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Saber que no es querida

Cuando supo que su vida
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RESUMEN

Diversos estudios han dado cuenta de la variacién de una serie de rasgos que podrian permitir a
las especies invasoras mejorar su desempefo en zonas de mayor altitud. Para esta variacion se
reconoce que la plasticidad fenotipica tendria gran relevancia. Sin embargo, recientemente se
ha propuesto que la adaptacién por seleccidon natural podria ser tan importante como la
plasticidad fenotipica, incluso mas relevante para especies capaces de colonizar mayores
altitudes, particularmente en los limites del rango altitudinal. En este trabajo se estudié el rol
gue podria tener la seleccién para la variacion de rasgos ecofisiolégicos en la planta invasora
Eschscholzia californica, en un gradiente altitudinal. Se estudiaron dos sitios en la Cordillera de
los Andes en Chile central, a 1180 (Sitio 1) y 2220 msnm (Sitio 2). Se observé mayor conductancia
estomdtica maxima y densidad estomdtica, y menor tamafio de estomas a mayor altitud. En
cuanto al andlisis de seleccién fenotipica, la mayoria de los rasgos estudiados mostraron algun
coeficiente de seleccidn significativos en alguno de los sitios. Sin embargo, el analisis de
covarianza sugiere que no habria un efecto del sitio sobre la relacidon entre los rasgos y la
adecuacion bioldgica. Por tanto, si bien ciertos rasgos estarian siendo blancos de selecciéon estos
no se verian afectados de manera significativa por el gradiente altitudinal en estudio. Estos
resultados sugieren que la variacion por seleccién en rasgos ecofisioldgicos podria cumplir un rol
en el proceso de invasidn de E. californica. Este estudio representa un aporte a la comprension
del rol que podrian representar los caracteres ecofisioldgicos y su potencial valor adaptativo para

procesos de invasion de especies en Chile.

ix



ABSTRACT

Several studies have reported the variation of a series of traits that could allow invasive species
to improve their performance in higher altitude areas. For this variation it is recognized that the
phenotypic plasticity would have great relevance. However, it has recently been proposed that
adaptation by natural selection could be as important as phenotypic plasticity, even more
relevant for species capable of colonizing higher altitudes, particularly in the altitudinal range
limits. In this work we studied the role that selection could have for the variation of
ecophysiological traits in the invasive plant Eschscholzia californica, in an altitudinal gradient.
Two sites were studied in the Cordillera de los Andes in central Chile, at 1180 (Site 1) and 2220
masl (Site 2). Higher stomatal conductance and stomatal density and smaller stomatal size at
higher altitude were observed. Regarding phenotypic selection analysis, most of the traits
studied showed some significant coefficient of selection in some of the sites. However, the
analysis of covariance suggests that there would be no effect of the site on the relationship
between traits and biological fitness. Therefore, although certain traits would be targets of
selection, these would not be significantly affected by the altitudinal gradient under study. These
results suggest that variation by selection in ecophysiological traits could play a role in the
invasion process of E. californica. This study represents a contribution to the understanding of
the role that the ecophysiological characters could represent and their potential adaptive value

for species invasion processes in Chile.



INTRODUCCION

Las invasiones bioldgicas representan una amenaza para la biodiversidad (Drake et al. 1989;
Vitousek et al. 1996; Wilcove et al. 1998) y son consideradas como uno de los mayores
componentes del cambio global (Sala et al. 2000). Por tanto, determinar qué factores podrian
permitir y facilitar la colonizacién exitosa y posterior dispersidon de plantas invasoras en nuevos

habitats constituye un foco central en ecologia de invasiones.

Particularmente, los ecosistemas de montafia han sido considerados ambientes
resistentes a la colonizacion de plantas exéticas, debido a que para ello deben establecerse bajo
condiciones usualmente catalogadas como extremas: bajas temperaturas, alta radiacién solar,
fuertes vientos, substratos inestables, cortas épocas de crecimiento y reproduccién (Billings y
Mooney 1968; Korner 2003). Sin embargo, a nivel global, al afio 2016 se habian registrado al
menos 200 especies de plantas exdticas por sobre el limite arbéreo, dando cuenta que, si bien
ciertos procesos y caracteristicas de estos ambientes podrian dificultar la exitosa colonizaciéon de
plantas invasoras, estas de igual forma serian capaces de establecerse en estos ambientes

(Alexander et al. 2016).

En general, se reconoce que las condiciones climaticas pueden ejercer fuertes presiones
selectivas sobre la historia de vida y fisiologia de las plantas (Linhart y Grant 1996).
Particularmente sobre gradientes altitudinales en habitats a gran altitud, se ha observado
convergencia de rasgos morfoldgicos y fisioldgicos entre especies de plantas poco

emparentadas, lo que sugiere que estos ambientes representarian presiones selectivas similares



(Clausen et al. 1940; Ackerly y Reich 1999; Swenson y Enquist 2007; Read et al. 2014). En cuanto
a las especies de plantas invasoras, diversos estudios han observado variaciéon en una serie de
caracteres que les permitirian establecerse en zonas de mayor altitud (e.g., Alexander et al. 2009;
Leger et al. 2009; Monty y Mahy 2009). Por ejemplo, Alexander et al. (2009) en un estudio sobre
ocho especies de herbaceas observaron que a mayor altitud los individuos presentan menor
alturay menor numero de flores, pero mayor tamafio de semillas. Ademas, plantean la necesidad

de comenzar a evaluar los mecanismos detras de estas variaciones en gradientes altitudinales.

Uno de los mecanismos frecuentemente invocado para explicar la variacién fenotipica
en especies de plantas invasoras es la plasticidad fenotipica (Richards et al. 2006; Davidson et al.
2011). Sin embargo, estudios recientes proponen que la seleccion natural también podria estar
ejerciendo un efecto significativo en el éxito invasivo de estas especies (Buswell et al. 2011; Si et
al. 2014; Oduor et al. 2016), particularmente en aquellas capaces de colonizar mayores altitudes
(e.g., Monty y Mahy 2009), en especial en los limites del rango altitudinal (Haider et al. 2012).
Becker et al. (2005) propone que esto podria explicarse en parte por la via de introduccién de las
plantas exdéticas hacia mayores altitudes, las que principalmente llegarian a estos ambientes
desde zonas bajas del rango invadido, las que a su vez habrian sido transportadas desde zonas
bajas del rango nativo, por tanto no poseerian “adaptaciones especificas” para enfrentar

ambientes a mayor altitud.

Los gradientes altitudinales pueden representar fuertes restricciones fisioldgicas para el
establecimiento de especies exdticas hacia mayores altitudes. Es probable que los rasgos
ecofisiolégicos, aquellos asociados a la obtencién y utilizacion de recursos, influyan en la

adecuacion bioldgica y, por tanto, experimenten evolucién adaptativa (Ackerly et al. 2000).



Rasgos ecofisioldgicos como la masa de hoja por area (LMA) y la conductancia estomatica se ha
visto varian sobre gradientes altitudinales. Korner et al. (1986) en un estudio sobre especies
nativas pertenecientes a tres grupos funcionales de plantas, observaron que tanto la
conductancia estomdtica maxima como la masa de hoja por drea (LMA) incrementan con la
altitud. Si bien estudios recientes proponen una serie de factores ambientales que podrian estar
influenciando tanto al LMA (Wright et al. 2004; Poorter et al. 2009; Read et al. 2014), como
rasgos estomaticos, entre ellos la conductancia estomatica (Yang et al. 2014), existiria una

tendencia de ambos a aumentar a mayor altitud.

Por un lado, la conductancia estomdtica constituye el principal control para el
intercambio gaseoso, permitiendo optimizar la captacién de carbono respecto a la pérdida de
agua (Cowan 1977; Farquhar et al. 1980), con consecuencias directas para el metabolismo de la
hoja y el balance energético (Schulze et al. 1994). A mayor altitud un aumento en la conductancia
estomatica implicaria una mayor capacidad fotosintética, lo cual podria favorecer individuos en
ambientes con menor época de crecimiento y reproduccion (Woodward 1986; Schulze et al.
1994). Por otra parte, la masa de hoja por area (LMA), que representa la relacién entre el costo
de biomasa invertida por unidad de drea para intercepcion de la luz (Gutschick y Wiegel 1988),
ha sido identificado como un elemento clave dentro del “leaf economics spectrum” por su
capacidad de reflejar la estrategia ecoldgica de una planta (Reich et al. 1999; Wright et al. 2004).
Basandose en las predicciones de la teoria del “leaf economics spectrum”, particularmente en
gradientes altitudinales, las condiciones ambientales extremas y menor disponibilidad de
nutrientes a mayor altitud podrian promover especies tolerantes al estrés que tenderian a
invertir mas carbén por unidad de hoja (Korner et al. 1989; Kérner 2012), favoreciéndose

mayores valores de LMA. Por otro lado, factores climaticos como mayor radiacion solar (Wright



et al. 2004) y menor temperatura media anual (Read et al. 2014) podrian favorecer mayores
valores de LMA a mayor altitud. Por tanto, las condiciones hacia mayores altitudes podrian

favorecer mayores valores tanto de LMA como de conductancia estomdtica.

Desafortunadamente, son escasos los estudios tendientes a detectar potenciales
blancos de seleccidn sobre caracteres ecofisiolégicos (Arntz y Delph 2001; Buswell et al. 2011) y
menos aun en especies invasoras. No obstante, quienes han indagado en ello han reportado
cambios evolutivos en al menos un set de rasgos asociados a fisiologia (e.g., Maron et al. 2007;
Etterson et al. 2008; Buswell et al. 2011). Buswell et al. (2011) observé para ocho de 23 especies
invasoras variaciones en caracteres como altura de la planta, LMA, drea y forma de hoja, desde
el momento de su introduccidn, sugiriendo que la rapida evolucién en especies de plantas
invasoras seria mds comun y de una magnitud mucho mayor de lo que se pensaba

anteriormente.

En este trabajo se estudid a la especie Eschscholzia californica Cham. (Papaveraceae),
una herbacea nativa de la costa oeste de Norteamérica, la cual ha invadido una serie de
ambientes mediterraneos alrededor del mundo (Stebbins 1965), incluido Chile (Arroyo et al.
2000; Leger and Rice 2003). En los ultimos afos una serie de estudios han caracterizado la
variacion de rasgos morfoldgicos de esta especie en gradientes latitudinales (Frias et al. 1975;
Leger y Rice 2007; Zamorano y Bustamante 2017) y altitudinales (Leger y Rice 2007; Castillo et
al. 2013; Bustamante et al. 2018). Estos estudios han encontrado diferencias significativas para
algunos rasgos a diferentes altitudes en Chile central, observdndose menor nimero de flores,
mayor numero de hojas, mayor biomasa vegetativa y menor tamafio total de la planta a mayor

altitud (Bustamante et al. 2018). Ademads, argumentan que, debido al alto costo en reproduccién



a gran altitud, habria alcanzado su limite altitudinal y estaria bajo fuertes restricciones
fisiolégicas (Bustamante et al. 2018). Estos antecedentes hacen pensar que los rasgos fisiologicos
podrian estar jugando un rol fundamental para el éxito invasivo de esta especie en estos

ambientes extremos.

En este trabajo se evalud el rol potencial de la seleccion fenotipica sobre diferentes
rasgos ecofisioldgicos en Eschscholzia californica en dos altitudes contrastantes en la Cordillera
de los Andes, zona central de Chile. Todo esto bajo la hipdtesis de que los individuos de E.

californica que habitan a mayor altitud presentarian seleccién sobre mayores valores de LMA y

Gwmax-



Hipétesis de trabajo

Es esperable que la variacidn en las condiciones climaticas presentes a lo largo de un gradiente
altitudinal, caracterizado por menor temperatura, mayor radiacién solar y menor época de
crecimiento hacia mayores altitudes, genere presiones selectivas diferenciales que conduzcan a

regimenes selectivos diferentes sobre los caracteres fisioldgicos de Eschscholzia califdrnica.

Particularmente, dado que el valor de LMA varia positivamente con la radiacion solar y
negativamente con la temperatura media anual, es esperable que a mayor altitud se observe

seleccion fenotipica actuando sobre individuos que presenten mayores valores de LMA.

Por otro lado, debido a que la conductancia estomatica maxima (gwmax) permite una mayor
capacidad fotosintética y, por tanto, mejorar el desempefio durante una menor época de
crecimiento, es esperable que a mayor altitud se observe seleccion fenotipica actuando sobre

individuos que presenten mayores valores de gwmax.

Objetivos

Objetivo general

l. Determinar el rol potencial de la seleccién fenotipica sobre diferentes caracteres

fisiolégicos en Eschscholzia californica en un gradiente altitudinal.

Objetivos especificos

I Caracterizar la variabilidad de los rasgos fisioldgicos a dos altitudes.
Il. Cuantificar el éxito reproductivo de las plantas a dos altitudes.

Il Estimar los coeficientes de seleccidn fenotipica en rasgos fisioldgicos a dos altitudes.



MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

Este estudio se realizé en el gradiente altitudinal que va desde Santiago hacia la localidad de
Farellones, Cordillera de los Andes de Chile central. Se seleccionaron dos sitios a dos altitudes
diferentes. Este gradiente altitudinal presenta una pendiente empinada con una tasa de
enfriamiento adiabdtico de 6° C Km™ (Cavieres y Arroyo 1999). En cuanto a la vegetacion, esta se
encuentra dominada por Acacia caven, Baccharis linearis, Colliguaja odorifera (1000 a 1500 m) y
Kagenekia oblonga (2000 m) (Bustamante et al. 2018). El Sitio 1 (33°22'11.61"S; 70°23'55.83"0)
ubicado a 1180 msnm, se caracteriza por una temperatura media anual de 10,4°Cy precipitacion
media anual de 510 mm. Mientras que, el Sitio 2 (33°21'28.76"S; 70°19'29.27"0) ubicado a 2220
msnm, presenta una temperatura media anual de 8,5°C y precipitacion media anual de 495 mm
(Pefia-GAmez y Bustamante 2012). La obtenciéon de datos se llevd a cabo durante el verano de
2017. Se seleccionaron de manera aleatoria 87 plantas en el Sitio 1 y 78 en el Sitio 2, a las cuales
se les cuantificé diferentes caracteres morfoldgicos y fisioldgicos, asi como el nimero de semillas

para estimar la adecuacidn bioldgica.

Modelo de estudio

Para este estudio se selecciond la planta Eschscholzia californica (Cham.) Papaveraceae, una
hierba perenne, auto-incompatible y con polinizacidn mediada por insectos de diferentes
ordenes y por viento (Cook 1962; Nakamura 1994). Las flores carecen de néctar y presentan una

corola de 16 a 76 mm de diametro, con un estilo filiforme y numerosos estambres, las cuales se



cierran durante la noche y en dias nublados o con lluvia (Villagran et al. 2007). Su fruto es una
vaina con dehiscencia explosiva, generando una dispersién balistica de sus semillas de hasta
maximo 2 m de distancia desde la planta. Es una de las pocas especies de plantas vasculares
(Baskin and Baskin 2014) que posee semillas con fotoblastismo negativo (Goldthwaite et al. 1971;
Castillo et al. 2013). Ha sido descrita como invasora en una serie de ambientes Mediterraneos
(Stebbins 1965; Cook 1962; Arroyo et al. 2000; Leger and Rice 2003), entre ellos Chile, donde su
introducciéon data de principios del siglo XIX al interior de jardines botanicos para luego
establecerse principalmente en ambientes abiertos y perturbados (Cook 1962; Frias et al. 1975).
En su rango nativo esta especie se desarrolla desde los 0 a los 2000 msnm. Probablemente su
capacidad para desarrollarse sobre diferentes tipos de suelo (Cook 1965) y colonizar diversas
condiciones ambientales (Leger and Rice 2007), le ha permitido extenderse en Chile sobre un
amplio rango de distribucion, entre las latitudes 30° y 38° Sy desde los 0 a los 2200 msnm (Arroyo
et al. 2000; Pefia-GOmez y Bustamante 2012). Estudios recientes indican que presenta la
potencialidad de expandir ain mas su rango de distribucién (Pefia-Gomez et al. 2014), aunque
en Chile central estaria en un equilibrio demografico en su limite altitudinal (Pefia-Gomez y

Bustamante 2012).

En Chile, esta especie ha sido ampliamente estudiada (Frias et al. 1975; Leger and Rice
2003, 2007; Leger y Forister 2005; Pefia-Gomez y Bustamante 2012; Castillo et al. 2013; Pefa-
Gomez et al. 2014; Anic et al. 2015; de Armas-Ricard et al. 2016; Zamorano y Bustamante 2017;
Bustamante et al. 2018). Los individuos de E. californica presentan semillas de entre 1.4y 1.8
mg, produciendo entre 25 y 107 semillas por fruto (Zamorano y Bustamante 2017).
Particularmente sobre gradientes altitudinales, se ha observado variacién en diversos rasgos. Se

ha visto que a mayor altitud, entre 1000 y 2000 msnm, los individuos presentan menor alturay



numero de flores, mayor nimero de hojas y mayor biomasa floral y vegetativa (Bustamante et
al. 2018). Por otro lado, los resultados de un estudio sobre la diversidad y estructura genética en
poblaciones a lo largo de gradientes altitudinales en Chile central, sugiere que no habria
limitacion a la dispersidn a grandes altitudes (Bustamante et al. 2018). En cuanto a estudios que
comparan rangos nativos e invadidos, se ha observado que individuos introducidos en Chile
presentan un mayor tamano y fecundidad que aquellos presentes en poblaciones nativas, lo cual
podria estar explicado por la liberacién de competencia en el lugar de introduccién (Leger y Rice
2003). Ademas, Leger y Rice (2007) al comparar rasgos de poblaciones del rango nativo e
introducido con gradientes climaticos, concluyen que algunos rasgos morfoldgicos,
reproductivos y fenoldgicos serian adaptativos y habrian evolucionado desde la introduccién de

esta especie al pais.

Medicidn de rasgos fisiologicos

Se cuantificd un conjunto de caracteres asociados a la fisiologia de la planta; masa de hoja por
area (LMA), densidad (SD) y tamanio (SS) de estomas y conductancia estomatica maxima (gwmax)-
Adicionalmente, para cada individuo se estimé el output reproductivo corregido por la biomasa

vegetativa como componente femenino de la adecuacion bioldgica.

Para estimar la masa de hoja por area (LMA), in situ se fotografiaron dos hojas recién
colectadas por individuo, a las cuales luego se les calculd el drea mediante el software Image)
(disponible en https://imagej.nih.gov/ij/). Posteriormente, las hojas colectadas fueron secadas
en estufa a 70°C por 72 horas hasta peso constante para el calculo de la biomasa (g). Finalmente,

el LMA se calculé como la razén entre el peso seco de la hoja (g) y el rea de hoja fresca (m?).



Para estimar los rasgos estomaticos por individuo, se colectaron seis hojas por planta,
tres para determinar el nUmero de estomas de la cara adaxial y tres para la cara abaxial. A cada
hoja se le aplicd una capa de esmalte de uiia (Hilu y Randall 1984), sobre la cara abaxial o adaxial.
Luego, el esmalte se retiré con un trozo de cinta adhesiva, se colocd sobre un portaobjeto y se
observé mediante un microscopio Carl Zeiss modelo AXIO Lab.Al con un aumento de 400x, para
luego tomar fotos de dos campos visuales con una cdmara digital Nikon Rebel EOS T3 con
objetivo zoom EF-S 18-55mm f/3.5-5.6 Ill acoplada al microscopio. En caso de no poder obtener
imagenes de una de las hojas, se sacaron tres fotos por cada una de las otras dos, para
finalmente, en cualquiera de los dos casos, obtener seis campos visuales por individuo. Para
medir el nimero de estomas y su largo (L) se usd el software Imagel) (disponible en
https://imagej.nih.gov/ij/). La densidad estomatica (SD) se calculé como el nimero de estomas
por mm?y el tamafio de los estomas (SS) en pm? con la ecuacién SS = 0,25 L?. La conductancia
estomatica maxima (gwmax) €n mol s m se estimé mediante la ecuacidon propuesta por Franks
and Farquhar (2001) que relaciona la densidad estomatica y la profundidad y tamafio de los

estomas.

d
g _ 5 -SD ama,/
wmax (l + %W)

, donde d corresponde a la difusividad del vapor de agua en el aire a 25°C (0,0000249 m?s?) y v
corresponde al volumen molar del aire (0,0224 m® mol?), ambos valores constantes. SD
corresponde a la densidad estomatica (m™), a,,q, corresponde al drea maxima del poro
estomdtico (m?); calculado como a4 = SS 0,4 y [ corresponde a la profundidad del poro (m);

calculado comol = 0,125 L.
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Finalmente se determiné el componente femenino de la adecuacidn bioldgica individual
como el ndmero promedio de semillas por individuo dividido por la biomasa vegetativa
individual. Donde el nimero promedio de semillas se estimé como el promedio de semillas de

entre 2 a 4 frutos multiplicado por el nimero total de frutos por planta.

Andlisis estadisticos

Para evaluar si existian diferencias significativas para cada rasgo entre poblaciones se llevd a
cabo una prueba de t para dos grupos independientes cuando los datos eran paramétricos o la
prueba U de Mann-Whitney con correccion de continuidad cuando los datos no cumplian alguno
de los supuestos de normalidad y/o homocedasticidad de varianza. Ambos analisis fueron

realizados en el programa R v1.1.447 (RStudio Team 2016).

Analisis seleccion fenotipica

Una metodologia ampliamente utilizada en estudios de seleccidn fenotipica es la propuesta por
Lande y Arnold (1983). Esta metodologia se basa en regresiones multiples del fitness relativo
sobre los caracteres observados, lo cual permite analizar las fuerzas de seleccion sobre los rasgos,
estimando el efecto de estos sobre el fitness de un individuo. Pese a la aparente simplicidad, la
violacidn de algunos supuestos puede entorpecer y viciar de manera importante el analisis
(Lande y Arnold 1983; Mitchell-Olds y Shaw 1987) y la interpretacion de algunos coeficientes
puede ser errada sin el uso de herramientas que permitan una representacién grafica de la
relacién entre el fenotipo y la adecuacién bioldgica relativa (Schluter 1988). Morrissey y Sakrejda

(2013)_desarrollaron una nueva aproximacién que permite calcular los coeficientes de seleccién
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a partir de la caracterizacion de la funcidon de fitness basada en un modelo aditivo generalizado

(GAM).

Para determinar la magnitud, direccién y forma de la seleccidn actuando sobre los rasgos
asociados a fisiologia, se estimaron los coeficientes de seleccidn fenotipica mediante la
aproximacioén desarrollada por Morrissey y Sakrejda (2013). Adicionalmente, para explorar la
relacidn entre cada rasgo y la adecuacién bioldgica relativa de la especie se construyeron graficos
de regresiones semi-paramétricas basadas en splines cubicos utilizando la metodologia
planteada por Schluter (1988). Ademas, se estimd la oportunidad de seleccidn para cada sitio
como la varianza de la adecuacién bioldgica relativa que representa el limite superior de la fuerza
de seleccién (Brodie et al. 1995). Estos andlisis se llevaron a cabo para cada sitio de manera
independiente. El andlisis incluyd los rasgos altura de la planta, SD abaxial y adaxial, LMA y Swmax,
los cuales fueron estandarizados (i.e., promedio = 0 y desviacién estandar = 1), restando el
promedio del rasgo a cada valor y dividiendo por la desviacidn estandar. Esto permite estimar
los coeficientes de seleccion en unidades de desviacidén estandar, lo cual permite comparar la
magnitud de la seleccidn entre rasgos o entre poblaciones (Lande y Arnold 1983). Finalmente,
los coeficientes de seleccion fueron calculados a partir de la adecuacidn bioldgica relativa (Wrel)
calculada como la razén entre la adecuacién biolégica individual (W) y la media de la adecuacion
bioldgica de la poblacién (W). Siguiendo la propuesta de Moran (2003) todos los valores de P se

reportan sin realizar ajuste de Bonferroni (e.g., Nguyen et al. 2016).

a) Diferenciales estandarizados de seleccion

Para determinar la seleccidn total actuando sobre cada rasgo particular, en cada poblacién,

incluyendo selecciéon directa (relacion directa entre un rasgo y el fitness) e indirecta (cambio
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resultante de correlaciones con otros rasgos que afectan el fitness), se estimaron los
diferenciales de seleccidn. La estimacion del diferencial estandarizado de seleccion lineal (S’) y
no lineal (C’) se realizé mediante la funcidon moments.differentials() del paquete de R “gsg”
(Morrissey and Sakrejda 2013). Esta funcién permite calcular los diferenciales estandarizados
directamente de las diferencias en los momentos fenotipicos, antes y después de la seleccién. El
calculo se basa en la diferencia entre los momentos ponderados por el fitness (medias, varianzas,

covarianzas) de la distribucién fenotipica y los momentos no ponderados.

b) Gradientes estandarizados de seleccion

Para describir la fuerza directa de la seleccidén actuando sobre un rasgo, excluyendo la seleccién
indirecta, se cuantificaron los gradientes de seleccion para cada poblacion. La estimacién de los
gradientes de seleccion lineal (Bi), no lineal (yi) y correlacional (y;) se realizé mediante la funcion
gam.gradients() del paquete de R “gsg” (Morrissey y Sakrejda 2013). Esta funcion permite
calcular los gradientes estandarizados de seleccién lineal (Bi) y no lineal (yi), como la primeray
segunda derivada parcial, respectivamente, de la funcion de fitness obtenida desde un modelo
aditivo generalizado (GAM). El gradiente correlacional (y;) fue estimado a partir de la interaccién
de pares de rasgos con el fitness relativo. La funcion GAM de la cual se estiman los gradientes de
seleccidn se generd con una estructura de error de tipo Gamma y una funcidn link de tipo “log”,
ademas de un factor de “suavidad” (s) que permite generar una funcién suavizada. Los valores
de significancia para los gradientes de seleccion fueron calculados mediante un Bootstrap de
caso con 10.000 repeticiones. Al calcular los gradientes de seleccidon desde un modelo aditivo
generalizado (GAM), se “relajan” los supuestos de multicolinealidad y normalidad de los

residuales del modelo, problemas ampliamente discutidos en la aproximacion cldsica de Lande y
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Arnold (1983) y reconocidos tanto por sus autores como por trabajos posteriores (e.g., Mitchell-

olds y Shaw 1987).

¢) Grdficos de funciodn de fitness

Finalmente, para complementar la informacién que entregan los coeficientes de seleccién, se
construyeron graficos de regresiones semiparamétricas basadas en splines para poder examinar
visualmente la relacién entre cada rasgo vy el fitness relativo. Estas funciones se extrajeron del
modelo aditivo generalizado construido para la estimacidn de los gradientes de seleccion y se

generaron mediante la funcidn de R plot.gam() que permite graficar una funcién GAM.

Todas las estimaciones tanto de diferenciales como de gradientes de seleccién y graficos de
funcién fitness fueron realizados con el paquete “gsg” en el software R v1.1.447 (RStudio Team

2016).

d) ANCOVA

Finalmente, para determinar diferencias significativas en los coeficientes de seleccidn entre sitios
se realizé un andlisis de covarianza (ANCOVA). Para ello se utilizé el fitness relativo como variable
respuesta, los caracteres como variables independientes y el sitio como covariable. Se incluyeron
los rasgos que presentaron algun coeficiente de seleccion significativo en alguno de los sitios,
incluyendo las relaciones lineales y no lineales y su respectiva interacciéon en el mismo modelo

de ANCOVA.
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RESULTADOS

Caracterizacion de la variabilidad de rasgos

Respecto a los rasgos estudiados, se observd que los individuos presentes en el Sitio 2, a mayor
altitud, presentan de manera significativa un tamafo de estomas (SS) 12% menor en la cara
abaxial (W =4828,5 p <0,001) y 17% menor en la cara adaxial (W = 5506 p <0,001), una densidad
estomatica (SD) 22% mayor en la cara abaxial (W = 1650,5 p <0,001) y 26% mayor en la cara
adaxial (t =-7,989 df = 167 p <0,001) y una conductancia estomatica maxima (gwmax) 16% mayor
(t =-6,682 df = 167 p <0,001) respecto a aquellos individuos presentes en el Sitio 1, a menor

altitud. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas para el LMA (W =2952 p =0,055)

entre sitios (Tabla 1; Anexo 1).

Tabla 1. Resumen de los caracteres de E. californica entre sitios en estudio. Los valores corresponden al

promedio de cada rasgo y entre paréntesis se indica el error estandar. Diferencias significativas se indican

con asterisco. ® p<0,1; * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001.

Rasgo 1180 msnm 2220 msnm
SS abaxial (um?) *** 136,1(£3) 120,3 (£2,5)
SS adaxial (um?) *** 146,1 (£3) 121,3(£2,3)
SD abaxial (estomas/mm?) ***  153,6(£2,9) 187,6(z4)
SD adaxial (estomas/mm?2) *** 146,7 (£3,2) 184,5(+3,4)
LMA (g/m?) 41,4 (+0,7)  43,1(+0,5)
Zmax (MoOl/s1-m?2) *** 1,92 (£0,02) 2,22 (£0,03)

15



Andlisis de seleccidn fenotipica

Se observé una oportunidad de seleccién 39% menor hacia mayor altitud. Mientras que en el
Sitio 1, ubicado a 1180 msnm, esta fue de 0,498 + 0,037, en el Sitio 2, ubicado a 2220 msnm, fue

de 0,305 + 0,024.

El anadlisis de seleccién fenotipica mostrd coeficientes de seleccién significativos para
todos los rasgos en al menos uno de los sitios (Figura 1 y 2). En el Sitio 1 se observaron
coeficientes significativos sobre SD abaxial y gwmax mientras que en el Sitio 2 se observaron sobre
SD abaxial, SD adaxial, LMA y gwmax. NO se observaron gradientes de seleccidn correlacional
significativos sobre ninguno de los rasgos. Los valores de los coeficientes de seleccidn, asi como
el error estandar y el valor de significancia asociado a cada uno de ellos se muestran en el Anexo

2 para cada uno de los sitios.

En cuanto a la densidad estomatica (SD) se observaron coeficientes de seleccion
significativos en ambos sitios. Para el Sitio 1, ubicado a 1180 msnm, se observé un gradiente no
lineal significativo sobre SD abaxial (yi’ = 0,0001 p = 0,0258). Lo cual sugiere una seleccién directa
de tipo disruptiva de baja intensidad actuando sobre este rasgo en la cara abaxial. Al observar la
representacion grafica se observa mayor intensidad a menores valores del rasgo, pero con un
gran intervalo de confianza, probablemente por la baja cantidad de datos extremos de la
relacidn, luego hacia mayores valores se presenta un leve aumento de la adecuacidn bioldgica
seguido de una disminucion. Esto podria deberse a la baja intensidad del coeficiente de seleccidn
observado en el Sitio 1. Por otro lado, en el Sitio 2, ubicado a 2220 msnm, se observd para SD
abaxial un diferencial no lineal (C’ = -0,1346, p = 0,0144) y un gradiente de seleccién no lineal

significativo (yi’ = 0,0074 p = 0,0392) y para SD adaxial solo un diferencial no lineal significativo
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(C’' =-0,1424, p = 0,0208). Lo cual sugiere una seleccién directa de tipo estabilizadora actuando
sobre este rasgo en ambas caras de la hoja y, ademas, una seleccion directa de tipo disruptiva
de baja intensidad actuando sobre la cara abaxial, favoreciendo valores extremos del rasgo. Sin
embargo, la representacién gréfica muestra una mayor adecuacién bioldgica para valores
intermedios-bajos del rasgo, seguido de un suave descenso que se mantiene relativamente

constante hacia mayores valores, en ambas caras (Figura 4Ay B).

Por otro lado, para el rasgo LMA en el Sitio 1 se observé un diferencial de seleccidn lineal
(8 =0,133, p = 0,0484) y un gradiente de seleccion no lineal significativos ( v ii’ = 0,0188, p =
0,003). Esto sugiere una seleccion total de tipo direccional positiva, favoreciendo mayores
valores del rasgo y una seleccién directa de tipo disruptiva de menor intensidad. Al examinar la
representacion grafica (Figura 3B), se observa de manera general una seleccién direccional
positiva. Particularmente, desde menores hacia mayores valores del rasgo, primero un leve
descenso en la adecuacién bioldgica para luego ir aumentando paulatinamente. Mientras que
en el Sitio 2 solo se observd un gradiente de seleccidn no lineal significativo ( vy ii’ = 0,0012, p =
0,0102). Por otro lado, para el Sitio 2 la representacién grafica no muestra una relacion clara
entre el rasgo y la adecuacion bioldgica, la cual aumenta para valores bajos, intermedios y altos
del rasgo (Figura 4C), lo cual podria explicar en parte la baja intensidad de la selecciéon disruptiva

que estaria actuando sobre este rasgo.
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Figura 1. Diferenciales de seleccidn a través del componente femenino de la adecuacién bioldgica
en E. californica para cinco rasgos en dos altitudes. Barras de error indican £1 error estandar
obtenido mediante un Bootstrap con 10000 repeticiones. A Diferenciales estandarizados de
seleccidn lineal (S’), B Diferenciales estandarizados de seleccidon no lineal (C’). Se indica la

significancia con un asterisco. ® p <0.1; * p <0,05; ** p <0.01; *** p <0.001.
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Figura 2. Gradientes de seleccion a través del componente femenino de la adecuacion bioldgica

en E. californica para cinco rasgos en dos altitudes. Barras de error indican +1 error estandar

obtenido mediante un Bootstrap con 10000 repeticiones. A Gradientes estandarizados de

seleccién lineal (Bi’), B Gradientes estandarizados de seleccién no lineal (yi’). Se indica la

significancia con un asterisco. ® p <0.1; * p <0,05; ** p <0.01; *** p <0.001.

Para guwmax €n el Sitio 2 solo se observé un diferencial de seleccion no lineal (C' =-0,1329,

p = 0,0092). Esto sugiere una seleccidn total de tipo estabilizadora actuando sobre este rasgo en

el Sitio 2, sin embargo, al observar la representacion grafica (Figura 4D) se observa una relacién

direccional positiva. Esto podria ser producto del gradiente lineal de seleccion que, si bien en el



analisis resulté marginalmente significativo (yi’ = 0,2843, p = 0,0542), podria afectar de manera

relevante la relacién de este rasgo con la adecuacién bioldgica.
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Figura 3. Regresiones de spline cibicos mostrando la relacién entre rasgos que presentaron algin
coeficiente no lineal de seleccién y la adecuacién bioldgica relativa (Wrel) para el Sitio 1. Area
sombreada representa el intervalo de confianza (95%), correspondiente a +1 error estandar. El

intervalo de confianza se estimé mediante un Bootstrap de 5000 iteraciones.
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Figura 4. Regresiones de spline cubicos mostrando la relacion entre rasgos que presentaron algin
coeficiente no lineal de seleccién y la adecuacién bioldgica relativa (Wrel) para el Sitio 2. Area
sombreada representa el intervalo de confianza (95%), correspondiente a 1 error estandar. El

intervalo de confianza se estimé mediante un Bootstrap de 5000 iteraciones.

El analisis de covarianza (ANCOVA) no mostré una relacion significativa del sitio con la
relacién entre los rasgos estudiados y la adecuacién bioldgica (Tabla 2). Dando cuenta que la
altitud no tendria un efecto significativo en la relacion entre cada rasgo y la adecuacién biolégica

de E. californica.
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Tabla 2. Andlisis de covarianza del impacto de los caracteres sobre la medida de adecuacién biolégica
femenina para E. californica. Se muestra grados de libertad (df), suma de cuadrados (SS) y valor de F. Valores

significativos se indican con asterisco. ® P<0,1, * P <0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001.

Fuente df ss F
Sitio 1 15641 0,796
LMA 1 49573 2,524
8 imax 1 18868 0,961
SD Abaxial? 1 1693 0,086
SD Adaxial® 1 90211 4,594 *
LMAZ? 1 4649 0,237
8max 1 38153 1,943
Sitio:LMA 1 198 0,01
Sitio:g,,max 1 270 0,014
Sitio:SD Abaxial? 1 4720 0,240
Sitio:SD Adaxial? 1 991 0,05
Sitio:LMA? 1 28536 1,453
SItio:g ymax’ 1 37236 1,896
Error 153
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar el rol de la seleccidn sobre rasgos ecofisiolégicos en la
especie invasora Eschscholzia californica. Para esto se estudiaron dos poblaciones ubicadas a
1180 (Sitio 1) y 2220 msnm (Sitio 2). Se compararon rasgos ecofisioldgicos de la planta entre
sitios y posteriormente sobre cada uno de los sitios se llevé a cabo un analisis de seleccidn
fenotipica, estudiando la magnitud, direccidon y forma de la seleccion actuando sobre cada uno

de los caracteres.

Los resultados muestran diferencias significativas entre sitios en el valor promedio para
la mayoria de los rasgos estudiados (Tabla 1). Se observé a mayor altitud mayor densidad
estomatica (SD) y conductancia estomatica maxima (gwmax,) Y Mmenor tamafio de estomas (SS),

mientras que para el LMA no se observaron diferencias.

En términos generales se reconoce que los gradientes altitudinales serian relevantes
para la variacion de rasgos estomaticos (Korner 2003; Hovenden y Vander Schoor 2006).
Probablemente mayor SD a mayor altitud podria deberse a una menor restriccién estomatica a
la pérdida de vapor (Koérner et al. 1989). Sin embargo, estas diferencias podrian explicarse por
uno o mas factores no excluyentes (Beerling and Kelly 1996) tales como, temperatura, radiacién
solar (Yang et al. 2014) o concentracidon de CO, (Kouwenberg et al. 2007). Adicionalmente,
debido a que se ha observado menor variabilidad intraespecifica para SS que para SD, junto a

una mayor respuesta de SD frente a factores abidticos (Kumekawa et al. 2013; Bucher et al. 2016;
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Romermann et al. 2016), la disminucién de SS hacia mayor altitud, podria ser consecuencia del

aumento en SD, producto del trade-off entre ambos (Hetherington and Woodward 2003).

El promedio mayor de gwmax Observado en el Sitio 2, a mayor altitud, resulta consistente
con estudios anteriores (Woodward 1986). Mayores valores de gwmax podrian tener relacién con
estrategias de historia de vida en donde especies que necesiten realizar su ciclo de vida durante
una menor época de crecimiento a mayor altitud aumentarian la conductancia estomatica, rasgo

que se ha asociado a una mayor capacidad fotosintética (Woodward 1986; Schulze et al. 1994).

En cuanto al andlisis de seleccion fenotipica, se destacan dos resultados. Primero, la
mayoria de los rasgos analizados mostraron alguin coeficiente de seleccién significativo en alguno
de los sitios (Figura 1y 2). Segundo, el andlisis de covarianza (ANCOVA) sugiere que no habria un
efecto del sitio sobre la relacién entre los rasgos y la adecuacion bioldgica. Por tanto, si bien se
sugiere que ciertos rasgos serian blancos de seleccidn, estos no se verian afectados de manera

significativa por el gradiente altitudinal en estudio.

De manera general, en el Sitio 1 se observd seleccidn direccional positiva actuando sobre
LMA, por tanto, a mayores valores del rasgo los individuos presentarian una mayor adecuacién
bioldgica. En el Sitio 2 la seleccidn que estaria actuando es de tipo estabilizadora sobre SD y de
tipo estabilizadora y direccional positiva sobre gwmax. Esto sugiere seleccidn sobre valores

intermedios de SD y valores altos de gwmax.

De manera mas detallada, se ha visto que el LMA varia con una serie de factores
climaticos. Mayores valores de LMA se han asociado a mayor radiacién solar (Wright et al. 2004),

mayor concentracion de CO,, menor disponibilidad de agua y menor temperatura (Poorter et al.
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2009). Debido a que radiacién solar y temperatura debiesen favorecer mayores valores de LMA
principalmente en el Sitio 2, donde la seleccidn es de muy baja intensidad en comparacién al
Sitio 1, es probable que factores como disponibilidad de agua y concentracion de CO; estén

afectando en mayor medida a este rasgo en E. californica.

Por otro lado, en el Sitio 2, a mayor altitud, se observd de manera general seleccidon
estabilizadora sobre SD en ambas caras de la hoja y seleccion estabilizadora y direccional positiva
sobre gwmax. Favoreciendo asi, valores intermedios de SD y principalmente valores mayores de
Zwmax. SObre gradientes altitudinales se ha visto que factores como la temperatura, la presién de
CO, vy la radiacion solar afectan la SD (Yang et al. 2014). A mayor altitud mientras una menor
presion de CO; favorecerian una mayor SD, mayor radiacién solar y menor temperatura
favorecerian una disminucién de este rasgo. Es probable que la seleccidn estabilizadora sobre SD
a mayor altitud este condicionada por estos factores ambientales. Por otro lado, cabe recordar
gue gwmax, fue estimada a partir de la densidad de estomas y la profundidad y area del poro
(Franks and Farquhar 2001), por tanto integra los rasgos SD y SS, donde mayor SD y/o menor SS
conlleva una mayor guwmax. De esta forma, este rasgo también podria verse afectado por los
factores climaticos mencionados anteriormente. Finalmente, se ha observado una relacidon
negativa entre LMA y fotosintesis neta (Reich et al. 1997). Por tanto, en el Sitio 2, ubicado a
mayor altitud, donde las condiciones ambientales podrian estar favoreciendo principalmente
mayores valores de gwmax, favoreciendo mayores tasas fotosintéticas (Woodward et al. 1987) los
individuos presentarian valores menores de LMA o este rasgo no seria relevante bajo esas

condiciones y, por tanto, no afectaria a la adecuacidn bioldgica de manera significativa.
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Finalmente, si bien de baja intensidad, se detectd seleccidn directa actuando sobre SD
abaxial y no sobre SD adaxial en ambos sitios. Esto podria indicar que la seleccidn tendria la
potencialidad de actuar de manera diferencial sobre rasgos estomaticos segun la cara de la hoja

(e.g., Korner et al. 1989; Woodward 1986; Bucher et al. 2017).

La menor oportunidad de seleccidn observada en el Sitio 2, a mayor altitud, podria ser
producto de una colonizacidon que ocurrié de manera direccional desde zonas bajas hacia zonas
altas, como en el esquema propuesto por Becker et al. (2005). También podria deberse en parte
a un “filtrado ecoldgico direccional” (Alexander et al. 2011) a través del gradiente altitudinal,
producto de este modo de colonizacidn a través del gradiente. Pese a este contexto, fue posible
observar mas potenciales blancos de seleccién a mayor altitud, concluyendo que el descenso en
la oportunidad de seleccidn observada en el sitio a mayor altitud no estaria limitando en gran
medida la potencial seleccidn sobre estos rasgos. Ademds, un estudio anterior observé que la
diversidad genética de E. californica a lo largo del gradiente altitudinal estudiado se mantiene
relativamente constante (Bustamante et al. 2018), lo cual favoreceria la variabilidad a través del

gradiente, y la oportunidad de seleccidon sobre este.

Esta investigacion representa una de las primeras aproximaciones al estudio de la
seleccidn fenotipica actuando sobre caracteres asociados a fisiologia de una especie de gran
invasividad en nuestro pais. Lamentablemente, en esta oportunidad ha sido posible muestrear
en solo dos puntos del gradiente altitudinal y durante solo un afio, lo cual genera ciertas
restricciones para predecir el futuro de estas poblaciones en cuanto a los patrones de seleccién
observados, como la deteccion de seleccién correlacional, que podria responder a dindmicas

selectivas interanuales (Benitez-Vieyra et al. 2012). Adicionalmente, es posible que la ausencia
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de otros caracteres relevantes para la fisiologia de la planta (e.g., uso eficiente del agua (WUE),
tasa fotosintética, entre otros) o fuertemente correlacionados con los incluidos (Westoby 1998;
Arntz y Delph 2001; Wright et al. 2004) haya impedido la deteccion de mas blancos selectivos.
Futuros estudios debiesen incorporar mayor nimero de poblaciones que caractericen de manera
mas acuciosa el gradiente altitudinal, asi como también otros caracteres que pudiesen estar

favoreciendo la invasibilidad de E. californica en los ambientes naturales.
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CONCLUSIONES

A pesar de que este estudio se llevd a cabo durante solo un afio, sin capturar los posibles cambios
en las dinamicas de seleccidon interanuales, el andlisis de seleccion fenotipica nos sugiere blancos
de seleccién sobre Eschscholzia californica sobre este gradiente altitudinal. Sin embargo, el
analisis de covarianza nos indica que no habria un efecto del sitio sobre la relacién entre los
rasgos y la adecuacion biolégica, por lo que no podriamos hablar de regimenes selectivos

diferenciales entre los 1180 y 2220 msnm, rechazando nuestra hipdtesis inicial.

Por otro lado, si bien se observd variacidn significativa en SD, SS y gwmax €ntre sitios, la
seleccion estaria actuando sobre LMA a menor altitud y, principalmente, sobre SD y gwmax @
mayor altitud. Ademas, la direccidn de la seleccién seria lineal positiva solo para LMA y gwmax, €N
el Sitio 1y 2, respectivamente, y no a mayor altitud para ambos como se planted en la hipétesis

inicial.

Son escasos los trabajos que han estudiado la variacién producto de seleccién en rasgos
ecofisiolégicos en especies invasoras, mds aun sobre gradientes altitudinales. Este estudio es un
aporte para la comprension sobre la relevancia que podrian presentar estos caracteres y su

potencial valor adaptativo para procesos de invasién de E. californica en gradientes altitudinales.
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ANEXOS

Anexo 1
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Figura 1. Graficos boxplot (percentil 25, 50, 75) examinando la variabilidad de rasgos entre Sitio
1 (1180 msnm) y Sitio 2 (2220 msnm). Las diferencias significativas entre sitios se indican con

letras minusculas.
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Figura 1 (Continuacion). Graficos boxplot (percentil 25, 50, 75) examinando la variabilidad de
rasgos entre Sitio 1 (1180 msnm) y Sitio 2 (2220 msnm). Las diferencias significativas entre sitios

se indican con letras minusculas.
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Anexo 2

Tabla 1. Coeficientes de seleccién sobre cinco rasgos de E. californica para el Sitio 1. Se indican
diferenciales estandarizados de seleccidn lineal (S’) y no lineal (C’), y gradientes estandarizados
de seleccion lineal (B1’), no lineal (yi’) y correlacional (yi’). Valores entre paréntesis corresponden

a 1 error estandar. ® p <0.1; * p <0,05; ** p <0.01; *** p <0.001.

v (xSE)
Rasgo s’ (g B (£SE) v’ (£SE) SD
. LMA Bwmax
Adaxial
SD 0,0067 0,0001 * 0,0002 0,0009 0,0007
0,0661 -0,0934
Abaxial (+0,1097)  (¢0,0179) (#0,0150) (+0,0175) (+0,0245)
SD 0,0423 0,1003 0,0058 0,0038
0,0210 -0,2096 ! ! - ! !
Adaxial (+0,1232)  (+0,0569) (#0,0196)  (0,0291)
0,1372 » 0,0188 ** 0,0161
LMA 0,1330* 0,0409 ’ ! - - !
(+0,0758)  (+0,0212) (£0,0231)

0,1175 0,0001
Bumax 00819 -01325 00 004)  (:0,0477) ) ’ ]

Tabla 2. Coeficientes de seleccidn sobre cinco rasgos de E. californica para el Sitio 2. Se indican
diferenciales estandarizados de seleccidn lineal (S’) y no lineal (C’), y gradientes estandarizados
de seleccion lineal (B1’), no lineal (yi’) y correlacional (yi’). Valores entre paréntesis corresponden

a 1 error estandar. ® p <0.1; * p <0,05; ** p <0.01; *** p <0.001.

v;' (£5E)
Rasgo s’ c B (£EE) v’ (£EE) sD
. LMA gwmax
Adaxial
- * -
SD. 0,0333  -0,1346* 0,0864 0,0074 0,0161 0,0031 0,0245
Abaxial (+0,1180) (0,0258) (x0,0287) (x0,0115) (0,0459)
SD -0,1866 0,0073 0,0067 -0,0510
-0,0294 -0,1424* ' ! - ! '
Adaxial ' ' (£0,1154) (x0,0547) (£0,0168) (x0,0587)
- * -
LMA 0,0053 0,0447 0,0360 0,0012 i i 0,0102
(x0,0761) (x0,0100) (£0,0250)

02843+  0,0027
N *% ’ ! - - -
Bumax 00511 -0,1323%% 1491} (20,0869)
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