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RESUMEN

Para conocer la variacién genética en un gradiente altitudinal
y generar lineamientos para la conservacion de Pinus hart-
wegii Lindl., se investigé la variacién genética isoenzimdtica
entre poblaciones de esta especie a diferentes altitudes en el
Parque Nacional Pico de Tancitaro, Michoacdn, México. Se
recolectaron semillas de cuatro localidades ubicadas a 3000,
3200, 3400 y 3600 m de altitud. Se encontré polimorfismo
en 11 de los 12 loci examinados. La heterocigosidad esperada
promedio (H) fue 0.12. En tres loci existié desequilibrio de
Hardy-Weinberg (p=<0.001), con un déficit de heterocigotos.
La diferenciacién genética entre poblaciones fue significativa
(F,,=0.111). La distancia genética promedio (0.108) fue baja,
y el flujo génico (N_=2.0) fue relativamente bajo. El agrupa-
miento de las poblaciones separa a la poblacién de 3600 m del
resto (a 3400 m) (p=<0.05). Se sugiere establecer una Unidad
de Conservacién de Recursos Genéticos Forestales (UCRGF)
23600 m de altitud y un tamafio minimo de poblacién viable
(N) de 4157 individuos, y otra entre los 3000 y los 3350 m
de altitud y un N_de 3055 drboles.

Palabras clave: Pinus hartwegii, conservacién de recursos genéticos,

diferenciacién genética, ﬂujo génico, isoenzimas, variacién genética.
INTRODUCCION
inus hartwegii Lindl. es una especie confina-

da a las montanas mds altas de México y de
América Central, y crece entre 3000 a 4000 m
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ABSTRACT

To determine the genetic variation along an altitudinal
gradient and generate guidelines for the conservation of
Pinus hartwegii Lindl., genetic isoenzymatic variation was
studied in populations of the species at different altitudes
in Pico de Tancitaro National Park, Michoacin, México.
Seeds were collected from four locations at altitudes of 3000,
3200, 3400 and 3600 m. Polymorphism was found in 11 of
the 12 loci examined. The expected average heterozygosity
(H) was 0.12. At three loci there was Hardy-Weinberg
non equilibrium (p=<0.05), with a deficit of heterozygotes.
Genetic differentiation among populations was significant
(F;=0.111). Average genetic distance (0.108) was low, and
gene flow was relatively low (N_=2.0). Grouping populations
separated the 3600 m population from the other three (3000
to 3400 m) (p=<0.05). Itis reccommended that a forest genetic
resource conservation unit be established at an altitude of
3600 m with a minimum viable population size (N) of 4157
individuals, while another should be established between
3000 and 3350 m with N_of 3055 trees.

Key words: Pinus /aartwegiz', genetic resource conservation,

genetic differentiation, gene flow, isoenzymes, genetic variation.
INTRODUCTION

inus hartwegii Lindl. is a species whose
distribution limited the highest
mountains of México and Central America,
growing at elevations between 3000 and 4000 m

is to

(Perry, 1991). It is a species whose great importance
lies in its being one of the main components of the
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de altitud (Perry, 1991). Es una especie de gran im-
portancia por ser uno de los componentes principa-
les de los bosques de las montafas altas en México
(Lauer, 1978). Para México se calcula un aumento
de la temperatura promedio anual de 1.5 °C para el
2030, 2.3 °C en el 2060 y 3.7 °C en el 2090, y un
decremento de la precipitacién anual de 6.7 %, 9.0 %
y 18.2 % (Sdenz-Romero et al., 2009); ademds, una
disminucién del hdbitat de P hartwegii hasta en
42 % (Arriaga y Gémez, 2004). El aumento de la
temperatura en los 100 afos recientes ha causado una
reduccién de 10.6 % en el crecimiento relativo de la
especie (Ricker ez al., 2007).

El primer paso de una estrategia de conservacion
de la diversidad genética es evaluar el estatus y la es-
tructura genética de la especie (Yeh, 2000). Las isoen-
zimas son los marcadores moleculares mds usados
para ello en especies forestales (El-Kassaby y Ritland,
1996). A partir de la heterocigosidad estimada con
isoenzimas, es posible establecer el tamafio minimo
de poblacién genéticamente viable, lo que permite
determinar el tamano necesario de Unidades de Con-
servacién de Recursos Genéticos Forestales (Sdenz-
Romero et al., 2003).

En caracteres cuantitativos con valor adaptativo
se ha encontrado un patrén clinal bien definido de
variacién altitudinal entre poblaciones de P hartwe-
gii en México (Viveros-Viveros et al., 2009). En dos
estudios isoenzimdticos en P hartwegii en México se
examind la variacién entre y dentro de poblaciones
(Solis-Ramos e Iglesias-Andreu, 2001; Iglesias-An-
dreu y Luna-Rodriguez, 2008), pero no se ha inves-
tigado la variacién a través de un gradiente altitudi-
nal. En otras especies forestales, usando marcadores
neutrales a la seleccidn se ha determinado que es mds
comun encontrar algin patrén de variacién asociado
a la altitud que la ausencia de un patrén (Ohsawa e
Ide, 2007).

La hipétesis del presente trabajo fue que proba-
blemente hay un patrén de variacién genética altitu-
dinal, donde las poblaciones de la parte central de la
distribucién altitudinal de P hartwegii sean las que
tengan mayor diversidad genética, mientras las de los
extremos altitudinales superior e inferior tengan me-
nor diversidad, ya que ése es el patrén mds comuin
(Ohsawa e Ide, 2007).

Los objetivos de esta investigacién fueron:
1) cuantificar mediante isoenzimas la diversidad ge-
nética en poblaciones de P hartwegii distribuidas en
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high mountain forests of Mexico (Lauer, 1978).
For Mexico, an increase of 1.5 °C in average annual
temperature in the year 2030, 2.3 °C in 2060, and
3.7°C in 2090 has been estimated, with decreases in
annual precipitation of 6.7 %, 9.0 % and 18.2 %
(Sdenz-Romero et al., 2009). This would mean that
the habitat of 2 hartwegii would be reduced by up
to 42 % (Arriaga and Gémez, 2004). The increase
in temperature over the last 100 years has already
caused a reduction of 10.6 % in the relative growth
of the species (Ricker ez 4/., 2007).

The first step in creating a strategy to conserve
genetic diversity is to evaluate the status and genetic
structure of the species (Yeh, 2000). Isoenzymes
are the most commonly used molecular markers
for this purpose in forest species (El-Kassaby and
Ritland, 1996). From the estimated heterozygosity,
it is possible to establish the smallest possible size of
a genetically viable population, which would permit
us to determine the necessary size of forest genetic
resource conservation units (Sdenz-Romero ez al.,
2003).

In quantitative traits with adaptation value, a well-
defined clinal pattern of altitudinal variation has been
found among populations of 2 hartwegii in México
(Viveros-Viveros et al., 2009). In two isoenzymatic
studies on P hartwegii in México, variation among
and within populations was examined (Solis-Ramos
and Iglesias-Andreu, 2001; Iglesias-Andreu and Luna-
Rodriguez, 2008), but variation along an altitudinal
gradient has not been studied. In other forest species,
using genetic markers neutral to selection, it has been
determined that it is more common to find a pattern
of variation associated with altitude than to find no
pattern at all (Ohsawa and Ide, 2007).

In this study, we hypothesized that there might
be a pattern of altitudinal genetic variation in which
the populations of the central part of the altitudinal
distribution of P hartwegii would be that with the
greatest genetic diversity, while the upper and lower
altitudinal extremes would have less diversity, as
this is the most common pattern (Ohsawa and Ide,
2007).

The objectives of this study were 1) to quantify,
by means of isoenzymes, the genetic diversity in
populations of P hartwegii distributed along an
altitudinal gradient in the state of Michoacdn; 2) to
determine the existence of variation associated with
the altitudinal gradient in terms of genetic diversity



VARIACION ISOENZIMATICA DE Pinus hartwegii LINDL. EN UN GRADIENTE ALTITUDINAL EN MICHOACAN, MEXICO

un gradiente altitudinal del estado de Michoacin;
2) determinar la existencia de variacién asociada con
el gradiente altitudinal en cuanto a pardmetros de
diversidad genética; 3) estimar el tamafno de pobla-
cién genéticamente viable necesario para establecer
Unidades de Conservacién de Recursos Genéticos
Forestales.

MATERIALES Y METODOS
Material genético

En enero de 2005 se recolecté semilla de polinizacién libre
de P hartwegii en cuatro poblaciones en un gradiente altitudinal
(3000, 3200, 3400 y 3600 m) en el Parque Nacional Pico de
Tancitaro, estado de Michoacdn (Cuadro 1). La definicién de
poblacién fue relativamente arbitraria: un grupo de individuos
en una condicién de rodal relativamente homogénea, distribui-
dos en un rango altitudinal de 20 m desde el punto altitudinal
designado (3000, 3200, 3400 y 3600 m); esta categoria podria
ser considerada por algunos como subpoblacién. Las poblaciones
mostraron una misma exposicién (noreste). En cada poblacién
se seleccionaron al azar 19 a 30 4rboles, separados al menos 30 m
entre ellos. De cada drbol se recolectaron tres a cinco conos y se

identificaron por drbol y por poblacién.
Electroforesis de isoenzimas

Se realizé el andlisis de electroforesis de isoenzimas en geles
de almidén. Se evaluaron 12 loci en total; en ocho loci (ACP,
G6P, MDH-1, MDH-2, PGI-1, PGI-2, 6PG-1y 6PG-2) se us6
la metodologfa de Yamada y Guries (1989), y en cuatro (EST,
GOT, LAP y PGM) la de Soltis et al. (1983). Los loci de un
mismo sistema isoenzimdtico se denominaron como locus 1 al de
mayor movilidad y 2 al de menor movilidad. Para cada locus se
denominé como 1 al alelo mds comun y para los demds alelos del
mismo locus se asigné un nimero sucesivo segin su movilidad,
de mayor a menor. La interpretacion de los patrones de bandeo

se realizé usando como referencia la migracién de muestras de

parameters; 3) to estimate the size of a genetically
viable population necessary to establish forest genetic
resource conservation units.

MATERIALS AND METHODS
Genetic material

In January of 2005, open-pollinated 2 hartwegii seed was
collected in four populations along altitudinal gradients (3000,
3200, 3400 and 3600 m) in the Pico de Tancitaro National Park,
state of Michoacdn (Table 1). The definition of each population
was relatively arbitrary: a group of individuals in a relatively
homogeneous stand distributed within an altitudinal range of
+20 m from the designated altitudinal point (3000, 3200, 3400
and 3600 m). This category might be considered a sub-population
by some. The populations all showed northeast exposure. In each
population 19 to 30 trees were selected at random; the trees were
separated by at least 30 m. Three to five cones were collected

from each tree and labeled by tree and population.
Isoenzyme electrophoresis

Isoenzyme electrophoresis analysis was done in starch gels. A
total of 12 loci were assessed; in eight loci (ACP, G6P, MDH-1,
MDH-2, PGI-1, PGI-2, 6PG-1 and 6PG-2) the methodology of
Yamada and Guries (1989) was used, and in four (EST, GOT,
LAP and PGM) the Soltis er /. (1983) method. The loci of a
single isoenzyme system were denominated as follows: locus 1
was that of greater mobility, and locus 2 was that of less mobility.
For each locus, the most common allele was denominated 1 and
the rest of the alleles of the same locus were assigned successive
numbers, from greater to lesser, according to their mobility.
For the interpretation of the banding patterns, the migration
of samples of the monomorphic species Pinus resinosa Aiton
was used as the reference. The P hartwegii samples consisted of
six mega-gametophytes per individual; with this sample size,
the probability of error in an identification of heterozygotes as
homozygotes is 2 x 0.5¢ = 0.03 (Conkle, 1981).

Cuadro 1. Localizacién geogrifica de cuatro poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. muestreadas en el Parque Nacional Pico de

Tancitaro, Michoacian, México.

Table 1. Geographic location of four Pinus hartwegii Lindl. populations sampled in Pico de Tancitaro National Park, Micho-

acan, Mexico.

Poblacién Nuamero de individuos Latitud (N) Longitud (O) Altitud (m)
1 29 19° 25.120° 102° 18.750° 3600
2 30 19° 25.128 102° 18.399 3400
3 29 19° 26.036 102° 17.998 3200
4 19 19° 25.967° 102° 16.972° 3000

VIVEROS-VIVEROS e 4. 725
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Pinus resinosa Aiton, una especie monomodrfica. Las muestras de
P, hartwegii consistieron en seis megagametofitos por cada indivi-
duo; con ese tamano de muestra, la probabilidad de error de una
identificacién de heterocigotos como homocigotos es: 2 x 0.5 =

0.03 (Conkle, 1981).
Andlisis estadistico

Las frecuencias alélicas, la heterocigosidad observada y es-
perada, los alelos raros, los alelos privados, la proporcién de loci
polimérficos (criterio <0.99) y las diferencias significativas entre
la heterocigosidad observada y esperada se estimaron mediante
el software Tools for Population Genetic Analysis (Miller, 1997).
El nimero promedio de alelos por locus, y el niimero efectivo de
alelos se obtuvieron mediante el programa POPGENE versién
1.31 (Yeh et al., 1999). Se estimé la endogamia total (F ), la pro-
porcién de la diversidad genética total entre poblaciones (F¢) y la
endogamia dentro de poblaciones (F,); los intervalos de confianza
al 90 % para los estadisticos de F de Wright se calcularon por la
técnica de muestreo con reemplazo (bootstrappig) sobre los loci
con 10,000 repeticiones (Miller, 1997). Con el intervalo de con-
fianza para F se determind la existencia de diferenciacién genéti-
ca significativa entre poblaciones. Se estimé el flujo génico como el

nimero de migrantes por generacién (N, ) (Slatkin 1987):
N _=((1/E.)-1)/4

Para conocer el patrén de diferenciacién genética entre po-
blaciones se estimaron las distancias genéticas entre pares de
localidades mediante la distancia modificada de Rogers (Miller,
1997). Con base en la matriz de distancias genéticas, las pobla-
ciones se agruparon usando el método de agrupamiento con
promedios no ponderados (UPGMA) (Swofford y Olsen, 1990).
Se comparé la frecuencia de alelos entre pares de poblaciones
mediante la prueba de probabilidad combinada de Fisher (Miller,
1997). El tamano efectivo de poblacién genéticamente viable se
calculé a partir del valor estimado de heterocigosidad esperada,
usando una férmula de regresién ( Sdenz-Romero ez 4l., 2003),
obtenida al ajustar un modelo de regresién lineal entre valores de
tamafio efectivo de poblacién viable (N) y valores de heteroci-
gosidad esperada (H) que se desea mantener, considerando una
tasa de mutacién de 1x107° con datos de Millar y Libby (1991)

para varias especies de coniferas. La férmula fue:
N_=-984.58 + (36723 H)
Se evalué el grado de asociacién de la heterocigosidad espera-
da, la proporcién de loci polimérficos y el niimero promedio de

alelos por locus respecto a la elevacion de las localidades usando

los procedimientos CORR y RES (SAS Institute, 1988).
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Statistical analysis

Allele frequency, observed and expected heterozygosity,
rare alleles, privates alleles, proportion of polymorphs (criteria
<0.99), and significant differences between observed and
expected heterozygosity were estimated with the software
Tools for Population Genetic Analysis (Miller, 1997). The
average number of alleles per locus and the actual number of
alleles were obtained using the program POPGENE version
1.31 (Yeh et al, 1999). Total endogamy (F,), proportion of
total genetic diversity among populations (F_) and endogamy
within populations (F ;) were estimated; the confidence intervals
at 90 % for the Wright's F-statistics were calculated using the
bootstrapping re-sampling technique with replacement on the
loci with 10,000 replications (Miller, 1997). With the confidence
interval for F_, the existence of significant genetic differentiation
among populations was determined. Gene flow was estimated

as the number of migrants per generation (N_) (Slatkin, 1987):
N_=((1/E,)-1)/4

To identify the pattern of genetic differentiation among
populations, genetic distances were estimated between pairs of
localities using modified Rogers distance (Miller, 1997). Based
on the matrix of genetic distances, the populations were grouped
using the unweighted pair group method with arithmetic mean
(UPGMA) (Swofford and Olsen, 1990). Allele frequency was
compared between pairs of populations with the Fisher combined
probability test (Miller, 1997). The effective size of a genetically
viable population was calculated only from the estimated value
of expected heterozygosity, using a regression formula (Sdenz-
Romero ez al., 2003), obtained by adjusting a linear regression
model among values of actual viable population size (N ) and the
desired expected heterozygosity (H ) values, assuming a mutation
rate of 1 x 107>, with data of Millar and Libby (1991) for several

conifer species. The formula was:
N_=-984.58 + (36723 H)

The degree of association of expected heterozygosity, the
proportion of polymorphic loci, and the average number of
alleles per locus with respect to the elevation of the locations was
estimated using the CORR and RES procedures (SAS Institute,
1988).

Geographic distances between populations were estimated
with topographic charts (1:50 000, INEGI, 1998). With
these and altitudinal charts, spatial distances between pairs of
populations were obtained. The correlation between genetic
distances and spatial differences were estimated using the Mantel

test (Miller, 1997).
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Se estimaron las distancias geogréficas entre poblaciones con
cartas topogréficas (1:50 000, INEGI 1998); con éstas y las alti-
tudinales se obtuvieron las distancias espaciales entre pares de po-
blaciones. Se estimé la correlacién entre las distancias genéticas
y las distancias espaciales mediante la prueba de Mantel (Miller,

1997).
ResuLTADOS Y DISCUSION
Diversidad genética dentro de poblaciones

Se encontraron 30 alelos en 12 loci muestreados.
El nimero promedio de alelos por locus y de alelos
efectivos por locus de las poblaciones se presentan en
el Cuadro 2. El niimero de alelos por locus (2.5) fue
ligeramente menor al de 2.8 al reportado por Solis-
Ramos e Iglesias-Andreu (2001) en P hartwegii 'y cer-
cano al de 2.4 en P oocarpa (Sdenz-Romero y Tapia-
Olivares, 2003). El promedio de alelos por locus fue
1.9 a nivel de poblacién, valor cercano al de 1.8 en P
pinceana Gordon (Ledig ez al., 2001).

El andlisis conjunto de todas las poblaciones mos-
tré que 11 loci fueron polimérficos (91.7 %) y un lo-
cus fue monomoérfico (PGI-1). En P hartwegii, Solis-
Ramos e Iglesias-Andreu (2001) reportan 100 % de
loci polimérficos en esterasas (EST1, EST2, EST3,
y EST4), mientras que Iglesias-Andreu y Luna-Ro-
driguez (2008) muestran 86 % de loci polimérficos
en la misma especie. El mayor niimero promedio de
alelos por locus, el mayor nivel de polimorfismo y el
mayor numero de alelos privados (3 de un total de
5) se presentaron en la poblacién de mayor altitud

(Cuadro 2).

REesuLTs AND DiscussioNn
Genetic diversity within populations

In 12 sampled loci, 30 alleles were found. The
average number of alleles per locus and actual alleles
per locus of the populations are presented in Table
2. The number of alleles per locus (2.5) was slightly
less than that of 2.8 reported by Solis-Ramos and
Iglesias-Andreu (2001) in P hartwegii and close to
the 2.4 reported in P oocarpa (Sdenz-Romero and
Tapia-Olivares, 2003). The average number of alleles
per locus was 1.9 at the level of population, a value
close to that of 1.8 in P pinceana Gordon (Ledig ez
al., 2001).

The joint analysis of all the populations showed
that 11 loci were polymorphic (91.7 %) and one
locus was monomorphous (PGI-1). In P hartwegii,
Solis-Ramos and Iglesias-Andreu (2001) reported
100 % polymorphic loci in esterases (EST1, EST2,
EST3, and EST4), while Iglesias-Andreu and Luna-
Rodriguez (2008) show 86 % polymorphic loci in
the same species. The largest average number of
alleles per locus, the highest level of polymorphism
and the largest number of private alleles (3 of a total
of 5) were found in the population from the highest
elevation (Table 2).

Expected heterozygosity (H_) was slightly higher
in the populations at the extreme edges of the
altitudinal transect than those in the middle, with
the highest value in the population at the highest
altitude (Table 2). Average H_ was higher than
H_, with significant differences among the three

Cuadro 2. Pardmetros de diversidad genética en cuatro poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. muestreadas en un gradiente alti-

tudinal en Michoacan, México.

Table 2. Genetic diversity parameters in four Pinus hartwegii Lindl. populations sampled along an altitudinal gradient in

Michoacin, México.

Poblacién N’ Af Ne® Ap® Ar® H H ' P (%)%
3000 16.7 1.8 1.2 1 3 0.09 0.13 50.0
3200 26.8 1.7 1.1 1 5 0.06 0.09 41.7
3400 24.0 1.8 1.2 0 6 0.07 0.10 58.3
3600 26.3 2.1 1.2 3 6 0.09 0.14 83.3
Promedio _ 1.9 1.2 1.2 5 0.08 0.12 58.3
Todas las poblaciones 93.8 2.5 1.2 0.08 0.13 91.7

"Tamano de muestra promedio por locus. ‘Ntmero promedio de alelos por locus. SNtmero efectivo de alelos; "Ntmero de alelos pri-

vados. “Ntmero de alelos raros. T'Heterocigocidad observada. ¥Heterocigocidad esperada. §§Porcentaje de loci polimérficos, criterio

<0.99 = TAverage sample size per locus. YAverage number of alleles per locus. SEffective number of alleles; "Number of private alleles.

“Number of rare alleles. TObserved heterozygosity. $¥Expected heterozygosity. %Percent of polymorphic loci, criterion <0.99.

VIVEROS-VIVEROS ez 4l.
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La heterocigosidad esperada (H) fue ligeramente
mayor en las poblaciones extremas que en las inter-
medias del transecto altitudinal, con el valor maximo
en la poblacién de mayor altitud (Cuadro 2). La H_
promedio fue mayor que la H , con diferencias sig-
nificativas entre ellas en tres de los loci muestreados
(MDH1, 6PG2 y PGM), lo cual indica la ausencia
de equilibrio de Hardy-Weinberg (Chi-cuadrada,
p=<0.0001) en ellos. Esto sugiere un ligero déficit de
heterocigotos, debido posiblemente al efecto de la
endogamia o a que las poblaciones en algin momen-
to de su vida atravesaron por un cuello de botella (Le-
dig et al., 1999; 2001). Algo similar se ha reportado
para otras especies de pino con distribucién natural
restringida como P maximartinezii Rzedowski (Ledig
etal., 1999) y P pinceana (Ledig ez al., 2001).

Estructura de la diversidad genética

El valor medio del coeficiente de endogamia fue
no significativamente diferente de cero, ya que el valor
estimado estd dentro del intervalo de confianza que
incluye al cero (Cuadro 3). La no significancia de F
sugiere que la mayoria de los loci estdn en equilibrio
de Hardy-Weinberg. Sin embargo, el valor promedio
de F es relativamente alto (F = 0.361), lo que coin-
cide con el déficit de heterocigotos mencionado an-
tes; ambos valores son indicadores de endogamia en
estas poblaciones. En este sentido es probable que la
amplitud de los intervalos de confianza refleje el ni-
mero reducido de poblaciones muestreadas (cuatro)
y no necesariamente de la existencia de equilibrio de
Hardy-Weinberg. En forma similar, el valor estima-
do promedio de F | a pesar de ser relativamente alto
(0.438), no fue significativamente diferente de cero
porque su intervalo de confianza incluye al cero (Cua-
dro 3). El valor de F | indica que a nivel de todas las
poblaciones también existen indicios de endogamia.

La diferenciacién genética entre poblaciones
(F=0.111) fue significativamente diferente de cero
(el intervalo de confianza no incluye al cero; Cua-
dro 3). Valores de F_ entre 0.051 y 0.150 indican
una moderada diferenciacién genética entre pobla-
ciones (Yeh, 2000). En algunas especies de coniferas
con distribucién restringida o fragmentada como en
P greggii Engelm. (Parraguirre-Lezama ez al., 2002),
se han encontrado valores mayores de diferenciacién
genética entre poblaciones.

El niimero promedio de migrantes por genera-
cién (N ) fue 2.002, valor considerado por Hartl y
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sampled loci (MDHI, 6PG2 and PGM), indicating
an absence of Hardy-Weinberg equilibrium (Chi-
squared, p<0.0001). This suggests a slight deficit of
heterozygotes, probably due to the effect of endogamy
or that the populations at some time in their life
went through a bottleneck (Ledig ez a/., 1999; 2001).
A similar phenomenon has been reported for other
pine species with restricted natural distribution, such
as P maximartinezii Rzedowski (Ledig ez al., 1999)
and P, pinceana (Ledig et al., 2001).

Structure of genetic diversity

The mean value of the coefficient of endogamy
was not significantly different from zero, since the
estimated value is within the confidence interval,
which includes zero (Table 3). The non-significance
of F suggests that most of the loci are in Hardy-
Weinberg equilibrium. The average value of F is,
however, relatively high (FIS=0.361), coinciding
with the deficit of heterozygotes mentioned above;
both values are indicative of endogamy in these
populations. In this sense, it is likely that the
amplitude of the confidence intervals reflects the
small number of sampled populations (four) and
not necessarily the existence of Hardy-Weinberg
equilibrium. In a similar way, the average estimated
value of F_, though relatively high (0.438), was
not significantly different from zero because its
confidence interval includes zero (Table 3). The
F, . value indicates that also at the level of all of the
populations there is evidence of endogamy.

Genetic  differentiation among  populations
(F=0.111) was significantly different from zero
(the confidence interval does not include zero; Table
3). Values of F between 0.051 and 0.150 indicate
moderate genetic differentiation among populations
(Yeh,2000). In some coniferous species with restricted
or fragmented distribution, such as P greggii Engelm.
(Parraguirre-Lezama ez al., 2002), higher values of
genetic differentiation among populations have been
found.

The average number of migrants per generation
(N ) was2.002, avalue considered by Hartl and Clark
(1989) to be low enough for gene flow to be unable
to totally counteract genetic differentiation caused
by genetic drift. Compared with other conifers, the
value found in our study is lower than the values that
are generally reported, which range from 4.6 to 17.2
(Ledig, 1998); it is only close to values estimated for
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Clark (1989) suficientemente bajo como para que
el flujo génico no pueda contrarrestar totalmente la
diferenciacién genética causada por la deriva génica.
Respecto a otras coniferas, el valor encontrado es
menor que la generalidad de valores reportados, que
van de 4.6 a 17.2 (Ledig, 1998); sélo es cercano a lo
estimado para especies con poblaciones reducidas o
fragmentadas, como R maximartinezii (Nm de1.39a
2.09) y P pinceana (1.39 a 2.09)(Ledig ez al., 2001).

Distancias genéticas

La distancia genética promedio fue 0.108, pero
varié desde 0.042 entre las poblaciones de 3200 y
3400 m, hasta 0.166 entre las localidades extremas
en el transecto altitudinal (Cuadro 4). Estos valores
son mayores a los encontrados en otras coniferas en
gradientes altitudinales, como en P oocarpa (Sienz-
Romero y Tapia-Olivares, 2003), pero son menores
a la de especies de latifoliadas en gradientes simila-
res, como en Quercus aquifolioides Rehder & Wilson
(Zhang et al., 20006).

La prueba de probabilidad combinada de Fisher
mostré que la poblacién de mayor altitud es signifi-
cativamente diferente (p=<0.05) de las otras estudia-
das, lo que indica una mayor diferenciacién genética
de esta localidad. En el UPGMA se observa la sepa-
racién de la poblacién de 3600 m de las otras pobla-
ciones (Figura 1). La mayor diversidad genética de la
poblacién de mayor altitud podria deberse a que sus
individuos reciben flujo génico de drboles de otras
exposiciones, particularmente de la ladera oeste, ya
que la parte superior de la montana es mds estrecha
y colinda con el parteaguas del volcin, lo que indu-
cirfa una mayor diferenciacién y diversidad genética
de esa poblacién en comparacién con las de menores
altitudes (ubicadas en la ladera este).

Otro elemento que contribuye a la diferenciacién
de la poblacién de mayor altitud es el elevado nu-
mero de alelos raros y privados. Ello se deberia a los
efectos de flujo génico o a los de la seleccién natural
que favorecen la presencia de un mayor nimero de
alelos en frecuencias bajas como un mecanismo de
adaptacién a ambientes mds desfavorables (Kawec-
ki, 2000; Schaberg ez al., 2003). Zhang ez al. (2000)
muestran que el agrupamiento de cinco poblaciones
de Q. aquifolioides separa la poblacién de mayor alti-
tud (3600 m) de las otras poblaciones (2000, 2400,
2800 y 3200 m).

Cuadro 3. Estadisticos F de Wright calculados para 12 loci
polimérficos en Pinus hartwegii Lindl. del Pico de
Tancitaro, Michoacan, México.

Table 3. Wright’s F-statistics calculated for 12 polymorphic

loci in Pinus hartwegii Lindl. from Pico de Tancita-
ro, Michoacin, México.

Locus Fy Fg, F, N

ACP 0.339 0.110 0.412 2.027
G6P 0.337 0.109 0.409 2.039
MDH]I 0.321 0.109 0.395 2.037
MDH?2 0.336 0.109 0.409 2.046
PGl 0.331 0.108 0.403 2.069
PGI2 0.339 0.110 0.412 2.023
6PG1 0.408 0.126 0.482 1.736
6PG2 0.249 0.020 0.263 12.505
EST 0.359 0.116 0.433 1.911
GOT 0.392 0.121 0.465 1.813
LAP 0.379 0.121 0.454 1.821
PGM 0.152 0.132 0.264 1.645
Promedio 0.361 0.111 0.438 2.002

Limite superior’ 0.677 0.256 0.606
Limite inferior’ ~ -0.004 0.004  -0.008

90 % de intervalo de confianza con 10 000 repeticiones ¢ 90 %
confidence interval with 10 000 replications.

species for reduced or fragmented populations, such
as P maximartinezii (N between 1.39 and 2.09) and
P pinceana (1.39 to 2.09) (Ledig ez al., 2001).

Genetic distances

Genetic distance values among pairs of populations
averaged 0.108, but it varied from 0.042 between
populations from 3200 to 3400 m, up to 0.166
between the extreme localities of the altitudinal
transect (Table 4). These values are higher than those
found for other conifers along altitudinal gradients,
such as P oocarpa (Sdenz-Romero and Tapia-
Olivares, 2003), but they are lower than those found
in broadleaf species along similar gradients, such as
Quercus aquifolioides Rehder & Wilson (Zhang ez al.,
20006).

Fisher’s combined probability test showed that
the population at the highest altitude is significantly
different (p<0.05) from the others that were studied,
indicating a greater genetic differentiation in this
locality. In the UPGMA, it can be observed that
the 3600 m population is separated from the other
populations (Figure 1). The greater genetic diversity
of the population at the highest altitude could be
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Cuadro 4. Matriz de distancias genéticas (arriba de la dia-
gonal) y distancias espaciales (en km, abajo de
la diagonal) entre pares de poblaciones en Pinus
hartwegii Lindl, Michoacdn México.

Table 4. Genetic distances matrix (above the diagonal) and
spatial distances (in km, below the diagonal) be-
tween pairs of Pinus hartwegii Lindl populations,
Michoacin, México.

0.200 0.150 0.100 0.050 0.000

3400 m

3200 m

3000 m

Poblacién 3000 3200 3400 3600
3000 0.062 0.064 0.166
3200 1.761 0.042 0.151
3400 2.779 1.613 - 0.1645
3600 3.330 1.942 0.632

Asociacion entre variacion genética

y altitud de la poblacién

La mayor diversidad genética mostrada por la he-
terocigosidad esperada, proporcién de loci polimér-
ficos, ntimero de alelos por locus y niimero de alelos
privados, se encontrd en la poblacién de mayor alti-
tud. Este patrén altitudinal coincide con 24 % de los
casos analizados por Ohsawa e Ide (2007).

Estructura genética espacial

La prueba de Mantel indica que no hubo asocia-
cién significativa entre las distancias espaciales y las
genéticas (R=0.0003; p=0.332) de las poblaciones.
Por tanto no hubo un efecto de aislamiento genético
por la distancia entre ellas.

Implicaciones para la conservacién de la especie

En un estudio en el Pico de Tancitaro con las mis-
mas poblaciones de P hartwegii, basado en caracteres
cuantitativos de valor adaptativo, se propuso crear
dos Unidades de Conservacién de Recursos Genéti-
cos Forestales (UCRGF), una entre 3000 y 3350 m,
y la segunda entre 3350 y 3700 m (Viveros-Viveros ez
al., 2009). Los resultados de la presente investigacion
apoyan dicha estrategia. En términos de variacién
isoenzimdtica, la poblacién ubicada a 3600 m tiene
el mayor nivel de diversidad genética, proporcién de
alelos privados, y diferenciacién genética respecto a
las poblaciones ubicadas a menor altitud. Para pre-
servar una porcion representativa de la diversidad
genética actual, es recomendable establecer al menos
una UCRGF a 3600 m, y otra a una altitud menor
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3600 m

Figura 1. Agrupamiento de UPGMA de cuatro poblaciones
de Pinus hartwegii Lindl. basado en la Distancia
Genética de Rogers.

Figure 1. UPGMA grouping of four Pinus hartwegii Lindl.
populations based on Rogers Genetic Distance.

due to the gene flow that its members receive from
trees with other exposures, particularly those on the
western side, since the upper part of the mountain is
narrower and borders the crest of the volcano. This
would induce greater differentiation and genetic
diversity of this population compared with those at
lower altitudes (located on the eastern side).

Anotherelementthatcontributes to differentiation
of the population at the highest altitude is the large
number of rare and private alleles. That would be
due to the effects of gene flow or those of natural
selection, which favors the presence of a larger
number of alleles at low frequencies as a mechanism
of adaptation to unfavorable environments (Kawecki,
2000; Schaberg ez al., 2003). Zhang et al. (2000)
show that the grouping of five populations of Q.
aquifolioides separates the highest alticude population
(3600 m) from the other populations (2000, 2400,
2800 and 3200 m).

Association between genetic variation and
population altitude

The genetic diversity shown by expected
heterozygosity, proportion of polymorphic loci,
number of alleles per locus and number of private
alleles, was found in the population at the highest
alticude. This altitudinal pattern coincides with 24 %
of the cases analyzed by Ohsawa and Ide (2007).

Spatial genetic structure

The Mantel test indicates that there was no
significant association between spatial and genetic
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(3000 a 3350 m). Se estima que la UCRGF de mayor
altitud deberd tener un tamafio minimo de poblacién
efectiva viable (N) de 4157 individuos, y la de me-
nor altitud una N_de 3055 drboles.

Sin embargo, de continuar la tendencia actual de
calentamiento global (Sdenz-Romero ez al., 2009),
serd necesario realizar una migracién asistida hacia
altitudes mayores en la misma montafia o en otras
montanas. Es decir, recolectar semilla de las pobla-
ciones actuales, producir planta en vivero y hacer
plantaciones de conservacién ex situ en un sitio ubi-
cado aproximadamente a 400 m de mayor altitud,
respecto al sitio en donde se recolecté la semilla. Esto
permitirfa reacoplar las poblaciones al clima para el
cual estdn adaptadas, clima que ocurrird en el ano
2030 aproximadamente a 400 m de mayor altitud
de donde ocurre actualmente, segln estimaciones
para la especie basadas en el Modelo Canadiense de
Circulacién Global, y el escenario de emisiones A2
(Sdenz-Romero ez al., 2009). Las poblaciones de ma-
yor altitud no tendrian a dénde ir en el Pico de Tan-
citaro, debido a que la altitud maxima es de 3800 m.
Por ello, la migracién asistida tendria que realizarse a
otras montafas o volcanes del Eje Neovolcdnico de
mayor altitud, como el Iztaccihuatl, Popocatépetl y
Citlaltépetl (Pico de Orizaba). Se podria argumentar
que las poblaciones locales de P hartwegii en estos
volcanes pudieran sufrir de depresién por exogamia,
al recibir el flujo génico de las plantaciones con pro-
cedencias fordneas. Sin embargo, debe considerarse
que las poblaciones locales también se verdn gradual-
mente desadaptadas debido al cambio climdtico, y tal
desacoplamiento seguramente serd un riesgo mayor
en el largo plazo.

CONCLUSIONES

Pinus hartwegii en el Parque Nacional Pico de
Tancitaro, Michoacdn, muestra una moderada, pero
estadisticamente significativa, diferenciacién gené-
tica entre poblaciones, fundamentalmente entre la
de mayor altitud (3600 m) con las de 3000, 32000
y 3400 m. La poblacién ubicada a 3600 m tiene la
mayor diversidad genética y proporcién de alelos pri-
vados.

Se propone el establecimiento de dos Unidades de
Conservacién de los Recursos Genéticos Forestales,
una a 3600 m y otra entre 3000 y 3350 m de altitud,
con un tamafio minimo de poblacién efectivo de 4157

distances (R=0.0003; p=0.332). Therefore, there was
no effect of genetic isolation by distance between
populations.

Implications for conservation of the species

In a study on Pico de Tancitaro with the same
P hartwegii populations, based on quantitative traits
of adaptational value, we proposed the creation
of two forest genetic resource conservation units
(UCRGEF), one between 3000 and 3350 m and the
second between 3350 and 3700 m (Viveros-Viveros
et al., 2009). The results of the present study support
this strategy. In terms of isoenzyme variation, the
population located at 3600 m is that with the highest
levels of genetic diversity, proportion of private
alleles, and genetic differentiation compared with the
populations located at lower elevations. To preserve a
representative portion of the current genetic diversity,
it is recommended that at least one UCRGF be
established at 3600 m and another at a lower altitude
(3000 to 3350 m). We estimate that the higher
altitude UCRGF should have a minimum effective
viable population size (N) of 4157 individuals and
that at the lower altitude an N_of 3055 trees.

However, if the present trend of global warming
continues (Sdenz-Romero et al., 2009), it will be
necessary to undertake assisted migration toward
higher altitudes on the same or other mountains. That
is, collect seed from current populations, produce
plants in a nursery and create ex situ conservation
plantations in a site located approximately 400 m
higher than the seed collection site. This would
permit us to realign the populations to the climate
to which they are adapted, a climate that in the year
2030 will appear approximately 400 m above where
it presently occurs, according to estimations for the
species based on the Canadian General Circulation
Model and the scenario of A2 emissions (Sdenz-
Romero et al., 2009). Higher altitude populations
would not have anywhere to migrate to on Pico
de Tancitaro since the summit is 3800 m. For this
reason, it would be necessary to assist migration
to other high mountains or volcanoes of the
Trans-Mexican Volcanic Belt, such as Iztaccihuatl,
Popocatépetl or Citlaltepetl (Pico de Orizaba). It
could be argued that local populations of P hartwegii
on these volcanoes might suffer depression because
of exogamy when they receive gene flow from the
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y de 3055 individuos, a fin de preservar la mayor di-
versidad genética existente en estas poblaciones. Estas
medidas de conservacién deben acompanarse de es-
trategias de conservacién ex situ, como la migracién
asistida altitudinalmente hacia arriba, sobre todo
para la poblacién de mayor altitud, para mitigar los
posibles efectos negativos del calentamiento global.
La poblacién de 3600 m es la més vulnerable al cam-
bio climdtico, ya que a pesar de contener la mayor di-
versidad genética, no podrian migrar hacia arriba en
el Pico de Tancitaro cuya altitud mdxima es 3800 m.
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foreign plantations. It must be considered, however,
that the local populations will also become gradually
unadapted to the changing climate, and this will
surely be a greater risk on the long term.

CONCLUSIONS

Pinus  hartwegii in the Pico de Tancitaro
National Park, Michoacin, shows moderate, but
statistically significant, genetic differentiation among
populations, basically between that at the highest
altitude (3600 m) and those at 3000, 3200 and 3400 m.
The population located at 3600 m has the greatest
genetic diversity and proportion of private alleles.

We propose the establishment of forest genetic
resource conservation units, one at an altitude of
3600 m and another between 3000 and 3350 m with
a minimum effective population size of 4157 and
3055 individuals to conserve the broadest portion
possible of the genetic diversity existing in these
populations. These conservation measures should
be accompanied by ex situ conservation strategies,
such as assisted migration toward higher altitudes,
especially for the population at the highest altitude,
to mitigate the possible negative effects of global
warming. The population at 3600 m is the most
vulnerable to climate change since, in spite of having
the greatest genetic diversity, it would not be able to
migrate higher up on Pico de Tancitaro because the
summit is at 3800 m.
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