WILLAMS COSTA DE OLIVEIRA

INTRASPECIFIC VARIATION IN REPRODUCTIVE TRAITS BETWEEN DIPLOID
AND AUTOTETRAPLOID Libidibia ferrea TREES (LEGUMINOSAE): HIGHER
REPRODUCTIVE SUCCESS OF POLYPLOIDS IN A MIXED TROPICAL URBAN

POPULATION

Recife
2020



WILLAMS COSTA DE OLIVEIRA

INTRASPECIFIC VARIATION IN REPRODUCTIVE TRAITS BETWEEN DIPLOID

AND AUTOTETRAPLOID Libidibia ferrea TREES (LEGUMINOSAE): HIGHER

REPRODUCTIVE SUCCESS OF POLYPLOIDS IN A MIXED TROPICAL URBAN

POPULATION

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Biologia Vegetal do Centro de
Biociéncias, da Universidade Federal de
Pernambuco como requisito para obtencdo do
titulo de Mestre em Biologia Vegetal.

Area de Concentracéo: Ecologia e Conservacéo
Linha de Pesquisa: Ecologia de Populagdes e

Comunidades

Orientadora: Dra. Ariadna Valentina Lopes

Co-orientador: Dr. Oswaldo Cruz-Neto

Recife
2020



Catalogacao na fonte
Elaine C Barroso
(CRBA4 1728)

Oliveira, Willams Costa de

Intraspecific variation in reproductive traits bteween diploid and autotetraploid Libidibia
férrea trees (Leguminosae): higher reproductive success of polyploids in a mixed
tropical urban population / Willams Costa de Oliveira — 2020.

73 f.:l., fig., tab.

Orientadora: Ariadna Valentina Lopes
Coorientador: Oswaldo Cruz-Neto

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro

de Biociéncias. Programa de P6s-Graduacédo em Biologia Vegetal, 2020.
Inclui referéncias e anexo.

1. Fertilizacdo de plantas 2. Leguminosa 3. Urbanizacéo |. Lopes, Ariadna
Valentina (orient.) Il. Cruz-Neto, Oswaldo (coorient.) Ill. Titulo

571.8642 CDD (22.ed.) UFPE/CB - 2021-023







WILLAMS COSTA DE OLIVEIRA

INTRASPECIFIC VARIATION IN REPRODUCTIVE TRAITS BETWEEN DIPLOID
AND AUTOTETRAPLOID Libidibia ferrea TREES (LEGUMINOSAE): HIGHER
REPRODUCTIVE SUCCESS OF POLYPLOIDS IN A MIXED TROPICAL URBAN

POPULATION

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Biologia Vegetal como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em Biologia

Vegetal.

Aprovada em: 11/02/2020

BANCA EXAMINADORA:

Dra. Ariadna Valentina de Freitas e Lopes (Orientadora)

Universidade Federal de Pernambuco

Dra. Lais Angélica de Andrade Pinheiro Borges (Examinadora Externa)

Universidade Federal da Paraiba

Dra. Fernanda Maria Pereira de Oliveira (Examinadora Externa)

Universidade Federal de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, por todo suporte ao longo da vida e toda dedicacdo para me
proporcionarem uma excelente educacdo: ao meu pai, Elivaldo, agradeco por todo apoio e amor e
a minha mae, Ana Paula, agradeco por todo sacrificio que fez para me colocar no mundo, para me
criar com tanto amor e com muita amizade, estando sempre ao meu lado, me dando todo suporte
necessario. Minha mée é e sempre serd uma grande inspiracdo para mim, como pessoa e como
profissional. Mée, te amo demais. Gratiddo a vocés dois pela vida e por cada batalha para me
criarem sempre proporcionando 6timas experiéncias.

A minha bisavo (Mé&e), que é um anjo na minha vida, que sempre cuidou e zelou por mim.
Que me criou com tanto amor. A saudade vem batendo forte, mas sei que vocé continua pensando
em mim com as melhores das inten¢Ges. Amo poder voltar a minha cidade natal e te ver, rever seu
sSorriso e ouvir a senhora me chamando de “menino de ouro”. Obrigado por sempre torcer por mim
e vibrar fortemente por cada conquista minha. Seu “Lilo” te ama!

A minha avo (Iba) e a0 meu avd, que sio dois amores de pessoas, que participaram da
minha criacdo e sempre me deram muito amor e carinho, que sempre estiveram ao meu lado e
torcem incansavelmente pelo meu sucesso. Gratiddo por cada abraco dado ao longo da vida.

A minha querida e amada tia Ni, uma pessoa maravilhosa e de coragio tdo grande. Gratido
por sempre vibrar por minhas conquistas e por me emanar boas energias, torcendo pelo meu
sucesso pessoal e profissional.

A toda minha familia que, de forma direta, sempre me passou energias positivas e lindas
para mim e que estiveram sempre torcendo pelo meu sucesso.

Ao meu grande amor, Maxi, com quem venho construindo uma linda historia de amor,
amadurecimento, aprendizado, respeito, luta e muito carinho. Gratiddo por me proporcionar
momentos incriveis, fora da zona académica, principalmente por cada dia empolgante de filmes e
discussdes pos-filmes nos cinemas da Fundacéo Joaquim Nabuco e So Luiz. Sou muito grato por
torcer muito por mim e se aventurar nessa grande montanha russa que € a vida. Graditdo por todo
o suporte linguistico (Consultoria linguistica, como vocé chama) e por continuar me auxiliando
com o meu inglés enferrujado. Te amo imensamente! Eterna Gratiddo! Dedico este trabalho a ti.

Ao meu querido e incrivel Co-orientador, Oswaldo. Obrigado por cada ajuda, por cada
conselho e ideias que se somaram grandemente para 0 meu crescimento pessoal e profissional. Te
agradeco pela vivéncia leve e repleta de respeito. Nao posso deixar de agradecer por cada conversa
incrivel que tivemos e por vocé me instigar tanto, me fazendo sempre pensar muito sobre 0 meu

papel dentro da Academia. Obrigado por tudo, Oswaldo!



A minha amada Ori (Ariadna), que sempre me deu muito suporte. Com vocé aprendi muito
sobre empatia, respeito, reciprocidade e perseveranga. VVocé € uma grande inspiragdo para mim.
Pouco adiantaria todo meu entusiasmo se eu nao tivesse ao meu lado uma orientadora que compra
minhas ideias, que me provoca de forma positiva, me motiva, me impulsiona, me faz crescer e me
oferece todo apoio. Este apoio vai além do profissional e se estende para o pessoal, atingindo o
meu emocional. Obrigado pela amizade linda que desenvolvemos, por sempre ouvir minhas
demandas e dar o seu maximo para me lancar a frente. Obrigado por acreditar em mim, no meu
potencial. Ndo posso deixar de agradecer por cada conselho que vocé me deu, por cada ombro
amigo, por cada sorriso que vocé me arrancou. Obrigado por tudo mesmo! Querida, eu te amo
demais como pessoa e profissional. Ndo quero nunca perder vocé! Vocé tem um lugar muito
especial na minha vida. Vamos sempre com tudo! VVocé é incrivel e sou grato por ter te encontrado
nessa vida, como professora, orientadora e amiga.

A minha grande e amada amiga Jéssica (Jess), com quem eu sempre aprendi e continuo
aprendendo muito. Gratiddo eterna a vocé, amiga. Muito mais que 0os momentos de sorrisos
descontraidos, de conversas aleatorias, e dos momentos de café com leite e bolos e biscoitos na
sala de Ori, eu sou grato por cada conversa que nos levava a momentos de reflexdes. Eu te acho
super incrivel e merecedora de tudo de mais lindo. Sou muito grato por sua amizade e por todo
auxilio que vocé vem me dando desde a escrita do meu primeiro artigo. Contemos sempre um com
0 outro. Gratid&o!

Também gradeco a todos os integrantes do Laboratorio de Biologia Floral e Reprodutiva,
em especial a Marcela Tomaz, pela amizade, por cada momento de aprendizado e risos ao longo
desses anos, pelos cafés e, também, pelos lanches mais gostosos.

Por fim, a natureza e a vida.

“To laugh often and much, to win the respect of intelligent
people and the affection of children, to earn the appreciation
of honest critics and endure the betrayal of false friends, to
appreciate beauty, to find the best in others, to leave the world
a bit better, whether by a healthy child, a garden patch... t0
know even one life has breathed easier because you have lived.
This is to have succeeded! ”

Emerson.



RESUMO
A poliploidia e a urbanizagdo podem alterar os atributos funcionais das plantas, levando a
variacdes intraespecificas. No geral, em ecossistemas naturais, individuos poliploides apresentam
folhas e flores maiores e menor sucesso reprodutivo comparado aos diploides. Por outro lado, os
poliploides podem ter melhor desempenho fisiolégico em ambientes estressantes. Pouco se sabe
sobre a relacdo entre ploidia e atributos reprodutivos de plantas, como fenologia, nimero de flores
por inflorescéncia ou quantidade de polen e 6vulos/flor. Neste estudo, objetivamos entender o
sucesso reprodutivo entre citdtipos de uma populacdo mista em ecossistema urbano tropical. Dessa
forma, hipotetizamos que os individuos autotetraploides de Libidibia ferrea apresentam floracéo
e frutificagdo mais longas e assincronicas, flores maiores, mais flores/inflorescéncia, grdos de
polen maiores e em maiores quantidades, mais 6vulos/flor, maior frequéncia de visitantes florais
e maior sucesso reprodutivo em comparagdo com os individuos diploides. O estudo foi realizado
na Unica populacdo mista de L. ferrea encontrada na cidade do Recife. Intensidade, duragéo e
sincronia de fenofases reprodutivas foram observadas durante 24 meses. Foram medidos
morfologicamente 23 atributos florais em 30 flores de cinco individuos por citétipo. Verificamos
0 tamanho dos grdos de pdlen, a razdo poélen/flor, a viabilidade polinica, a razdo ovulo/flor e
polen/évulo. O sucesso reprodutivo foi estimado a partir da formacéo de frutos e sementes por
fruto. Observamos que os individuos autotetraploides tiveram menor duracéo da floragdo, maior
intensidade de frutificacdo, baixos niveis de sincronia de floragdo e alto nivel de sincronia de
frutificacdo, flores maiores, mais flores por inflorescéncia, maior frequéncia de visitas de
polinizadores efetivos e maior sucesso reprodutivo que os diploides. Embora seja previsto que 0s
diploides apresentem maior sucesso reprodutivo em uma popula¢do mista, documentamos o
contrario, o que pode ser uma evidéncia de alguma vantagem dos poliploides em ecossistema

urbano tropical.

Palavras-chaves: Atributos florais. Fenologia reprodutiva. Polinizacdo. Poliploidia. Sucesso

reprodutivo. Urbanizacao.



ABSTRACT
Polyploidy and urbanization may alter the functional traits of plants, leading to intraspecific
variations. Overall, in natural ecosystems, polyploid individuals have larger leaves and flowers
and less reproductive success compared to diploids. On the other hand, polyploids may have better
physiological performance in stressful environments. Little is known about the relationship
between ploidy and plant reproductive traits, such as phenology, number of flowers by
inflorescence or amount of pollen and ovules/flower. In this study, we aimed to understand the
reproductive success among cytotypes of a mixed population in a tropical urban ecosystem. Thus,
we hypothesized that autotetraploid individuals of Libidibia ferrea will have longer and
asynchronous flowering and fruiting, larger flowers, more flowers/inflorescence, larger and more
numerous pollen grains/flower, more ovules/flower, higher frequency of flower visitors and higher
reproductive success compared to diploid individuals. The study was carried out in the only mixed
population of L. ferrea found in Recife. Intensity, duration and synchrony of reproductive
phenophases were observed for 24 months. Twenty-three floral attributes were morphologically
measured in 30 flowers of five individuals per cytotype. Among them we verified pollen size,
pollen/flower ratio, pollen viability, ovule/flower and pollen/ovule ratio. Reproductive success
was estimated by fruit- and seed-set. We observed that autotetraploid individuals had shorter
flowering duration, higher fruiting intensity, low flowering synchrony and high fruiting synchrony,
larger flowers, more flowers per inflorescence, higher frequency of visits by effective pollinators
and higher reproductive success than diploids. Although diploids are expected to have higher
reproductive success in a mixed population, we have documented the opposite, which may be

evidence of some advantage of polyploids in a tropical urban ecosystem.

Keywords: Floral traits. Pollination. Polyploidy. Reproductive phenology. Reproductive success.

Urbanization.
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1. INTRODUCAO

VariagBes intraespecificas podem surgir a partir de fatores hereditarios e plasticidade
(MATESANZ et al., 2012; VIOLLE et al., 2012) em niveis populacionais e de comunidades,
podendo ser importantes para auxiliar as espéecies a permanecerem e sobreviverem as mudancas
ambientais em diferentes escalas (NORBERG et al., 2001). Em adicdo, variagOes
intraespecificas podem ser relatadas ao longo de gradientes ambientais, tais como urbano-rural
(COCHARD et al., 2019) e, portanto, alguns estudos relatam que as condi¢cdes ambientais dos
ecossistemas urbanos podem funcionar como um filtros ambientais, selecionando as espécies
com atributos funcionais capazes de se estabelecer e persistir na comunidade (LORTIE et al.,
2004; ARONSON et al., 2016). Além disso, varia¢des intraespecificas também estdo associadas
ao evento de poliploidia, podendo afetar aspectos da fisiologia e morfologia das plantas, assim
como as habilidades de dispersdo e, também, o processo de polinizacao, afetando o sucesso
reprodutivo das espécies (LEVIN, 1975; SEGRAVES; THOMPSON, 1999; BORGES et al.,
2012).

Individuos poliploides podem ocorrer em simpatria com seus parentais diploides
(LEVIN, 1983; HUSBAND; SCHEMSKE, 1998; PETIT et al., 1999). Ainda que os citotipos
coocorram na populacdo, alguns mecanismos de isolamento reprodutivo podem surgir,
contribuindo para a manutencdo dos citétipos no ecossistema. Esses mecanismos podem ser
representados princiapalmente por mudancas na fenologia reprodutiva, nos tamanhos dos
atributos florais e na guilda de polinizadores efetivos (LEVIN, 1975; SEGRAVES;
THOMPSON, 1999; BORGES et al., 2012). Sabendo-se disso, o0 modelo da exclusdo dos
citétipos em minorias prevé que individuos poliploides irdo sobreviver menos em populactes
mistas, quando comparado com os seus parentais diploides que encontram-se em maioria dentro
da populacdo (LEVIN, 1975). Dessa forma, os citétipos poliploides tornam-se, mais suscetiveis
a receber gametas haploides dos individuos diploides e formar zigotos triploides, reduzindo o
sucesso reprodutivo e afetando diretamente a permanéncia do citdtipo nas geragdes seguintes,
até levar a excluséo do citétipo poliploide da populacdo mista (LEVIN, 1975). Contudo, ja se
sabe que poliploides podem apresentar certa vantagem para sobreviver as mudangas climaticas
atuais e futuras, bem como em ambientes mais perturbados e com aumento nos niveis de
nitrogénio do solo (e.g. MADLUNG, 2013; VAN DE PEER et al., 2017; SESSA, 2019; RICE
etal., 2019; ZIGELSKI et al., 2019).

O processo de urbanizagdo vem provocando reducdo de habitats naturais,

comprometendo as dindmicas ecossistémicas de populagbes e comunidades de plantas e
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animais (BALDOCK et al., 2015; HALL et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019). O répido
processo de expansdo de areas urbanas em todo mundo provocou sérias mudangas na paisagem
(KAREIVA et al., 2007), no clima (IMMHOFF et al.,, 2010), no pH e aumento da
disponibilidade de nitrogénio no solo (KAYE et al., 2006; ENLOE et al., 2015). Essas
mudancas nos aspectos abidticos podem levar a variacdes intraespecificas e favorecer, por
exemplo, espécies poliploides, uma vez que estas se beneficiam das condi¢Ges ambientais
fornecidas pelo ecossistema urbano (LEVIN, 2019; THOMPSON et al., 2019). Primariamente,
os polinizadores sdo rapidamente afetados a partir da falta de recursos e habitats adequados para
forrageio e nidificaco (e.g. OLIVEIRA et al., 2019). Além disso, areas urbanas podem levar a
aumentos em estruturas florais, reducdo na quantidade de gréos de polen produzidor por flor,
comprometimento do processo de polinizacdo e reducdo do sucesso reprodutivo, quando
comparados com areas naturais (e.g. OLIVEIRA et al., 2019).

Desta forma, o objetivo desta dissertacdo foi avaliar o sucesso reprodutivo de citdtipos
diploides e autotetraploides de uma espécie de planta lenhosa em ecossistema urbano tropical.
Esta dissertacdo apresenta um manuscrito que versa sobre a variacdo intraespecifica nos
atributos e no sucesso reprodutivo de citétipos diploides e autopoliploides de Libidibia ferrea
(Leguminosae) ocorrentes em uma populacdo mista plantada em ecossistema urbano tropical.
A escolha de individuos de Libidibia ferrea como modelo, se deveu ao fato da espécie ser
autopoliploide e apresentar autoincompatibilidade genética, além de ser polinizada por abelhas
de porte médio-grande, apresentando, portanto, sistema especializado de polinizacéo, e ocorrer

comumente em espacos verdes urbanos tropicais.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Variagdes intraespecificas

Variagdes intraespecificas podem surgir através de varios mecanismos, tais como adaptacao
local, selecéo artificial, fatores hereditarios e plasticidade fenotipica (MATESANZ et al., 2012;
VIOLLE et al., 2012), sendo representadas, de forma geral, em cerca de 40% das espécies
(KATTGE et al., 2011). Dessa forma, quando variagdes intraespecificas estdo presentes em
niveis populacionais e de comunidades, podem ser importantes para auxiliar as espécies a se
adaptarem e sobreviverem as mudancas ambientais (NORBERG et al., 2001). Recentemente,
vem crescendo 0s estudos a niveis de variagfes em atributos dentro das espécies (e.g. HENN et
al., 2018; ROCHES et al., 2018; COCHARD et al., 2019; UMANA; SWENSON, 2019), no
entanto, a maioria dos estudos em ecologia ainda concentram-se em investigar as variacdes
interespecificas, enquanto estudos relacionados aos efeitos das variagfes intraespecificas
continuam sendo pouco estudados (e.g. VIOLLE et al., 2012; ROCHES et al., 2018).
Adicionalmente, a relacdo entre variacGes intraespecificas em atributos funcionais e processos
ecossistémicos vem sendo investigada e associada a mudancas na provisdao de funcdes
ecossistémicas (e.g. ALBERTI, 2015; KREMER et al., 2016).

Atualmente, muitos estudos estdo direcionando suas investigagcdes para os efeitos das
atividades antropicas sobre a biodiversidade (e.g. GIRAO et al., 2007; LOPES et al., 2009;
USHIMARU et al., 2014; BALDOCK et al., 2015; HALL et al., 2017; HOU et al., 2019;
OLIVEIRA et al, 2019), pois estas estdo alterando drasticamente os ecossistemas naturais,
convertendo-0s em assentamentos urbanos, levando a perda de biodiversidade (e.g. KAREIVA
et al., 2007; SETO et al., 2013) e, também, aumentando as varia¢Bes fenotipicas dentro das
espécies (ROCHES et al., 2019). Com isso, mudancas rapidas na variacdo intraespecifica
podem levar a consequéncias negativas para as comunidades e ecossistemas (ROCHES et al.,
2019). Neste sentido, estudos tem apresentado como comunidades de plantas respondem a
influéncias dos ecossistemas urbanos (ARONSON et al., 2016; M. OLIVEIRA em reviséo).
Alguns estudos, ainda, estdo relatando como as condigdes ambientais do ecossistema urbano
pode funcionar como um filtro ambiental para alguns atributos. Sendo assim, estes filtros
ambientais servem, portanto, para selecionar as espécies que apresentam determinados atributos
funcionais capazes de estabelecer e persistir na comunidade, uma vez que conseguem se adaptar
as condi¢des ambientais nas quais estdo inseridos (LORTIE et al., 2004; ARONSON et al.,
2016).
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Adicionalmente, as variacOes intraespecificas podem ser associadas a poliploidia. Neste
sentido, variac@es intraespecificas de atributos reprodutivos dos citdtipos, podem afetar a
fisiologia, a morfologia, as habilidades de dispersdo de plantas, assim como, a polinizacéo,
comprometendo, consequentemente, a reproducédo (LEVIN, 1975; SEGRAVES; THOMPSON,
1999; BORGES et al., 2012). Ainda, essas variagdes podem levar a mudangas na densidade
populacional, afetando a estrutura de comunidades e as dindmicas adaptativas (WELBORN;
LANGERHANS, 2015). Dessa forma, os estudos sobre a relacdo entre variacdes
intraespecificas em atributos reprodutivos e poliploidia, como investigac6es sobre a fenologia,
atributos florais, modos de reproducéo e capacidade de disperséo séo importantes para entender
a dindmica populacional de populagdes poliploides, tais como popula¢Ges mistas (e.g.
CASTRO et al., 2012; VISGER et al. , 2016), fornecendo informacdes e novidades sobre
possiveis caminhos evolutivos e forcas que auxiliam na coexisténcia de espécies (ARRIGO;
BARKER, 2012; WELLBORN et al., 2015). Dessa forma, o crescente conhecimento sobre a
distribuicdo de plantas e varia¢Ges intraespecificas tornam-se importantes para entender como
dindmica evolutiva e a histéria das espécies poliploides podem ser afetadas por fatores
ecologicos (KARUNARATHNE et al., 2018).

2.2 Ecologia da Polinizacao

Abordagens antropocéntricas entendem as plantas enquanto organismos que ndo
possuem mobilidade. No entanto, mesmo ndo podendo se locomover como animais e humanos,
as plantas apresentam diversas estratégias fisioldgicas, morfoldgicas e evolutivas que as
conferem, indiretamente, mobilidade. Sendo assim, a polinizacdo e a dispersdo de sementes sdo
dois processos ecoldgicos que foram fundamentais para a ocupacdo do ambiente terrestre e,
posteriormente, para a diversificacdo das angiospermas em todo o planeta Terra. As plantas
podem apresentar reproducdo assexuada e sexuada, contudo, a reproducdo sexuada confere
aumento das chances de recombinacdo genética e reduz as probabilidades da formacdo de
homozigotos. No entanto, implicagdes negativas também podem ser associadas ao sexo, como
a dependéncia de vetores externos para a realizagdo do fluxo génico e, consequentemente,
aumento da variabilidade genética. Dessa forma, as plantas precisam investir estrutural e
fisiologicamente para poder obter ganhos. Com isso, fica claro que os beneficios as plantas
precisam ser maiores que 0s custos, uma vez que a reprodugdo sexuada so se torna vantajosa se

0s ganhos conferidos ao processo de polinizagdo forem maiores do que duas vezes 0s ganhos
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obtidos por reproducdo vegetativa ou autogamia (FISCHER, 1930). Nesse sentido, a
polinizacdo € um processo que, de forma efetiva, otimiza a reproducéo das plantas com flores.

Sabendo-se disso, a polinizacdo é, portanto, definida como o processo de reproducéao
sexuada que ocorre em todas as angiospermas, onde os graos de polen sdo transferidos das
anteras das flores, onde sdo produzidos, para o estigma de outra flor mesma espécie (i.e.
polinizacdo cruzada) ou paraa mesma flor (i.e. autopolinizagéo) (WILLMER, 2011). Os vetores
que realizam a transferéncia dos gréos de polen podem ser abidticos (e.g. 4gua e vento) ou
bioticos, tais como abelhas, borboletas, besouros, moscas, vespas, aves, morcegos e outros
vertebrados e insetos (FAEGRI; PIJL, 1979). As abelhas, no entanto, representam o grupo mais
importante de insetos que visitam flores, sendo responsavel pela polinizacdo de mais espécies
de plantas do que qualquer outro grupo (KLEIN et al., 2007). Portanto, a atracdo de
polinizadores confere um forte ganho as angiospermas, por favorecer o cruzamento e 0

crossing-over.

2.2.1 Polinizacdo bidtica

Durante os caminhos da ecologia da polinizacdo, Federico Delpino (1868-1875) foi o
primeiro a elaborar uma classificagdo para os tipos florais, estabelecendo dois sistemas florais.
O primeiro classifica as flores quanto a forma e funcéo (e.g. tubulares, papilionadas, labiadas);
enquanto a segunda classificacdo resultou na descoberta de que alguns tipos florais sdo
associados a determinados visitantes florais. Apds essa descoberta, outros pesquisadores
testaram e ampliaram a classificagdo proposta por Delpino (e.g. MULLER, 1873). Mais tarde,
Stefan VVogel realizou um estudo que objetivava obter uma classificagéo natural dos tipos florais
com base nas caracteristicas das flores e 0 modo de polinizacdo (VOGEL, 1954). A partir disso,
Vogel chegou a um sistema, classificado por ele como estilos florais, baseado em uma
combinacdo de caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, fenolégicas e ecoldgicas de uma
determinada flor a um possivel polinizador, gerando um sistema que, posteriormente, foi
classificado como sindromes da polinizacdo (VOGEL, 1954; PIJL, 1960; FAEGRI; PIJL,
1979). As sindromes de polinizacdo biotica, portanto, incluem a melitofilia (i.e. polinizacéo por
abelhas), esfingofilia (esfingideos), falenofilia (mariposas), psicofilia (borboletas), miiofilia
(moscas), sapromiiofilia (moscas varejeiras), cantarofilia (besouros), ornitofilia (aves) e
quiropterofilia (morcegos), enquanto que as sindromes da polinizacdo abidticas estdo
classificadas em anemofilia (vento) e hidrofilia (d&gua) (FAEGRI; PIJL, 1979).
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Atualmente, estima-se que cerca de 90% das angiospermas do mundo sejam polinizadas
por animais (OLLERTON et al., 2011) e como necessitam da transferéncia de grdos de pélen
para fertilizar, se reproduzir e, consequentemente, manter suas populacdes para que outros
animais se alimentem ou se abriguem, a polinizacdo se torna um processo ecologico
indispensavel na manutencdo do ecossistema, reproducdo e evolucao das plantas com flores
(WILLMER, 2011). A polinizacao &, portanto, uma funcgéo ecoldgica chave para a manutencdo
de comunidades biologicas ao redor do mundo. Além disso, a polinizacdo € um servico
ecossistémico essencial para o bem-estar humano, uma vez que um terco dos principais
produtos agricolas que consumimos depende da acdo dos polinizadores (KLEIN et al., 2007).
Os polinizadores tém um importante papel para a producdo de muitos frutos que sao
consumidos pelo homem, tendo grande e forte contribuicdo para producéo agricola mundial
(GIANNINI et al., 2015; DICKS et al. 2016). Além disso, a polinizacdo contribui gerando
beneficios para a produgdo de fibras, biocombustiveis, cosméticos, medicamentos e, ainda
servindo de inspiracdo literaria e religiosa (i.e. beneficios socioculturais) (IPBES, 2016).

Dessa forma, devido a grande importancia da polinizacéo bidtica, vérias sinteses globais
e avaliacOes tematicas sobre polinizacdo estdo sendo realizadas (IPBES, 2016). No entanto, os
resultados geram um preocupacdo generalizada, com fortes evidéncias de declinios nas
populacOes de espécies de animais polinizadores sendo registrados devido, principalmente, a
perda e fragmentacdo de habitat, introducdo de espécies exoticas e uso exacerbado de
agrotoxicos (e.g. POTTS et al., 2010; WINFREE et al., 2011; IPBES, 2016; DICKS et al.,
2016). A expansdo dos centros urbanos, por exemplo, provocou reducdo de habitats naturais e
iSs0, consequentemente, resultou no comprometimento das comunidades de plantas e animais,
bem como o processo de polinizacdo (BALDOCK et al., 2015; HALL et al., 2017; HOU et al.,
2019; OLIVEIRA et al., 2019). Recentemente, um grupo de pesquisadores propuseram dez
medidas politicas para a conservacao dos polinizadores e dentre as propostas é possivel destacar
a reducdo de agroquimicos, aumento de medidas para conservagdo e restauracao, incluindo as
paisagens agricolas e urbanas (DICKS et al., 2016). Em adicdo, pesquisadores em todo mundo
estdo alertando & humanidade para os riscos que perturbag¢@es antropicas, mudancas climaticas
e cegueira boténica podem gerar para a conservagdo da biodiversidade e para as interacoes
ecologicas, como a polinizagdo (RIPPLE et al., 2017; RIPPLE et al., 2019; OLIVEIRA et al.,
2019).

2.2.2 Melitofilia
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A melitofilia é a sindrome de polinizacéo, onde as flores sdo polinizadas por abelhas
(FAEGRI; PIJL, 1979). Nesse sistema de polinizacéo, as flores apresentam antese diurna, cores
que variam do ultravioleta ao amarelo e geralmente apresentam guias de néctar ou polen. Em
geral, as flores sdo delicadas e podem ser labiadas, papilionadas, em forma de disco ou
infundibuliformes. Frequentemente, apresentam odor agradavel ao olfato humano, com néctar
em pequenas quantidades, mas com alta concentracao de agucares. Em adicdo, podem oferecer
polen, néctar, 6leo, resinas e volateis florais como recursos florais (VOGEL, 1954; PI1JL, 1960;
FAEGRI; PIJL, 1979). De forma geral, abelhas sdo os principais polinizadores em muitos
ecossistemas ao redor do mundo (WILLMER, 2011). No que diz respeito as florestas tropicais,
a polinizacdo bidtica é essencial, uma vez que polinizagdo pelo vento e autopolinizacdo sao
raras (WILLMER, 2011). Nesses ecossistemas, abelhas de médio a grande porte sdo 0s
polinizadores mais abundantes nas copas das arvores, estabelecendo relacbes com flores
especializadas (WILLMER, 2011). Contudo, mesmo nas areas em que outros polinizadores
aparecem em maior abundéncia e diversidade que as abelhas, a melitofilia ainda pode

representar maior importancia em termos de efetividade da polinizacdo (WILLMER, 2011).

2.3 Poliploidia em Angiospermas

A poliploidia (i.e. duplicacdo de todo genoma) € considerada como um importante
mecanismo de especiac¢ao simpatrica nas angiospermas (e.g. RAMSEY; SCHEMSKE, 1998;
SOLTIS; SOLTIS, 2000; WOOQD et al., 2009), mas também ocorre dentro de outros grupos de
organismos eucarioticos (e.g. OTTO; WHITTON, 2000; PAWLOWSKA; TAYLOR, 2004;
GREGORY; MABLE, 2005; ALBERTIN; MARULLO, 2012). Estimativas mais
conservadoras apontam que a poliploidia ocorre em até 35% das angiospermas (STEBBINS,
1971), no entanto outras pesquisas evidenciam que o evento de poliploidia aparece em pelo
menos 70% das espécies de plantas com flores (e.g. GOLDBLATT, 1980; MASTERSON,
1994; LEITCH; BENNET, 1997), podendo ter contribuido para a diversificacdo das plantas
com flores e, inclusive, para a sobrevivéncia ao evento de extingcdo do Cretaceo-Paledgeno
(abreviado para K-Pg daqui em diante) (FAWCETT etal., 2009; SOLTIS & BURLEIGH, 2010;
JIAO et al., 2011) . Além disso, os poliploides podem ainda ser classificados a partir da sua
origem, podendo ser autopoliploides ou alopoliploides (STEBBINS, 1947; STEBBINS, 1971).
Os autopoliploides, surgem quando ha duplicagdo do mesmo genoma e os alopoliploides, por
sua vez, se originam a partir da duplicacdo de genomas distintos (STEBBINS, 1947,
STEBBINS, 1971; RAMSEY; SCHEMSKE, 1998).
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Em adigdo, individuos poliploides podem ocorrer em simpatria com seus parentais
diploides (i.e. populagBes mistas), mas também podem existir populagdes exclusivamente
poliploides ou diploides (i.e. citotipos separados espacialmente) (LEVIN, 1983; HUSBAND;
SCHEMSKE, 1998; PETIT et al., 1999). Mesmo que citotipos diploides e poliploides co-
ocorram em uma mesma populagédo, pode haver algum mecanismo de isolamento reprodutivo
que contribua para a manutencdo dos citétipos no ambiente. Esses mecanismos podem ser
representados principalmente por, (a) mudancas na fenologia reprodutiva, (b) mudancas nos
tamanhos dos atributos florais, (¢) mudanca na guilda de polinizadores efetivos e (d) formagéo
de hibridos reprodutivamente estéreis (LEVIN, 1975; SEGRAVES; THOMPSON, 1999;
BORGES et al., 2012). Sendo assim, 0 modelo da excluséo dos cit6tipos em minorias prevé
que individuos poliploides sobrevivam menos em populacGes mistas, pois representam 0s
citotipos em minoria, quando comparado com 0s seus parentais diploides que encontram-se em
maioria dentro da populacdo (LEVIN, 1975). Os citétipos poliploides tornam-se, portanto, mais
suscetiveis a receber gametas haploides dos individuos diploides e formar zigotos triploides, ja
qgue quanto menor a frequéncia de um citétipo, menor é probabilidade de cruzamento
intraploidia e, consequentemente, menor sera 0 sucesso reprodutivo, afetando diretamente a
permanéncia do citétipo nas geracdes posteriores, até levar a exclusdo do citétipo em minoria
da populagdo mista (LEVIN, 1975). No entanto, pesquisas mais recentes indicam que ser
poliploide pode representar uma vantagem para sobreviver as mudancas climéticas atuais e
futuras, bem como em ambientes mais perturbados e em condicdes de estresse (e.g.
MADLUNG, 2013; VAN DE PEER et al., 2017; SESSA, 2019; RICE et al., 2019; ZIGELSKI
etal., 2019).

2.3.1 Origem dos poliploides

A poliploidia ocorre a partir de falhas nos processos de mitose ou meiose, gerando
gametas com mais de um conjunto cromossdmico e com consequente formagédo de gametas
diploides (2n) ou de zigotos triploides (RAMSEY; SCHEMESKE, 1998). Individuos triploides,
por sua vez, podem servir como uma ponte para a formacéao de individuos tetraploides (4n), a
partir da juncdo de seu gameta triploide (3n) com um gameta haploide (n) proveniente de um
citotipo diploide presente na populacdo (RAMSEY; SCHEMESKE, 1998; SCHINKEL et al.,
2017). Os poliploides, no entanto, podem ser formados por diferentes rotas: (a)
autotetraploides, por ponte triploide, pela unido de dois gametas néo reduzidos ou duplicacdo

de células somaticas em populacdo diploide; (b) alotetraploides, por ponte triploide, por
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cruzamentos interespecificos em populacdo diploide ou via hibridizacdo de outros citdtipos
(auto- ou alopoliploides); e (c) maiores niveis de ploidia, pela unido de gametas reduzidos e
ndo reduzidos dentro de uma populacao poliploide (RAMSEY; SCHEMESKE, 1998).

A meiose é 0 processo chave para a formacgéo de gametas e, portanto, para a reproducao
sexuada em todos os organismos eucaridticos (SPEIJER et al., 2015). Durante a meiose pode
haver disfuncdo no processo de divisdo celular, havendo uma n&do-reducdo meiotica, que por
sua vez vem sendo indicada como o principal mecanismo de formacdo de gametas diploides
(BRETAGNOLLE; THOMPSON, 1995; DE STORME; GEELEN, 2013). Quando esses
gametas diploides participam do processo de reproducdo, tornam-se uma importante via para a
formagéo de poliploides (BRETAGNOLLE; THOMPSON, 1995; DE STORME; GEELEN,
2013). Em um primeiro passo, gametas diploides podem formar individuos triploides (i.e. fusdo
de um gameta diploide com um haploide) ou cit6tipos tetraploides, através da juncdo de dois
gametas diploides (SCHINKEL et al., 2017). Havendo formacé&o de individuos triploides e com
esses participando de um processo de reproducdo dentro de uma populacdo, pode resultar em
formacéo de individuos diploides ou podem servir como ponte para formacéo de poliploides
(e.g. auto- ou alotetraploides) (SCHINKEL et al., 2017).

2.3.2 Poliploidia e polinizacéao

A poliploidia desempenha um papel muito importante na evolugdo e manutencéo da
biodiversidade de plantas (SOLTIS; SOLTIS, 1993, 1995; SOLTIS et al., 2009). Estima-se, por
exemplo, que mais da metade de todas as angiospermas tenham poliploides em suas linhagens
(GOLDBLATT, 1980; MASTERSON, 1994; LEITCH; BENNET, 1997). Dois efeitos visiveis
da poliploidia em angiospermas sdo mudancas na fenologia reprodutiva e no tamanho de
verticilos florais (VAN DIJK et al., 1992; SEGRAVES; THOMSON, 1999; BORGES et al.,
2012; POSTER et al., 2017; PORTURAS et al., 2019). A fenologia reprodutiva pode apresentar
mudancas no inicio (i.e antecipada ou tardia) e na duracéo (i.e. mais curta ou mais longa) da
floracdo, separando temporalmente os poliploides dos seus parentais diploides (VAN DIJK et
al., 1992; SEGRAVES; THOMSON, 1999; BORGES et al., 2012; POSTER et al., 2017) e até
mesmo de alguns polinizadores (e.g. SEGRAVES; ANNEBERG, 2016; OLIVEIRA et al.,
2019). Além disso, mudangas na morfologia floral podem ser observadas, com flores
apresentando maior tamanho que as dos seus parentais diploides (VAMOSI et al., 2007;
BORGES et al., 2009; GROSS; SCHIESTL, 2015; POSTER ET AL., 2017; PORTURAS et
al., 2019).
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Os resultados dessas mudancas refletem nas interagdes planta-polinizador e no sucesso
reprodutivo das angiospermas (i.e., formagao de frutos em condigOes naturais) (SEGRAVES;
THOMPSOM, 1999; BORGES et al., 2012; SEGRAVES; ANNEBERG, 2016; PORTURAS
et al., 2019). O tamanho das flores pode espelhar uma mudanca na guilda de polinizadores,
devido ao comportamento do visitante floral com relacéo a flor, podendo visitantes de pequeno
porte, por exemplo, atuarem como polinizadores efetivos em flores de citotipos diploides, mas
qguando em contado com flores maiores de individuos poliploides o seu corpo nédo toca todas ou
nem entra em contato com as estruturas reprodutivas, mudando a sua efetividade (e.g. ocasional
ou pilhador) (e.g SEGRAVES; THOMPSON, 1999; BORGES et al., 2012; SEGRAVES;
ANNEBERG, 2016; OLIVEIRA et al., 2019). Além disso, os visitantes florais dos poliploides
podem ser bem diferentes dos seus parentais diploides (TAYLOR; SMITH, 1979;
THOMPSON et al., 2004; THOMPSON; MERG, 2008; BORGES et al., 2012). Essas
condic@es, portanto, podem favorecer o estabelecimento dos citdtipos poliploides dentro da
populagéo, pois a diferenca de polinizadores pode evitar o retrocruzamento com os diploides
(SEGRAVES; THOMPSON, 1999; VAMOSI et al., 2007; SEGRAVES; ANNEBERG, 2016).

Ainda assim, em popula¢des mistas individuos poliploides representam o citétipo em
minoria e sdo propensos a receber grdos de pélen dos seus progenitores diploides (LEVIN,
1975). Como mencionado acima, mudangas na floracdo podem acontecer e separar
temporalmente os citétipos dentro da populacdo mista (VAN DIJK et al., 1992; SEGRAVES;
THOMSON, 1999; BORGES et al., 2012; POSTER et al., 2017). No entanto, pode haver
sobreposicao nos periodos de floracdo de diploides e poliploides (BORGES et al., 2012), com
consequente compartilhamento de polinizadores e seguida reducdo no sucesso reprodutivo dos
poliploides (BORGES et al., 2012; PORTURAS et al., 2019) e, para sobreviver a exclusao do
citotipo minoritario, é preciso haver mecanismos de isolamento reprodutivo (e.g. quebra da
autoincompatibilidade) para que poliploides sobrevivam e se estabelecam, a curto prazo, em
populagdes mistas (BORGES et al., 2012; VAN DE PEER et al., 2017).

2.3.3 Consequéncias ecoldgicas da poliploidia

No geral, assume-se que sob condi¢cOes de estresse e em habitats perturbados,
poliploides sdo mais bem-sucedidos que seus parentais diploides (LEVIN, 1983; STEBBINS,
1985), podendo chegar a competir com os citotipos diploides no ambiente (COMAI, 2015).
Poliploides, por exemplo, podem ter resistido a extingdo em massa que ocorreu durante o
periodo K-Pg (FAWCETT et al., 2009; JIAO et al., 2011). No entanto, ao ponto que algumas
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mudangas sdo vantajosas para os poliploides, muitas outras podem ser prejudiciais (COMAI,
2015). Aumentos na temperatura e reducGes nos volumes de precipitagdo alteram os
ecossistemas e afetam diretamente as comunidades de plantas (MALHI et al., 2008; RITO et
al., 2017; ARNAN et al., 2018; SILVA et al., 2019). Os efeitos mais visiveis sao na distribuicédo
geogréfica e diversidade das espécies (LOARIE et al., 2008; RITO et al., 2017). No entanto, a
poliploidia pode favorecer a ocupacdo de novos nichos, permitindo que cit6tipos poliploides
ocupem ambientes que seus parentais diploides ndo consigam, devido a capacidade de
adaptacdo a novas condicGes ambientais (RAMSEY; SCHEMSKE, 1998). Atualmente, ja se
sabe que poliploides sobrevivem mais em condicGes de maiores estresses, habitats perturbados
e podem se adaptar melhor para sobreviver as mudancas climaticas atuais e futuras (LEVIN,
1983; STEBBINS, 1985; CAI et al., 2019; SESSA, 2019). Ainda assim, poliploides (e.g.
tetraploides) possuem uma distribuicdo geografica ainda muito restrita a pequenas areas e em
populacdes de ploidia Unica, sendo muito rara a presenca de popula¢fes mistas na natureza (e.g.
LEVIN, 1975; CASTRO et al., 2019).

Além disso, estudos ja revelaram que poliploides sdo mais frequentes em ambientes
extremos, como os xéricos (LOVE; LOVE, 1949; LOVE, 1953). Sabendo-se disso, poliploides
apresentam algumas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas que os conferem mais vantagens
nesses habitats perturbados, que os seus progenitores diploides (BORGES et al., 2012; SOLTIS
et al.,, 2010; CORNEILLIE et al., 2019). Poliploides apresentam, por exemplo, células com
parede celular mais espessa, folhas com estdmatos maiores, mais protegidos e em menor
densidade que individuos diploides, os permitindo maior eficiéncia no uso da agua para
sobreviver em ambientes com déficit hidrico e altas temperaturas (MELARAGNO et al., 1993;
HODGSON et al., 2010; CORNEILLIE et al., 2019; ALBUQUERQUE, 2019). Apesar disso,
ainda existe uma grande lacuna no estado da arte com relacdo aos aspectos ecofisioldgicos de

poliploides.

2.3 Ecologia Urbana

Atualmente, mais da metade da populacdo humana mundial vive em centros urbanos
(UNITED NATIONS, 2010). A urbanizagéo provoca mudancas profundas na paisagem natural
devido as perturbagdes antropicas (KAREIVA et al., 2007; SETO et al., 2013). A expanséo dos
centros urbanos cria perturbacdes que prejudicam espécies nativas e geralmente propiciam
habitat para um nimero reduzido de espécies que se adaptam bem as condigdes urbanas, como
as espécies exoticas (e.g. MCKINNEY, 2008; MORO et al., 2014; BALDOCK et al., 2015;
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FIGUEIROA et al., 2018; M. OLIVEIRA no prelo). Adicionalmente, populactes e
comunidades de plantas e animais que ocorrem nesses ecossistemas urbanos, incluindo os
processos ecologicos existentes, sdo afetados negativamente pela urbanizacdo (FONTAINE et
al., 2006; VERBOVEN et al., 2012; USHIMARU et al., 2014; BALDOCK et al., 2015; HALL
etal., 2017; HOU et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019).

Os servicos ecossistémicos prestados pela polinizagdo em ecossistemas urbanos, assim
como em areas naturais, sdo importantes para a manutencao da biodiversidade (e.g. LUGO,
2010; HALL etal., 2017; OLIVEIRA et al., 2019). No entanto, nestas condi¢fes, aumento em
tamanho floral, redugdo na quantidade de gréos de p6len produzidor por flor, falhas no processo
de polinizacdo e reducdo na formacéo de frutos e sementes sdo esperadas, assim como reducéo
na guilda de polinizadores (HOU et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019). Os efeitos mais visiveis
da urbanizacdo sobre os processos ecoldgicos, portanto, sdo exemplificados por animais
polinizadores enfrentando reducéo de recursos (e.g. GOULSON et al. 2005) e as plantas, por
sua vez, reducdo no sucesso reprodutivo (e.g. HOU et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019). No
entanto, ainda existe uma grande lacuna com relacdo aos conhecimentos sobre ecologia urbana
em ecossistemas tropicais (e.g. MORO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2019; M. TOMAZ, no
prelo), com a maioria dos estudos direcionados para regides temperadas (e.g. VAN ROSSUM,
2010; USHIMARU et al., 2014; VERBOVEN et al., 2014; BALDOCK et al. 2015; HALL et
al., 2017; FIGUEIROA et al., 2018; HOU et al., 2019).

2.4.1 Fenologia de plantas em ecossistemas urbanos

A fenologia é definida como o periodo de crescimento e reproducdo das plantas e
comportamento animal, bem como de eventos bioldgicos ciclicos (LIETH, 1974). A emissao
de estruturas reprodutivas, por exemplo, pode ser influenciada por fatores abioticos, como a
sazonalidade climatica (e.g. BORGES et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2019), ou biéticos, como
interacdes com polinizadores (RENNER; ZOHNER, 2018). Nas regides neotropicais a estacdo
seca € o periodo correspondente a época de floracdo de muitas espécies arboreas (e.g.
FRANKIE et al., 1974; BORGES et al., 2009). Alguns estudos utilizam dados de registros
fenoldgicos para detectar alteraces na floracdo em resposta a modificag¢fes climéticas geradas
pela urbanizacéo (e.g. NEIL; WU, 2006; GORDO; SANZ, 2010; IMHOFF et al., 2010; LI et
al., 2011; XIAO et al., 2016; LI et al., 2017; LIU et al., 2018; REED et al., 2019). Além disso,

outros estudos investigam os efeitos da densidade populacional humana e da temperatura
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(ambas como proxy para urbanizagéo) sobre a fenologia de plantas em escala regional e ao
longo de um gradiente de urbanizacdo (LI et al., 2019).

Atualmente, os estudos sobre fenologia estdo aumentando em numero e ganhando
grandes dimensdes, sendo associados a urbanizacéo e as mudancas climaticas (LU et al., 2006;
NEIL; WU, 2006; CLELAND et al., 2007; GORDO; SANZ, 2010; WOLKOVICH et al., 2012;
ZHAO et al., 2013; Ll etal., 2017; REED et al., 2019). Alteracdes na temperatura (e.g. ilhas de
calor) e nos regimes de precipitacdo implicam diretamente em mudangas na fenologia (e.g.
inicio das emissfes de estruturas reprodutivas ou vegetativas e 0 comprimento do periodo da
fenofase) (LU et al., 2006; IMHOFF et al., 2010; FOTIOU et al., 2011; ZHAO et al., 2013;
KAZAN; LYONS, 2016; Ll etal., 2017; REED et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019; Ll et al.,
2019). Sendo assim, mudancas em fenofases reprodutivas sao esperadas sob condicGes de
alteracdes em precipitacdo, microclima, fotoperiodo e disponibilidade de agua e nutrientes no
solo (e.g. NORD; LYNCH, 2009; IMHOFF et al., 2010; SCAVEN; RAFFERTY, 2013;
ATHAYDE; MORELLATO, 2014; ENLOE et al., 2015; KAZAN; LYONS, 2016; MAJETIC
et al., 2017). Contudo, variacdes espaciais na temperatura geradas por ilhas de calor ndo sdo
adequadas para entender como a fenologia das plantas ird se comportar diante de mudancas

climaticas futuras (i.e. aumento nas temperaturas) (WOHLFAHRT et al., 2019).

2.4.2 Polinizagdo em ecossistemas urbanos

A expansdo dos centros urbanos vem provocando reducdo de habitats naturais e isso,
consequentemente, resulta no comprometimento das comunidades de plantas e animais, bem
como no processo de polinizacdo (BALDOCK et al., 2015; HALL et al., 2017; HOU et al.,
2019; OLIVEIRA et al., 2019). Recentemente, um grupo de pesquisadores propuseram dez
medidas politicas para a conservacao dos polinizadores e dentre as propostas é possivel destacar
a reducdo de agroquimicos, aumento de medidas para conservacéo e restauracao, incluindo as
paisagens agricolas e urbanas (DICKS et al., 2016). O rapido processo de urbanizagdo em todo
mundo provocou sérias mudancas na paisagem devido a fragmentacdo de habitats naturais
(KAREIVA et al., 2007), no clima (IMHOFF et al., 2010), no pH e na disponibilidade de
nutrientes no solo (KAYE et al., 2006; ENLOE et al., 2015). Primariamente, os polinizadores
sdo rapidamente afetados pela urbanizacdo através da falta de recursos florais e habitats
adequados para forrageio e nidificagdo, sendo os polinizadores autdctones diretamente afetados
por estas mudancas na paisagem (e.g. OLIVEIRA et al., 2019). Neste sentido, o declinio de

polinizadores causado pela alteracdo e perda de habitat vem sendo reportado em varios estudos,
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com alguns revelando os efeitos do aumento da urbanizacdo sobre a abundancia, riqueza e
diversidade de polinizadores em areas urbanas (e.g. BALDOCK et al., 2015; HALL et al., 2017;
BALDOCK etal., 2019; OLIVEIRA et al., 2019).

Sendo assim, o declinio de polinizadores leva a um efeito negativo no processo de
polinizacdo, uma vez que as redes de interagdo planta-polinizador sdo alteradas ou sofrem
afrouxamento, resultando em falhas na polinizac&o e levando a redugdes no sucesso reprodutivo
das populacdes e comunidades de plantas (e.g. USHIMARU et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2019; HOU et al., 2019). Contudo, os efeitos da urbanizacéo sobre os polinizadores e sobre a
polinizacdo ainda séo controversos, uma vez que alguns estudos demonstram que a abundancia
e riqueza de espécies de polinizadores pode responder de forma positiva, negativa ou neutra a
urbanizacdo (e.g. BALDOCK et al., 2015; HALL et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019;
BALDOCK et al., 2019). Isso pode estar relacionado a ampla gama de estudos realizados em
ecossistemas urbanos em regides temperadas, que conferem um microclima mais ameno que 0s
ecossistemas urbanos tropicais, que estdo destacando impactos negativos da urbanizagao sobre

as comunidades de polinizadores e sobre a polinizacdo (e.g. OLIVEIRA et al., 2019).
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Abstract

In mixed-ploidy populations, newly formed polyploids initially occur at low frequencies when
compared to diploids. However, polyploidy may lead to some changes in morphology,
phenology, and physiology, which promote reproductive isolation and favor polyploid
establishment and reproductive success. Additionally, intraspecific variation in floral traits,
phenology, and plant-pollinator interactions may also be associated with abiotic conditions of
stressful habitats (e.g. urban areas) that may affect plant reproductive output in distinct ways.
Polyploid individuals usually have larger flowers and, when irregular meiosis occurs, tend to
have lower reproductive success than diploids in natural ecosystems. Nevertheless, in stressful
habitats, polyploids may have better physiological performance. Here, we investigated
intraspecific variation in reproductive traits of diploid and autotetraploid Libidibia ferrea trees
in a mixed tropical urban population. Overall, we assessed ploidy levels, reproductive
phenology, flowering synchrony, floral and reproductive biology, pollination and fruit and seed
set in this urban population. Diploids flowered for 6-7 months/year, and autotetraploids
flowered for 3-5 months/year. Although autotetraploids and diploids exhibited some overlap in
flowering period, diploids flowered alone for 2-3 months, and flowering synchrony was low
between and within cytotypes, which also differed in fruiting intensity. Autotetraploids had
significantly more flowers/inflorescences, larger flowers and pollen grains, a higher frequency
of visits by effective pollinators and higher fruit- and seed-set when compared to diploids,
despite having a shorter flowering period. Our findings reveal advantages for polyploids in a
tropical urban ecosystem. These results are important for understanding the mechanisms

involved in the reproductive responses of polyploid plants in urban ecosystems.

Keywords: Floral traits, pollination, polyploidy, reproductive phenology, reproductive

success, urban ecosystem

Key Message: Autotetraploid trees of Libidibia ferrea produce more and larger flowers and
have a higher frequency of effective pollinators and reproductive success than diploids, which

may represent some advantage for polyploids in urban ecosystems.
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Introduction

Polyploidy, i.e. the possession of three or more chromosome sets by an organism, is an
important mechanism of adaptation and speciation in plants (Ramsey and Schemske 1998). The
evolutionary success of polyploids is associated with their origin, establishment, and
persistence (Thompson and Lumaret 1992). Newly formed polyploids initially occur at low
frequencies when compared to their diploid progenitors in mixed-ploidy populations (Levin
1975). Thus, in these conditions, polyploids become more susceptible to receiving haploid
gametes from diploid individuals and forming triploid zygotes, which usually develop into
sterile adults, resulting in a reproductive barrier known as triploid block (Felber 1991; Kéhler
et al. 2010). Therefore, the lower the frequency of a cytotype in a population, the higher the
probability of interploidy crossing. Consequently, the reproductive success of this cytotype will
be lower, directly affecting its persistence in later generations, eventually leading to its local
extinction in a mixed population; a model known as minority cytotype exclusion (e.g. Levin
1975; Husband 2000; Kolar et al. 2017).

Despite the prediction of the minority cytotype exclusion model, the evolution of
polyploids has played a major role in plant diversification, through the numerous changes in
morphology, physiology and geographical distribution that make them differ from their diploid
progenitors (Stebbins 1950; Ramsey and Schemske 2002). The success of many polyploids in
angiosperms is mainly related to intraspecific variation in reproductive phenology and flower
morphology (e.g., Petit et al. 1997; Segraves and Thompson, 1999; Karunarathne et al. 2018).
For example, flowering may begin earlier or later or last for a shorter or a longer period
depending on the cytotype (Segraves and Thomson 1999; Segraves and Anneberg 2016; Poster
et al. 2017). Regarding floral morphology, polyploids usually produce more and larger flowers
than diploids (Vamosi et al. 2007; Gross and Schiestl 2015; Poster et al. 2017; Porturas et al.
2019). Additionally, polyploids generally produce more nectar than diploids (Blarer et al. 2002;
Thompson and Merg 2008). Therefore, the variation found between diploids and polyploids
can make flowers differently attractive, which may affect pollinator diversity and floral
visitation rate between cytotypes (e.g., Segraves and Thompson 1999; Thompson and Merg
2008; Borges et al. 2012). These conditions may promote the reduction of backcrossing of
polyploids with their diploid progenitors, leading to reproductive isolation and favoring the
establishment of polyploid individuals within mixed populations (Segraves and Thompson
1999; Vamosi et al. 2007; Segraves and Anneberg 2016).
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The well-succeeded establishment of polyploid lineages in mixed populations due to
intraspecific variation has been an important tool to understand population dynamics and
cytotype coexistence, as well as for gathering information on evolutionary pathways and
adaptive diversification (Arrigo and Barker 2012; Castro et al. 2019; Wellborn and Langerhans
2015; Visger et al. 2016). Polyploidization events may also have contributed to angiosperm
diversification and even to angiosperm survival during the Cretaceous-Paleogene (K-Pg) mass
extinction event (e.g., Fawcett et al. 2009; Soltis and Burleigh 2010; Jiao et al. 2011; Levin and
Soltis 2018; Levin 2019a, b). The K-Pg boundary transition was marked by multiple
environmental impacts accompanied by climate change (Keller et al. 2002; Beerling et al. 2002;
Cai etal. 2019). This period is marked by the survival of polyploid species, mainly angiosperms
(Fawcett et al. 2009; Soltis and Burleigh 2010), a fact associated with higher production of non-
reduced gametes due to environmental stress (Mason et al. 2011; Pécrix et al. 2011; Mai et al.
2019). Thus, the survival and persistence of polyploid species during the K-Pg mass extinction
are largely related to the set of genetic, physiological, and morphological attributes of
polyploids (Fawcett et al. 2009; Soltis and Burleigh 2010). Usually, polyploids show
morphological and physiological characteristics that confer them more advantages in stressful
habitats than diploids (Soltis et al. 2009; Corneillie et al. 2019). Moreover, as polyploid plants
usually have thicker and larger cell walls, and their stomata are more protected and present in
lower density than in diploids (e.g., Melaragno et al. 1993; Hodgson et al. 2010; Corneillie et
al. 2019), polyploidy may represent an advantage to survival in the current and projected
scenarios of climate change and anthropogenically disturbed environments in general (e.g., Van
de Peer et al. 2017; Rice et al. 2019; Zigelski et al. 2019; Levin 2019a). Concerning stressful
environments, urban areas represent an important scenario for autopolyploidy, as unreduced
gametes may be generated in higher rates due to elevated temperature conditions resulting from
urbanization (Thompson et al. 2018).

The expansion of urban areas leads to rapid land-use change (Seto et al. 2013), which
represent an extreme level of human disturbances in ecosystems, illustrated by the conversion
of land in dense urban settlements (Niemel& 1999). Urban ecosystems are characterized mainly
by higher pollutant gas rates and higher temperatures in relation to surrounding rural areas (e.g.,
Neil and Wu 2006; Luber and McGeehin 2008; Jochner and Menzel 2015), as well as increased
soil nitrogen levels (Kaye et al. 2006; Enloe et al. 2015) and reduced soil water availability
(Pickett et al. 2011; McGrine 2016). On a local scale, changes in climatic conditions lead to the

formation of heat islands (Imhoff et al. 2010; Li et al. 2011) that may lead to variations in the
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functional traits of plant species in urban green areas (Grimm et al. 2008). Urban climate can
promote intra- and interspecific variation in plant populations and communities, which include
morphological, anatomical, physiological and phenological changes (Bulbovas et al. 2010;
Fotiou et al. 2011; Zhao et al. 2013; Cochard et al. 2019). Therefore, as a result of human
disturbances and climate change, tropical urban areas show less pollinator diversity, low
functional diversity of plant reproductive traits, disrupting plant-pollinator interactions, and,
consequently, reducing fruit and seed set in some plants (Hou et al. 2019; Oliveira et al. 2019a,
b; Oliveira et al. 2020). In addition to these conditions and their effects on plant reproduction,
genetic variation intrinsic to polyploidy may represent a determining factor that can lead to
higher reproductive success of autopolyploids in urban areas.

Here, we aimed to evaluate the reproductive phenology, floral traits, pollinator
frequency, and fruit- and seed-set in a mixed-ploidy population to understand the reproductive
success between cytotypes in a tropical urban area. For this, we tested the hypothesis that the
reproductive success of autotetraploid individuals of a plant species can benefit from an urban
environment compared to diploids. To test our hypothesis, we used the neotropical tree
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (Leguminosae) as a model, as this species is self-
incompatible (i.e. rely on pollinators to set fruits), pollinated by medium to large bees (i.e.
specialized pollination system [drastically affected by climate change (e.g., Silva et al. 2019)]),
and its diploid individuals show higher reproductive success than polyploids in natural

ecosystems (Borges et al. 2012).

Materials and Methods

Study site

This study was carried out in the city of Recife, Pernambuco, Brazil. The metropolis occupies
an area of 21,843.6 ha and has a population of 1,530,272 inhabitants (IBGE 2010). The climate
type is As, hot humid tropical (Képpen 1931), with average annual rainfall and temperature of
2,272.9 mm and 25.4°C, respectively. Fieldwork was conducted in a public square named
Euclides da Cunha (08°05°84” S; 34°90°35°* W), where a mixed population of L. ferrea
cytotypes composed of 11 planted trees occurs. This is the only place in the city where a mixed
population was registered. Furthermore, as far as we know, there is no record of any other mixed

urban population of the species in the study city.

Study species
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Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (Leguminosae) is an arboreal species endemic to
Brazil, naturally occurring in the Atlantic forest and Caatinga dry forest (Queiroz 2009). The
species presents a noticeable morphological variation in leaves and flowers (Queiroz 2009) and
present diploid (2n = 24) and autotetraploid individuals (2n = 48) (Borges et al. 2012), with
regular meiosis (Beltrdo and Guerra 1990). Flowers are yellow, hermaphroditic, and arranged
in panicles, and the species is self-incompatible and pollinated mainly by medium to large bees
(Borges et al. 2012). In the Caatinga dry forest, the reproductive success, as represented by

natural fruit set, is higher in diploid individuals than in polyploids (Borges et al. 2012).

Ploidy levels

Ploidy levels of L. ferrea trees found in the area were measured using a flow cytometer
approach. For these analyses, young leaves from each tree, previously stored in silica gel, were
used to prepare a nucleus suspension using 750 ul of WPB buffer, which was posteriorly stained
with 20 pl of propidium iodide (1 mg/mL) (sensu Loureiro et al. 2007). Then, the ploidy levels
of the samples were estimated using a CyFlow SL flow (Partec, Gorlitz, Germany). The control
species used was Zea mays CE-777 (2C=5.43 pg). Finally, the mean size of the nuclear genome
of the sample was measured in picograms (pg) by analysis of histograms using the software
FloMax® (Partec®).

Flowering and fruiting intensities and synchrony

The reproductive phenology (flowering and fruiting) was observed monthly in 10 trees (six
diploids and four autotetraploids) for 24 months (from June 2016 to May 2018). We recorded
the intensity of phenological events through a semi-quantitative scale proposed by Fournier
(1974), with five categories: (0) absence of phenophase, (1) phenophase ranging from 1 to 25%,
(2) from 26% to 50%, (3) from 51% to 75%, and (4) from 76% to 100%. To measure
reproductive synchrony (flowering and fruiting) within and among cytotypes, we used the
synchrony index (S) proposed by Freitas and Bolmgren (2008). For this, the level of
synchronization of an individual in relation to all other sampled individuals (di) was calculated
to observe changes in flowering and fruiting synchrony within and between cytotypes. We
calculated (di), which is based on the intensity and number of censuses in which the analyzed
phenophases were exhibited for L. ferrea cytotypes. We then estimated the value of S for the
cytotypes based on the average of di values for the studied period. S values range from 0 to 1.

The S index represents a more accurate measure of the phenophase synchrony in comparison to
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other widely used indices because it also considers the phenophase intensity, not just the
overlap, at the individual or population level (see Freitas and Bolmgren 2008 for more
information).

We are aware of the limitations of the reduced sample size. However, if the existence
of mixed populations of the species in natural ecosystems is a rare condition (as is for many

polyploids), mixed populations in urban areas are even rarer.

Floral traits

To analyze the dimensions of floral traits, we collected 30 flowers from five tetraploid and six
diploid individuals (N= 11 individuals) during a flowering peak of all individuals at the same
time (Mar/2019). The flowers were fixed in 70% ethanol, and their structures were measured
using a digital caliper. Specifically, we measured the length of the calyx, corolla, sepals, petals,
flag petal, stamens, filament, anther, pistil, ovary, and style and the diameter of the following
structures: calyx and corolla, sepals, petals, flag petal, ovary and stigma.

We measured pollen and ovule traits of 30 floral buds per cytotype. Anthers were
opened in histological slides under a stereomicroscope, and all pollen grains were removed
using a dissecting needle. Then, we counted the number of pollen grains and measured the polar
diameter of 400 pollen grains per cytotype (i.e. 20 per flower) in an optical microscope with
the aid of a micrometer eyepiece. Pollen viability was analyzed by observing the presence of
cytoplasm after exposure of pollen grains to 2% acetic carmine (Radford et al. 1974). We also
counted the number of ovules per ovary in 30 flowers and obtained the pollen/ovule ratio, sensu
Cruden (1977).

Floral visitors, flower production and reproductive success

To verify the frequency of floral visitors, we used four individuals per cytotype. The individuals
had 25 flowers marked per day and were observed during four days from 0500 h to 1330 h,
within 30-min intervals every hour, summing up 24 h per cytotype (i.e., 6 h per individual) and
100 observed flowers per cytotype. All observations were made at similar weather conditions
(i.e. absence of rain or strong winds), during the flowering peak, and by only one observer. We
classified the visitors according to their behavior when visiting the flower as: a) effective
pollinators, when the floral visitor always contacted both male and female reproductive
structures of the flower in the same visit; b) occasional pollinators, when the visitor did not

contact the flower reproductive structures in all visits; and c) nectar thieves, when the visitor
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collected the floral resource without coming into contact with both flower reproductive
structures (Oliveira et al. 2019a).

Flower production and reproductive success of diploid and tetraploid cytotypes were
measured by counting the number of flowers, fruit and seed set under natural conditions. For
this, we counted the total number of flowers per inflorescence (N= 10 inflorescences/tree), the
total number of fruits formed in the same inflorescences, and the number of seeds formed per
fruit (e.g., Ushimaru et al. 2014; Cruz-Neto et al. 2018; Oliveira et al. 2019a). Furthermore,
previous reproductive biology experiments performed by our team with a mixed natural
population of Libidibia ferrea detected that the species is self-incompatible and inter-
incompatible, i.e., fruits are only formed by intraploidy cross-pollination (Borges et al. 2012).

Therefore, bagged flowers were not used here as a control to assess reproductive success.

Data analysis

We used the Shapiro-Wilk test to check the normality of all data. To check for differences
between the reproductive synchrony of each cytotype, we used a t-test. Regarding differences
in fruit and between cytotypes, we used generalized linear models (GLMs) (Sokal and Rohlf
1981) with a binomial distribution and “logit” link function. Also, general linear models with
Gaussian distribution and “identity” link function were used to compare the size of flower traits,
number and size of pollen grains, pollen viability, number of ovules per ovary, frequency of
floral visitors and fruit set. We checked for differences in the morphometry of floral traits
between diploids and tetraploids by using principal component analysis (PCA). All analyses

were performed using R 3.6.0 (R Core Team, 2016).

Results

Ploidy levels, Flowering and Fruiting

Of the 11 individuals that occurred in the population, six were diploids (2n = 24), and five were
autotetraploids (2n = 48). Diploids flowered from six to seven months per year, while
tetraploids had a shorter flowering period, from three to five months per year (Fig. l1a).
Regarding flowering at the individual level, each diploid and tetraploid tree flowered from one
to six and one to five months, respectively (Online Resource 1). Diploids had more flowering
events than tetraploids, but the maximum intensity of this phenophase in diploids was
approximately 2.5 times lower than in tetraploids (21% and 56%, respectively). However, the

results of flowering intensity were not significant (t= -0.25, P= 0.80). The flowering synchrony
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index values were similar between diploids (S = 0.071) and tetraploids (S = 0.053) (t= 0.46, P=
0.65). The flowering synchrony index of the entire (mixed) population was 0.062.

Diploids fruited during the whole observation period, and tetraploids fruited during
almost all months (Fig. 1b). At the individual level, both diploid and tetraploid individuals
fruited from one to 10 months (Online Resource 1). The maximum fruiting intensity was lower
(29%) in the diploid population than in the tetraploid population (56%; t= -2.05, P= 0.048).
Tetraploids had a longer fruiting overlap and showed high fruiting synchrony (S= 0.65), while
diploids had low fruiting synchrony (S= 0.36). However, the variation observed in the fruiting
synchrony index was not significant (t= -0.32; P= 0.76). Fruiting synchrony was also low (S=
0.32) when considering all individuals of the mixed population.

Floral traits

Flowers of autotetraploid individuals had significantly higher values (size and/or number) in 18
out of the 23 analyzed floral traits when compared to diploids (Table 1). The first two PCA axes
explained 60.2% of the observed variation between diploid and tetraploid flowers and are
mainly associated with differences in flag petal diameter and corolla diameter (Fig. 2). The
traits that did not differ between cytotypes were anther length, number of pollen grains per
flower, pollen viability, number of ovules per flower and pollen/ovule ratio. Considering the
number of ovules per flower, we observed that diploids had four to eight ovules in each ovary,

while in tetraploids, it ranged from four to 11 ovules per ovary (Table 1).

Floral visitors, Flower production and Reproductive success

In the studied mixed tropical urban population, flowers of tetraploids were visited by five
species of bees and one of hummingbird, while diploid flowers were visited by three species of
bees and one of hummingbird (Table 2). The floral visitors observed visiting both cytotypes of
flowers were Centris analis and Xylocopa grisescens, considered effective pollinators, Trigona
spinipes, which behaved as a nectar thief (Table 2), and the hummingbird Amazilia lactea,
which acted as an occasional pollinator (Table 2). The bees Apis mellifera and Xylocopa
frontalis only visited tetraploid flowers, acting as effective pollinators (Table 2). Diploids and
tetraploids had similar numbers of visits per flower (t= -1.64; P= 0.102). However, when we
considered pollinator behavior, flowers of tetraploids received significantly more visits of
effective pollinators than diploids (t= 4.91; P< 0.0001). On the other hand, flowers of diploids
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received significantly more visits of occasional pollinators when compared to tetraploids (t= -
8.95; P<0.0001). No differences were found in relation to nectar thief visits (t=-0.21; P=0.83).

Tetraploids produced more flowers per inflorescence than diploids (20-58 and 7-38,
respectively — t= 10.66; P< 0.0001, Table 3). Likewise, tetraploids had higher natural fruit set
than diploids (6.2% and 4.2%, respectively — z= 2.85; P= 0.0043) (Table 3). In addition, seed
set was also significantly higher in tetraploids than in diploids (t=-2.59; P=0.01, Table 3).

Discussion

Our stud y indicates that tetraploids had a) higher fruiting intensity, b) larger flowers, c)
more flowers per inflorescence, d) a higher frequency of visits by effective pollinators, and €)
higher fruit and seed set than diploids. Therefore, our results suggest that the reproductive
success of polyploid trees in a mixed population may be higher in comparison to diploids in an
urban ecosystem. The floral traits (larger flowers and more pollen) and higher flower production
and reproductive success of polyploid L. ferrea in urban areas may be associated with
environmental (increases in temperature and soil nitrogen availability in urban ecosystems)
and/or intrinsic factors (morpho- and physiological aspects of polyploids), which confer
advantages to polyploids in stressful habitats when compared to diploids. Therefore, our
hypothesis is fully accepted.

The effects of polyploidy on plant phenology, floral traits and reproduction have been
widely described in natural populations (e.g., Van Dijk et al. 1992; Segraves and Thomson
1999; Husband and Schemske 2000; Vamosi et al. 2007; Thompson and Merg 2008; Borges et
al. 2012; Gross and Schiestl 2015; Poster et al. 2017; Porturas et al. 2019) and are newly
described in urban ecosystems in this study. Overall, in natural mixed populations, diploids
usually have earlier and longer flowering period than tetraploids (Segraves and Thomson 1999;
Borges et al. 2012; Poster et al. 2017) and shorter floral structures than polyploids (Segraves
and Thompson 1999; Husband and Schemske 2000; VVamosi et al. 2007; Borges et al. 2012,
Gross and Schiestl 2015; Poster et al. 2017; Porturas et al. 2019), resulting in an interploidy
barrier. However, in some cases, flowering overlap is reported, and in these cases, pollinators
are often shared across ploidies; as tetraploid individuals are minority, they receive a large
pollen load from diploid individuals that would generate unviable individuals (i.e. triploids)
(Levin, 1975), resulting in lower reproductive success and increasing the chances of being
eliminated over time (e.g., Thompson and Merg 2008). In addition to such intraspecific

variations, polyploid plants are more tolerant to biotic and abiotic stresses. Due to phenotypic
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plasticity, it is expected that they will be able to adapt and persist longer than diploids in
environmental change conditions (e.g., high temperatures and increased CO2 concentration),
while diploids can become the disadvantaged cytotype (Levin 2019). Additionally,
environments with high temperatures, such as urban ecosystems, can favor the formation of
unreduced gametes (2n) and favor autopolyploid speciation (Thompson et al. 2018).
Considering this, we can expect that in response to the abiotic environmental conditions
associated with the effects of genetic variation intrinsic to polyploidy, in stressful habitats,
tetraploid cytotypes can benefit even in reproductive aspects, which is reinforced by our data.
Polyploid plants, due to whole genome duplication, show larger cells and organs
(“gigas” effect) than diploids and, thus, are generally differentiated from diploids mainly by a
set of changes in physiology, phenology, and morphology (Stebbins 1950; Ramsey and
Schemske 2002). Polyploidy has several effects on plant physiology, affecting plant growth and
development (Ramsey and Schemske 2002), and as a consequence, polyploid plants often
present slower growth rates when compared to diploids (Levin 2002; Corneillie et al.2019),
leading to changes in flowering phenology (i.e., later and longer) and reduced fertility, possibly
due to meiotic irregularity (e.g., Stebbins 1971; Ramsey and Schemske 2002; Pegoraro et al.
2016, 2019). In general, diploids flower earlier than polyploids, but sometimes there is still
overlap in phenophases between cytotypes (Gross et al. 2015; Laport et al. 2016; Poster et al.
2017). When in sympatric populations, differences in flowering time may contribute to
polyploid success by reducing the share of pollinators and, consequently, interploidy gene flow
(e.g., Segraves and Thompson et al. 1999; Pegoraro et al. 2016, 2019). We documented that
diploids had longer flowering periods starting earlier than tetraploids, with a short flowering
overlap period, which corroborates this pattern. Nevertheless, we observed that tetraploids had
greater fruiting intensity than diploids in an urban ecosystem. Overlap in flowering periods
between diploids and tetraploids can lead to interploidy competition for pollinators and favor
the exchange of genetic material between cytotypes through the sharing of pollen grains,
promoting interploidy cross-pollination and, consequently, resulting in triploid individual
formation (i.e. sterile or unviable) (Levin 1975; Borges et al. 2012; Poster et al. 2017).
Genetic alterations such as dysfunction during meiosis have been indicated as the main
mechanism for unreduced (2n) gamete formation (Bretagnolle and Thompson 1995; De Storme
and Geelen 2013). Generally, autopolyploid individuals have irregular meiosis, i.e., in the first
step, diploid gametes may form triploid individuals through the fusion of one diploid gamete

with a haploid gamete or form tetraploid cytotypes by the combination of two diploid gametes



39

(Schinkel et al. 2017). If triploid individuals are formed and subsequently participate in the
reproductive process within a population, it may result in the formation of diploid individuals
or may serve as a bridge to polyploid formation (auto- or allotetraploids) (Schinkel et al. 2017).
However, Libidibia ferrea presents regular meiosis, which allows for normal gamete formation
(Beltréo and Guerra, 1999). This mechanism, already reported in the natural ecosystem (Beltréo
and Gerra, 1999), benefits pollen viability, without significant differences between diploid and
tetraploid cytotypes. Therefore, regarding changes in morphology, polyploidy leads to larger
floral sizes, and more pollen, ovules, and seeds (Ramsey and Schemske 2002, and references
therein). Additionally, in mixed populations, polyploids usually share pollinators with diploids
and have lower reproductive success than diploids (e.g., Segraves and Thompson 1999; Borges
etal. 2012). These changes can be related to incidental phenotypic effects due to increased gene
dosage, DNA content or cell size (Ramsey and Schemske 2002). Here, we observed almost the
same changes, except for higher flower production and no significant differences in pollen and
ovule numbers. Also, we documented that tetraploids received significantly more visits of
effective pollinators, some of them exclusively visiting tetraploid flowers, with less sharing of
pollinators. Fruit- and seed-set were higher in tetraploids. Changes in the number and size of
floral traits in tetraploids, resulting from factors intrinsic to polyploidy, may directly affect the
pollinator visitation rate (making flowers more attractive), which, in association with flowering
isolation from diploids in mixed populations, can benefit pollination success. Additionally,
higher flower production in polyploids may result in the secretion of more nectar and receiving
more floral visitors than diploids (Blarer et al. 2002; Thompson and Merg 2008).

Despite intrinsic effects of polyploidy, environmental factors can also promote changes
in polyploid plants (e.g., Soltis et al. 2009; Laport and Ramsey 2015). Generally, tetraploids
are more successful in stressful habitats (e.g., higher temperature, CO2 and soil nutrient
composition) than diploids due to physiological and morphological alterations (Soltis et al.
2009; Corneillie et al. 2019). Urban ecosystems show higher temperatures, i.e. heat island
formation (Imhoff et al. 2010), increased atmospheric CO> (Canadell et al. 2009), and soil
nitrogen availability (Wang et al. 2017). Under these conditions, some flowering plants may
show changes in phenology (e.g., start and duration) related to increases in CO, local
temperature, photoperiod, nitrogen concentration and decrease in relative humidity that act as
triggering signals that promote flowering (Lu et al. 2006; Springer and Ward 2007; Mimet et
al. 2009; Athayde and Morellato 2014; Kazan and Lyons 2016; Oliveira et al. 2019a).

Additionally, polyploids are more tolerant to high temperatures and other environmental
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stresses (Soltis et al. 2009; Corneillie et al. 2019; Levin and Soltis 2018; Levin 2019); thus, we
can expect earlier flowering in diploids when compared to polyploids, as the first are more
sensitive to environmental stress factors. Additionally, it has been reported that in nitrogen-
poor soils, diploids produce more flowers than tetraploids (Bales and Hersch-Green 2019).
Accordingly, our results show that diploids flowered earlier and longer than tetraploids;
however, flowering intensity was higher in tetraploids, which also produced more flowers per
inflorescence than diploids. Indeed, high soil nutrient concentrations (e.g. nitrogen) tend to
result in increased flower production and flower size in some plant species (e.g. Mufioz et al.
2005; Friberg et al. 2017; Majetic et al. 2017); as urban areas have greater soil nitrogen
availability, similar results could be expected for this ecosystem. Nevertheless, little is known
about how climate conditions or soil nutrients affect pollen size, quantity or viability in
polyploids (e.g., Tian et al. 2018; Bales and Hersch-Green 2019; Mai et al. 2019). Moreover,
climate change conditions have led to a worldwide decline in pollinators (Potts et al. 2010), and
tropical urban areas specifically show decreases in pollinator abundance and richness (e.g., Hou
et al. 2019; Oliveira et al. 20193, b). Likewise, some plants can be sensitive to microclimatic
factors and nitrogen availability in urban areas; as a consequence, decreases in plant
reproductive success in urban areas have been reported in some studies (e.g., Geslin et al. 2013;
Hermansen et al. 2017; Hou et al. 2019; Oliveira et al. 2019a). Additionally, when soil nitrogen
is more abundant, tetraploids have higher reproductive success than diploids, and when nitrogen
is lower, diploids have an advantage (Bales and Hersch-Green 2019). Therefore, our results
follow these patterns, with tetraploids showing greater fruit and seed set in urban ecosystems
that have high soil nitrogen abundance.

Concerning reproductive success, self-incompatible Leguminosae species usually have
high rates of flower and fruit abortion and low fruit set (e.g., Arroyo 1976; Koptur 1984; Borges
et al. 2009; Cruz-Neto et al. 2018). This includes Libidibia ferrea in natural populations, where
diploids and tetraploids showed only 3.3% and 2.7% fruit set, respectively (Borges et al. 2012).
Although the reproductive success of both cytotypes was low in the urban area, the values were
higher than those in natural populations. Moreover, tetraploids showed significantly greater
reproductive success (6.2%) than diploids (4.2%). Given these results, it is reasonable to predict
that reproductive efficacy in polyploids may be the result of reproductive barriers in the mixed
population and is improved due to polyploidy-intrinsic factors associated with other abiotic

conditions in tropical urban areas.
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In summary, we conclude that the reproductive success of autotetraploid trees of
Libidibia ferrea benefits from a tropical urban environment when compared to diploids, which
can be evidence of some polyploid advantage in an urban ecosystem. In this sense, tropical
urban areas may be a good opportunity for ex-situ conservation of polyploids. Additionally, our
findings contribute to understanding the mechanisms involved in reproductive responses and
other ecological aspects of polyploid plants in urban ecosystems. To our knowledge, this is the
first study to compare the reproductive success of diploids and polyploids in urban areas, which
may have implications for urban forestry planning and plant ex-situ conservation. Finally, we
also emphasize that more studies related to polyploidy in urban areas are needed and should
focus on understanding how biotic and abiotic mechanisms impact polyploids in urban

ecosystems.
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Table 1. Floral traits of Libidibia ferrea (Leguminosae) in a mixed tropical urban population:

comparisons between diploid and tetraploid trees (N= 30 for all floral traits).
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Floral trait - Mean * SD (mm) - Estimate  Std. tvalue P value
Diploid Tetraploid error

Calyx

Length 4.40 £ 0.65 4,91 £ 0.66 0.50 0.16 2.99 0.004

Diameter 11.64 + 1.68 16.17 +1.32 4.52 0.39 11.58 <0.0001
Corolla

Length 8.16 +1.12 10.72 + 1.26 2.56 0.30 8.30 <0.0001

Diameter 13.71£1.19 18.23 +1.17 4.52 0.29 15.32 <0.0001
Sepals

Length 6.51 +£1.02 9.05 £ 0.66 2.53 0.22 11.40 <0.0001

Diameter 2.92 +0.60 4.46 + 0.40 1.53 0.13 11.60 < 0.0001
Flag Petal

Length 7.97 £0.91 9.80 + 1.06 1.82 0.25 7.11 < 0.0001

Diameter 5.00+1.16 8.45+0.81 3.44 0.26 13.24 <0.0001
Petals

Length 8.62 £1.03 9.46 £ 0.66 0.83 0.22 3.71 0.0004

Diameter 5.45+0.98 6.29 £ 0.79 0.83 0.23 3.61 0.0006
Stamen Length 9.45+1.20 11.54 + 0.58 2.09 0.24 8.57 <0.0001
Filament Length 9.00+1.20 10.85+0.71 1.84 0.25 7.25 < 0.0001
Anther Length 1.37+1.80 1.63+£0.22 0.25 0.33 0.77 0.44
Pollen 5265.83 + 5552.33 + 286.5 246.6 1.16 0.25
grains/flower 1203.31 613.42
Pollen size 8.61+1.32 10.16 + 0.55 1.55 0.07 21.64 <0.0001
Pollen viability 98.08+2.03%  98.74 + 1.09% 0.65 0.42 1.56 0.12
Pistil Length 11.96 + 1.27 14.66 + 1.08 2.69 0.30 8.83 < 0.0001
Stigma Diameter 0.34 £ 0.07 0.43+£0.09 0.09 0.03 3.19 0.002
Style Length 6.30 + 0.87 7.91+0.84 1.60 0.22 7.23 < 0.0001
Ovary

Length 4.73+0.71 6.25+0.51 1.52 0.16 9.49 <0.0001

Diameter 1.19+0.19 1.52 + 0.60 0.32 0.11 2.85 0.005
Ovules/ovary 59+1.70 6.7 £2.15 0.76 0.50 1.53 0.13
Pollen/ovule ratio 965.70 + 912.97 + 306.29 -52.72 89.33  -0.59 0.55

381.52




Table 2. Reproductive success of Libidibia ferrea cytotypes (Leguminosae) in a mixed tropical urban population (N= 50 for all attributes)

Attributes I\/_Iear} + SD (min. — max.) ' Estimate  Std. torz P value
Diploid Tetraploid error value
Flowers/inflorescence 19.26 + 7.73 37.22 £9.06 17.96 168 t=10.66 <0.0001
Fruit-set (fruit/inflorescence)  0.72 +0.60 (0-3) 2.12 £ 1.21(1-5) 0.55 0.19 z=2.85 0.0043
Seed-set (seed/fruits) 244 £1.84 3.38+£1.99 0.74 0.39 t=-2.59 0.01
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Table 3. Frequency (mean + S.D.), number of species and visiting behavior of floral visitors of diploid

(D) and autotetraploid (T) individuals of Libidibia ferrea occurring in a mixed tropical urban population

(EP=effective pollinator; OP=occasional pollinator; NT=nectar thief).

Floral visitors Diploid  Tetraploid Behavior  ttest P
Bees N spp=3 N spp=5
Hymenoptera — Apidae
Apis mellifera Linnaeus, 1758 - 055+1.28 EP(T)
Centris analis Fabricius, 1804 0.08+£0.39 0.11+£045 EP(D/T) t=-0.54 0.59
Trigona cf. spinipes Fabricius, 1793  0.08 £+0.34 0.10+0.33 NT (D/T) t=-0.21 0.83
Xylocopa frontalis Olivier, 1789 - 096+1.87 EP(T)
Xylocopa grisescens Lepeletier, 1841 0.43+0.86 0.10+0.54 EP(D/T) t=4.00 0.0002
Hummingbirds N spp=1 N spp=1
Apodiformes — Trochilidae
Amazilia cf. lactea Lesson, 1832 1.91+1.81 0.21+057 OP(D/T) t=7.93 <0.0001
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Reproductive phenology of diploid and autotetraploid individuals of Libidibia ferrea
occurring in an urban mixed population in the city of Recife, Pernambuco, Brazil. Flowering
(A) and Fruiting intensity (B) of diploid and autotetraploid individuals and precipitation in

millimeters per month in Recife.

Figure 2. Results of the principal component analysis (PCA) related to floral trait size of
diploids compared to tetraploids. The PCA was based on 18 variables: CL, Calyx Length; CD,
Calyx Diameter; COL, Corolla Length; COD, Corolla Diameter; SL, Sepal Length; SD, Sepal
Diameter; FPL, Flag Petal Length; FPD, Flag Petal Diameter; PL, Petal Length; PD, Petal
Diameter; SML, Stamen Length; FIL, Filament Length; ATL, Anther Length; OVL, Ovary
Length; OVD, Ovary Diameter; STL, Style Length; SGL, Stigma Diameter; PTL, Pistil Length.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Intraspecific variation in reproductive traits between diploid and autotetraploid Libidibia ferrea trees (Leguminosae): higher frequency of
pollinators and reproductive success of polyploids in a mixed tropical urban population
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Table S1. Flowering (upper part) and fruiting (lower part) of diploid (D) and tetraploid (T) trees of Libidibia ferrea (Leguminosae)
at individual level in a mixed tropical urban population [phenophase intensity (sensu Fournier 1974): yellow= up to 25%; light
orange= 25% to 50%; dark orange= 50% to 75%; red= 75% to 100%)].
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CONCLUSOES GERAIS

A urbanizacéo pode favorecer o sucesso reprodutivo de individuos autotetraploides de
Libidibia ferrea em relacao aos diploides, o que pode ser uma evidéncia de alguma vantagem
dos poliploides em um ecossistema urbano tropical. Destaca-se a importancia de entender a
ecologia dos poliploides nos ecossistemas urbanos, uma vez que esse citotipo se beneficia de
habitats estressantes e diploides, por sua vez, podem ser excluidos pela selecdo ambiental.
Portanto, os ecossistemas urbanos podem ser uma boa oportunidade para a conservacao ex situ
de poliploides. Com relacao aos polinizadores e a polinizacdo de Libidibia ferrea, os individuos
tetraploides apresentaram maior frequéncia de visitas de polinizadores efetivos do que 0s
diploides e tiveram alguns polinizadores exclusivos. Diploides e tetraploides compartilharam
poucos Visitantes efetivos, o que resulta em menor fluxo génico interploidia. Esse resultado é
importante para entender o maior sucesso reprodutivo dos tetraploides em relacao aos diploides,
revelando que flores maiores e em maior quantidade por inflorescéncia em ecossistema urbano
tropical sdo mais atrativas para os polinizadores. No entanto, de um modo geral, as condigdes
da urbanizacdo ameacam a diversidade de polinizadores e a reproducao de plantas. Desse modo,
a relacdo entre poliploidia e ecossistemas urbanos reforca a importancia da conservacao e
manutencdo da interacdo planta-polinizador em &reas urbanas tropicais. Assim, a poliploidia
pode ser um importante mecanismo evolutivo para manter, por exemplo, a reproducdo de
plantas polinizadas por abelhas com estratégia reprodutiva especializada, como Libidibia
ferrea. Ademais, esses achados podem ajudar os cientistas a entender 0s mecanismos
envolvidos nas respostas reprodutivas das plantas poliploides nos ecossistemas urbanos e outros
aspectos ecolégicos dos poliploides na populagdo urbana mista. No entanto, mais estudos
relacionados a poliploidia em &reas urbanas sdo necessarios e devem se concentrar no
entendimento de mecanismos bidticos e abidticos que possam beneficiar autopoliploides no

ecossistema urbano tropical.
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