Selecdo sexual pés-copulatéria em Clitoria
fairchildiana (Fabaceae)
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RESUMO: Mecanismos p6s-copulatorios podem atuar reduzindo as chances de encontro entre gametas
e influenciar a probabilidade de fecundacio e de aborto seletivo de embrides. Leguminosas apresen-
tam ovario com disposi¢do continua de 6vulos e 6vulos mais préximos ao peciolo devem receber um
maior aporte de nutrientes. Contudo, esses 6vulos também devem apresentar uma maior dificuldade
de fecundacéao pelos tubos polinicos. Nosso objetivo foi testar se o évulo de maior qualidade tem maior
probabilidade de néo ser fecundado e se o é6vulo fecundado de menor qualidade tem maior probabilidade
de ser abortado. Coletamos vagens de 16 individuos de Clitoria fairchildiana e calculamos a distancia
relativa ao peciolo de 6vulos ndo fecundados e sementes abortadas. Ovulos nio fecundados foram mais
frequentes proximos ao peciolo e sementes abortadas foram mais frequentes em locos mais distantes do
peciolo. Nossos resultados sugerem que existem mecanismos pos-copulatérios gerando sele¢ido sexual
direcional na planta modelo.
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INTRODUCAO

A selecdo sexual é um processo evolutivo que de-
pende da vantagem que certos individuos tém so-
bre outros coespecificos do mesmo sexo em relacéo
a reproducdo (Darwin, 1871). De maneira geral,
existe uma assimetria na producdo de gametas
entre individuos de sexos diferentes, na qual indivi-
duos de um dado sexo produzem gametas maiores
e em menor quantidade, enquanto individuos do
outro sexo produzem um maior nimero de gametas
de menor tamanho (Krebs & Davies, 1993). O in-
vestimento diferencial em gametas é um dos prin-
cipais mecanismos que determinam a competigao
intra-sexual, geralmente entre os individuos que
produzem os gametas menores e mais numMerosos,
e também a selecdo inter-sexual, geralmente exer-
cida pelo individuo que produz gametas maiores e
menos numerosos (Dugatkin, 2009).

Os mecanismos de sele¢do sexual podem ser di-
vididos em pré-copulatérios e pds-copulatdrios
(Eberhard, 2015). Os dois principais mecanismos
pré-copulatoérios sdo o combate fisico entre machos
ou a selecdo criteriosa dos parceiros pela fémea,
ambos baseados na qualidade de atributos sexuais
dos machos (Scott, 2015). Apés a fecundacéao, dois
mecanismos andlogos aos mecanismos pré-copula-
torios podem determinar o sucesso reprodutivo dos
individuos: a competicdo espermatica e a escolha
criptica da fémea (Eberhard, 2009). A competigdo
espermatica é a disputa entre gametas masculinos
para fecundar os 6vulos apds a coépula (Eberhard,
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2015). J4 a escolha criptica da fémea, compreende,
por exemplo, alteragdes morfolégicas ou fisiolégicas
no trato reprodutivo da fémea que selecionam os
gametas masculinos que irdo fecundar os 6vulos
(Eberhard, 2009, 2015). A escolha criptica da fémea
é uma estratégia vantajosa, pois permite que féme-
as copulem com diferentes machos e direcionem a
paternidade de sua prole para individuos de maior

qualidade, maximizando seu sucesso reprodutivo
(Eberhard, 2015).

Tanto a competicdo espermatica quanto a escolha
criptica da fémea podem exercer pressoées seletivas
em dire¢oes opostas em machos e fémeas, gerando
mudancas fenotipicas contrastantes entre os se-
xos (Eberhard, 2009). Quando a escolha criptica
da fémea é fraca ou quando ha baixa competicio
espermatica, existe um aumento na probabilidade
de que todos os 6vulos sejam fecundados. Contudo,
isso também pode levar a um aumento na chance
de ocorrer fecundag¢do dos évulos por esperma-
tozoides de baixa qualidade. No cenéario oposto,
quando as fémeas sdo muito seletivas ou quando
h4a alta competicdo espermadtica, espera-se que
os gametas masculinos de baixa qualidade sejam
ineficientes na fecundacio, reduzindo o nimero
de embrides formados (Marshall & Grace, 1992;
Eberhard, 2009).

A selecdo sexual péds-copulatdria pode ocorrer
ndo apenas em animais, mas também em plantas



(Eberhard, 2009). Leguminosas que produzem
frutos do tipo vagem possuem ovario com 6vulos
em disposigdo continua e parietal ao longo do eixo
vertical do ovario. Essa disposi¢do pode gerar um
gradiente de dificuldade de fecundacao dos 6vulos,
com os 6vulos mais distantes da entrada do ovario
sendo os mais dificeis de serem fecundados. Dessa
forma, esse gradiente de dificuldade deve impor
uma barreira seletiva, na qual apenas gametas
masculinos com maior habilidade competitiva con-
seguem fecundar os 6vulos. A disposi¢io continua
dos 6vulos também gera um gradiente de qualida-
de, uma vez que 6vulos mais proéximos ao peciolo
recebem maior aporte de nutrientes via floema
e, consequentemente, podem produzir sementes
com maior qualidade. Dessa forma, embrides for-
mados pela fecundacio de 6vulos e graos de pdlen
de menor qualidade tém maior chance de serem
abortados de forma seletiva pela fémea.

Neste trabalho, avaliamos os mecanismos de sele-
¢ao pés-copulatérios em vagens de Clitoria fairchil-
diana (Fabaceae), uma espécie arbdrea conhecida
popularmente como “sombreiro”. Considerando que
(1) ha um gradiente de dificuldade de fecundagéo
dos 6vulos no ovario de C. fairchildiana e que (ii) o
gameta de maior qualidade é aquele que consegue
fecundar os 6vulos de dificil acesso, nosso objetivo
foi testar se (1) o 6vulo de maior qualidade tem
maior probabilidade de nio ser fecundado e (ii) se
o 6vulo fecundado de menor qualidade tem maior
probabilidade de ser abortado.

MATERIAL & METODOS

COLETA DE DADOS

Realizamos o estudo na Reserva de Desenvolvimen-
to Sustentavel da Barra do Una (24°32’S; 47°15°0),
localizada no municipio de Peruibe, litoral sul do
estado de Sdo Paulo. Coletamos vagens de C. fair-
childiana em julho de 2015, em todos os individuos
localizados ao longo de aproximadamente 700 m
em uma area de restinga. Ao todo, coletamos ale-
atoriamente vagens de 16 individuos. Coletamos
em cada individuo, no maximo, cinco vagens que
apresentavam constrigoes diagndsticas de 6vulos
néo fecundados (Figura la) e, no maximo, cinco
vagens que poderiam conter sementes abortadas e
que ndo apresentavam a constri¢gdo diagnéstica. No
total, obtivemos, no maximo, 10 vagens por indivi-
duo. Descartamos vagens que apresentavam sinais
de predacdo ou modificacdo na sua coloracio, pois
ndo seria possivel usar informacgoes de sementes
predadas ou em decomposic¢io.

Abrimos as vagens e determinamos quais segmen-
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tos do endocarpo continham evidéncias de 6vulos
nao fecundados ou presenca de sementes aborta-
das. Observamos que as sementes formavam uma
sequéncia crescente de distancia do peciolo em
direcdo a ponta da vagem e atribuimos nimeros
a cada segmento do endocarpo a partir do peciolo.
Registramos a posi¢cdo em que os 6vulos fecunda-
dos e as sementes abortadas foram encontrados
em todas as vagens (Figura 1b). Utilizamos as
vagens que apresentaram 6vulos ndo fecundados
para testar a nossa hipétese relativa a probabili-
dade de néao fecundacgéo do 6vulo em fun¢io da sua
distancia ao peciolo. Para testar a nossa hipétese
referente a probabilidade de aborto das sementes,
utilizamos as vagens que apresentaram sementes
abortadas, sendo que algumas destas vagens con-
tinham também évulos nédo fecundados. Nos casos
em que usamos vagens com 6vulos néo fecundados
para testar a hipdtese relativa ao aborto, excluimos
os locos com évulos nio fecundados do ranking de
distancia das sementes ao peciolo (Figura 1b), ja
que o aborto seletivo s6 pode ocorrer em sementes
formadas apds a fecundagdo. Consideramos que
utilizar os dados de sementes abortadas nas vagens
com évulos ndo fecundados ndo enviesa nossos re-
sultados, pois o grau de fecundacio da vagem nio
influencia a probabilidade de aborto (Marshall &
Grace, 1992).

A

Ranking DRP
aborto: ! ° 2 3 4 3 6 7 8 4/8 = 0,50

Figura 1. (a) Fruto de Clitoria fairchildiana fechado. A seta
aponta a constri¢do, indicio de ndo fecundagao. (b) Fruto aberto
com os rankings atribuidos aos segmentos de endocarpo. (I)
Ovulo nao fecundado no loco 2 resultando no indice de distancia
relativa ao peciolo (DRP) = 0,22. (IT) Loco com semente abortada.
Para o calculo do DRP de sementes abortadas, excluimos
o segmento com um 6vulo nao fecundado. Assim,temos um
embrido abortado no segmento 4 e um DRP = 0,5.

Dado que o nimero de segmentos do endocarpo é
muito variavel entre as vagens coletadas (minimo
= 5, maximo = 15), calculamos um indice de dis-
tancia relativa ao peciolo (DRP) para cada vagem
dividindo a mediana dos rankings de interesse
pelo namero total de segmentos do endocarpo da
vagem (Figura 1b). O DRP varia entre 0 (distancia
préxima ao peciolo) e 1 (longe do peciolo). Conside-



ramos os individuos de C. fairchildiana como nossa
unidade amostral. Apds calcularmos a mediana
dos valores de DRP para cada vagem, calculamos
a nossa estatistica de interesse como a mediana
dos valores de DRP entre todos individuos. Nossa
previsdo para a hipétese de nido fecundacgio do
6vulo em fungdo da sua distancia do peciolo era
que 6vulos néo fecundados estariam préximos ao
peciolo e, portanto, teriam um menor valor de DRP.
Em relacdo a hipétese da probabilidade de aborto,
esperavamos uma maior ocorréncia de sementes
abortadas nos locais distantes ao peciolo, isto é,
com maiores valores de DRP.

ANALISES ESTATISTICAS

Usamos as mesmas analises estatisticas para testar ambas
as hipdteses. Aleatorizamos 10.000 vezes a posigdo das
sementes em cada vagem sob a hipdtese nula de que a
probabilidade de ocorréncia de 6vulos ndo fecundados
ou sementes abortadas ¢ a mesma em cada segmento
do endocarpo de cada vagem. Para a hipotese relativa a
probabilidade de ndo fecundacao, calculamos a propor¢ao
de valores de DRP sob a hipotese nula que eram menores
ou iguais ao valor observado de DRP. Para a hipotese re-
lativa a probabilidade de aborto, calculamos a proporgado
de valores de DRP sob a hipotese nula que eram maiores
ou iguais ao valor observado de DRP. Consideramos que
o valor observado de DRP era significativo se as propor-
¢Oes calculadas eram menores que 0,05. Todas as analises
estatisticas foram realizadas no ambiente de programagao
R 3.1.3 (R Development Core Team, 2015).

RESULTADOS

Calculamos o DRP de évulos nio fecundados para
56 vagens de 14 individuos. A mediana do DRP de
6vulos ndo fecundados entre todos os individuos
foi 0,45 (Figura 2). A proporc¢éao de valores de DRP
calculados sob a hip6tese nula que foram menores
ou iguais ao valor observado foi 0,03. Da mesma
forma, calculamos o DRP de sementes abortadas
para 57 vagens de 16 individuos. A mediana do
DRP de sementes abortadas entre todos os indi-
viduos foi 0,71 (Figura 2). A proporcao de valores
de DRP calculados sob a hipétese nula que foram
maiores ou iguais ao valor observado foi 0,01.

DISCUSSAO

Encontramos que a chance de que o 6vulo néao seja
fecundado aumenta a medida que aumenta a di-
ficuldade de acesso dos gréos de pélen aos 6vulos.
Isso corrobora a nossa hipdtese de que o 6vulo de
maior qualidade tem maior probabilidade de nao
ser fecundado. Dessa forma, a presenca de 6vulos
ndo fecundados deve ser maior, quanto maior for
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Figura 2. Distancia relativa ao peciolo (DRP) de 6vulos néo
fecundados (esquerda) e de sementes abortadas (direita)
calculada para todas as vagens de cada individuo. Cada ponto
corresponde ao valor de DRP de um individuo (N = 14 para
6vulos nido fecundados e N = 16 para sementes abortadas). A
densidade de pontos estd representada pela largura da caixa
ao redor dos pontos.

a limitacdo de pdélen para uma planta (Harper,
1977). Essa limitacdo de acesso do pdlen aos 6vulos
pode ser imposta por fatores que afetem a chance
de encontro das flores por polinizadores, como é o
caso de variagdes no grau de agregacio das plantas
no ambiente e a abundancia local de polinizadores
(Harper, 1977; Briggs & Walters, 1997). Portanto,
plantas mais dispersas no ambiente ou que sio
menos frequentemente visitadas por polinizado-
res devem apresentar menor probabilidade de
fecundacéo dos 6vulos mais distantes da entrada
do ovario.

Apesar de 6vulos mais distantes do peciolo terem
maior probabilidade de serem fecundados, encon-
tramos que as sementes formadas por estes évulos
possuem maiores chances de serem abortadas.
Dessa forma, corroboramos a nossa hipétese de que
6vulos fecundados por gametas de menor qualida-
de tém maior probabilidade de serem abortados.
Existem pelo menos duas explicagées ndo exclu-
dentes para o nosso resultado. A primeira é que o
mecanismo de aborto de sementes em C. fairchil-
diana pode ser o resultado de uma escolha criptica
da fémea, uma vez que sementes mais distantes
do peciolo do fruto possuem alta probabilidade
de terem sido fecundados por pélens de suposta
baixa qualidade (Sheldon, 2000; Reekie & Bazzaz,
2005; Eberhard, 2009). Essa estratégia poderia
aumentar o seu sucesso reprodutivo da planta ja
que essas sementes, mesmo que maturadas, teriam
uma baixa viabilidade. A segunda explicacio é que
a alta frequéncia de sementes abortadas em locais
distantes do peciolo é resultado da fecundacao por
graos de pélen de baixa qualidade, que aumentam
a chance de ma formagoes das sementes.

Uma vez que mecanismos pods-copulatérios tém
forte influéncia sobre o sucesso reprodutivo dos



organismos, eles podem gerar pressoes seletivas
sobre caracteres reprodutivos de machos e fémeas
(Eberhard, 2009). Em situacbes de limitagdo de
recursos ou na presenca de condi¢gdes ambientais
restritivas, individuos de C. fairchildiana podem
produzir vagens de diferentes tamanhos ao alocar
uma maior ou menor propor¢io dos recursos dispo-
niveis em reproducdo. Quando a vagem é menor,
manter qualquer semente, mesmo que polinizada
por pélen de menor qualidade é uma estratégia
vantajosa para as fémeas, uma vez que poucas
sementes estdo sendo produzidas. Por outro lado,
as vagens maiores possuem um maior nimero de
sementes a serem mantidas. Contudo, essas se-
mentes estdo dispostas ao longo de um gradiente
mais amplo de dificuldade de fecundacéo, o que faz
com que 6vulos mais distantes do peciolo tenham
maior chance de terem sido fecundados por pélen
de pouca qualidade e que, consequentemente,
gerem sementes de menor viabilidade. Conse-
quentemente, manter essas sementes de menor
viabilidade diminui a quantidade de energia que
pode ser alocada para as sementes que estiao sendo
formadas mais préximas ao peciolo, que provavel-
mente tém maior vigor. Dessa forma, abortar as
sementes mais distantes do peciolo é uma estra-
tégia que pode aumentar o sucesso reprodutivo de
plantas com vagens grandes.

Finalmente, nossos dados indicam que existem
mecanismos de selecdo sexual pds-copulatorios
atuando sobre vagens de C. fairchildiana. Esses
mecanismos exercem pressoes seletivas em dire-
coes diferentes de acordo com o tamanho das va-
gens. Em plantas que produzem vagens pequenas,
qualquer aumento no tamanho da vagem implica
em um aumento na capacidade de selec¢io de polens
de maior qualidade. Por outro lado, em plantas
que produzem vagens maiores, uma reducdo do
tamanho da vagem pode levar a uma redugédo no
numero de sementes abortadas seletivamente,
levando a um aumento no nimero de sementes
viaveis produzidas. Dessa forma, mecanismos pés-
-copulatoérios devem estar moldando o tamanho das
vagens ao longo do tempo, reduzindo a frequéncia
de ocorréncia de individuos que produzem vagens
com tamanhos extremos.
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