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RESUMEN

A lo largo de gradientes altitudinales existen importantes cambios en los tipos de
vegetacion. Sin embargo, existen especies que pueden presentar amplios rangos
altitudinales. Gymnocalycium quehlianum es un cactus globular endémico de las Sierras
de Cdrdoba, que se encuentra desde los 500 hasta los 1200 msnm. Estudiar aspectos de
su genética y ecologia a lo largo de su distribucion altitudinal es de vital importancia para
comprender estos patrones. Como objetivo de este trabajo me propuse realizar estudios
genéticos y ecoldgicos en G. quehlianum en un gradiente altitudinal en las Sierras de
Cordoba. El estudio se realizo en un gradiente altitudinal que va desde San Marcos Sierras
hasta el Camino del Cuadrado; en el cual se seleccionaron tres poblaciones de G.
quehlianum a 615 msnm (San Marcos Sierras), 948 msnm (Valle Hermoso) y a 1257
msnm (Camino del Cuadrado). En cada uno de los sitios se midieron el contenido de
ADN, nivel de ploidia, caracteristicas citogenéticas y germinativas, y la densidad
poblacional. Las tres poblaciones presentaron las mismas caracteristicas citogenéticas:
contenido de ADN, nivel de ploidia, nimero cromosdémico, patron de bandeo y
distribucion de genes ribosomicos. Las poblaciones resultaron ser diploides (2n=22),
excepto un individuo de la poblacion a 948 msnm que resulté ser tetraploide. Se hallo una
disminucion gradual en el tamafio de los cromosomas m y todos las poblaciones
presentaron un Gnico par sm. La especie presentd cariotipos simétricos y mostraron
heterocromatina constitutiva CMA*/DAPI asociada a regiones organizadoras nucleolares
(NORs), que se encontraron siempre en el primer par cromosémico m. Los genes
ribosomales 18-5,8-26S se localizaron en las regiones terminales del primer par de
cromosomas m; y el 5S hibrid6 al lado del 45S en el primer par cromosdémico, pero
ademas lo hizo en posicion paracentromerica del dltimo par m. Respecto a las
caracteristicas ecoldgicas en la mayoria de los casos se encontraron diferencias entre las
poblaciones. El peso de las semillas fue mayor en las alturas extremas y menor en la
intermedia. Tanto la germinacién total como la velocidad de germinacion (Tso) no
presentaron diferencias entre las poblaciones. El tamarfio de las plantulas (alto y ancho)
fue mayor en las alturas extremas y menor en la intermedia. La poblacion a altitud
intermedia present6 la mayor densidad poblacional; la cual disminuye con la altitud. Sin
embargo, el tamarfio de los individuos fue menor en la altura intermedia y mayor en los
extremos. Los resultados de este trabajo indican que las caracteristicas genéticas tendrian

poca relacion con la amplitud altitudinal de la especie. Por otro lado, las caracteristicas



ecologicas si mostraron diferencias entre las poblaciones, indicando su posible

importancia en explicar la distribucion altitudinal de la especie.

Palabras claves: G.quehlianum, gradiente altitudinal, tamafio gendmico, nivel de ploidia,

peso de semillas, germinacion, tamafio de plantulas.



INTRODUCCION

En ambientes montafiosos el gradiente altitudinal es el principal factor que moldea
la vegetacion. Al aumentar la altitud, disminuye la temperatura del aire y aumenta la
irradiacion; en referencia a los efectos que producen las precipitaciones es muy variable
ya que depende de cada cadena montafiosa (Kdrner, 2007). Estos gradientes son los que
determinan los principales pisos de vegetacion que se encuentran en las montafias (Cabido
et al., 2010). A pesar de esto, especies particulares presentan amplios rangos de
distribucion a lo largo de estos gradientes (Knight & Ackerly, 2002; Gurvich et al., 2014;
Bauk et al., 2015). Tanto variables genéticas como ecologicas pueden variar a lo largo de
gradientes altitudinales, lo que puede ayudar a comprender como las especies pueden
presentar esas distribuciones (Knight & Ackerly, 2002; Gurvich et al., 2014). Al mismo
tiempo, comprender estos patrones permitirian comprender los efectos del cambio

climatico sobre las distribuciones geogréaficas de las especies (Téllez-Valdés, 2003).

El contenido de ADN es una variable genética importante que se ha relacionado
con variables ambientales (Knight & Ackerly, 2002); que medido a través de la técnica
de citometria de flujo es util para la determinacion del tamafio del genoma (Ohri, 1998;
Bennett et al., 2000). Se ha observado que el contenido de ADN en Gymnocalycium
puede variar entre 6,2 pg a 7,33 pg (Das & Das, 1998). Knight & Ackerly (2002),
analizaron las relaciones entre el contenido de ADN nuclear y variables climaticas en
diferentes especies de plantas, encontrando que las especies con bajos valores de ADN
son comunes a lo largo de todo el gradiente ambiental, pero que las especies con altos
valores son mas frecuentes en latitudes y alturas intermedias. Por otro lado, Murray et al.
(2005) encontraron una relacion inversa, es decir, que altos niveles de contenido de ADN
fueron encontrados en ambientes extremos. A nivel intraespecifico, se han realizado
diversos estudios que investigan la estabilidad del tamafio del genoma, entre poblaciones
aisladas geograficamente; en la mayoria de los casos estudiados se encontraron
diferencias insignificantes (Baranyi y Greilhuber, 1995; Lyséak et al., 2000), al contrario
Smarda & Bures (2006) estudiando la variabilidad intraespecifica de contenido de ADN
y el nivel de ploidia en Festuca pallens (Poaceae) a distintas escalas geograficas,
encontraron que el contenido de ADN de los tetraploides se correlacion6 de forma
positiva con la altitud, no ocurriendo lo mismo con los diploides; por lo que se sugiere

que el genoma nuclear puede ser mas plastico de lo que se creia, en algunos casos.



El nivel de ploidia es una caracteristica importante que puede estar afectando la
especiacion, pero también se ha visto que puede afectar la ecologia de las especies (Grant,
1981; Levin, 2002). El nivel de ploidia es otra variable citogenética que se puede
relacionar con la altitud; Morales Nieto et al. (2007) caracterizaron a la diversidad de
Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., mediante su nivel de ploidia, y encontraron que
el mismo se relaciond principalmente con la distribucion altitudinal y el rango de
temperatura. EI nimero bésico para la familia es x = 11, siendo la principal variacion
existente la poliploidia (Raven, 1975; Ross, 1981; Pinkava & Parfitt, 1982; Pinkava et
al., 2002). En Cactaceae hay un solo estudio (G. monvillei, Bauk 2014) que analiz6 como
varia el contenido de ADN vy el nivel de ploidia en un gradiente altitudinal; pero no
encontrd diferencias significativas entre las poblaciones. Ademas en Cactaceae son pocos
los estudios de patrones de bandeo y mapeo de genes mediante FISH (Las Pefias et al.,
2008, 2009, 2016; Bauk et al., 2016), y existe un solo analisis de los patrones
cromosémicos en una especie de Cactaceae (G. monvillei, Bauk 2014) en el cual no se
hallaron diferencias a lo largo de un gradiente de altitud. Hasta el momento no se conoce
el cariotipo, el patron de bandas ni la posicion de los genes ribosomales en G.quehlianum.

Diferentes variables, como el peso de las semillas, las caracteristicas de
germinacion, el tamafio y forma de las plantulas han sido observados como factores
importantes que afectan el crecimiento y establecimiento de las plantas (Bowers &
Pierson, 2001; Baloch et al., 2001; Contreras & Valverde, 2002). A pesar de esto, al
momento existen pocos estudios que hayan analizado estas variables a lo largo de
gradientes altitudinales. Baker (1972) y Murray et al. (2003) encontraron que el peso de
las semillas disminuye con la altitud. Moles et al. (2007) y Murray et al. (2003)
encontraron que el peso de las semillas es mayor en especies de latitudes altas. A nivel
interespecifico, Sosa et al. (2014) analizaron la relacion entre la masa de las semillas y
las caracteristicas de germinacién de 17 especies de cactus; y no encontraron una relacion
significativa entre la masa de las semillas y las caracteristicas de germinacion
consideradas; sin embargo vieron que las semillas mas pesadas, producian plantulas de
mayor tamafio cilindrico. A nivel intraespecifico existen pocos estudios que hayan
analizado cambios en el tamafio de las semillas a lo largo de gradientes altitudinales.
Particularmente en cactaceas, en G. monvillei no se encontrd una relacion entre el tamafio
de las semillas y la altitud; pero al analizar cébmo afecta la altitud al tamafio de las
plantulas (alto y ancho) y la forma (globoso o cilindrico) observaron que el alto de las

plantulas se incrementaba con la altitud, por lo que las plantulas se hacian méas globosas
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con la disminucion de las altitudes; y respecto a la germinacion notaron que decrece con
la altitud (Bauk et al., 2015, 2016). Gurvich et al. (2008) hallaron que G. quehlianum,
presenta alta tasa de germinacion aunque produce pocas semillas por fruto (360 semillas),
lo que podria indicar que los bajos niveles de produccién de semillas, quizads se
compensan con la alta germinacion. Estudios en otras especies son necesarios para
confirmar los patrones descriptos anteriormente. Existen estudios en Cactaceae sobre los
cambios en la composicion de especies a lo largo de gradientes altitudinales (Guerrero et
al., 2011; Gurvich et al., 2014), pero son pocos los estudios que analizan la variacion de
la abundancia de una especie a lo largo de gradientes. En cactaceas, Bauk (2014)
analizando 5 poblaciones de Gymnocalycium monvillei en un gradiente altitudinal,
describe que la densidad poblacional varia de manera unimodal, presentando un 6ptimo
en una altura intermedia del gradiente estudiado, por lo que se cree que la altitud juega

un papel en la estructuracion de las poblaciones.

Gymnocalycium comprende unas 50 especies, la mayor parte de ellas endémicas de
regiones geograficas restringidas (Charles, 2009; Metzing, 2012). En Argentina es el
género de la familia con mayor nimero de especies (41), representando el 18% de la
riqueza total de Cactaceae (Kiesling et al., 2008). Actualmente al género se lo divide en
subgéneros de acuerdo a la clasificacion establecida por Schitz (1986) basado en las
caracteristicas de las semilla, la anatomia floral y del fruto. G. quehlianum (subgénero
Trichomosemineum) es endémico de la Provincia de Coérdoba y se distribuye a lo largo
de la Sierra Chica hasta la Sierra Norte (Fig. 1B). Es abundante en ambientes serranos
entre 500 y 1200 msnm (Charles, 2009; Gurvich et al., 2014). Se caracteriza por tener
tallos conicos enterrados, mayormente morados o verde grisaceos. Con aproximadamente
11 costillas, formadas por 4 a 6 tubérculos redondeados que llevan una giba notable,
aguda, que se proyecta hacia abajo, presenta cinco espinas radiales generalmente
arqueadas sobre la giba. Flores blancas con garganta rojiza (Fig. 1A) y los frutos

subcilindricos de 2 a 3 cm (Kiesling et al., 2009).
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Figura 1.A. Planta de Gymnocalycium quehlianum. B. Area de distribucion de la especie.

La importancia de este estudio se basa en la integracion de aspectos ecoldgicos y
genéticos en G. quehlianum a lo largo de un gradiente altitudinal. Se conoce que la especie
ocupa nichos ecoldgicos estrechos respecto a otras especies de cactus (Gurvich et al.,
2006) pero no se conoce como Vvaria su abundancia a lo largo del mismo; respecto a la
diversidad de cactus globosos de las Sierras Chicas de Cordoba (1200 msnm) se encontro
que la abundancia de G. quehlianum es de 0,17 individuos/m? (Gurvich et al., 2006). G.
quehlianum es diploide (2n=22) y el contenido de ADN es de 2C= 6,46 pg (Das & Das,
1998). Teniendo en cuenta que solo existe un estudio en Cactaceae que relacionen estas
variables con gradientes altitudinales, es que en esta tesina se pretende analizar
caracteristicas genéticas y ecoldgicas a lo largo de un gradiente en las Sierras Chicas de
Cordoba.



OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar como varian caracteristicas genéticas y ecoldgicas en Gymnocalycium
quehlianum a lo largo de un gradiente altitudinal e identificar si existe relacion entre
estas caracteristicas y la altitud.

Objetivos especificos

Determinar en tres poblaciones de G. quehlianum que se encuentran a distintas

altitudes:
< El contenido de ADN.

X El nimero cromosomico, el cariotipo, la heterocromatina y

localizar los genes ribosomales.

<> El peso de las semillas, porcentaje y velocidad de germinacion,

tamafio y forma de las plantulas.

<> Densidad poblacional.



MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se realizo en tres poblaciones de G. quehlianum en un gradiente
altitudinal que comprende desde la Ruta Provincial E-57 0 popularmente conocida
como Camino del Cuadrado que une Valle Hermoso con Rio Ceballos (altitud: 1250
msnm; coordenadas: 31° 7'51"S 64°25'07"0) hasta San Marcos Sierras (altitud: 615
msnm; 30°44°00.8”S 64°34°16.0”). Esta diferencia en altitud implica importantes
cambios en la temperatura y precipitacion media anual, siendo respectivamente de 18,7°C
y 480 mm en las zonas mas bajas, 14°C y 850 mm en el limite superior (De Fina, 1992).
A lo largo del gradiente se seleccionaron 3 poblaciones ubicadas a 615, 948 y 1257 msnm
(Fig. 2); en cada uno de los cuales se seleccionaron afloramientos rocosos donde se
encuentra la especie. Se recolectaron plantas y frutos de cada poblacion para ser utilizados

segun corresponda a cada analisis.
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Figura 2. Sitios de muestreo a diferentes altitudes de Gymnocalycium quehlianum. San

Marcos Sierras (615 msnm), Valle Hermoso (948 msnm) y Camino del Cuadrado (1257 msnm).



Contenido de ADN (Cx) estimado por citometria de flujo

Para calcular el contenido de ADN nuclear se utiliz6 la técnica de citometria de
flujo. Por cada medicion de cada poblacién, se usaron de 5 a 7 plantulas de alrededor de
45 dias que fueron logradas a partir de semillas obtenidas a campo en cada uno de los
sitios ya descriptos. EI contenido de ADN se midi6 a partir de una suspension de nucleos
de acuerdo con Dolezel et al. (2007). Los trozos de plantulas de la muestra se cortaron
con bisturi en una placa de Petri de vidrio conteniendo 0,4 ml de solucion de Otto | (&cido
citrico 0,1 M + 0,5% de Tween 20) y 0,2 ml de 1% de PVP (PVP 10). La suspension de
nucleos fue filtrada a traveés de una membrana de malla de nylon y fueron incubados en
hielo durante 60 minutos. Se centrifugaron durante diez minutos a 4500 rpm, se desechd
el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 0,1 ml de Otto | y se lo incubo en hielo
otros diez minutos. Después se incluyeron 0,5 ml de buffer Otto Il (0,4 M
NaxHPO4.12H,0). Luego se afiadi6é yoduro de propidio (50 pg mL-1) y ARNasa (50 pg
mL-1).

Las muestras fueron mantenidas a temperatura ambiente durante 10 minutos y
fueron analizadas en citometro Bd Accuri™ C6 en el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA, Cordoba). Se llevaron a cabo tres estimaciones de ADN para cada
poblacion (5.000 nucleos por andlisis) en dos dias diferentes. Se utilizaron como testigos
Solanum lycopersicon con un valor de 1.96 pg para 2C y Glycine max con 2,50 pg. El
contenido de ADN nuclear 2C en pg, se calculé como pico promedio de la muestra/pico
promedio estandar. Valores de cx, que representan el contenido de ADN de un genoma
monoploide no replicado con el nimero de cromosomas X, se calculé como la cantidad

de ADN nuclear 2C dividido por el nivel de ploidia.

Citogenética: técnica convencional, Bandeo y FISH

» Preparados cromosomicos

Para la obtencion de preparados cromosdmicos se utilizaron raices de al menos
dos individuos adultos, previamente pre tratadas con 8-Hidroxiquinoleina 2 mM durante
6 a 8 horas en estufa a 14 °C y 16-18 hs en heladera, luego fueron fijadas con la mezcla
Farmer (3:1; alcohol etilico: &cido acético glacial) y conservadas en freezer hasta su uso.
Las preparaciones cromosomicas, se llevaron a cabo mediante digestién enzimatica con

Pectinex a 37 °C durante 60 minutos. Luego se aplastaron los meristemas con &acido
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acetico 45%. Posteriormente, se congelaron con aire liquido y se procedio a la remocién
del cubreobjetos. Los preparados fueron conservaron en freezer para utilizarlos en las

diferentes técnicas citogenéticas.

» Coloracién convencional
Se utilizd la técnica de HCIl/Giemsa segin Guerra (1983) coloreando los
preparados con una solucion de Giemsa al 2% preparada en el momento, y se montaron

con Entellan.

» Bandeo cromosomico fluorescente CMA/DAPI

El bandeo cromosémico fluorescente se realizé segun la técnica descripta por
Schwarzacher et al. (1980) y Schweizer (1994), con algunas modificaciones (Las Pefias
et al, 2008). Los preparados fueron tefiidos con Cromomicina Az (CMA) por 90 minutos
incubados en camara himeda a temperatura ambiente en oscuridad, lavados con agua
destilada por un periodo de 10 minutos y posteriormente coloreados con 4’-6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) por 30 minutos mantenidos en camara himeda. Luego se remueve el
cubreobjetos y se lava con agua destilada nuevamente durante 10 minutos y finalmente
fueron montados con Buffer Macllvaine: glicerol (1:1). Los preparados fueron

conservados en heladera en oscuridad.

» Hibridacién in situ fluorescente (FISH)

Para las hibridaciones in situ se sigui6 el protocolo de Schwarzacher & Heslop-
Harrison (2000), con pequefias modificaciones. Como sondan se utilizaron regiones de
ADN altamente repetitivo, como ADN ribosémico 18-5,8-26S (pTa7l) (Gerlach &
Bedbrook, 1979) y 5S (fragmento obtenido a partir genoma de P. aculeata segun Las
Pefias et al., 2011).Los fragmentos fueron marcados con digoxigenina-11-dUTP o
biotina-16-dUTP (Roche) mediante la técnica de nicktranslation (Nick Translation Kit,
Roche).Las sefiales de hibridacion se detectaron utilizando Avidina-FITC (Sigma) y anti-
DIG-Rodamina (Roche) y los cromosomas coloreados con DAPI.

> Confeccion de los cariotipos y localizacion de bandas de
heterocromatina y genes ribosomales

Las placas metafasicas se observaron con microscopio Olympus BX61 software
Cytovision® (Leica Biosystems) y camara JAI® modelo CV-M4+ CL monocromatica;
este instrumental se utilizé con los filtros correspondientes para todas las técnicas

realizadas.



Los idiogramas correspondientes a cada punto de muestreo se realizaron con la
mediciones obtenidas del programa ImageJ (NIH ImageJ; National Institutes of Health,
Bethesda, MD, desarrollado por: National Institutes of Health, disponible en el sitio

http://rsb.info.nih.gov/ij/) y organizando los cromosomas en grupos de acuerdo a su

indice braquial (r) e indice centromérico (i) siguiendo la terminologia de Levan et al.
(1964):
r=1/s
i =100s/c
Donde: | = longitud del brazo largo.
s = longitud del brazo corto.
¢ = largo total del cromosoma.

Segun su indice braquial, los cromosomas fueron ubicados dentro de las siguientes
categorias:
Metacéntricos (m) r = 1-1,69

Submetacéntricos (sm) r =1,7-3

Los cromosomas fueron ordenados de forma decreciente segin su longitud dentro
de las categorias anteriormente mencionadas. Se calcul6 el largo total del genoma
haploide “Lt”, sumando la medida del largo total de cada par cromosdémico, el largo
cromosomico promedio “C”, y la razon entre el cromosoma mas largo y el mas corto “R”.
Finalmente, se realizaron los idiogramas de cada poblacion, utilizando los valores
promedios de cada par cromosémico.

Las bandas heterocromaticas obtenidas con bandeo de fluorescencia y las sefiales
de ADNr fueron contadas en 2-5 placas metafasicas correspondientes a 2-4 individuos de
la especie. En cada placa se efectuaron mediciones en los cromosomas referidas a la
longitud del brazo corto, brazo largo y largo total, calculandose en cada caso la media y
el desvio estandar, datos con los que se construyeron los idiogramas respectivos. La
construccidn de los idiogramas se realiz6 con el programa Corel Draw 7X.

La asimetria de los cariotipos fue estimada usando los indices de asimetria
intracromosomica “A1” e intercromosomica “A2” propuestos por Romero Zarco (1986):
A1y Az varian entre 0 y 1. Cuando A: tiende a cero indica que los cromosomas son
metacéntricos, y cuando Az es proximo a cero, indica que los cromosomas tienen una

longitud total similar.


http://rsb.info.nih.gov/ij/

Caracteres ecoldgicos

> Peso de las semillas

Se recolectaron a campo frutos maduros de al menos 11 individuos en cada
poblacién. Las semillas fueron removidas de los frutos, limpiadas y se dejaron secar a
temperatura ambiente. A partir de las semillas se tomaron al azar 10 submuestras de 5
semillas que fueron pesadas en una balanza analitica. Se calcul6 el valor medio de peso
de las muestras de cada altura, para obtener el valor individual por semillas. A partir de
este mismo pool de semillas se realizaron los experimentos de germinacion, mediciones

del tamafio y forma de las plantulas.
> Experimentos de germinacion

Se realiz6 un experimento de germinacion donde se utilizaron 3 cajas de Petri
(réplicas) de 5,5 cm de didmetro con papel filtro estéril humedecido con 10 ml de agua
destilada. En cada caja de Petri se colocaron 20 semillas, que fueron mantenidas en una
camara de germinacion a 15/25°C. Se registro la germinacion cada 48 hs durante 30 dias,
siendo la protrusion de la radicula el indicador de que la semilla germino. A partir de esta
informacion se calculd el nmero y porcentaje de germinacién de acuerdo a Dubrovsky
(1998); y la velocidad de germinacion, el tso, el cual expresa el tiempo de germinacion del

50% de las semillas incubadas.
> Tamafio y forma de las plantulas

Estas mediciones se realizaron utilizando las plantulas germinadas en el
experimento anteriormente descripto; se utilizaron siete plantulas con 35 dias de
germinadas por altitud. Las mismas fueron medidas siguiendo el procedimiento previsto
en Sosa Pivatto et al. (2014). A través de fotografias digitales a cada plantula se le midio
el alto y ancho (mm), utilizando el ImageJ 1.43u. Con la obtencion de estos datos se
calculd un indice de forma (relacion alto/ancho), donde un valor de 1 indica que la
plantula tiene una forma esférica, mientras que valores mayores indican una forma

columnar y valores menores un forma aplastada (Sosa Pivatto et al., 2014).
Tamafo poblacional

En cada una de las poblaciones se ubicaron al azar 30 parcelas de 1m2. En cada
una de ellas, se tomaron registros de caracteristicas del suelo y vegetacion; donde también

se midio el didmetro de cada Gymnocalycium quehlianum presente.



Analisis de datos
Para el anélisis de todas las variables medidas, tanto genéticas como ecoldgicas se

utiliz6 el analisis de varianza o su equivalente no paramétrico Kruskall Wallis, seguido

de un analisis de comparacién de medias (Tukey, P<0,05).

Los andlisis se realizaron utilizando el paquete estadistico INFOSTAT (Di Rienzo et
al., 1999)



RESULTADOS

Contenido de ADN y andlisis citogenéticos

> Contenido de ADN (2C) estimado por citometria de flujo

En el andlisis del contenido de ADN nuclear en G. quehlianum se observan en
todas las poblaciones analizadas, tres picos donde la mayoria de los nucleos estan en fase
G2 (contenido de ADN 4C, Fig. 3). En el histograma observamos para 2C los nucleos en
fase GoG1 y para 8C los nucleos se encuentran endoreduplicados (Fig. 3). Se sugiere un
proceso de endopoliploidia que se presenta en todas las poblaciones analizadas, al

observar la presencia de los tres picos.

El contenido de ADN 2C (Tabla 1) varié de 3,55 pg a 4,30 pg, pero no se
encontraron diferencias significativas (p=0,1109) entre las poblaciones. Sin embargo,
existié una tendencia en la cual los mayores valores de contenido de ADN estan en
altitudes bajas y disminuyen con el gradiente altitudinal. Se hallaron valores desde 7,23
a 9,12 pg para 4C desde 1257 msnm a 615 msnhm, respectivamente. Y en el caso de 8C se

obtuvieron valores desde 14,68 a 17,52 pg.

Tabla 1. Valores promedio estimados de ADN nuclear de G. quehlianum para las tres alturas.

Alturas 2C (pg) 4C (pg) 8C (pg)
615 msnm 4,30 9,12 17,52
948 msnm 3,89 1,77 15,43
1257 msnm 3,55 7,23 14,68




4C

Figura 3. Histograma del
contenido de  ADN

nuclear de la poblacién de

2C

8¢ San Marcos Sierras (615
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representan los valores de
2C,4C Y 8C. Los testigos

internos no fueron

_— incluidos en la figura.

Las tres poblaciones presentaron las mismas caracteristicas citogenéticas:
contenido de ADN, nivel de ploidia y namero cromosémico. Se encontr6é que todas las
poblaciones analizadas presentaron un ndmero cromosémico somatico de 2n=22 (Tabla
2; Fig. 4; anexo). Sin embargo, un individuo de la poblacion de Valle Hermoso (948
msnm), resultd tetraploide con 2n=44. En los cromosomas m se pudo observar una
disminucion gradual en el tamafio de los mismos en todas las alturas estudiadas. Ademas,
en las tres poblaciones se encontrd un unico par sm (Fig. 7). Los datos obtenidos arrojaron
que la longitud cromosomica promedio “C” es 2,98 pm y la longitud de mayor valor “c”
(4,08 um) fue encontrada en el par 1 del sitio a 1257 msnm y la de menor valor (2,27 um)
en el par 10 del sitio a 948 msnm. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los cromosomas en cuanto a “C” (p=0,0120), presentando a los 615
msnm a los cromosomas mas cortos con una media de 2,64 um y con un promedio de
3,15 pm a los 948 msnm y a los 1257, entre los cuales no se encontraron diferencias
significativas. La longitud del genoma haploide “Lt” vari6 entre 29,02 um y 34,65 pm,
siendo 32,77 um su promedio. La relacion entre el par cromosémico de mayor y de menor
tamafio “R” de las poblaciones analizadas varié en un rango de 1,58 a los 615 msnmy
1,82 a los 948 msnm. La especie cuenta con cariotipos simétricos en todos los sitios, 1o
cual se ve reflejado en los indices de asimetria calculados (Romero Zarco, 1986), que
arrojaron un rango de A1 + A2 = 0,32-0,36 para el sitio a 615 msnm y el sitio a 948 msnm
respectivamente. Los valores de asimetria intracromosomica (Ax) variaron entre 0,19 para

el sitio ubicado a 615 msnm y 0,20 para el sitio ubicado a 948 msnm. Por otro lado, el



indice de asimetria intercromosomica (Az) oscilé entre 0,13 para el sitio ubicado a 615
msnm,0,16 para el sitio ubicado a 948 msnm y 0,14 para el sitio ubicado 1257 msnm;

reflejando el tamafio similar entre los cromosomas de estos complementos.

Con la técnica de bandeo cromosomico fluorescente, las tres poblaciones
presentaron un par cromosomico con bandas de heterocromatina constitutiva
CMA*/DAPI asociada a regiones organizadoras nucleolares (NORs) ricas en pares de
nucleotidos GC. Estas regiones se encontraron en el primer par de cromosomas m, con
ubicacion en la constriccion secundaria y parte del brazo portador de la NOR. No se
detectaron en las poblaciones analizadas heterocromatina rica en pares de bases AT (Fig.
5).

Por otra parte la técnica de FISH mostr6 que los genes ribosomales 18-5,8-26S se
localizaron en las regiones terminales del primer par de cromosomas m. En todos las
poblaciones se observo un par de sefiales asociadas al brazo portador de la constriccion
secundaria de cada miembro del par (Fig. 6), se observo que la distribucion de los genes
ribosémicos fue consistente con el patrén de bandas CMA*/DAPI" (NORs). El locus 5S
se localizd en dos pares de cromosomas, hibridé por un lado en el primer par de
cromosomas m al lado del 18-5,8-26S y por otro lado en el Ultimo par m, en posicién
paracentromérica (Fig. 6 y 7). Ambos genes (18-5,8-26S y 5S) fueron detectados con

tamanos similares en los pares, siendo por lo tanto homomorficos.



Tabla 2. Caracteristicas cariotipicas de G. quehlianum en las tres poblaciones: nimeros
cromosomicos (2n), formula cariotipica (FC),* indica primer par con constriccién secundaria,
presencia de pares cromosomicos con satélites (CMA/DAPI-NORs), largo total del genoma
haploide (Lt), largo cromosémico promedio (C), relacion entre el par cromosémico de mayor y
menor tamafo (R), indice de asimetria intracromosoémico (A1) e intercromosémico (A,). Lty C

estan expresados en pm.

Poblacion 2n FC NORs| Lt | C R A1 | A

San Marcos Sierras
(615 msnm) 22 10 m*+1sm 2 29,02 | 2,64 | 158 | 0,19 | 0,13

Valle Hermoso
(948 msnm) 22 10 m*+1sm 2 34,65 | 3,15 | 1,82 0,2 0,16

Camino del Cuadrado
(1257 msnm) 22 10 m*+1sm 2 3465 | 3,15 | 1,60 | 0,19 | 0,14




Figura 4. Fotomicrografias de cromosomas mitdticos de G. quehlianum, tefiidos con Giemsa. A: San

Marcos Sierras (615 msnm); B: Valle Hermoso (948 msnm); C: Camino del Cuadrado (1257 mshm).
Las flechas indican la presencia de satélites. La escala representa 5 pm.



Figura 5. Cromosomas metafésicos de G. quehlianum tefiidos con CMA/DAPI. A 'y B: San Marcos

Sierras (615 msnm); C y D Valle Hermoso (948 msnm); E y F Camino del Cuadrado (1257 msnm).
A, C, E CMA; B, D, F DAPI. Los asteriscos sefialan la heterocromatina CMA*/DAPI- asociada a

NORs. La escala representa 5 pm.



Figura 6. Hibridacién in situ fluorescente (FISH) en cromosomas metafésicos de G.quehlianum. A:
San Marcos Sierras (615 msnm); B: Valle Hermoso (948 msnm); C: Camino del Cuadrado (1257

msnm). Las flechas indican la sefial de hibridacién para la sonda ADNr 18-5,8-26S (verde) y los

asteriscos indican la sefial de hibridacion para la region ADNr 5S (rojo). La escala representa 5 pm.
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m sm

San Marcos Sierras (615 msnm)

Valle Hermoso (948 msnm)

Camino del Cuadrado (1257 msnm)

Figura 7. Idiogramas de G. quehlianum de cada poblacion. Los bloques verdes indican las regiones
de ADNr 18-5,826S (45S) y bandas CMA*/DAPI- asociadas a NORs. Los circulos rojos representan

al locus 5S. La escala representa 2 pm.
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Caracteristicas ecologicas

> Peso de las semillas

Se encontraron diferencias significativas (p=0,033) en el peso de las semillas, siendo
las de la poblacion intermedia, Valle Hermoso, las que presentaron semillas més livianas
(0,144 mg) mientras que las semillas de las otras poblaciones fueron mas pesadas (0,187
mg la poblacion del Camino del Cuadrado; Fig. 8).
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Figura 8. Peso de las semillas de G. quehlianum en las tres poblaciones analizadas. Las letras

diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (p<0,05) entre las poblaciones.
» Germinacion

La germinacion total varid entre 49,67% a 1257 msnm y 69,64% a 615 msnm. Pero
no se hallaron diferencias significativas (p=0,298) entre las alturas. Sin embargo, existe

una tendencia donde el porcentaje de germinacion disminuye con la altitud (Fig. 9A).

La velocidad de germinacion (Tso) vario entre 10 y 12 dias, pero no se hallaron

diferencias significativas entre las alturas consideradas (p=0,145; Fig. 9B).
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Figura 9. A. Porcentaje de germinacion final de G. quehlianum en las tres poblaciones. B. indice Tso

de G. quehlianum. En ninguno de los dos analisis se encontraron diferencias significativas (p>0,05)
entre las poblaciones.

» Tamafo de las plantulas

El alto, ancho y forma (indice de esfericidad) de las plantulas variaron

significativamente entre las poblaciones (p<0,05). En las tres variables el patrén fue

similar: menor valor en la poblacion en altura intermedia y mayores en las extremas (Fig.

11). Las poblaciones extremas presentaron plantulas mas altas, anchas, y con forma mas

columnar que las plantulas de la poblacion intermedia que son méas redondeadas. En la

Fig. 10 se observan plantulas tipicas de cada poblacion.

615 msnm 948 msnm

1257 msnm

Figura 10. Fotografias de plantulas tipicas de 35 dias de G. quehlianum. La escala representa 1 mm.
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Figura 11. A. Alto de plantulas de G. quehlianum. B. Ancho de plantulas de G. quehlianum. C.
Relacidn alto/ancho de las plantulas de G. quehlianum. Las letras diferentes sobre las barras indican

diferencias significativas (p<0,05) entre las poblaciones.
» Tamafio poblacional

En total se registraron 49, 112 y 70 individuos en los sitios 615, 948 y 1257 msnm
respectivamente. En la Figura 12 se muestran individuos tipicos de cada poblacion. La
densidad de individuos varid significativamente (p=0,027) entre las alturas, siendo mayor
a 948 msnm (3,7 individuos/m?) y menor a los 615 msnm y a los 1257 msnm, con una

media de 1,6 y de 2,3 individuos/m? respectivamente (Fig. 13A).
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El tamafio medio de los individuos también vari6 significativamente entre las alturas
(Fig. 13B; p<0,05), siendo mayor a 615 msnm (5,69 cm), intermedio a 1257 msnm (4,35

cm) y menor a 948 msnm (3,52 cm).

15 m

948 msnm

1257 m

Figura 12.Fotografias de plantas tipicas de G. quehlianum. La escala representa 5 mm.
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Figura 13. A. Nimero de individuos de G. quehlianum por m? por poblaciones. B. Diametro de los

individuos de G. quehlianum segun las alturas. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias

significativas (p<0,05) entre las poblaciones.

Las estructuras de las diferentes clases de tamanos variaron entre las altitudes. En

la poblacion a menor altura, la distribucion de tamafios estaba mayormente sesgada hacia

individuos de mayor tamafio con respecto a las otras dos poblaciones, donde las clases de

tamafio mas pequefias son las que presentaron mayor numero de individuos (Fig. 14).
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Figura 14. A. Frecuencia de diametro de individuos de G. quehlianum en San Marcos Sierras (615
msnm). B. Frecuencia de didmetro de individuos de G. quehlianum en Valle Hermoso (948 msnm).

C. Frecuencia de didmetro de individuos de G. quehlianum en Camino del Cuadrado (1257 msnhm).

26



DISCUSION

Caracteristicas genéticas

A pesar de que caracteristicas genéticas de las plantas, como el contenido de ADN
y el nivel de ploidia se han relacionado con caracteristicas ecologicas, como por ejemplo
la distribucién a lo largo de gradientes altitudinales (Knight & Ackerly, 2002), en el
presente trabajo las variables genéticas analizadas no mostraron diferencias entre las
poblaciones estudiadas. Los resultados concuerdan con un estudio previo en una especie
del mismo género, G. monvillei donde tampoco se encontraron diferencias entre los
valores de contenido de ADN, nivel de ploidia y otras caracteristicas citogenéticas (Bauk,
2014). Smarda & Bures (2006) estudiaron la variabilidad intraespecifica de contenido de
ADN y el nivel de ploidia en Festuca pallens (Poaceae) en diferentes escalas geogréficas,
y encontraron que la variabilidad observada en el contenido de ADN era menor con la
disminucion de la escala geografica estudiada; por lo que tal vez si hubiésemos analizado
la distribucion completa de G. quehlianum las diferencias podrian haber sido mayores.
Sin embargo, al no encontrar diferencias en el contenido de ADN vy el nivel de ploidia,
los mismos no estarian relacionados a la amplia distribucion altitudinal de la especie.
Cabe destacar que un individuo de la poblacion a 948 msnm resulté tetraploide, por lo
que se deberia estudiar con mayor detalle las poblaciones para conocer si existen mas

individuos con esta caracteristica.

Los valores obtenidos de contenido de ADN nuclear de las plantulas de G.
quehlianum presentaron una mezcla de nucleos con tres picos 2C, 4C y 8C, sugiriendo
este patron endopoliploidia. Este proceso se considera un mecanismo importante para la
adaptacion a altas temperaturas y escasez de agua (Nagl, 1978; Negron-Ortiz, 2007,
Leitch & Leitch, 2013). Cabe destacar que G. monvillei (especie que habita a mayores
alturas, o sea sitios méas frescos y himedos) no present6 endopoliploidia (Bauk, 2014).
Este patron se presenta en especies con genoma pequefio, lo que también les proporciona
ventajas en ambientes aridos (Palomino et al., 1999; Del Angel et al., 2006). Los procesos
de endoduplicacion del genoma pueden variar entre los individuos de una misma especie
como respuesta a las distintas condiciones ambientales en las que se encuentran (Barow,
2006; Leitch & Leitch, 2013). En Cactaceae se encontré endopoliploidia solo en la

subfamilia de las Opuntioideae (Negron-Ortiz, 2007; Segura et al., 2007); y en algunas
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especies de Cactoideae particularmente del género Mammillaria (Palomino et al., 1999;
Del Angel et al., 2006) y en Stetsonia coryne (Bauk et al., 2016).

En antecedentes encontrados sobre valores de contenido de ADN en
G.quehlianum, Das & Das (1998) obtuvieron con el método de densitometria de Feulgen
un valor para 2C de 6,46 pg; lo que seria un valor superior al obtenido en este estudio que
fue de un promedio de 3,86 pg entre las tres poblaciones. Esto podria deberse a las
diferencias que se producen con la utilizacién de distintas técnicas metodoldgicas para la
obtencion de los valores de contenido de ADN, siendo que el método de densitometria
con Feulgen podria no ser tan preciso como la citometria de flujo. Por lo que seria
importante seguir estudiando con distintas técnicas los valores para la especie en cuestion.
Al analizar el nimero cromosémico de G.quehlianum, se encontré que presenta un
numero haploide de n=11. En Cactaceae el nimero cromosdémico basico mas comun es
x=11 (Pinkava, 2002; Goldblatt & Johnson, 2006; Das & Mohanty, 2006; Las Pefas et
al. 2009, 2011); aunque existen algunas excepciones tales como Selenicereus testudo con
n=12 (Bhattacharyya, 1970) y Schlumbergera truncata 2n=34 (Ortolani et al., 2007). Das
& Das (1998) realizaron estudios meioticos a traves de la determinacion de células madre
de polen y encontraron un nimero cromosoémico de n=11 para G. quehlianum. Por lo que

la especie aqui estudiada coincide con los reportes para la familia y la especie.

El largo cromosomico promedio en Cactaceae es de 2,75 um y con escasas
diferencias de tamafo. Los cromosomas de la especie en estudio presentaron un largo
cromosémico promedio de 2,98 um por lo que son considerados como pequeifios, el
cariotipo fue simétrico, siendo la mayoria de los pares cromosémicos metacentricos y
presentando poca diferencia en el tamafio (A1 y A2) lo que coincide con la homogeneidad
cariotipica que presenta la familia (Cota & Philbrick, 1994; Cota & Wallace, 1995;
Bandyopadhyay & Sharma, 2000; Das et al., 2000; Das & Mohanty, 2006; Las Pefias et
al. 2008, 2009, 2014). En este trabajo, se determind por primera vez el cariotipo, la
distribucion de heterocromatina y posicion de los genes ribosomales en poblaciones de
G. quehlianum, comparando si existen variaciones con respecto al gradiente altitudinal.
No se encontraron diferencias entre las poblaciones analizadas. Por lo que en todos los
casos G. quehlianum presentd los genes ribosomales 18-5,8-26S en las regiones
terminales del primer par de cromosomas metacéntricos, observandose que la distribucion
de los genes ribosdmicos es consistente con el patron de bandas CMA*/DAPI- /asociados
a NORs. La localizacion de este gen se encuentra altamente conservado en Cactaceae
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(Las Pefias et al. 2009, 2014), por lo que la especie en estudio concuerda con los
antecedentes de la familia. También ha sido reportada esta asociacion en otras familias
como Asteraceae y Solanaceae (Blanco et al., 2012; Moreno et al., 2012; Chiarini &
Gauthier, 2016). En nuestro caso el ADNr 5S también hibridé en el primer par
metacentrico, al lado del 45S, el segundo par cromosémico donde hibrido el 5S se
encuentra posiblemente en el tltimo par metacéntrico; pero siendo que los valores de las
mediciones del tamafio de los cromosomas son muy similares es dificil especificar con

exactitud cudl es la posicion del segundo par con ADNr 5S.

Caracteristicas ecologicas

A diferencia de los caracteres genéticos los atributos ecoldgicos analizados
presentaron diferencias significativas entre las poblaciones.

El peso promedio de las semillas de G. quehlianum de las tres poblaciones
estudiadas en un gradiente altitudinal es de 0,169 mg, Sosa et al. (2014) encontraron que
el peso de las semillas de G. quehlianum era de 0,16 mg, coincidiendo con el valor hallado
en este trabajo. La poblacion a los 948 msnm present6 las semillas mas livianas. En
estudios realizados a nivel intraespecifico se han hallado resultados contrastantes respecto
a como varia esta variable en relacion a gradientes altitudinales. Por ejemplo, Guo et al.
(2010) al estudiar especies de Pedicularis (Orobanchaceae) que habita en el Himalaya,
encontraron que el peso de las semillas disminuia con la altitud; a niveles intra e
interespecificos. En contraste, Pluess et al. (2005) encontraron en 29 especies de plantas
en los Alpes Suizos, que el peso de la semilla aumenta con la altitud al comparar entre
especies, y no en el caso de analizar las diferencias intraespecificas. En cactaceas Bauk
et al. (2015) no encontraron una relacion clara entre el peso de las semillas de G. monvillei
y un gradiente altitudinal. EI patrén encontrado en el presente trabajo indicaria que las
condiciones mas extremas en las poblaciones de mayor altura (menores temperaturas) y
la poblacion mas baja (mayores temperaturas, menor disponibilidad de agua) ejercen un
efecto positivo sobre el peso de las semillas. EI mayor peso de las semillas se reflejo en
plantulas mas grandes, las que probablemente posean una mayor capacidad de

establecimiento en esas condiciones ambientales (Sosa et al., 2014).

El porcentaje de germinacion promedio entre las tres poblaciones fue de alrededor

de 60%, valor un poco menor al encontrado en estudios previos en la especie (Gurvich et
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al., 2008). Por otro lado, no existieron diferencias significativas en el porcentaje de
germinacion entre las poblaciones. Este resultado contrasta con Bauk et al. (2017) que
encontraron un aumento de la germinacion en G. monvillei con la altura. En el presente
trabajo no solo se encontrd que no existieron diferencias estadisticas, sino que la
tendencias fueron contrarias a lo reportado en Bauk et al. (2017), o sea que la germinacién
disminuyé con el aumento de altitud. Respecto a la velocidad de germinacion (Tso)
tampoco se encontraron diferencias entre las poblaciones. Bauk et al. (2017) si
encontraron diferencias aunque de manera no clara con el gradiente altitudinal. Estos
resultados indican que los patrones tanto de germinacion total como de su velocidad son
especificos para cada especie. Estudios con un mayor nimero de especies serian
necesarios para poder dilucidar de mejor manera la existencia de patrones, o no, de estas

variables.

La forma de las plantulas podria considerarse un rasgo clave para supervivencia
de los cactus, ya que podria estar implicada en la capacidad de absorcién de laluz o en la
adaptacion a los cambios de temperatura y por ende afectar el establecimiento (Sosa et
al., 2014; Bauk et al., 2015). En el presente trabajo se encontrd que el patron de tamafio
y forma de las plantulas se relaciona con el peso de las semillas. Poblaciones con semillas
mas pesadas (los extremos de la distribucidn) presentaron plantulas de mayor tamafio y
de forma maéas columnar; lo que podria deberse a incrementar la posibilidad de
establecimiento de las plantulas. Por otro lado, los resultados encontrados se contradicen
con Bauk et al. (2015) que encontraron un aumento del alto de las plantulas con el
incremento de la altitud, al tiempo que no hallaron una relacion entre las caracteristicas

de las plantulas con el peso de las semillas.

La densidad poblacional fue mayor en la altura intermedia, lo que estaria dado por
las mejores condiciones en las altitudes medias. Este resultado concuerda con Benavides-
Martinez et al. (2007) que también encontraron el mismo patron en Espeletia pycnophylla
ssp. angelensis Cuatrec. (Asteraceae). En cactaceas, solo Bauk (2014) analizé cambios
en la densidad de individuos en un gradiente altitudinal y encontr6 un patron similar al
reportado en el presente trabajo. La frecuencia de las clases de tamafio en cada altura
indicaria que la poblacién intermedia tendria una mayor tasa de reclutamiento de
individuos. Este dato indicaria que en este sitio se dan las condiciones ambientales
Optimas para el establecimiento de esta especie. Respecto al tamafio de los individuos

encontramos que a alturas intermedias, aunque la densidad es mayor, el tamafio de los
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mismos es menor; siendo mas grandes los individuos que se encuentran en alturas
extremas. Lo que concuerda con Benavides-Martinez et al. (2007), quienes concluyen
que en la altitud en donde la densidad poblacional era mayor, el tamafio de los individuos
era menor, lo que podria estar dado por una competencia intraespecifica. Esto es contrario
a lo encontrado en Bauk (2014) para Gymnocalycium monvillei, donde se encontré que
en el sitio en donde el tamafio poblacional era mayor, también lo fue el tamafio de las
plantas. Por lo que en nuestro caso si habria una competencia entre los individuos de la

misma especie, tal como lo propusieron Benavides-Martinez et al. (2007).

Los resultados aqui obtenidos constituyen uno de los primeros aportes al
conocimiento no solo de las caracteristicas citogenéticas de G. quehlianum; especie
endémica de la Provincia de Cordoba; sino también de caracteristicas ecoldgicas
relacionandose a su vez con distintas altitudes. Por lo que seria importante seguir

estudiando esta especie en distintos gradientes altitudinales.
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CONCLUSIONES

Se describieron por primera vez caracteres citogenéticos de G. quehlianum, a lo
largo de un gradiente altitudinal que va desde los 615 msnm a los 1257 msnm en
las Sierras de Cordoba; los cuales no presentaron diferencias.

Se encontrd endopoliploidia en todas las poblaciones, la cual es una caracteristica
que se relaciona a ambientes estresantes.

Se describieron caracteres ecoldgicos de G. quehlianum, que fueron relacionados
a un gradiente altitudinal en las Sierras de Cordoba, donde la mayoria presentaron
diferencias entre las poblaciones.

La poblacion a altitud intermedia presentd mayor densidad de individuos, semillas
mas livianas y plantulas de menor tamafio.

Las poblaciones en las alturas extremas presentaron menor densidad de
individuos, semillas més pesadas y plantulas méas grandes.

No existieron diferencias significativas en el porcentaje y velocidad de
germinacion entre las poblaciones.

Los resultados del presente trabajo sugieren que la amplia distribucion altitudinal
de G. quehlianum estaria dada por mecanismos relacionados a caracteristicas
ecologicas (probablemente plasticidad fenotipica) y no a variaciones en las

caracteristicas genéticas, al menos en las analizadas en el presente estudio.
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ANEXO

a un gradiente altitudinal.

Datos cromosdmicos de G. quehlianum en cada una de las alturas correspondientes

Abreviaturas: Brazo corto (s), brazo largo (I), largo total (c), indice braquial (r),

San Marcos Sierras (615 msnm)

nomeclatura Levan et al. (1964) (n). Longitud cromosémica (um) (media+DE).

Par S I c r=I/s n
1 1,54 +£0,01 1,78 £ 0,17 3,32+0,18 1,16 m
2 1,44 +£0,03 1,60 £ 0,07 3,04 +0,10 1,11 m
3 1,36 +£ 0,09 1,51 £ 0,02 2,87+0,11 1,11 m
4 1,26 £ 0,01 1,44 £ 0,01 2,66 + 0,02 1,14 m
3) 1,19+ 0,00 1,44 + 0,02 2,63 +0,02 1,21 m
6 1,18 £ 0,02 1,38 + 0,06 2,56 + 0,08 1,17 m
7 1,15+ 0,00 1,35+ 0,02 2,50+ 0,02 1,17 m
8 1,05+ 0,00 1,35+ 0,04 2,40 £ 0,04 1,29 m
9 1,05+0,01 1,23 £ 0,06 2,28 + 0,07 1,17 m
10 0,84 £ 0,04 1,23+ 0,03 2,07 £ 0,07 1,46 m
11 0,88 £ 0,07 1,72 £ 0,07 2,60+0,14 1,95 sm
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Valle Hermoso (948 msnm)

Par S | C r=I/s n
1 1,91 £ 0,10 2,19+ 0,06 4,10+ 0,16 1,15 m
2 1,68 £ 0,03 2,01 +0,03 3,69 £ 0,06 1,20 m
3 1,53 £ 0,03 1,90 £ 0,07 3,43+0,10 1,24 m
4 1,50 + 0,06 1,78 £ 0,03 3,28 +0,09 1,19 m
5 1,44 + 0,05 1,74 £ 0,03 3,18 £ 0,08 1,21 m
6 1,40 £ 0,01 1,67 £ 0,03 3,07+ 0,04 1,19 m
7 1,34 £ 0,02 1,61 +£ 0,02 2,95+ 0,04 1,20 m
8 1,32+ 0,01 1,52 £ 0,04 2,84 £ 0,05 1,15 m
9 1,16 £ 0,01 1,54 £ 0,07 2,70 £ 0,08 1,33 m
10 1,00 £ 0,13 1,25+ 0,08 2,25+0,21 1,25 m
11 1,03+ 0,03 2,08+0,12 3,11+0,15 2,02 sm

Camino del Cuadrado (1257 msnm)

Par S I c r=I/s n
1 1,80 £ 0,11 2,21+0,03 401+0,14 1,23 m
2 1,70 £ 0,07 1,99 + 0,03 3,69 +0,10 1,17 m
3 1,63 +0,03 1,79 + 0,04 3,42 0,07 1,10 m
4 1,49 £ 0,10 1,81+0,14 3,30+0,24 1,21 m
5 1,45+ 0,03 1,78 £ 0,00 3,23+0,03 1,23 m
6 1,47 £ 0,08 1,66 + 0,06 3,13+0,14 1,13 m
7 1,39 £ 0,01 1,63 £ 0,04 3,02+ 0,05 1,17 m
8 1,25+ 0,01 1,62 + 0,09 2,87 +0,10 1,30 m
9 1,24+ 0,04 1,49 + 0,00 2,73+0,04 1,20 m
10 1,08 £ 0,02 1,41 £ 0,13 2,49 +£0,15 1,31 m
11 0,98 + 0,07 1,79 £ 0,06 2,77+0,13 1,83 sm
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