behaviour strategies that are related to the sperm competition strategies.

Discussion

Studies on the role of male ornamentation and sperm competition strategies using
Odonata as study model have been developed, in the entire world. In Mexico, a strong
research group is responsible for a higher number of studies about sexual ornamentation,
authoring some of the most cited pre-mating traits studies in damselflies. The larger
production of pre-mating researches is recent. Despite this, most cited articles are the classical
(older studies). Studies about male ornamentation has more international partnership and all
selected studies were interconnected in the co-citations network, what may occur due to a
scientific globalization that make easy to researchers to contact each other and access the
articles. In other way, studies about sperm competition strategies are older, and consequently,

with less international partnership. These studies are interconnected by co-citations network
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with a central article, which is the most important post-mating study, about the first evidence
of sperm removal strategy in Odonata (WAAGE, 1979). After that, others studies were
conducted about the mechanism of rival’s sperm removal in different species (CORDERO-
RIVERA, 2016; MILLER, 1990; WAAGE, 1986).

Odonata is a very specious group with distinct characteristic according to suborder.
Adults of Zygoptera are more fragile-looking and generally smaller, while anisopterans are
more robust, larger, more agile and faster in the air, what place them among the most difficult
insect to collect (HECKMAN, 2006; 2008). Besides that, our search also found differences in
study categories for either group. Zygopterans are most used in pre-mating studies, mainly
Calopterigydae members, known for territoriality (CORDOBA-AGUILAR; CORDERO-
RIVERA, 2005) and the presence of wing spot, that play a role in male-male contest and
female choice (CORDOBA-AGUILAR; RAIHANI; SERRANO-MENESES; CONTRERAS-
GARDUNO, 2009; GUILLERMO-FERREIRA, R.; GORB, S. N.; APPEL, E.; KOVALEV,
A. et al., 2015; SIVA-JOTHY, M. T., 1999). In contrast, anisopterans are the most used
insects in studies about post-mating traits, mainly species of Libellulidae , what may occurs
due to the larger body size, variation and complexity of structures linked to sperm removal
(ARTISS, 2001; MILLER, 1991; WAAGE, 1986). The major part of studies about sperm
competition in Odonata regards the sperm removal and evidences the necessity of researches
concerning others strategies, such as investment in sperm traits (sperm quantity or quality)
for a better understanding of these in a group that presents a strong sperm competition
pressure.

Insects of the order Odonata are used as models in different study areas, mainly in
ecological, behavioral and taxonomic approaches (MIGUEL; CALVAO; VITAL; JUEN,
2017). Regarding to sexual selection, we found a great number of studies about the role of
male’s ornamentation and sperm competition strategies. However, our search returned only
one paper in both steps, the role of male”s sexual ornamentation and sperm competition. The
referred study showed the use of male’s wing pigmentation in courtship displays to attract
females and the mechanism of rival’s sperm removal in a species of Protoneuridae, Nososticta
kulumburu (THOMPSON, 1990). This is a complete study on reproductive behavior, but not
integrative, as the relationship of pre- and post-copulatory traits was not considered. Other
studies also discussed these behaviors separately (e.g. Hetaerina americana; (CORDOBA-
AGUILAR, 20009; CORDOBA-AGUILAR,; RAIHANI; SERRANO-MENESES;
CONTRERAS-GARDUNO, 2009). In the sense of integrating pre- and post-mating studies,

we did not find studies about the relationship between sexual ornamentation and sperm
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competition traits, such as sperm quality and quantity. Two hypotheses suggest a positive and
negative relationship between these traits. The sperm competition game model predict a trade-
off between ornamentation and sperm traits (PARKER, 1990), on the other hand phenotype-
linked fertility hypotheses suggest that sexual ornamentation co-vary with functional fertility
(SHELDON, 1994). Therefore, studies about these hypotheses are important to elucidate the
relationship between pre- and post-mating traits in Odonata, in order to understand how

sexual selection acts after and before mating.

Conclusion

A general view on sexual selection in Odonata was presented here. In conclusion,
studies addressing the relationship between pre- and post-mating sexual traits are necessary in
order to understand how Odonata species invest in different biological traits when sexual
selection acts after and before mating.
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Figure S2: A network map about co-citations in sperm competition strategies. Nodes represent articles and lines

citation between them. In this analysis were included all articles cited by the filtered articles.



Table S1: The most active authors and the number of publications about the role of male ornamentation (left)
and sperm competition strategies (right).

The role of male ornamentation Sperm competition strategies
Authors Articles | Authors Articles
CORDOBA-AGUILAR A 18 CORDERO.RIVERA.A 6
CONTRERAS-GARDUNO | 10 CORDOBA.AGUILAR.A 4
GUILLERMO-FERREIRA R 6 HAYASHI.F 3
SERRANO-MENESES M 5 TAJIMA.Y 3
BISPO P 4 TSUCHIYA K 3
GONZALEZ-SANTOYO | 4 WATANABE.M 3
GONZALEZ-TOKMAN D 4 MICHIELS.N 2
GORB S 4 MILLER.P 2
LANZ-MENDOZA H 4 SIVAJOTHY.M 2
MUNGUIA-STEYER R 4 THOMPSON.D 2
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Capitulo 111 - The relationship between ornament size and sperm production in two
rubyspot damselflies: trade-off or phenotype-linked fertility?

Manuscript under preparation to be submitted to Behavioral ecology

Abstract

Sexual selection favors the emergence of characters involved in pre- and post-mating success,
such as sexual ornaments and sperm viability or quantity. However, these traits are costly and
males need to choose where to invest. Therefore, a trade-off may exist between secondary
sexual characters and ejaculate quality, as predicted by the sperm competition game model.
On the other hand, a positive relationship between these traits may be explained by
phenotype-linked fertility hypothesis. Here, we analyzed the relationship between sexual
ornaments, sperm viability/quantity and other traits such as body size, muscle mass and fat
reserves in two species of the genus Hetaerina. Our results showed a positive effect between
wing pigmentation and total number of sperm for H. rosea. A trade-off between these traits
was observed for H. longipes, furthermore, a trade-off between fat reserves and total number
of sperm was found for H. rosea. For other traits, no significant effect was found with total
sperm number nor viability. We suggest that our results may be explained by Sheldon’s
hypothesis on positive association between male phenotypic traits and fertility and by sperm

competition game model on trade-off between pre- and post-mating traits.

Keywords: sperm competition, dragonfly, insects, behavior, fertility.
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Introduction

Sexual selection may involve evolutionary processes that favor the selection of
morphological traits, acting as sexual ornamentation (e.g. coloration patterns) or weapons
(e.g. antlers and horns) (DARWIN, 1871). These sexual traits may function as visual signals
for animal communication and usually transmit honest information about the individual
quality during intra- and intersexual interactions (ANDERSSON, 1994; OSORIO;
VOROBYEV, 2008; ZAHAVI, 1975).

Colorful sexual ornaments are widespread in animal taxa and play multiple roles in
intra- and intersexual communication. For instance, males of some Calopterygidae
damselflies (Odonata) exhibit conspicuous wing pigmentation, used by territorial males to
assess the opponent quality (GUILLERMO-FERREIRA, RHAINER; GORB, STANISLAV
N; APPEL, ESTHER; KOVALEV, ALEXANDER et al., 2015; PESTANA; CAROMANO;
FERREIRA, 2018) and to define the winner of a contest (CORDOBA-AGUILAR, 2002;
GRETHER, 1996; GUILLERMO-FERREIRA; DEL-CLARO, 2011). Wing pigmentation
may also act as sexual ornaments to attract females that exert mate choice (SIVA-JOTHY, M.
T., 1999). Hence, males with more elaborated ornaments are able to secure access to females
and show increased mating success (GRETHER, 1996; SIVA-JOTHY, M., 1999). However,
mating success do not necessarily correlates with reproductive success. Considering that
odonate females are usually polyandric (i.e., they may copulate with several males before
laying eggs) and that males are able to remove rival sperm from female sperm storage organs
(CORDERO-RIVERA; ANDRES; CORDOBA-AGUILAR; UTZERI, 2004; WAAGE,
1979), sperm competition affects male fitness in such a way that it drives the evolution of
adaptations and strategies that influence ejaculate size and quality (PARKER, 1970).

The sperm competition game model (PARKER, 1990) predicts a trade-off between pre-
and post-mating traits, such as ornaments and sperm production or quality. Because
elaborated ornaments and sperm production are costly, males should invest in one or another
trait depending on their benefits (PARKER; LESSELLS; SIMMONS, 2013). Previous studies
have been demonstrated a trade-off between pre- and post-mating traits in vertebrates and
invertebrates. For instance, there may be a negative association between jaw muscle and
sperm length in lizards (BLENGINI; NARETTO; CARDOZO; GIOJALAS et al., 2016). For
insects, the same negative relationship was found for crickets, regarding male weight and
sperm quality (KLAUS; FITZSIMMONS; PITCHER; BERTRAM, 2011). In this sense,
males that invest more in traits and strategies for mate acquisition tend to have a lower

investment in sperm traits.
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In contrast, there may be a positive relationship between secondary sexual characters
and sperm quality. Such relationship was observed in guppies, wherein males that present
larger areas of body pigmentation also produced faster and more viable sperm
(LOCATELLO; RASOTTO; EVANS; PILASTRO, 2006). Moreover, in Iberian red deer, a
positive relationship was found between pre- (antlers size and complexity) and post-
copulatory traits (testes size and sperm velocity) (MALO; ROLDAN; GARDE; SOLER et al.,
2005). These results may be explained by the Sheldon’s phenotype-linked fertility hypothesis,
which predicts that male phenotypic traits co-vary with functional fertility (SHELDON,
1994). Thus, ornamentation may be interpreted as honest signals of male fertility to females
that are expected to avoid infertile mating (SHELDON, 1994).

Here, we addressed whether there is a significant relationship between pre- and post-
mating traits (i.e., sexual ornament and sperm viability/ number) in two rubyspot damselflies:
Hetaerina longipes Hagen in Selys, 1853 and H. rosea Selys, 1853 (Odonata,
Calopterygidae). Calopterygid damselflies have been widely used as models for sexual
selection studies due to their complex fighting and courtship behaviors that are influenced by
male wing pigmentation (CORDOBA-AGUILAR; CORDERO-RIVERA, 2005). Especially
in Hetaerina damselflies, wing pigmentation has been shown to be under sexual selection and
highly dependent on male physiological conditions (i.e., energy reserves, flight muscles and
immunocompetence, CONTRERAS-GARDUNO; CANALES-LAZCANO e CORDOBA-
AGUILAR (2006)). Therefore, we aimed at testing if males follow the sperm competition
game model (PARKER, 1990) or the phenotype-linked fertility hypothesis (SHELDON,
1994). For this, we analyzed the relationship between wing pigmentation, sperm viability,
total number of sperm and other confounding physiological traits, such as muscle mass, fat
reserves and body size (which may also correlate with male quality) (CONTRERAS-
GARDUNO; CANALES-LAZCANO; CORDOBA-AGUILAR, 2006).

Material and methods

Fieldwork was carried out in February 2018, June and October to December 2019,
between 10:00 and 15:00h in a Neotropical Savannah area (-21.982949, -47.874595) and
Monjolinho river (-21.986053, -47.877517) at Federal University of Sdo Carlos, and the
Botanical Garden of S&o Carlos, SP, Brazil (-21.987732, -47.874548). A total of 46 males of
H. longipes and 44 males of H. rosea were collected using an entomological net and

transported to the laboratory in plastic vials. Only mature males were collected, following the
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wing stiffness and coloration criteria commonly used for Hetaerina damselflies,
(CORDOBA-AGUILAR, 1994; GUILLERMO-FERREIRA, RHAINER; GORB,
STANISLAV N; APPEL, ESTHER; KOVALEV, ALEXANDER et al., 2015; PESTANA;
CAROMANO; FERREIRA, 2018) excluding males that were too young (with soft wings and
smoky spot coloration) and too old (with stiff and yellowish wings). All individuals were
measured using a digital calliper (0.01mm) from the tip of the head to the end of the abdomen

(excluding cerci).

Sperm viability and quantity

Prior to experimental manipulation, all males were anaesthetized by cooling for one
minute. The animals were dissected to extract the spermatic vesicles at eighth segment and
inserted in 10 microliters of physiological solution for insects (Grace’s buffer, Sigma
Aldrich). Fertility was measured by applying a Sperm Viability Kit (Sigma Aldricht) to sperm
suspension. Subsequently, the solution was inserted into a Neubauer chamber
(hemocytometer) and observed under a fluorescence microscope (BX61) with excitation
filters at 470-490nm, using cellSens™ microscope imaging software standard. Live and dead
sperm were stained in green and red, respectively. This experimental protocol was validated
by de Souza et al. (2020). Sperm viability was calculated for each male in 12 fields of view
and was expressed by the proportion of life/dead spermatozoa. Total number of sperm was
calculated for total sperm (live and dead) in 12 fields of view (TSUCHIYA; HAYASHI,
2010).

Figure 12. Sperm stained with the live/dead sperm viability kit under a fluorescence microscope with excitation

filters at 470-490nm. Living sperm were stained in green and dead sperm were stained in red.
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Muscle mass and Fat reserves

Male thorax was removed and kept in 45°C for 48 hours to obtain dry material. Then,
samples were weighed on a precision scale (Mettler Toledo, 0.0001g). The thoraxes were then
treated with chloroform for 24 hours, dried for two hours and weighed to obtain the body fat
weight (MARDEN; WAAGE, 1990). Finally, the samples were kept in KOH (Potassium
Hydroxide) for 24 hours, dried for at least four hours and weighed to obtain muscle mass
(MARDEN; ROLLINS, 1994).

Wing pigmentation

Wing pigmentation was measured by removing hindwings and forewings of all insects
and taking digital pictures with a Canon EOS 70D digital camera with a macro lens (Fig. 13).
The proportion of wing pigmentation was analyzed using Adobe Photoshop Extended CS3®
by dividing the pigmented area by the total area of the wing. The average value for all four
wings was used for each individual (GUILLERMO-FERREIRA, RHAINER; GORB,
STANISLAV N; APPEL, ESTHER; KOVALEV, ALEXANDER et al., 2015).

Figure 13. Digital pictures of A) Hetaerina longipes wings; and B) Hetaerina rosea wings.

Statistical Analyses

We performed a Bayesian GLMM (Generalized linear mixed model) analysis to assess
the effects of male physiological traits (wing pigmentation, body size, muscle mass and fat
reserves) on our dependent variables (total number of sperm and sperm viability), considering
site and day as random factors. Since we only collected H. longipes in one site, the random
factor “site” was not considered when analyzing males of this species. Models were built

separately for each species, using a Poisson distribution for total sperm number and a Beta
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distribution for sperm viability (a proportion of live sperm, ranging from 0 to 1). We also built
Linear Models to show the relationship between predictor variables. Analyzes were made in R
environment (R. CORE TEAM, 2019) using the brms package (BURKNER, 2017; 2018).
Figures were made using ggplot2 (WICKHAM, 2016) and forestplot (GORDON; LUMLEY,
2020) packages.

Results
Results revealed a negative effect of wing pigmentation on total number of sperm in H.

longipes (Fig. 14a), while no effect was obtained for muscle mass, fat reserves and body size
(Fig. 14a). No effect of all predictor variables on sperm viability were found for H. longipes
males (Fig. 14b).

a) Total number of sperm b)  Sperm viability

Fat

Muscle

Wing pigmentation

Body size

Day

1 r
20 -2

0 0
Effect size Effect size

Figura 14. Effect sizes for H. longipes of fat reserves, muscle mass, wing pigmentation (proportion) and body
size on male fertility: (a) total number of sperm and (b) sperm viability. Positive or negative effects results
deviate from zero. Results are shown as parameter estimates with lower and upper limits of 95% credible

intervals.

Wing pigmentation had a positive effect on total number of sperm in H. rosea (Fig.
15a). A negative effect of fat reserves on total number of sperm was also observed for males
of this species (Fig. 15a). Muscle mass and body size had not effect on sperm viability. For H.

rosea males sperm viability, no effects of evaluated traits was observed (Figure 15b).



57

a) Total number of sperm b) Sperm viability
Fat k
Muscle K el

Wing pigmentation
Body size
Day

Site

Effect size * - Effect size °

Figure 15. Effect sizes for H. rosea of fat reserves, muscle mass, wing pigmentation (proportion) and body size
on male fertility: (a) total number of sperm and (b) sperm viability. Positive or negative effects results deviate

from zero. Results are shown as parameter estimates with lower and upper limits of 95% credible intervals.

Wing pigmentation showed a positive relationship with body size (Linear Model, t =
3.789, p = 0.0004), but no relationship with fat content (Linear Model, t = -0.829, p = 0.411)
and muscle mass (Linear Model, t = 0.377, p = 0.708) in H. longipes. For H. rosea males,
wing pigmentation showed no relationship with body size (Linear Model, t = -0.801, p =
0.428), fat content (Linear Model, t = 0.209, p = 0.835) and muscle mass (Linear Model, t = -
0.384, p = 0.703).

Discussion

Our results suggest that both hypotheses (trade-off and positive association between
traits) can be corroborated, depending on the studied species. We found a trade-off between
sperm numbers and ornament size in H. longipes, and a positive relationship between these
traits in H. rosea. For the other parameters evaluated, the absence of any effect on total
number of sperm may suggest that these traits are independent factors.

The trade-off between wing pigmentation and sperm quantity in H. longipes may be
explained by an energetic differential investment in both traits, following the model proposed
by PARKER (1990). Therefore, males that invested more in sperm production would have
fewer energetic resources to invest in ornament production. According to PARKER,;
LESSELLS e SIMMONS (2013), two premises may explain the results found: first, increases
in expenditure on premating traits increase mating success (e.g. CORDOBA-AGUILAR,
2002; GUILLERMO-FERREIRA, R.; GORB, S. N.; APPEL, E.; KOVALEV, A. et al,,
2015b; SIVA-JOTHY, M., 1999); and second, males may trade expenditure on winning
contests and the expenditure on ejaculate quality or size associated with social dominance
(e.9. PIZZARI; CORNWALLIS; FROMAN, 2007; TAMARA MONTROSE; EDWIN
HARRIS; MOORE; MOORE, 2008) or genetic basis (e.g. BROOKS, 2000; EVANS, 2010).
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Furthermore, investment in other strategies for mate acquisition may be responsible for
a decrease in expenditure on ornament production and increase in expenditure on sperm
production (e.g. LOCATELLO; POLI; RASOTTO, 2013). A previous study demonstrated
that male guppies that invest more in sperm production use alternative mating tactics, such as
forced mating (CATTELAN; EVANS; PILASTRO; GASPARINI, 2016). On the other hand,
territoriality behavior may also influence reproductive strategies. Hetaerina males may
exhibit territorial and non-territorial strategies (e.g. CONTRERAS-GARDUNO; CANALES-
LAZCANO; CORDOBA-AGUILAR, 2006; GUILLERMO-FERREIRA; DEL-CLARO,
2011), in this sense, these behaviors may contribute to two reproductive strategies. First,
territorial males may invest in larger red spots for acquiring mates - considering a relationship
between wing pigmentation and winning contests (e.g. (CORDOBA-AGUILAR, 2002;
GUILLERMO-FERREIRA; DEL-CLARO, 2011; GUILLERMO-FERREIRA, R.; GORB, S.
N.; APPEL, E.; KOVALEV, A. et al., 2015b); and second, non-territorial males may invest in
sperm production for sperm competition (e.g. LOCATELLO; POLI; RASOTTO, 2013).

Besides Parker’s model of a trade-off between pre- and post- mating traits, some studies
showed that there might be a positive relationship between ornament elaboration and sperm
quality (LOCATELLO; RASOTTO; EVANS; PILASTRO, 2006; MALO; ROLDAN;
GARDE; SOLER et al., 2005). These studies are in accordance with our results for H. rosea.
Therefore, a possible explanation lies on the phenotype-linked fertility hypothesis
(SHELDON, 1994), which suggests that male phenotypic traits co-vary with functional
fertility. In this sense, a positive association between a male phenotypic trait (wing
pigmentation) and fertility (sperm quantity) may indicate an honest signal to females, as a
way to avoid infertile copulations. If we consider the costs involved in mate choice for
females, such as predation risk (POMIANKOWSKI; IWASA, 1998), the choice of fertile
males may guarantee reproductive success and also decrease these costs. Our study also
unraveled a trade-off between total number of sperm and fat reserves for H. rosea. Fat
reserves may be associated with flying activity, mainly during male-male contest.
(CONTRERAS-GARDUNO; CANALES-LAZCANO; CORDOBA-AGUILAR, 2006).
Therefore, we suggest a possible indirect negative effect between flight performance in
contests and ejaculates.

Wing pigmentation is a sexual ornament found in several odonate species. In Hetaerina,
this ornamentation pattern is characterized by red wing spots, however, in other genus, wing
pigmentation can be more elaborated, such as in Mnesarete (SVENSSON; WALLER, 2013).

More elaborated ornaments may be more costly and, in this case, a trade-off between pre- and
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post-mating sexual traits may exist, following the model proposed by PARKER (1990).
Finally, a positive association between body size and wing pigmentation in H. longipes may
indicate an honest signal in male-male contests, whereas body size may be related with male
physiological quality (PLAISTOW; SIVA-JOTHY, 1996).

Conclusion

In a recent review SIMMONS; LUPOLD e FITZPATRICK (2017) showed that
empirical support for pre- and post-mating trade-offs are scarce and most studies on life-
history, ecological and mating-system are necessary to better understand the evolutionary
relationships between sperm traits and male secondary sexual characters (weaponry and
ornaments). Here, a trade-off and a positive association between pre-and post-mating traits
were found, suggesting different reproductive strategies in two species of Hetaerina
damselflies. Therefore, we conclude that both hypotheses (Parker’s and Sheldon’s models)
may explain the mechanisms about the relationship between pre- and post-mating traits,
depending on the species involved. Here, we add evidence to the literature on relationship
between pre- and post-mating traits. Future studies should address a possible influence of
alternative mating tactics, (i.e., territorial, nonterritorial and switcher males; RAIHANI,;
SERRANO-MENESES; CORDOBA-AGUILAR, 2008) on this context.
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teoria da selecdo sexual (DARWIN, 1871) tém sido intensamente estudada

desde sua proposi¢do. Inimeras hipoOteses foram propostas objetivando

complementar lacunas existentes sobre o processo evolutivo proposto pela
teoria. Autores como Ronald Fisher, Amotz Zahavi e Geoff Parker trouxeram luz ao propor
modelos sobre a atuacdo da selecdo sexual antes e apos o acasalamento, assim como a fungéo
e selecdo dos ornamentos sexuais. Neste sentido, suportes empiricos para tais modelos foram
observados em diferentes taxa, incluindo insetos da ordem Odonata.

Libélulas sdo carismaticos insetos que devido sua variedade de comportamento
reprodutivo e ornamentacdo se tornaram excelentes modelos para estudos da selecdo sexual.
Dentro da ordem, duas familias se destacam nos estudos sobre tragos pré- e pos-copulatérios:
Calopterygidae e Libellulidae, como mostrado na analise cienciométrica deste trabalho.
Embora muitos estudos com libélulas tenham sido encontrados sobre a funcdo do ornamento
sexual em machos e as adaptacfes da competicdo espermatica, pouco se conhece sobre a
relacdo dos tragos envolvidos nestes dois contextos.

Duas hipoteses propostas por PARKER (1990) e SHELDON (1994) sugerem relacdes
opostas entre tracos ornamentais e espermaticos. De um lado, temos evidéncias de um trade-
off entre esses tracos, enquanto do outro lado, temos exemplos de uma relagédo positiva, sendo
0 ornamento sexual um potencial sinalizador da fertilidade do macho. Assim, neste trabalho,
essas duas hipOteses foram testadas e corroboradas em duas espécies da familia
Calopterygidae, Hetaerina rosea e Hetaerina longipes, sendo o primeiro estudo realizado
sobre a relacdo de tracos pré- e pos-copulatérios em Odonata.

Neste contexto, este estudo colaborou acrescentando em literatura evidéncias sobre a
relacdo entre os tragos sexuais utilizados antes e apds o acasalamento e, também, ressaltando
0 uso de insetos da ordem Odonata como bons modelos de estudo na éarea de selecdo sexual.
Com este trabalho, proponho outros estudos para a area, considerando os sistemas de
acasalamento, assim como elaboracdo dos tracos sexuais em diferentes espécies, para

investigar as relagdes entre os tracos ornamentais e as estratégias da competicdo espermatica.
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