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1. Resumen

El aumento de la aridez y las sequias como consecuencia de las alteraciones producidas por el cambio
climatico provocan una presion selectiva, sobre todo para las poblaciones de especies con
requerimientos edaficos especificos. Los gipséfitos son un ejemplo, ya que crecen tinicamente en suelos
de yeso propios de ambientes aridos, donde la disponibilidad hidrica es limitante. Para hacer frente a los
efectos del cambio climético, las plantas pueden presentar diferentes respuestas como son la migracion,
la plasticidad fenotipica y la evolucion adaptativa. Sin embargo, la fragmentacion de los habitats de yeso
y la escasa capacidad de dispersiva de los gipséfitos dificulta la migracion hacia ambientes mas
favorables. Por lo tanto, para predecir la persistencia de estas especies es clave evaluar los patrones de
plasticidad fenotipica y la capacidad de evolucion adaptativa rapida en respuesta al cambio climatico.
Para ello se realizd un experimento de resurreccién de una poblacién de Lepidium subulatum,
considerado el gipsofito ibérico por excelencia. Este consistié en someter a dos generaciones de una
poblacién (Ontigola) de L. subulatum, una ancestral (1964) y los descendientes (2018), a dos
tratamientos de riego contrastados (alta disponibilidad hidrica y sequia) que simulan condiciones
ambientales diferentes. En todos los individuos experimentales (N=500), caracterizamos una amplia
bateria de rasgos clave en respuesta a la sequia, incluyendo la biomasa reproductiva, el contenido de
materia seca de la hoja (LDMC), la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (F./Fn), la tasa de
crecimiento relativo (RGR) y rasgos de fenologia reproductiva (inicio de floracién y fructificacion).
Nuestros resultados muestran respuestas plasticas frente a la sequia. Aunque algunas de estas fueron
pasivas, es decir, causadas por la limitacion de recursos, otras fueron adaptativas, ya que proporcionaron
una ventaja frente al estrés hidrico. Tanto los resultados de evolucion adaptativa como los de plasticidad
diferencial sugieren que se ha favorecido una estrategia adquisitiva que permite captar mas recursos
cuando las condiciones son favorables. Nuestro estudio evidencia que ha ocurrido evolucion rapida en
rasgos y su plasticidad en esta poblacion de Lepidium subulatum, lo que tiene importantes implicaciones

ecoldgicas y evolutivas en el actual contexto de cambio climatico.



2. Introduccion

Las plantas estan sufriendo los efectos del cambio climatico ligado a la accidn antropica. La temperatura
media de la Tierra es ahora 1,1 °C mayor que a finales del siglo XIX, antes de la industrializacion, y la
Gltima década (2011-2020) fue la més célida registrada (ONU, 2023). Segun las previsiones climaticas,
se espera un acusado aumento de las temperaturas y un descenso notable de las precipitaciones, lo que
se traduce en grandes sequias y un aumento de la aridez especialmente en periodos estivales (Rosa et
al., 2018; Kim et al., 2019). En concreto, la region mediterranea es una de las zonas mas vulnerables y
afectadas por el cambio climatico, viéndose un aumento de 1,5°C en relacidn con el periodo preindustrial
y un descenso acusado de las precipitaciones en los Gltimos afios (Cramer et al., 2018). Esto agravara
los problemas medioambientales que ya existen en esta region (Giorgi y Lionello, 2008; Bladé y Castro-
Diez, 2010), lo que puede tener grandes efectos sobre las especies que habitan en ella (Lesica y Kittelson,
2010). Estas alteraciones producidas por el cambio climatico estdn provocando una presion sobre las
especies y las comunidades vegetales, por ejemplo, modificando la duracidn e inicio de la estacién de
crecimiento, su fenologia, la distribucion de las especies y el tamafio de sus poblaciones (Gitay et al.,
2002). Por ello, comprender las respuestas de las poblaciones de plantas frente al cambio climético es

clave para predecir su persistencia futura.

Actualmente, uno de los principales objetivos de la ecologia evolutiva es comprender cémo las
distintas poblaciones podran lidiar y persistir en las condiciones ambientales que trae consigo el cambio
climético (Bellard et al., 2012). Para hacer frente a los efectos del cambio climatico, las plantas pueden
presentar diferentes respuestas como son la migracion, la plasticidad fenotipica y la evolucién
adaptativa. Estos no son procesos exclusivos, sino que pueden ocurrir al mismo tiempo (Merild, 2015).
Una de las principales respuestas al cambio climético es la migracion hacia habitats climaticamente
menos restrictivos (Jump y Pefiuelas, 2005). Numerosos estudios han documentado la migracién en
altitud y latitud de diferentes especies y poblaciones (Huntley, 1991; Brunet y Von Oheimb, 1998;
Lenoir y Svenning, 2015). No obstante, esta migracién no siempre es posible. En concreto, la migracion
de especies con baja capacidad dispersiva, que cuentan con distribuciones fragmentadas y con alta
especificidad edafica puede verse muy limitada (Shaw y Etterson, 2012; Blanco-Sanchez et al., 2021;
Blanco-Sanchez et al., 2023). Un ejemplo son los gipsoéfitos estrictos, es decir, plantas que crecen
Unicamente en sustratos de yeso, como es el caso de Lepidium subulatum. La fragmentacion que sufren
los habitats de yeso (Mota et al., 2011; Matesanz et al., 2019), junto con la baja capacidad de dispersion
que presentan estas especies (Blanco-Sanchez et al., 2021) dificulta su migracion. Ademas, los sustratos
de yeso se localizan en zonas &ridas, por lo que la disponibilidad hidrica es limitante. Los gipsofitos
poseen adaptaciones a estos ambientes estresantes, presentan hojas escleréfilas (minimizan la pérdida
de agua), y algunos de ellos un dimorfismo estacional de sus hojas (Palacio y Montserrat-Marti, 2007;
Mota et al., 2011; Escudero et al., 2015). Debido a la dificultad de Lepidium subulatum de responder al

cambio climatico mediante migracion hacia habitats favorables (Blanco-Sanchez et al., 2021), los



procesos evolutivos in situ (evolucién adaptativa y plasticidad fenotipica) son clave para su

supervivencia y persistencia (Gémez-Mestre y Jovani, 2013; Franks et al., 2014).

La evolucién adaptativa es un proceso que permite a las poblaciones hacer frente a las nuevas
presiones selectivas que surgen ante cambios en las condiciones ambientales, como aquellas producidas
por el cambio climatico (Hoffmann y Sgr6, 2011; Blanco-Sanchez et al., 2023). La adaptacion genética
resulta de cambios en las frecuencias alélicas de las poblaciones debido a la accion de la seleccion
natural durante varias generaciones (Aurelle et al., 2022). Debido a las alteraciones ambientales fruto
del cambio climaético, las poblaciones pueden evolucionar por seleccién natural si la eficacia bioldgica
y los rasgos tienen variacion genética dentro de las poblaciones, y ambas presentan una relacion
significativa (Etterson, 2004). Por tanto, la evolucion de un rasgo determinado se limitara si no hay
variacién genética cuantitativa, o si existen correlaciones genéticas entre rasgos adaptativos, y la
direccidn de esta correlacion no coincide con la direccion de seleccion natural (Blanco-Sanchez et al.,
2023). La expresion de la diversidad genética cuantitativa estd ligada al ambiente en el que se
encuentran, por lo tanto, para predecir correctamente la trayectoria evolutiva de una poblacion de
plantas, es esencial examinarlas en ambientes que reflejen las condiciones predichas por el cambio
climético (Chevin y Hoffmann, 2017; Blanco-Sé&nchez et al., 2023). Antes se pensaba que la evolucion
adaptativa era un proceso muy lento que ocurria en muchas generaciones. Sin embargo, numerosas
investigaciones en poblaciones de plantas han demostrado que puede ocurrir rapidamente en respuesta
a estas nuevas presiones selectivas (Franks et al., 2007; Giménez-Benavides et al., 2007; Hoffmann y
Sgré, 2011; Shaw y Etterson, 2012; Matesanz y Valladares, 2014).

La plasticidad fenotipica es la capacidad de un genotipo para producir fenotipos funcionalmente
distintos en ambientes diferentes y permite amortiguar los cambios ambientales rapidos (Sultan 1995;
Pigliucci 2001; Matesanz et al., 2020). La plasticidad es un rasgo que puede evolucionar por seleccion
natural, y la evolucién de las respuestas plasticas adaptativas puede ser crucial para la supervivencia de
las poblaciones vegetales en futuras condiciones ambientales (Matesanz et al., 2010; Chevin y
Hoffmann, 2017; Blanco-Sanchez et al., 2023). Comprender como los organismos soportan 10s cambios
ambientales es fundamental y para esto es necesario estudiar la plasticidad fenotipica (\Valladares et al.,
2014).

El uso experimentos de jardin comun donde se someten a individuos que presentan estructura
familiar a las mismas condiciones nos permite separar la componente genética y ambiental de la
expresion fenotipica, y, por tanto, cuantificar la presencia de diferenciacion genética (Franks et al.,
2014). Ademas, cuando los experimentos de jardin comdn presentan diferentes condiciones ambientales,
nos permiten evaluar los patrones de plasticidad fenotipica, es decir, cdmo es el cambio fenotipico entre
ambientes y si dicho cambio fenotipico es diferente entre familias maternas, poblaciones o generaciones

(Ramirez-Valiente et al., 2022). Evidentemente, la evolucion adaptativa y la plasticidad no son



mecanismos alternativos, sino que son procesos interrelacionados para hacer frente a los cambios
ambientales. Tanto estudios tedricos (Sultan y Spencer, 2002), como empiricos (Baythavong, 2011)
predicen que la escala de variacion espaciotemporal en las condiciones abioticas puede influir
significativamente en si la seleccidn favorece la plasticidad, la evolucion adaptativa o una combinacién
de ambas (Matesanz et al., 2020).

Una aproximacion experimental muy interesante para comprender si ha habido evolucion
contemporanea y hacer previsiones de las trayectorias evolutivas que seguiran las poblaciones en el
futuro, son los experimentos de resurreccion. Estos consisten en revivir antepasados a partir de semillas
almacenadas y compararlos con sus descendientes en condiciones comunes, lo que permite detectar y
caracterizar la ocurrencia de evolucién contemporanea (Franks et al., 2018). Si al comparar las dos
generaciones obtenemos que son diferentes y estas diferencias estan vinculadas al cambio climaético,
entonces se podria considerar evidencia de evolucién contemporanea. No obstante, en los experimentos
de resurreccion podemos encontrarnos un problema llamado “fraccion invisible” (Weis, 2018). La
mortalidad o muestreo de semillas aleatorio puede seleccionar preferentemente aquellas con
caracteristicas favorables para la supervivencia durante el almacenamiento y germinacion, lo que puede
diferir del genotipo medio ancestral y sesgar la estimacion del cambio evolutivo. Puede afectar cualquier
factor que cause diferencias entre la generacién ancestral y los descendientes (Weis, 2018). Existen
maneras de limitar estos problemas de “fraccion invisible” mediante aproximaciones experimentales

robustas.

En este trabajo, realizamos un experimento de jardin comun en el que comparamos propagulos
(semillas) recolectados en la misma poblacién de Lepidium subulatum en dos momentos separados mas
de 50 afios para evaluar el cambio fenotipico ocurrido a lo largo del tiempo. Estas generaciones,
ancestros y descendientes recolectados en 1964 y 2018, respectivamente, fueron sometidas a dos
tratamientos de disponibilidad hidrica realistas y contrastados (sequia y alta disponibilidad hidrica),
permitiéndonos evaluar la presencia de evolucion contemporanea de los rasgos y los patrones de
plasticidad de dichos rasgos entre las dos generaciones. Este tipo de experimentos son de gran utilidad
para detectar evolucion rapida tanto de rasgos funcionales como de plasticidad en respuesta a las
diferentes presiones selectivas, por ejemplo, a aquellas que ejercen las nuevas condiciones climéaticas
impuestas por el cambio climético y ligadas a la accion humana. También nos ayudan a hacer
predicciones de trayectorias evolutivas de las especies en el futuro (Franks et al., 2018). Esto se alinea
perfectamente con los objetivos de desarrollo sostenible, en concreto con el ODS 13 “accion por el
clima”, que evalla las consecuencias del cambio climatico y trata de tomar medidas para combatirlo.
Por lo tanto, nuestro estudio trata de responder a las siguientes preguntas: 1) ¢Ha habido evolucion
rapida de los rasgos funcionales como respuesta a las alteraciones ambientales producidas por el cambio
climético?; 2) (Cémo son los patrones de plasticidad de los rasgos?; 3) ¢Estos patrones de plasticidad

varian entre las dos generaciones? Nuestra hipdtesis es que habra diferencias fenotipicas de base
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genética en rasgos clave para la respuesta a la sequia y en los patrones de plasticidad entre las dos
generaciones (1964 y 2018) de Lepidium subulatum debido a adaptacion rapida asociada al aumento de

aridez producidos por el cambio climaético.

3. Materiales y métodos
3.1. Descripcion de la especie

Lepidium subulatum L. es una especie de la familia Brassicaceae endémica de la mitad este de la
Peninsula Ibérica y del norte de Africa (Marruecos y Argelia) (Matesanz et al., 2020). Es un gipsofito
estricto, es decir, una planta que solo crece en suelos de yeso (Meyer, 1986). Se restringe a matorrales
del interior sobre suelos yesosos a una altitud de 100 a 600 (1100) metros. Es muy dominante dentro de
estas comunidades, y por ello es considerado el gipsofito ibérico por excelencia (Matesanz et al., 2015;
Mota et al., 2011). Es un arbusto perenne de vida media (hasta 26 afios) (Eugenio et al., 2012) que puede
alcanzar una altura de 60 cm, muy ramificado desde la base, con tallos lefiosos (Hernandez Bermejo y
Clemente, 1993). Presenta dimorfismo foliar estacional, con dos tipos de hojas lineariformes que se van
estrechando paulatinamente hasta acabar en un apice fino y punzante: grandes hojas dolicoblasticas
presentes sobre todo en primavera, y hojas braquiblasticas mas pequefias que estan principalmente
presentes en otofio e invierno (Palacio y Montserrat-Marti, 2007). Es una especie principalmente
autoincompatible (Blanco-Sanchez et al., 2021; Matesanz et al., 2018), siendo polinizada por un diverso
grupo de insectos generalistas (Santamaria et al., 2018). Presenta una fenologia reproductiva temprana
respecto a otros gipsofitos, de marzo a julio. Muestra inflorescencias terminales en racimos
corimbiformes, que pasan a ser alargados cuando fructifican, y flores pediceladas con sépalos glabros
de margen blanquecino, pétalos blancos y anteras amarillas (Matesanz et al., 2015; Hernandez Bermejo
& Clemente, 1993) (Figura 1B). Los frutos son ovados, aquillados, ligeramente alados, y contienen
semillas cubiertas por una capa mucilaginosa que les facilita la adhesién y germinacién en suelos de
yeso (Mota et al., 2011).

3.2. Poblacién de estudio y establecimiento de la generacidn ancestral y descendiente
Nuestro estudio se llevd a cabo en Ontigola (39°59'22.0"N / 3°35'13.8"W), coincidiendo con la zona
central del rango de distribucién de Lepidium subulatum (Figura 1A). Esta poblacion presenta una
temperatura media anual de 15,52°C y una precipitacion media anual de 399,14 mm (datos climaticos
extraidos de CHELSA timeseries; Karger et al., 2017). Para esta poblacion, obtuvimos semillas de dos
afios diferentes, 1964 y 2018. Las semillas de 1964 se consiguieron a partir del banco de germoplasma
de la Universidad Politécnica de Madrid. Proporcionaron 300 semillas, las cuales no estaban separadas

siguiendo una estructura familiar, pero procedian de varios individuos. En 2018, se recogieron las



semillas de 22 plantas maternas en condiciones naturales en la misma localidad. Para homogeneizar las
condiciones de partida entre generaciones, tal y como se hizo en la muestra de las semillas de 1964, en

el laboratorio combinamos las semillas recogidas de las diferentes plantas maternas.
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Figura 1. A) Mapa de la Peninsula Ibérica con la poblacion de Lepidium subulatum muestreada para
este estudio. B) Individuo de L. subulatum en época de floracion.

En agosto de 2018, las semillas obtenidas de los diferentes afios fueron sembradas en macetas
de medio litro en el invernadero del Laboratorio de Cultivo de Organismos (CULTIVE) en la
Universidad Rey Juan Carlos (Méstoles, Comunidad de Madrid, Espafia). En octubre de 2018, se
trasplantaron de manera individual a macetas de 6 litros y se sacaron a condiciones comunes en el
exterior. El sustrato utilizado se obtuvo de una cantera de yeso cercana (Yesos ibéricos-Algiss,
Valdemoro, Espafia), lo que doté al experimento de un mayor realismo. A partir de las semillas
sembradas, obtuvimos 50 plantas de 1964 y 60 de 2018. Para cuantificar la presencia de diferenciacién
en la composicion y en la diversidad genética entre generaciones, de cada una de las plantas se
recogieron hojas, y fueron genotipadas usando microsatélites nucleares especificos de esta especie
(Martinez-Nieto et al., 2012). Informacion detallada acerca del proceso de extraccion de ADN, su
amplificacion y el genotipado de los individuos puede encontrarse en Blanco-Sanchez et al., 2021. Los
individuos genotipados mostraron valores de diversidad y composicion genética similares entre ambas
generaciones, lo que indica la falta de problemas asociados a la “fraccion invisible” y que, por tanto, las
diferencias entre generaciones son debidas a procesos de evolucién contemporanea. A partir de estos
individuos, se seleccionaron 25 madres experimentales de cada afio, maximizando la diversidad genética
dentro de cada generacién. Con el fin de obtener individuos adultos y reproductivos, los individuos
estuvieron creciendo durante dos afios en condiciones comunes de alta disponibilidad hidrica en
CULTIVE.



Pasados los dos afios, los individuos se separaron espacialmente en dos localidades de la
Comunidad de Madrid con condiciones climaticas similares. Las del afio 1964 se trasladaron a Getafe y
las de 2018 a Sevilla la Nueva, con el fin de evitar que se cruzaran las generaciones. De esta forma se
minimizan también los efectos maternos que pueden surgir potencialmente debido a las condiciones
ambientales diferentes que experimentan las plantas en el campo en el momento de la produccion de las
semillas. Para obtener individuos experimentales con estructura familiar, dejamos que se polinizaran
entre los individuos pertenecientes a una misma generacion. De cada una de las plantas maternas, se
recogieron sus semillas a principios de junio de 2020. Posteriormente, las semillas recolectadas se
sembraron a principios de agosto de 2020, de nuevo utilizando macetas de medio litro en el invernadero
de CULTIVE. Se obtuvo un tamafo experimental de 500 plantas, que se consiguieron a partir de 2
generaciones x 25 familias maternas x 10 medio hermanas de cada familia materna. Las plantas
procedentes de cada familia materna fueron consideradas medio hermanas ya que esta especie raramente
se autopoliniza (Matesanz et al., 2018), y conocemos la identidad de la planta materna, pero
desconocemos la identidad paterna. A mediados de octubre de 2020 las plantas de sacaron al exterior a
un jardin comun en la zona de aclimatacion de CULTIVE, y a principios de febrero de 2021 se realizaron
los ultimos trasplantes y se quedo6 una planta en cada maceta. De nuevo se utiliz6 como sustrato yeso
procedente de una cantera cercana (Yesos ibéricos-Algiss, Valdemoro, Espafia). Los individuos se

dejaron crecer durante dos afios hasta que comenzaron los tratamientos experimentales.

3.3. Disefio experimental
El experimento de resurreccion se realizo en el invernadero del Laboratorio de Cultivo de Organismos
(CULTIVE) en la Universidad Rey Juan Carlos (M6stoles, Comunidad de Madrid, Espafa). Para
evaluar la plasticidad fenotipica en rasgos relacionados con la respuesta a la sequia, se realiz6 un
experimento de jardin comdn con dos tratamientos de riego contrastados que simularon diferentes
ambientes, sequia y alta disponibilidad hidrica. Se llevé a cabo durante la segunda temporada de

crecimiento de las plantas para maximizar el nimero de individuos adultos y reproductivos.

A finales de febrero de 2022, los individuos experimentales fueron sometidos a dos tratamientos
de disponibilidad hidrica contrastada: sequia (Figura 2A) y alta disponibilidad hidrica (Figura 2B). En
el tratamiento de alta disponibilidad hidrica las plantas se mantuvieron en macetas cuyo suelo se
encontraba a capacidad de campo, en torno al 30-25% de contenido de agua en el suelo
aproximadamente. Este tratamiento simula afios de altas precipitaciones y/o periodos donde la
disponibilidad hidrica del suelo es elevada, como comienzos de primavera. En el tratamiento de sequia
el contenido de agua del suelo se mantuvo a la mitad, en torno al 14%, simulando afios con
precipitaciones por debajo de la media y/o periodos donde la disponibilidad hidrica es baja, como finales

de primavera o principios de verano. Se prevé que las condiciones simuladas en este tratamiento son 'y



seran cada vez mas frecuentes en la region mediterranea. Se asignaron la mitad de las plantas (N = 250)

a cada tratamiento de disponibilidad hidrica, en los cuales todas las familias maternas de cada generacién

guedaran representadas, asignando cinco medio hermanas de cada familia a cada tratamiento.

Figura 2. A) Individuos de Lepidium subulatum sometidos a tratamiento de sequia. B) Individuos de L.

subulatum sometidos a tratamiento de alta disponibilidad hidrica.

Se colocaron todas las plantas en cuatro bancales bajo estructuras de exclusion de lluvia (Figura
3) fabricadas con policarbonato transparente (Rooflite, Wetherill Park, Australia), con una inclinacion
de 10° para evitar que el agua se acumulara. De esta manera, se excluy6 la precipitacion natural y se
asegura el suministro controlado de agua mediante un sistema de riego por goteo individualizado para
cada maceta mediante goteros autocompensantes (Rainbird XB-05 PC; Rainbird Iberica, Comunidad de
Madrid, Espafia). Para comprobar que las condiciones ambientales bajo las estructuras y fuera de ellas
fueran practicamente iguales, se instalaron sensores de humedad relativa, temperatura y radiacion,
debajo de estas estructuras y en el exterior. Se realizaron controles periédicos del contenido de agua del
suelo cada 3 — 4 dias, utilizando un sensor ML3 acoplado a un medidor de humedad HH2 Moisture
Meter (Delta-T devices, Cambridge, UK). Esta medicion se realizd de manera aleatoria en 12 — 15
macetas por tratamiento a lo largo de todo el experimento. El experimento finalizé después de
aproximadamente 3 meses desde la implementacion de los tratamientos, cuando las plantas del
tratamiento de alta disponibilidad hidrica empezaron a senescer.
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Figura 3. Individuos experimentales creciendo en bancales con estructuras de exclusion de lluvia.

3.4. Medicion de rasgos funcionales y toma de datos
A lo largo del experimento, medimos una amplia bateria de rasgos funcionales, relacionados con la
morfologia foliar, la fisiologia, la fenologia, la tasa de adquisicion de recursos y la eficacia biolégica
(fitness reproductivo) de los individuos experimentales.

Contenido en materia seca de la hoja (LDMC)— Para calcular el LDMC hay que dividir el peso
seco entre el peso fresco foliar, y nos aporta informacion de como de esclerdfilas son las hojas (Vile et
al., 2005). Entre el 6 y el 10 de junio de 2022, se recogieron 8 hojas de cada una de las plantas en sobre
de plastico previamente identificado, junto con un papel y un poco de agua para que mantuvieran la
humedad. Las hojas fueron muestreadas al azar de la zona central de diferentes ramas, siempre
escogiendo hojas bien formadas y completamente extendidas. Después de la recogida, fueron
introducidas en frio y oscuridad durante ~12 horas en nevera, para asegurar su completa hidratacion.
Posteriormente se sacaron de la nevera, se les quito el exceso de humedad con un papel de filtro y se
pesaron todas juntas en una microbalanza Mettler Toledo MX5 (precision de 1pg; Mettler Toledo,
Columbus, OH, USA). Una vez obtenido el peso saturado de las hojas de todas las plantas, se
depositaron en sobres de papel, que se introdujeron en la estufa durante 48 horas a 60 °C. Pasado este

tiempo se sacaron de la estufa y se pesaron, obteniendo el peso seco de las hojas.

Eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (F./Fn)— Se tomaron las medidas de la eficiencia
fotosintética (F./Fm) gracias a la fluorescencia de la clorofila mediante un fluorimetro modelo Handy
PEA+ (Hansatech, Reino Unido). Para realizar la medida, debemos relajar los fotosistemas de la planta
inhibiendo la radiacion que reciben las hojas de la zona central de una rama con ayuda de una pinza. Se
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mantuvo la pinza durante 30 minutos, y pasados estos sometimos a estas hojas a un pulso de luz saturante
haciendo que los fotosistemas se exciten. Estas medidas se tomaron el 1y 2 de junio de 2022, entre las
12:30 y las 16:30 horas en todas las plantas, ya que es el momento del dia con mayor radiacion. La

eficiencia fotoquimica se calcula como:

donde Fn corresponde a la fluorescencia méxima, Fo, la minima y F, a la emision variable de

fluorescencia (Fy = Fm - Fo).

Fenologia (inicio de floracién y de fructificacion)— A lo largo del experimento, se evalu6 cada
2-3 dias en todas las plantas (N = 500) la presencia de flores abiertas y de frutos completamente
formados. A partir de estos datos, y teniendo en cuenta el nimero de dias transcurridos desde el inicio
del experimento, calculamos el nimero de dias hasta el comienzo de la floracion y la fructificacion en

cada planta. Todos los censos los realizé el mismo observador a fin de evitar sesgos.

Tasa de crecimiento relativo (RGR)— Es una medida que refleja la acumulacion de biomasa.
Comparando el volumen inicial y final de la planta podemos determinar cuanto ha crecido durante el

tratamiento. Se calcula como:

Ln (Vg — Vo)

RGR = - -
N2 de dias en tratamiento

Donde Ve corresponde al volumen final de la planta y Vo al volumen que tenia la planta al inicio del

tratamiento.

Los volimenes Ve y V, se calculan como:

V=§7Th7"11‘2

Se tomaron las medidas de la altura de la planta (longitud del tallo primario, h), del diametro maximo y
del diametro perpendicular al diametro maximo (a partir de los cuales calculamos sus radios, r1y r»),

tanto al inicio como al final del experimento de jardin comdn.

Exito reproductivo: Como componente de eficacia bioldgica (fitness) reproductiva, evaluamos
la biomasa reproductiva total de cada planta. Al finalizar el experimento (entre el 6 y el 10 de junio de
2022), se recogieron las inflorescencias maduras de todos los individuos experimentales. Dichas
inflorescencias se introdujeron en sobres de papel, y posteriormente se pesaron en una microbalanza
Mettler Toledo MXS5 (precision de 1ug; Mettler Toledo, Columbus, OH, USA).
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3.5. Anélisis estadisticos

Para evaluar el efecto del tratamiento de disponibilidad hidrica sobre la expresién fenotipica (plasticidad
fenotipica) y la presencia de diferenciacion genética entre generaciones, se realizaron modelos lineales
mixtos con maxima verosimilitud restringida (REML). Los analisis se llevaron a cabo con el software
estadistico R (R Core Team, 2023) utilizando la funcion Imer (paquete Ime4; Bates et al., 2015). Dentro
del modelo se incluyeron como factores fijos “Afio” (con las dos generaciones, 1964 y 2018),
“Tratamiento” (sequia y alta disponibilidad hidrica) y la interaccion entre ambos. Como factor aleatorio
se afiadio la identidad de la familia materna. Para obtener la significacion de los factores fijos, se usé la
funcion Anova (paquete car; Fox & Weisberg, 2011), con suma de cuadrados tipo Il y utilizando la
aproximacion de Kenward-Roger para estimar los grados de libertad (Kenward & Roger, 1997). Si
observamos un efecto significativo del factor “Afio”, existe variacion genética entre generaciones para
los diferentes rasgos; es decir, evidencia de cambio evolutivo. Cuando es significativo el factor
“Tratamiento”, existe variacion fenotipica entre tratamientos, es decir, plasticidad fenotipica; mientras
que si la interaccion “Afio x Tratamiento” es significativa, se encuentra evidencia de plasticidad
diferencial entre las diferentes generaciones, 0 cambio evolutivo en la respuesta plastica. Para cada
modelo, el R? marginal, que representa la varianza explicada por los factores fijos, y el R? condicional,
gue representa la varianza explicada tanto por los factores fijos como los aleatorios, se calculé usando
la funcion r.squaredGLMM (paquete MuMIn; Barton, 2016).

4. Resultados

=\

Observamos diferenciacion genética entre generaciones (efecto “Afio” significativo en Tabla 1)
para el inicio de fructificacion y la tasa de crecimiento relativo (RGR). En concreto, los individuos
experimentales de la generacién de 2018 presentaron un RGR 36% mayor que la generacion de 1964.
Sin embargo, los individuos experimentales de la generacién de 1964 presentaron un 5% mayor de inicio

de fructificacion que la generacion de 2018.

Encontramos diferenciacion significativa en la respuesta pléstica entre generaciones para los
rasgos LDMC y F./Fn, y marginalmente significativa para la biomasa reproductiva (efecto “Afio x
Tratamiento”, Tabla 1). El tratamiento de sequia aument6 el rasgo de LDMC un 5% en la generacion de
1964 y un 10% en la generacion de 2018 en relacion con el tratamiento de alta disponibilidad hidrica
(Figura 4E). El tratamiento de sequia redujo el rasgo de eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm)
un 12% en la generacion de 1964 y un 20% en la generacion de 2018 en relacién con el tratamiento de
alta disponibilidad hidrica (Figura 4A). Ademas, en el caso del rasgo de biomasa reproductiva

observamos diferencias significativas entre generaciones solo en el tratamiento de alto riego.
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Finalmente, la expresion fenotipica de todos los rasgos estudiados (biomasa reproductiva,
LDMC, F./Fn y tasa de crecimiento relativo (RGR), a excepcion de los rasgos fenoldgicos (inicio de
floracién y de fructificacidn), se vieron afectados significativamente por el tratamiento de disponibilidad
hidrica (efecto “Tratamiento” significativo en Tabla 1). Para el rasgo LDMC, el promedio del
tratamiento de sequia fue un 8% mayor que el de alta disponibilidad hidrica (Figura 4E). En relacion
con el rasgo eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (F./Fr), el promedio fue un 16% menor en el
tratamiento de sequia frente al de alta disponibilidad hidrica (Figura 4A). Ademas, el tratamiento de
sequia redujo la biomasa reproductiva en un 56% en relacién con el tratamiento de alta disponibilidad
hidrica (Figura 4F). Para el rasgo tasa de crecimiento relativo (RGR), el promedio del tratamiento de
sequia fue un 46% menor que el de alta disponibilidad hidrica (Figura 4D).

Para todos los rasgos a excepcion del Fu/Fm, nuestros modelos mostraron un valor de R2. mayor
que R%,, lo que indica variacién familiar significativa dentro de cada generacion para los rasgos

evaluados.

Tabla 1. Resultados de los modelos lineales mixtos donde se presentan los efectos del afio, tratamiento
y la interaccién entre afio y tratamiento sobre los diferentes rasgos. El estadistico F y el P-valor se
muestran para cada uno de los rasgos. ElI P-valor de los términos significativos y marginalmente

significativos se muestran en negrita y en cursiva, respectivamente. R%, = marginal; y R% = condicional.

Rasgo Afo Tratamiento Afo x Tratamiento R%m R?%

F P F P F P

Biomasa reproductiva | 2.532 | 0.119 | 18.513 | <0.001 2.757 0.098 0.074 | 0.094

LDMC 1.558 | 0.218 | 82.619 | <0.001 9.202 0.003 0.158 | 0.208

Fu/Fm 0.877 | 0.354 | 102.269 | <0.001 6.427 0.012 0.185 | 0.185

Inicio de floracion 0.573 | 0.453 | 3.611 0.059 0.045 0.831 0.014 | 0.135

Inicio de fructificacion | 6.881 | 0.012 | 2.461 0.118 | 0.00006 0.993 0.043 | 0.145

Tasa de crecimiento | 9.117 | 0.004 | 74.127 | <0.001 1.289 0.257 0.153 | 0.253
relativo (RGR)
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Figura 4. Diferencias entre generaciones (afios) en los rasgos estudiados en cada uno de los tratamientos.
A) Eficiencia fotoquimica del PSII, B) Inicio de floracién, C) Inicio de fructificacion, D) Tasa de
crecimiento relativo, E) LDMC, F) Biomasa reproductiva. Las lineas muestran la norma de reaccion de
las generaciones (es decir, el cambio fenotipico entre tratamientos) para cada uno de los rasgos. En cada

tratamiento, se representa la media del rasgo de los individuos de un afio y su error estandar.

5. Discusion

Los resultados de nuestro estudio mostraron cambio evolutivo rapido en varios rasgos ecofisiolgicos y
en la plasticidad de estos rasgos en respuesta a la sequia en una poblacién de Lepidium subulatum. Las
diferentes respuestas evolutivas pueden afectar a la supervivencia de la especie en un contexto de cambio

climético.

El estudio evidencia la presencia de evolucion contemporanea en rasgos funcionales claves.
Concretamente, observamos diferencias significativas entre las generaciones recolectadas con mas de
50 afios de separacion en el rasgo inicio de fructificacion, presentando las plantas de 2018 una fenologia
mas adelantada. La fenologia temprana esta asociada con un mayor éxito reproductivo individual, que
esta vinculado a una estrategia de adquisicion de recursos (Blanco-Sanchez et al., 2022). Nuestros
resultados sugieren que la seleccion reciente ha favorecido a las plantas con una fenologia adelantada,
al igual que se ha visto en numerosos estudios (Munguia-Rosas et al. 2011; Shavrukov et al., 2017;

Welles y Funk, 2021; Blanco-Sanchez et al., 2023). También vemos diferencias significativas entre
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generaciones en la tasa de crecimiento relativa (RGR), siendo mayor en las plantas de 2018. Esto indica
gue la seleccion natural ha actuado también sobre este rasgo, favoreciendo los genotipos capaces de
presentar mayores tasas de crecimiento relativo (RGR), ya que es posible que estos genotipos también
presenten otros rasgos que les permiten tener una estrategia mas adquisitiva, como el adelanto de la
fructificacidn para escapar de la sequia mencionado previamente y visto también en otros gipsofitos
(Blanco-Sanchez et al., 2023). Esta estrategia adquisitiva se ha discutido como adaptativa en los
gipsofitos (Blanco-Sanchez et al., 2022) y otras especies mediterrneas (Franks, 2014) ya que les
permite un desarrollo rapido antes de periodos estivales mas limitantes. Los resultados sugieren que ha
habido evolucidn rapida en el inicio de fruto y en la tasa de crecimiento relativo (RGR) frente a la sequia.
Se ha visto en otros estudios como en condiciones de sequia, la aparicion del fruto depende de la tasa
de adquisicion de recursos, que se relaciona con la tasa de crecimiento relativo (RGR) (Segrestin et al.,
2020; Welles y Funk, 2021), ya que organismos mas adquisitivos pueden finalizar sus ciclos de vida
antes y evitar los periodos mas extremos (Blanco-Sanchez et al., 2023). Cabe destacar que la evolucion
de una estrategia mas adquisitiva entre generaciones no es contradictoria con las respuestas mas
conservadoras gue vemos entre los tratamientos. Es decir, entre generaciones se ha seleccionado una
estrategia adquisitiva, pero el tratamiento de sequia induce respuestas plasticas mas conservadoras, que

evitan la pérdida de agua.

Observamos una interaccién marginalmente significativa “Afio x Tratamiento” para el rasgo
biomasa reproductiva, lo que nos indica que, para este rasgo, las generaciones responden de manera
diferencial a la sequia, es decir, presentan plasticidad diferencial. Este resultado constituye evidencia de
cambio evolutivo en la capacidad de respuesta a la sequia entre generaciones. Mientras que las dos
generaciones no muestran diferencias en su biomasa reproductiva en condiciones de sequia, en
condiciones de alta disponibilidad hidrica, los individuos de 2018 presentaron mayor éxito reproductivo.
Lo observado concuerda con nuestro planteamiento inicial, aungque también se pensaba que las de 2018
también tendrian mayor biomasa reproductiva en sequia, esto puede ser debido a que las condiciones
restrictivas de la sequia pueden limitar la expresion de variacién fenotipica, lo que ha podido evitar la
evolucion de este rasgo bajo estas condiciones. Esto sugiere que se han seleccionado genotipos mas
oportunistas y con una mayor capacidad de uso de recursos, que son capaces de generar gran cantidad
de biomasa reproductiva cuando las condiciones ambientales son buenas. Esto es clave en sistemas de
yeso mediterraneos, debido a que presentan gran heterogeneidad interanual en las condiciones
ambientales (Escolar et al., 2015; Escudero et al., 2015; Matesanz et al., 2020). Por lo tanto, estos
genotipos seran capaces de aumentar su reproduccion en los afios con pulsos de recursos mayores. En
el estudio de Ayma-Romay (2021) se demuestra que las especies escleréfilas suelen presentar una
estrategia conservadora coordinada para el uso de recursos, sin embargo, en ambientes mediterraneos,
marcados con una fuerte estacionalidad y precipitaciones poco predecibles, las especies esclerdfilas

pueden mostrar una estrategia oportunista que permite adquirir los recursos (agua y nutrientes) en los
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primeros eventos de lluvia o durante largos periodos. Nuestros resultados muestran que ha habido una
evolucion de la plasticidad entre generaciones, seleccionandose aquellos genotipos capaces de usar mas
recursos cuando estan disponibles. Esta mayor biomasa reproductiva viene acompafiada de un mayor
F./Fmy un menor LDMC, apoyando que se ha seleccionado una estrategia mas adquisitiva y oportunista
para captar mas recursos cuando son mas abundantes, y concordando también con lo observado de

evolucion adaptativa en los rasgos.

Ademas, nuestros resultados muestran la existencia de respuestas plasticas significativas
(diferencias en la expresion fenotipica entre tratamientos) en respuesta a la sequia en los rasgos biomasa
reproductiva, LDMC, F./Fn y tasa de crecimiento relativo (RGR). Sin embargo, no todas las respuestas
plésticas son adaptativas, sino que existen muchas respuestas pasivas que provocan diferencias en los
fenotipos debidas a reducciones en el crecimiento ocasionadas por la limitacion de recursos (Dorn et al.,
2000; Van Kleunen et al., 2000; Van Kleunen & Fischer, 2005).

El estrés hidrico afecta a la capacidad fotosintética de la planta, que se puede observar en la
eficiencia fotoguimica del fotosistema Il (F./Fm). Una disminucién en el F./Fn puede indicar que la
capacidad fotosintética de la planta se ve reducida debido a la accidn fotoprotectora que trata de disipar
el exceso de radiacion, principalmente en forma de calor y en menor grado reemitida como fluorescencia
(reduccion reversible del F./Fn), en este caso se consideraria una respuesta plastica adaptativa, ya que
otorgaria una ventaja a los individuos. Sin embargo, otros autores han discutido que la reduccidon del
Fu/Fm puede deberse la limitacion de recursos, ocasionando dafios permanentes en el complejo del centro
de reaccién PSII (reduccién crénica del Fu/Fr), 1o que provoca un rendimiento minimo de fluorescencia
de la clorofila (Bukhov & Carpentier, 2004; Tezara et al. 2005; Prieto et al., 2009; Jiménez-Suancha et
al., 2015). En casos de sequia severa, la fotosintesis puede llegar a ser inhibida, lo que causa una
disminucién en la asimilacién de recursos y el crecimiento (Farquhar, Wong, et al., 1989; Prieto et al.,
2009), asi como en la eficiencia en el uso del agua (Jiménez-Suancha et al., 2015), lo que afecta a la tasa

de crecimiento relativa (RGR).

Nuestros resultados mostraron una disminucion en la biomasa reproductiva en condiciones de
sequia. Las plantas invierten gran cantidad de recursos en su reproduccién (Case y Ashman, 2005;
Karlsson y Méndez, 2005), por lo que tienden a disminuir la asignacion de biomasa a las partes
reproductivas en condiciones adversas (Farooq et al., 2009; Farooq et al., 2012; Eziz et al., 2017). Este
ajuste en la asignacion de recursos puede ser un mecanismo para maximizar la supervivencia de la planta
(Camargo y Rodriguez, 2006; Aragon et al., 2008). Como se ha visto en otros estudios, existen especies
que aumentan o disminuyen su biomasa reproductiva en funcion de la cantidad de recursos disponible,
lo que puede afectar a su supervivencia y a su capacidad de reproduccion futura (Obeso, 2002). Sin
embargo, vemos una respuesta plastica muy importante y que es claramente adaptativa como es

presentar hojas mas esclerdfilas (mayores valores de LDMC). La regulacion de la evaporacion de agua
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a través de las hojas puede manifestarse mediante un aumento en la cantidad de materia seca en las hojas
(LDMC) (Buckland et al. 1997; Volaire 2008; Poorter et al. 2009). Estas hojas més esclerofilas presentan
mayor inversion en tejidos estructurales que permiten minimizar la pérdida de agua y mantener la
turgencia de las hojas bajo estrés por sequia (Niinemets 2001; Chaves et al. 2002; Jung et al., 2014).
Como se ha visto en otros estudios, valores altos de LDMC indican un mayor grosor de las hojas y
paredes celulares rigidas, que esta relacionado con resistir a la sequia (de la Riva et al., 2016), mantener
la turgencia y minimizar el dafio celular en condiciones de sequia extrema (Monson y Smith 1982;
Markesteijn et al., 2010; Bongers et al., 2017). Nuestro estudio manifiesta la presencia de evolucion,
posiblemente adaptativa y rapida entre generaciones tanto en rasgos como en su plasticidad, lo que nos
ayuda a comprender como son las respuestas adaptativas de esta especie frente al cambio climatico.

6. Conclusiones

Las conclusiones generales extraidas de este estudio son las siguientes:

e Observamos evolucion adaptativa para los rasgos inicio de fructificacién y tasa de crecimiento
relativo (RGR). Se ha producido una seleccion de genotipos que presentan un inicio de
fructificacion adelantado y una mayor tasa de crecimiento relativo (RGR), lo que sugiere que
se ha favorecido una estrategia adquisitiva.

e Existe plasticidad diferencial entre generaciones. En condiciones de sequia no se observaron
diferencias entre generaciones, pero en condiciones de alta disponibilidad hidrica, los individuos
de 2018 mostraron una biomasa reproductiva y Fv/Fn mayor, y un LDMC menor. Esto muestra
la evolucion de respuestas plasticas mas adquisitivas, que permiten adquirir mas recursos
cuando las condiciones ambientales son buenas.

o Existen respuestas plasticas frente a la sequia. Estas pueden ser pasivas, causadas por una
limitacion de los recursos, como presentar menor biomasa reproductiva, menor tasa de
crecimiento relativo (RGR) y menor capacidad fotosintética (F./Fm) 0 adaptativas como
presentar hojas mas esclerdfilas (valores mayores de LDMC), que proporciona una ventaja para
resistir en periodos de estrés hidrico.

e Nuestros resultados muestran que ha ocurrido evolucién rapida en rasgos y su plasticidad en
Lepidium subulatum, lo que tiene unas implicaciones ecoldgicas y evolutivas muy importantes

para la especie.
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7. Lineas futuras de investigacion

Futuros trabajos de investigacion relacionados con este trabajo fin de grado que se podrian realizar serian

los siguientes:

e Evaluar el cambio evolutivo rapido en otras poblaciones de Lepidium subulatum realizando de
nuevo experimentos de resurreccion. De esta forma se podrian comparar las respuestas
evolutivas en funcidn de la localizacion de las poblaciones.

o Evaluar la plasticidad de distintas poblaciones de Lepidium subulatum mediante un experimento
donde se sometan a diferentes estreses que pueden sufrir en condiciones naturales, como la
competencia o el aumento de las temperaturas.

o Realizar un experimento de resurreccion en otras especies de gipsofitos, como por ejemplo

Helianthemum squamatum, para evaluar el cambio evolutivo rapido en otras especies.
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