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RESUMEN

La introduccion de especies exdéticas es una amenaza a la biodiversidad.
Atributos de las semillas como su tamafio y su capacidad de germinacion pueden ayudar
al éxito de la invasion. Estos rasgos pueden tener una base genética o bien estar
determinada por el ambiente. Comparamos la germinacion de semillas de Eschscholzia
californica, provenientes de tres regiones biogeograficas y bajo un gradiente de estrés
simulado experimentalmente en un experimento de jardin comun. La germinacion fue
mayor en semillas de zonas invadidas que en semillas de areas nativas siguiendo el
siguiente orden: Chile > Nueva Zelanda > California. La germinacion decrecio
significativamente con el estrés hidrico en las semillas provenientes de las tres regiones
biogeograficas. Por otro lado, el tiempo de maxima germinacion se mantuvo similar para
cada pais y tratamiento, a excepcién del tratamiento expuesto a menor disponibilidad de
agua en Chile, donde el tiempo fue significativamente mayor. Nuestros resultados
sugieren gue la germinacion de semillas es un rasgo de historia de vida que ha cambiado
durante los procesos de invasion. Se sugiere una base genética para este rasgo. La

respuesta al estrés sugiere limitaciones a la invasion hacia zonas aridas de nuestro pais.



ABSTRACT

The introduction of exotic species is a threat to biodiversity. Attributes of the seeds
as their size and germination capacity can benefit the success of the invasion. These
traits may have a genetic basis or be determined by the environment. We compared seed
germination of Eschscholzia californica, from three biogeographic regions and under a
stress gradient simulated experimentally in a common garden experiment. Germination
was greater in seeds from invaded areas than in seeds from native areas in the following
order: Chile> New Zealand> California. Germination decreased significantly with water
stress in the seeds from the three biogeographic regions. On the other hand, the
maximum germination time remained similar for each country and treatment, except for
the treatment exposed to less water availability in Chile, where the time was significantly
longer. Our results suggest that seed germination is a feature of life history that has
changed during invasion processes. A genetic basis for this trait is suggested. The

response to stress suggests limitations to the invasion towards arid zones of our country.



INTRODUCCION

La introduccion de especies exoticas a nuevos ambientes ha ido en aumento
durante los ultimos 200 afios debido a que las actividades antropicas les han permitido
superar barreras biogeogréficas y expandirse asi mas alla de sus rangos naturales
(Blackburny col., 2015; Hulme, 2009; Seebens et al., 2017; Tittensor et al., 2014). Si
estas especies introducidas se vuelven invasoras exitosas pueden transformarse en un
problema para la biodiversidad del ambiente invadido (Sala et al., 2000; Williamson,
1996).

Para que una especie exotica se vuelva una invasora exitosa, debe atravesar
diferentes barreras que dificultan su colonizacién y que debe superar para una eventual
invasion (Richardson, 2000), tales como a) transporte: el transporte de la especie al
nuevo ambiente mediada a través del humano ya sea de manera accidental o
intencional. Sin embargo, la gran mayoria de las especies no resisten esta etapa y
mueren. b) Naturalizacién: Una vez que la especie introducida sobrevive al transporte,
ésta debe crear poblaciones autosustentables en el tiempo. ¢) Expansién: La especie
una vez instalada en el nuevo ambiente, incrementa su densidad poblacional y puede
colonizar nuevos territorios a lo largo del tiempo. Por otro lado, atributos fenotipicos y de
historia de vida como elevadas tasas de crecimiento y reproduccién, la plasticidad
fenotipica y/o capacidad de hibridar, pueden incrementar su invasividad (Saucedo, 2009;
Marck & Pyke, 1983; Arredondo et al., 1998; Esqueda et al., 2005; James & Drenovsky,

2007; Linhart & Grant, 1996; Pigliucci et al., 2006).



La plasticidad fenotipica se puede observar en especies que se encuentran en
un rango de distribucion extenso y que generalmente ocupan una amplia gama de
ambientes (Gianoli, 2004), tal como Convolvulus chilensis, herbacea perenne de Chile,
quien presenta plasticidad fenotipica en la forma de sus hojas al ser expuestas a diversas

intensidades de luz (Gianoli & Gonzalez, 2005).

Dado que en general la variacién fenotipica se encuentra determinada por
factores genéticos, factores ambientales y su interaccion (Falconer & Mackay, 1996), en
especies invasoras que expresan diferencias significativas en sus rasgos fenotipicos, es

clave hacerse la pregunta de las causas Ultimas de esta variacion (Miaud & Merila, 2000).

Una forma de responder esta pregunta es a través “experimentos de jardin (o
ambiente) comun”, donde individuos de ambientes contrastantes son expuestos a un
ambiente comun de laboratorio. Si en este experimento la expresion del rasgo
seleccionado posee una base ambiental, las diferencias observadas en la naturaleza
desapareceran cuando los organismos sean criados en el ambiente comdn, mientras

gue si posee una base genética estas diferencias persistirAn (Conover & Shultz, 1995).

La germinacion de las semillas es un rasgo de historia de vida critico para la
reproduccion en plantas (Baskin & Baskin, 2014). La germinacion va a depender de
factores intrinsecos de la semilla como la especie a la cual pertenece, el tamafio de la
semilla, su capacidad de latencia, entre otras., pero también va a depender de las
condiciones ambientales en las cuales se desenvuelva, donde la disponibilidad de agua
es clave (Hernandez, 2002). Las especies exéticas para tener alguna posibilidad de ser

invasoras deben encontrar las condiciones ambientales minimas para germinar y
4



establecerse (el segundo filtro de acuerdo con Richardson, 2000). En este contexto, Si
bien se analiza sélo las primeras fases del ciclo de vida, comprender el proceso de
invasion en especies exoticas, nos entrega una idea del potencial invasor que tienen las

especies frente a las nuevas condiciones ambientales.

En este trabajo, se estudiara el rasgo de germinacion de Eschscholzia californica
Cham. (Papaveraceae), herbdcea nativa de California, Estados Unidos, especie
invasora exitosa en diversos paises como Nueva Zelanda y Chile. Esta especie, al ser
una planta invasora, ampliamente distribuida por diferentes regiones biogeogréficas, se
convierte en un buen modelo ecoldgico para examinar cambios en respuestas
germinativas sometidas a diferentes grados de estrés hidrico (Sax et al., 2007; Cadotte

& Colautti, 2005; Hernandez, 2002).

En este estudio se simulara a través de un experimento de jardin comun, el efecto
de la disponibilidad de agua sobre la germinacion de semillas de Eschscholzia californica
provenientes de tres regiones biogeograficas: Nueva Zelanda, Chile y California. Para

ello, las semillas serdn sometidas a diferentes grados de estrés hidrico.



HIPOTESIS

Dado que la disponibilidad de agua es clave para la germinacién de semillas, se
espera encontrar reducciones significativas en la germinaciéon de semillas al ser
sometidas a estrés hidrico. Si existe plasticidad en las respuestas de germinacion,
entonces no se deberian encontrar diferencias germinativas entre plantas de diferentes

regiones sometidas a un mismo estrés hidrico.

El objetivo general de este trabajo es

Evaluar el efecto de la disminucion de disponibilidad de agua en la germinacion de
Eschscholzia californica en semillas provenientes de tres regiones biogeograficas:
California, Chile y Nueva Zelanda.

Objetivo especifico:

Evaluar respuestas de germinacion en semillas sometidas a diferentes disponibilidades

de agua.



METODOS
Recoleccién de muestras
Se recolectaron semillas de plantas de Eschscholzia californica de manera aleatoria en
dos poblaciones diferentes de Chile (enero 2016), dos poblaciones diferentes en Nueva
Zelanda (febrero 2015) y dos poblaciones diferentes en California (junio 2016),

detalladas geograficamente en la figura 1.

Localidad Longitud Latitud Localidad  Longitud Latitud
Farellones 1900 -70.32674 -33.34939 Eyre 172.515104 -43.41370404
Farellones 1300  -70.36234  -33.3457

Clutha 169.301623  -45.176255

Farellones 1900

Farellones 1300 9 Eyre

Clutha

A) B)

Localidad Longitud Latitud

Frazier -119.048816 34.838316
Highway -119.311182 34.504736
Frazier
vo
Highway

0

Figura 1. Localizacion georeferenciada de las seis poblaciones de Eschscholzia
californica. A) Chile Central (Farellones 1300 y Farellones 1900); B) Nueva Zelanda
(Clutha y Eyre); C) California (Frazier y Highway).
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El criterio utilizado para la elecciéon de las dos poblaciones para cada region
corresponde a la temperatura media anual registrada en cada poblacion, de este modo,
en cada region se dispone de dos poblaciones que se encuentran a temperaturas medias
anuales con una diferencia de aproximadamente 2°C. Estos valores de temperatura se
obtuvieron de WorldClim (http://www.worldclim.org/), las cuales se detallan en la Tabla

1.

Tabla 1. - Poblaciones estudiadas en tres regiones biogeograficas. A) Chile Central
(Farellones 1300 y Farellones 1900); B) Nueva Zelanda (Clutha y Eyre); C) California

(Frazier y Highway). Se indican las temperaturas medias anuales para cada poblacién.

REGION POBLACION TEMPERATURA MEDIA ANUAL (°C)
Farellones 1900 8.8
Chile
Farellones 1300 11.8
Clutha 9.7
Nueva Zelanda
Eyre 11.7
Frazier 9.4
California
Highway 11.3

Experimento de jardin comun:

Para realizar el experimento de jardin comun, se seleccionaron aleatoriamente
400 semillas por cada poblacién, las cuales fueron sometidas a un proceso de
estratificacion de acuerdo con el protocolo de Wege y colaboradores en el 2007, en el
cual las semillas se mantuvieron a una temperatura de 4°C durante 7 dias en

contenedores sellados para evitar el ingreso de humedad.
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Posteriormente, para cada poblacién, se situaron 10 semillas de Eschscholzia
californica en placas de Petri, obteniendo un total de 10 réplicas por tratamiento. Los

tratamientos utilizados corresponden a:

i) control (rociadas con agua destilada, es decir, a un potencial osmético de OMpa),

i) tratamiento 1 (rociadas con concentracibn de manitol 0.1M, generando un
potencial osmatico de -0.25MPa),

i) tratamiento 2 (rociadas con concentracibn de manitol 0.2M, generando un
potencial osmatico de -0.5MPa) y

iv) tratamiento 3 (rociadas con concentracion de manitol 0.4M, generando un

potencial osmotico de -1MPa).

Luego se midié la germinacion diariamente, y después de 16 dias se midi6 cada 2
dias durante 34 dias. El experimento durdé hasta el momento en que las curvas de
germinacion se estabilizaron (material complementario en el anexo). Una semilla fue
considerada germinada cuando se observaba claramente la salida de la radicula
(Laboriau, 1983; Cordero & Di Stéfano, 1991). Debido a que se ha reportado que la
especie posee fotoblastismo negativo (Castillo y et al., 2013), el experimento se llevé a
cabo en oscuridad y bajo condiciones constantes de temperatura (15 + 1 °C); el agua
fue suministrada cuando el sustrato se encontraba seco al tacto; dosificando 1 ml en
cada oportunidad obteniendo un total de 5ml de agua administrada en cada placa de
Petri. Las placas de Petri se mantuvieron tapadas para evitar la evaporacion del agua.
El sustrato utilizado fue vermiculita. No se incluy6 el potencial osmotico -1MPa dentro de

los andlisis estadisticos ya que no se obtuvo germinacién alguna.



Para el andlisis estadistico se realiz6 un ANOVA simple para comparar el porcentaje de
germinacion con respecto a la region de origen. Se realiz6 un ANOVA de dos vias para
la comparacion entre tratamientos suministrados y las regiones de origen. Y finalmente
se realizd6 otro ANOVA de dos vias para obtener el tiempo de saturacién de la
germinacion de las semillas. El tiempo de maxima germinacién o tiempo de saturacion,
corresponde al tiempo (en dias) donde la curva de germinacién comienza a estabilizarse,
y no existe mas germinacion de semillas de Eschscholzia californica durante el tiempo
gque se mantuvo el experimento. Esta medida pretende conocer la influencia de la

disminucion en la disponibilidad de agua en el tiempo de germinacion de las semillas.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa Statistica 7.0.
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RESULTADOS

Comparaciones regionales en ausencia de estrés hidrico

Al evaluar la germinacion de Eschscholzia californica en ausencia de estrés
hidrico (figura 2), se observaron diferencias entre las regiones (p<0.05). Siendo

California aquella con menor porcentaje de germinacion (figura 2).

100
90
80
70
60
50 .

40

30

PORCENTAJE DE GERMINACION (%)

20

10

CHILE NUEVA ZELANDA CALIFORNIA
REGION

Figura 2. Porcentaje de germinacion en semillas de Eschscholzia -californica,
provenientes de tres regiones biogeograficas: Chile, Nueva Zelanda y California. Se

presentan los resultados obtenidos bajo la condicién control, es decir sin estrés hidrico.
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Comparaciones entre tratamientos

Posteriormente al evaluar el efecto global de la disponibilidad de agua sobre la
germinacion de Eschscholzia californica englobando las poblaciones frias y calidas, se
detectaron diferencias entre las regiones, siendo la germinacion significativamente
menor en California (Tabla 2, Figura 3). La reduccion de agua afecté negativamente la
germinacion de las semillas (Tabla 2, Figura 3); no se detectd interaccion estadistica
entre region y tratamiento (Tabla 2, Figura 3), lo que indica que las semillas de las tres

regiones fueron igualmente afectadas por la reduccién en la cantidad de agua.

Tabla 2. - Efecto de la disponibilidad de agua sobre la germinaciéon de Eschscholzia
californica en tres regiones diferentes. Los tratamientos de disponibilidad de agua son
los siguientes: TC: Control OMpa, T1: -0.25Mpa y T2: -0.5Mpa. Se presentan los analisis

para las semillas provenientes de Chile, Nueva Zelanda y California.

EFECTO GRADOS DE LIBERTAD F P
REGION 2 38.58 <0.001
TRATAMIENTO 2 8.05 <0.001
REGION x TRATAMIENTO 4 0.70 0.59
ERROR 169
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Figura 3. Efecto de la disponibilidad de agua sobre la germinacion de Eschscholzia
californica en tres regiones diferentes. Los tratamientos de disponibilidad de agua son
los siguientes: TC: OMpa Control, T1: -0.25Mpa, T2: -0.5Mpay T3: -1Mpa. Se presentan
los andlisis para las semillas provenientes de la regién de Chile, Nueva Zelanda vy
California. Se presenta graficamente el tratamiento 3, sin embargo, este no se encuentra

dentro de los andlisis estadisticos.
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Tiempo de saturacion en la germinacion de Eschscholzia californica

Al evaluar el tiempo de saturacién (figura 4) obtenido de las curvas de
germinacion (figuras en el anexo), se obtuvo que tratamiento control, tratamiento 1 y
tratamiento 2 poseen similar tiempo de saturacién, reportando sélo una diferencia en el
tiempo de saturaciéon de Chile con el tratamiento 2 (figura 4). Se detectd interaccion
estadistica entre region y tratamiento (tabla 3, figura 4), lo que indica que el tiempo de
saturacion de las tres regiones no fue afectado por la reduccién en la cantidad de agua

de la misma manera.

Tabla 3. - Tiempo de saturacion en la germinacién de Eschscholzia californica en tres
regiones geograficas expuestas a tres tratamientos: tratamiento control (TC: OMpa),
tratamiento 1 (T1: -0.25Mpa) y tratamiento 2 (T2: -0.5Mpa). Se presentan los analisis

para las semillas provenientes de la region de Chile, Nueva Zelanda y California.

EFECTO GRADOS DE LIBERTAD F P
REGION 2 21.5 <0.001
TRATAMIENTO 2 13.2 <0.001
REGION x TRATAMIENTO 4 11.3 <0.001
ERROR 171
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Figura 4. Tiempo de saturacién en la germinacion de Eschscholzia californica en tres
regiones geograficas expuestas a tres tratamientos: tratamiento control (TC: OMpa),
tratamiento 1 (T1: -0.25Mpa) y tratamiento 2 (T2: -0.5Mpa). Se presentan los andlisis

para las semillas provenientes de la region de Chile, Nueva Zelanda y California.
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DISCUSION

En este estudio se ha demostrado que (i) el potencial germinativo de
Eschscholzia californica varia entre regiones biogeogréficas: Siendo en Chile y Nueva
Zelanda mayor que en California; estas diferencias se expresan en condiciones de jardin
comun; (ii) el estrés hidrico afecta negativamente la germinacion de las semillas y este

efecto negativo es equivalente entre las tres regiones biogeograficas.

Nuestro experimento de jardin comun indica claramente que la capacidad de
germinacion es un rasgo variable y que tiene una base genética producto de procesos
locales como deriva o adaptacion. Se destaca el hecho que en Chile la capacidad de
germinacion es siempre mayor que en California. Es posible que estas diferencias
regionales en germinacion, sea un subproducto de diferencias en el tamafio de semillas,
el cual, es significativamente mayor en Chile que en las otras dos regiones, de acuerdo
con la idea general que semillas de mayor tamafio tienen una mayor capacidad de
germinar (Stanton, 1984; Weis, 1980; Chacon et.al., 1998; Cipollini & Stiles, 1991). Esto
concuerda con resultados sin publicar de Figueroa en el 2018, los cuales indican que el
tamafno de la semilla de Eschscholzia californica es mayor en Chile seguida por Nueva
Zelanda vy finalmente por California. Este sesgo en el tamafio de las semillas de
Eschscholzia californica en Chile puede estar explicado por su introduccion con fines
ornamentales a fines del siglo XIX (Frias et al., 1975; Arroyo et al., 2000; Leger & Rice,
2003). Este rasgo puede estar revelando la diferencia en el porcentaje de germinacién
de las semillas con respecto a la regién de origen, sin embargo, la tendencia en la

germinacion con respecto a la baja disponibilidad de agua se mantiene.
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En este experimento no se pudieron eliminar efectos maternales, es decir el
impacto que tiene el ambiente materno sobre el desempefio de la progenie (Mousseau
& Fox, 1998; Leger & Rice, 2007), el cual puede afectar, entre otros rasgos, la
germinacion de las semillas, influenciando el fenotipo maduro de un individuo (Roach &
Wulff, 1987). Debido a esta limitacion, estos efectos pasan a formar parte del error
estadistico. Futuros estudios de trasplantes reciprocos, los cuales permiten comparar la
capacidad de adaptacion de los individuos a condiciones ambientales diferentes a las de
su origen (Premoli & Mathiasen, 2011) en adicion de experimentos de germinaciéon con
varias generaciones de semillas podrian examinar con mas detalle estos aspectos. Sin
embargo, este trabajo es una buena aproximacién para conocer el comportamiento de

la germinacion bajo estrés hidrico.

A pesar de que la disponibilidad de agua es un factor crucial para la germinacion
de las semillas en general, al parecer para las semillas de Eschscholzia californica, existe
un umbral a partir del cual la germinacién decae significativamente; en el caso de Chile,
California y Nueva Zelanda, este umbral fue de -1Mpa. Sugiriendo para estas regiones

una reduccién no lineal en la germinacion.

Una de las razones de que las semillas no germinen frente a una baja
disponibilidad de agua podria deberse a un mecanismo de latencia, el cual impide la
germinacion de la semilla ya que el ambiente en el cual se encuentra no es lo
suficientemente resistente como para mantener el crecimiento posterior de las plantulas

(Matthews, 1976; Evans & Etherington, 1990).
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Es interesante notar que la germinacion de semillas fue mayor en ambiente
invadido que en el nativo. Si estas diferencias se mantuvieron en condiciones de jardin
comun, entonces es posible sugerir cambios microevolutivos importantes inducidos por
los ambientes invadidos. La hip6tesis de la evolucion de la capacidad competitiva
aumentada (EICA) puede explicar este acontecimiento, ya que indica que una vez que
las especies se encuentren en un ambiente libre de enemigos naturales, las plantas
evolucionan con mayor vigor debido a que la seleccién natural favorece los genotipos
gue poseen mayor asignacion de recursos para el crecimiento y no para la defensa de
enemigos que no se encuentran en el nuevo ambiente (Blossey & Notzold, 1995; Elton,
1958; Crawley, 1987). Variados estudios indican que, en diversas especies invasoras, la
asignacion de recursos para el crecimiento ya sea biomasa, area de la hoja, tamafio de
semillas, etc., aumenta en ambientes invadidos, debido a diversos factores, como la falta
de competencia, la ausencia de depredadores, etc. (Leger y Rice, 2003; Hierro et. al,
2009; Bossdorf, 2005; DeWalt et al, 2004; Kaufman & Smouse, 2001), lo que coincide
con la diferencia en la germinacién de Eschscholzia californica en su ambiente nativo e

invadido.

Otro aspecto que sorprende es que la mayor diferencia de germinacion se dio
entre Chile y California, dos regiones con ambientes muy similares, por lo cual se espera
una cierta conservaciéon de rasgos. ¢Como explicar estas diferencias? Es posible que
haya habido una seleccién de semillas de mayor tamafio en el rango invadido, para fines
ornamentales, lo cual explica a su vez la mayor germinacién observada en Chile y Nueva

Zelanda respecto de California.

Un resultado interesante, es que el tiempo de saturacion en la germinacién de

Eschscholzia californica se mantuvo de igual manera en todos los tratamientos (a
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excepcion del tratamiento con menor potencial osmético en Chile), indicando que la
méaxima germinacion ocurre en un tiempo similar a pesar de que el porcentaje de
germinacion sea totalmente diferente. En el caso del tratamiento 2 en Chile, es decir,
aquellas semillas que germinaron con una menor disponibilidad de agua tuvieron un
porcentaje de germinacion de alrededor de un 50%, revelando que, para esta region, un
aumento en el estrés hidrico retrasa el tiempo de méxima germinacion de Eschscholzia
californica. Por otro lado, en Nueva Zelanda y California, la baja disponibilidad de agua

no influye en este tiempo de saturacion.

Finalmente, estos datos aportan una buena aproximacién para conocer el
comportamiento de la germinacién de Eschscholzia californica bajo estrés hidrico, y por
lo tanto puede ser un antecedente para los diversos comportamientos de otras especies
de plantas, ya sean invasoras 0 hativas. Por otro lado, este estudio puede servir de
prondstico para evaluar el desempefo de la especie ante un eventual cambio en las
condiciones climaticas, como la disminucion de las precipitaciones debido al cambio
climatico. Asimismo, este estudio contribuye al conocimiento en la variacion de rasgos

fenotipicos que puede existir en una especie entre su ambiente nativo e invadido.
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CONCLUSIONES

Se comprueba la hipo6tesis donde la reduccién de la disponibilidad de agua afecta de
manera negativa la germinacion de Eschscholzia californica en las regiones de Chile,
Nueva Zelanda y California. La condicion limitante de disponibilidad de agua
corresponde a -1MPa para la germinacion de Eschscholzia californica. La disminucién
en la disponibilidad de agua no interviene en el tiempo de maxima germinacion de las
semillas para la mayoria de los tratamientos y regiones.

La germinacion de Eschscholzia californica posee una fuerte base genética frente a la
disminucion de disponibilidad de agua.

El porcentaje de germinacion de Eschscholzia californica es mayor en los rangos
invadidos que en el rango nativo.

A laluz de los resultados, los datos sugieren que, la disponibilidad de agua es un
factor de gran importancia en la germinacion de Eschscholzia californica, donde no se
obtiene germinacién alguna luego -1Mpa. Se recomienda que, en estudios posteriores,
se realicen experimentos de trasplante reciproco y con un mayor numero de
generaciones para descartar los posibles efectos maternos vinculados a los sesgos en
la germinacion diferenciada entre regiones. Ademas, realizar los experimentos con
semillas del mismo tamafio para descartar de la misma manera, la influencia de la
dimensién de la semilla en la germinacién. Por otro lado, seria interesante medir ademas
de la germinacion, otros atributos fenotipicos de la especie, como biomasa, hiumero de
estructuras reproductivas, area foliar, etc., para tener un estudio mas completo de los
rasgos fenotipicos presentes en las diferentes regiones donde se encuentra

Eschscholzia californica.
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ANEXO

Figura Al. Germinacion diaria de Eschscholzia californica en la poblacion mas calida en
Chile (11.8°C)
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Figura A2. Germinacion diaria de Eschscholzia californica en la poblacion mas fria en
Chile (8.8°C)
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Figura A3. Germinacion diaria de Eschscholzia californica en la poblacion mas calida en
Nueva Zelanda (11.7°C)
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Figura A4. Germinacion diaria de Eschscholzia californica en la poblacion mas fria en
Nueva Zelanda (8.8°C)
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Figura A5. Germinacion diaria de Eschscholzia californica en la poblacion mas calida en
California (11.4°C)
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Figura A6. Germinacion diaria de Eschscholzia californica en la poblacion mas fria en

California (9.4°C)
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