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Resumen

Pinus pseudostrobus Lindl. es la especie de pino de mayor 
importancia económica en el estado de Michoacán. Para su 
conservación y manejo sustentable se debe conocer tanto la 
variación de caracteres cuantitativos con valor adaptativo 
como la diversidad genética mediante marcadores neutrales 
a la selección. En el presente estudio se investigó la variación 
genética isoenzimática entre poblaciones de P. pseudostrobus 
a lo largo de un gradiente altitudinal (de 2200 a 2910 m de 
altitud) en el estado de Michoacán, México. En enero del 
2001 se recolectaron semillas de ocho localidades, separadas 
entre sí por 100 m de altitud; en cada población se selec-
cionaron al azar 9 a 11 árboles. En 12 de los 14 loci exami-
nados se encontró polimorfismo. La heterocigosidad espe-
rada promedio He( ) fue 0.10. En todos los loci se encontró 
equilibrio de Hardy-Weinberg. La diferenciación genética 
entre poblaciones fue significativa FST =( )0 017. , aunque 
fue baja. La distancia genética promedio fue baja (0.078) y 
el flujo génico promedio fue alto Nm =( )14 5. . Se encontró 
un débil patrón de variación genética asociado con la altitud 
de origen de las poblaciones, en el cual las poblaciones de 
menor altitud presentaron mayor número efectivo de alelos 
que las poblaciones de mayor altitud. Para conservar la di-
versidad genética se sugiere establecer tres Unidades de Con-
servación de Recursos Genéticos Forestales (UCRGF), una 
por cada uno de los siguientes intervalos altitudinales, con el 
tamaño mínimo de población efectiva viable Ne( ) siguiente: 
entre 2100 y 2400 m con 3422 individuos en edad reproduc-
tiva, entre 2400 y 2700 m con 1586 individuos, y entre 2700 
y 3000 m con 2321 individuos. 

AbstRAct

Pinus pseudostrobus Lindl. is the pine species of major 
economic importance in the state of Michoacán. For 
its conservation and sustainable management both the 
variation of quantitative traits with adaptive value as 
well as the genetic diversity through markers neutral 
to selection should be known. In the present study the 
genetic isoenzymatic variation among populations of 
P. pseudostrobus along an altitudinal gradient (2200-
2910 m of altitude) in the state of Michoacan, Mexico 
was investigated. In January 2001, seeds from eight 
locations, separated by 100 m altitude were collected; 
in each population from 9 to11 trees were randomly 
selected. Polymorphism was found in 12 of the 14 loci 
examined.  The expected average heterozygosity He( ) 
was 0.10. In all loci Hardy-Weinberg equilibrium was 
found. Genetic differentiation among populations was 
significant FST =( )0 017. , although it was low. Average 
genetic distance (0.078) was low, and average gene flow 
was high Nm =( )14 5. . It was found a weak pattern of 
genetic variation associated with altitude of origin of 
populations, in which lower altitude populations presented 
a greater effective number of alleles than higher altitude 
populations. To preserve genetic diversity it is suggested 
to establish three Forest Genetic Resource Conservation 
Units (FGRCU), one for each of the following altitudinal 
ranges, with the minimum size of a viable effective 
population Ne( ) as follows: between 2100 and 2400 m 
with 3422 individuals in reproductive age, between 2400 
and 2700 m with 1586 individuals, and 2700 and 3000 m 
with 2321 individuals.

Key words: Pinus psedostrobus, altitudinal genetic variation, 
forest genetic resource conservation, gene flow, isoenzymes.
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IntRoduccIón

Las poblaciones de especies con distribución 
a lo largo de gradientes altitudinales tienden 
a diferenciarse genéticamente en caracteres 

cuantitativos, como el patrón de elongación de la 
yema, el crecimiento en altura y diámetro, la resis-
tencia a sequía y heladas, en respuesta a diferentes 
intensidades de selección impuestas por el ambiente 
(Sáenz-Romero et al., 2012). Pero en la mayoría de 
los casos se debe conocer la diversidad genética re-
velada con marcadores moleculares (neutrales o casi 
neutrales a la selección), para identificar el estado 
que presentan las poblaciones en relación a la di-
versidad genética entre y dentro de las poblaciones 
(Lynch et al., 1999), así como las evidencias de even-
tos previos (cuellos de botella, deriva génica y endo-
gamia), y en caso necesario, establecer programas de 
conservación (Nelson, 2005). Según Ohsawa e Ide 
(2008), la variabilidad genética de caracteres neu-
trales en poblaciones de especies forestales presenta 
patrones muy diversos en relación con los gradien-
tes altitudinales.   
 Los objetivos de este estudio fueron: 1) cuanti-
ficar la diversidad genética en poblaciones de Pinus 
pseudostrobus distribuidas en un gradiente altitudinal 
en el estado de Michoacán; 2) determinar la asocia-
ción entre los parámetros de diversidad genética y la 
ubicación de las poblaciones; y 3) estimar el tamaño 
de población genéticamente viable necesario para es-
tablecer Unidades de Conservación de Recursos Ge-
néticos Forestales (UCRGF).

mAteRIAles y métodos

Material genético

 La semilla de polinización libre de P. pseudostrobus se recolec-
tó en ocho poblaciones en un gradiente altitudinal, a lo largo de 
un solo transecto, desde 2200 (Paraje Joya del Durazno, 19° 27.8’ 
N, 102° 08.9’ O) a 2910 msnm (Cerro de Pario, 19° 28.4’ N, 102° 
11.0’ O), en los bosques de la comunidad indígena de Nuevo 
San Juan Parangaricutiro, Michoacán, México. Cada población 
se ubicó aproximadamente a 100 m de diferencia altitudinal, 
con una distancia geográfica promedio entre sitios contiguos de 

IntRoductIon

Populations of species with distribution along 
altitudinal gradients tend to genetically 
differentiate into quantitative traits, such 

as the elongation pattern of bud, growth in height 
and diameter, resistance to drought and frost, in 
response to different intensities of selection imposed 
by environment (Sáenz-Romero et al., 2012). But in 
most cases, the genetic diversity revealed by molecular 
markers (neutral or nearly neutral selection) should 
be known, to identify the state that populations have 
in relation to genetic diversity among and within 
populations (Lynch et al., 1999), as well as evidence 
of previous events (bottlenecks, genetic drift and 
endogamy), and if necessary, establish conservation 
programs (Nelson, 2005). According to Ohsawa 
and Ide (2008), the genetic variability of neutral 
characters in populations of forest species has very 
different patterns in relation to altitudinal gradients.
 The objectives of this study were 1) to quantify 
the genetic diversity in populations of Pinus 
pseudostrobus distributed along an altitudinal 
gradient in the state of Michoacan; 2) to determine 
the association between genetic diversity parameters 
and location of the populations; and 3) estimate 
the size of a genetically viable population necessary 
to establish Forest Genetic Resources Conservation 
Units (FGRCU).

mAteRIAls And methods

Genetic material

 The open-pollinated P. pseudostrobus seed was collected 
in eight populations along an altitudinal gradient in a single 
transect, from 2200 (Paraje Joya del Durazno, 19° 27.8’ N, 102° 
08.9’ W) at 2910 masl (Cerro de Pario, 19° 28.4’ N, 102° 11.0’ 
W), in the forests of the indigenous community of Nuevo San 
Juan Parangaricutiro, Michoacán, Mexico. Each population was 
located to approximately 100 m of altitudinal difference, with 
an average geographical distance between adjacent sites of 0.6 
km. The population was a group of individuals in a relatively 
homogeneous stand condition; this category might be considered 
by some researchers as a sub-population. In each population 9 to 
11 trees were randomly selected, separated by at least from 30 to 
50 m to reduce the possibility of relationship. Ideally, it would 
be better to include more than 20 individuals, but the number of 
individuals included by population is within the range of sample 
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0.6 km. La población fue un grupo de individuos en una condi-
ción de rodal relativamente homogénea; esta categoría se podría 
considerar por algunos investigadores como subpoblación. En 
cada población se seleccionaron al azar de 9 a 11 árboles, sepa-
rados al menos entre 30 y 50 m para disminuir la posibilidad de 
parentesco. Lo ideal sería incluir más de 20 individuos, pero el 
número de individuos incluidos por población está dentro del 
rango de tamaño de muestra por población utilizado en otros 
estudios con marcadores moleculares en árboles forestales: en Pi-
nus sylvestris 10 a 22 individuos por población (Waldmann et al. 
2005), en Pinus oocarpa 8 a 13 (Sáenz-Romero y Tapia- Olivares 
2003), en Cedrela odorata 5 a 22 (Navarro et al. 2005), y en un 
estudio de encinos europeos 4.7 individuos (Petit et al., 2002a; 
2002b).

Electroforesis de isoenzimas 

 El análisis fue electroforesis de isoenzimas en geles de almi-
dón y se evaluaron 14 loci; en ocho loci (ACP, G6P, MDH-1, 
MDH-2, PGI-1, PGI-2, 6PG-1 y 6PG-2) se usó la metodología 
de Yamada y Guries (1989), y en seis (GOT-1, GOT-2, LAP-1, 
LAP-2, PGM y SKD) la de Soltis et al. (1983). La interpreta-
ción de los patrones de bandeo se realizó usando como referen-
cia la migración de muestras de Pinus resinosa Aiton, una espe-
cie monomórfica (Fowler y Morris, 1977). Las muestras de P. 
pseudostrobus consistieron en seis megagametofitos por cada in-
dividuo; con ese tamaño de muestra, la probabilidad de error de 
una identificación de heterocigotos como homocigotos es 0.03 
(Conkle, 1981). 

Análisis estadístico

 Las frecuencias alélicas, la heterocigosidad observada y es-
perada, los alelos raros (alelos con frecuencia 0.05), los alelos 
privados, la proporción de loci polimórficos (criterio frecuencia 
del alelo más común 0.99) y las diferencias significativas en-
tre la heterocigosidad observada y esperada, se estimaron usan-
do Tools For Population Genetic Analysis (TFPGA) (Miller, 
1997). El número promedio de alelos por locus, y el número 
efectivo de alelos se obtuvieron mediante el programa POPGE-
NE versión 1.31 (Yeh et al., 1999). Se estimó la endogamia total 
FIT( ), la proporción de la diversidad genética total entre po-

blaciones FST( ) y la endogamia dentro de poblaciones FIS( ). 
Los intervalos de confianza al 90 % para los estadísticos de F de 
Wright se calcularon por la técnica de muestreo con reempla-
zo (bootstrappig) sobre los loci con 10 000 repeticiones (Miller, 
1997). Con el intervalo de confianza para FST se determinó la 
existencia de diferenciación genética significativa entre poblacio-
nes. El flujo génico se estimó como el número de migrantes por 
generación Nm( ), mediante la fórmula siguiente (Slatkin, 1987):

size by population used in other studies with molecular markers 
in forest trees: in Pinus sylvestris 10-22 individuals per population 
(Waldmann et al. 2005), in Pinus oocarpa 8-13 (Sáenz-Romero 
and Tapia Olivares 2003), Cedrela odorata 5-22 (Navarro et al. 
2005), and in a study of European oaks 4.7 individuals (Petit et 
al, 2002a; 2002b).

Isoenzyme electrophoresis

 Isoenzyme electrophoresis analysis was done in starch gels 
and 14 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 six (GOT-1, 
GOT-2, LAP-1, LAP-2, PGM and SKD) the Soltis et al. (1983) 
method. Interpretation of banding patterns was carried out 
using as reference the migration of samples of Pinus resinosa 
Aiton, a monomorphic species (Fowler and Morris, 1977). The 
P. pseudostrobus samples consisted of six mega-gametophytes per 
individual; with this sample size, the probability of error in an 
identification of heterozygotes as homozygotes is 0.03 (Conkle, 
1981). 

Statistical analysis

 Allele frequencies, observed and expected heterozygosity, 
rare alleles (alleles with frequency 0.05) private alleles, the 
proportion of polymorphic loci (criterion frequency of the most 
common allele 0.99) and significant differences between the 
observed and expected heterozygosity were estimated using Tools 
For Population Genetic Analysis (TFPGA) (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 FIT( ), proportion of 
total genetic diversity among populations FST( ) and endogamy 
within populations FIS( ) were estimated. Confidence intervals 
of 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 FST the existence of significant genetic differentiation 
among populations was determined. Gene flow was estimated 
as the number of migrants per generation Nm( ), using the 
following formula (Slatkin, 1987):

 N Fm ST= ( )−( )1 1 4/ /   (1)

    To know the pattern of genetic differentiation among 
populations, genetic distances were estimated between pairs of 
localities using the modified Rogers distance (Miller, 1997). The 
frequency of alleles between pairs of populations was compared 
with the Fisher’s combined probability test (Miller, 1997). The 
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 N Fm ST= ( )−( )1 1 4/ /   (1)

 Para conocer el patrón de diferenciación genética entre po-
blaciones se estimaron las distancias genéticas entre pares de 
localidades mediante la distancia modificada de Rogers (Miller, 
1997). La frecuencia de alelos entre pares de poblaciones se com-
paró con la prueba de probabilidad combinada de Fisher (Miller, 
1997). El tamaño efectivo de población genéticamente viable 
se calculó desde el valor estimado de heterocigosidad esperada, 
usando una fórmula de regresión obtenida al ajustar un modelo 
de regresión lineal entre valores de tamaño efectivo de población 
viable Ne( ) y valores de heterocigosidad esperada He( ) que se 
desea mantener, considerando una tasa de mutación de 1105, 
a partir de datos de Millar y Libby (1991) para especies de coní-
feras, con base en una ecuación  de Crow y Kimura (1972) y la 
fórmula fue: 

 N He e=− +( )984 58 36723.   (2)

 El grado de asociación de los parámetros de diversidad gené-
tica respecto a la elevación (metros sobre el nivel del mar) de las 
localidades se evaluó usando los procedimientos CORR y REG 
(SAS Institute, 1988). La correlación entre las distancias genéticas 
y las distancias geográficas se estimó mediante la prueba de Man-
tel (Miller, 1997).

ResultAdos y dIscusIón

Frecuencias génicas

 En 14 loci muestreados se registraron 33 ale-
los, de los cuales 14 fueron comunes a todas las 
poblaciones y dos fueron privados (alelos menos 
frecuentes de los loci PGI-1; alelo dos) para la po-
blación de 2700 msnm y de PGI-2 (alelo tres; para 
la de 2400 msnm). No se encontraron alelos raros 
(alelos con frecuencia 0.05). La cantidad de ale-
los raros y privados encontrados en P. pseudostrobus 
fueron menos que los encontrados en poblaciones 
de Pinus hartwegii Lindl. ubicadas también a lo 
largo de un transecto altitudinal (cinco alelos pri-
vados y 20 raros) (Viveros-Viveros et al., 2010). Lo 
anterior probablemente se debe a que en las pobla-
ciones de P. pseudostrobus existe mayor intercambio 
génico que en las de P. hartwegii (flujo génico de 
14.5 vs. 2.0). El mayor número de alelos por locus 
fue de tres y se presentó en siete de los 14 loci eva-
luados: ACP, GOT-2, MDH-1, PGM, PGI-2, SKD 
y 6PG-1. 

effective size of genetically viable population was calculated from 
the estimated value of expected heterozygosity, using a regression 
formula obtained by fitting a linear regression model among 
values   of actual viable population size Ne( ) and the desired 
expected heterozygosity He( ) values which are desired to keep, 
considering a mutation rate 1105, from data of Millar and 
Libby (1991) for conifer species, based on an equation of Crow 
and Kimura (1972) and the formula was:

 N He e=− +( )984 58 36723.   (2)

 The degree of association of the parameters of genetic 
diversity with respect to the elevation (meters above sea level) 
of the locations was evaluated using the CORR and REG 
procedures (SAS Institute, 1988). The correlation between 
genetic and geographic distances was estimated using the Mantel 
test (Miller, 1997).

Results And dIscussIon

Gene frequencies

 In 14 sampled loci 33 alleles were recorded, of 
which 14 were common to all populations and two 
were private (less frequent alleles of the PGI-1 loci; 
allele two) for the population  of 2700 masl and PGI-
2 (allele three, for 2400 masl). No rare alleles (alleles 
with frequency 0.05) were found. The amount 
of rare and private alleles found in P. pseudostrobus 
was less than that found in populations of Pinus 
hartwegii Lindl. located also along an altitudinal 
transect (five private and 20 rare alleles) (Viveros-
Viveros et al., 2010). This is probably due to the fact 
that in P. pseudostrobus populations there is more 
genetic exchange than in those of P. hartwegii (gene 
flow 14.5 vs. 2.0). The highest number of alleles per 
locus was three and appeared in seven of the 14 loci 
tested: ACP, GOT-2, MDH-1, PGM, PGI-2, SKD 
and 6PG-1. 

Genetic diversity within populations

 The number of alleles per locus at the level of 
all populations was similar to that reported in Pinus 
oocarpa Lindl. (2.4) (Sáenz-Romero and Tapia- 
Olivares, 2003) and very close to that reported in P. 
hartwegii (2.5) (Viveros-Viveros et al., 2010). 
 The joint analysis of all P. pseudostrobus 
populations showed that 12 loci were polymorphic 
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Diversidad genética dentro de poblaciones

 El número de alelos por locus a nivel de todas las 
poblaciones fue similar al reportado en Pinus oocarpa 
Lindl. (2.4) (Sáenz-Romero y Tapia- Olivares, 2003) 
y muy cercano al reportado en P. hartwegii (2.5) (Vi-
veros-Viveros et al., 2010). 
 El análisis conjunto de todas las poblaciones de 
P. pseudostrobus mostró que 12 loci fueron polimórfi-
cos (85.7 %) y dos loci fueron monomórficos (LAP-
2, y 6PG-2); de usarse el criterio 0.99, también 
PGI-1 sería monomórfico y los loci polimórficos se-
rían 78.6 %, pero el promedio de loci polimórficos 
fue 51.8 % (Cuadro 1). Estos valores son similares 
a los reportados para Pinus pungens Lamb.: 76.2 % 
de loci polimórficos en análisis conjunto y 58.3 % 
promediando 19 poblaciones (Gibson y Hamrick, 
1991); y para Pinus echinata Mill.: 90.7 % de loci 
polimórficos en análisis conjunto y 52.8 % prome-
diando 18 poblaciones (Edwards y Hamrick, 1995).
 La heterocigosidad esperada fue ligeramente ma-
yor en las poblaciones de menor altitud (de 2200 y 
2490 m), excepto en la población de 2400 m, que las 
demás poblaciones (Cuadro 1). La heterocigosidad 
esperada promedio fue similar a la hetercigosidad 
esperada para el análisis conjunto de todas las pobla-
ciones (0.10) y similar a la encontrada en P. oocarpa 
(Sáenz-Romero y Tapia-Olivares, 2003); pero menor 
a la de otras especies de pinos con distribución en 

(85.7 %) and two loci were monomorphic (LAP-2 
and 6PG-2); if the criteria 0.99 is used also PGI-
1 would be monomorphic and polymorphic loci 
would be 78.6 %, but the average of polymorphic 
loci was 51.8 % (Table 1). These values   are similar 
to those reported for Pinus pungens Lamb.: 
76.2 % of polymorphic loci in conjoint analysis 
and 58.3 % averaging 19 populations (Gibson and 
Hamrick, 1991); and for Pinus echinata Mill and.: 
90.7 % of loci of polymorphic loci in conjoint 
analysis and 52.8 % averaging 18 populations 
(Hamrick and Edwards, 1995).
 The expected heterozygosity was slightly higher 
in lower altitude populations (2200 and 2490 m), 
except in the population of 2400 m, than other 
populations (Table 1). The average heterozygosity 
expected was similar to that expected heterozygosity 
for the joint analysis of all populations (0.10) and 
similar to that found in P. oocarpa (Sáenz-Romero 
and Tapia-Olivares, 2003); but less to that of other 
species of pine with distribution in altitudinal 
gradients: 0.12 in P. hartwegii (Viveros-Viveros et al., 
2010) and 0.295 to 0.299 in Pinus sylvestris L. (Puglisi 
et al. 1999). The average observed heterozygosity was 
similar to the average expected heterozygosity (0.10). 
These values   are within the range reported for pine 
species (Ledig, 2000). Hardy-Weinberg equilibrium 
test showed no significant difference between 
observed and expected heterozygosity for the 14 loci 

Cuadro 1. Parámetros de diversidad genética en ocho poblaciones de Pinus pseudostrobus Lindl. muestreadas en 
un gradiente altitudinal en Michoacán, México.

Table 1. Genetic diversity parameters in eight Pinus pseudostrobus Lindl. populations sampled along an 
altitudinal gradient in Michoacán, Mexico.

Población (msnm) N† A¶ Ae
§ Ho

Þ He
¤ P (%)††  I¶¶

2200 11 1.71 1.16 0.12 0.12 57.1 0.21
2290 10 1.64 1.16 0.14 0.12 57.1 0.21
2400 10 1.64 1.09 0.09 0.08 57.1 0.15
2490 11 1.79 1.15 0.13 0.12 64.3 0.22
2600 10 1.43 1.08 0.07 0.07 42.9 0.12
2700 9 1.43 1.09 0.08 0.07 35.7 0.13
2820 10 1.64 1.11 0.10 0.09 50.0 0.17
2910 9 1.50 1.02 0.10 0.09 50.0 0.15
Promedio 1.60 1.11 0.10 0.10 51.8 0.17
Todas las poblaciones 80 2.36 1.12 0.10 0.10 78.6 0.21

†Tamaño de muestra promedio por locus. ¶Número promedio de alelos por locus. §Número efectivo de alelos. ÞHe-
terocigocidad observada. ¤Heterocigocidad esperada. ††Porcentaje de loci polimórficos, criterio 0.99. ¶¶Índice de 
información de Shannon v †Average sample size per locus. ¶Average number of alleles per locus. §Effective number 
of alleles. ÞObserved heterozigocity. ¤Expected heterozigocity. ††Percentage of polymorphic loci,  criterion 0.99. 
¶¶Shannon’s information index.
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gradientes altitudinales: 0.12 en P. hartwegii (Vive-
ros-Viveros et al., 2010) y de 0.295 a 0.299 en Pinus 
sylvestris L. (Puglisi et al., 1999). La heterocigosidad 
observada promedio fue similar a la heterocigosidad 
esperada promedio (0.10). Estos valores están den-
tro del rango reportado para especies de pino (Ledig, 
2000). La prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg 
no mostró diferencias significativas entra la hetero-
cigosidad observada y la esperada para los 14 loci en 
el análisis conjunto y en el de cada una de las ocho 
poblaciones. Lo anterior sugiere que todos los loci 
estudiados están en equilibrio de Hardy-Weinberg.   
 En el estudio de la diversidad genética de especies 
entre poblaciones se usó el índice Shannon, y éste 
varió de 0.12 (población de 2600 msnm) a 0.22 (po-
blación de 2490 msnm), con un promedio de 0.17 
para las ocho poblaciones; para el análisis conjunto 
de las poblaciones fue 0.21 (Cuadro 1). El valor pro-
medio fue menor al encontrado en Pinus brutia Ten. 
(0.34) (Kandemir et al., 2004), y para el conjunto de 
poblaciones fue menor al reportado en otras especies 
arbóreas, por ejemplo, 0.50 en Pinus albicualis En-
gelm. (Mahalovich e Hipkins, 2011).

Estructura de la diversidad genética

 El valor medio del coeficiente de endogamia 
FIS( ) no fue significativamente diferente de cero (el 

intervalo de confianza incluye al cero, Cuadro 2). La 
no significancia de FIS sugiere que los loci están en 
equilibrio de Hardy-Weinberg. En forma contraria, 
el valor estimado promedio de FIT , fue significativa-
mente diferente de cero (Cuadro 2). El valor de FIT 
indica que a nivel global (análisis conjunto de todas 
las poblaciones) hay indicios de exogamia o bien un 
ligero exceso de heterocigotos (Schmidtling et al., 
1999), probablemente debido a la combinación de 
un intenso flujo génico entre poblaciones y selección 
natural de embriones heterocigóticos. 
 La diferenciación genética entre poblaciones fue 
significativamente diferente de cero (Cuadro 2). 
El valor de FST indica que solo una pequeña pro-
porción (1.7 % en promedio) del total de la varia-
ción isoenzimática se atribuyó a diferencias entre 
poblaciones, mientras que 98.3 % se puede atri-
buir a diferencias dentro de poblaciones. Valores 
de FST menores a 0.050 representan niveles bajos 
de diferenciación genética (Yeh, 2000). El valor 
de FST fue mayor al de P. oocarpa en un gradiente 

in the joint analysis and in that of each of the eight 
populations. This suggests that all loci studied are in 
Hardy-Weinberg equilibrium.
 In the study of the genetic diversity of species at 
population level the Shannon index was used, and 
this ranged from 0.12 (population at 2600 masl) to 
0.22 (population at 2490 masl), with an average of 
0.17 for the eight populations; for joint analysis of 
populations was 0.21 (Table 1). The average value 
was lower than that found in Pinus brutia Ten. (0.34) 
(Kandemir et al., 2004), and for all populations was 
lower than that reported in other tree species such 
as 0.50 Pinus albicualis Engelm. (Mahalovich and 
Hipkins, 2011).

Structure of genetic diversity

 The mean value of the coefficient of endogamy 
(FIS) was not significantly different from zero (the 
confidence interval includes zero, Table 2). The non-
significance of FIS suggests that the loci are in Hardy-
Weinberg equilibrium. In contrary, the estimated 
average FIT value was significantly different from 
zero (Table 2). The FIT value indicates that globally 
(joint analysis of all populations) there is evidence 
of exogamy or a slight excess of heterozygotes 
(Schmidtling et al. 1999), probably due to the 
combination of an intense gene flow between 
populations and natural selection of heterozygotic 
embryos.
 Genetic differentiation among populations 
was significantly different from zero (Table 2). 
Value of FST indicates that only a small proportion 
(1.7 % average) of total isoenzymatic variation 
was attributed to differences between populations, 
while 98.3 % can be attributed to differences 
within populations. FST values   less than 0.050 
represent low levels of genetic differentiation (Yeh, 
2000). The FST value was higher than that in P. 
oocarpa along an altitudinal gradient (FST 0.001) 
(Sáenz-Romero and Tapia-Olivares, 2003), but 
in P. hartwegii the value of genetic differentiation 
between populations was higher (FST 0.111) 
(Viveros-Viveros et al., 2010). This indicates that 
the high gene flow that P. pseudostrobus presented 
regarding P. hartwegii decreases differentiation 
among populations. 
 The values   of the number of migrants per 
generation (Table 2) have an average of 14.5, 
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Cuadro 2. Estadísticos F de Wright calculados para 12 loci polimórficos en Pinus 
pseudostrobus en Michoacán, México.

Table 2. Wright’s F-Statistics calculated for 12 polymorphic loci in Pinus 
pseudostrobus in Michoacán, Mexico.

Locus FIS FST FIT Nm

ACP 0.031 0.024 0.056 10.17
G6P 0.041 0.018 0.060 13.64
GOT-1 0.042 0.019 0.062 12.91
GOT-2 0.036 0.020 0.057 12.25
LAP-1 0.042 0.018 0.061 13.64
MDH-1 0.041 0.019 0.060 12.91
MDH-2 0.041 0.017 0.059 14.46
PGM 0.061 0.012 0.074 20.58
PGI-1 0.042 0.018 0.060 13.64
PGI-2 0.042 0.009 0.051 27.53
SKD 0.039 0.020 0.059 12.25
6PG-1 0.037 0.017 0.056 14.46
Promedio 0.042 0.017 0.060 14.46
Límite superior†  0.004 0.040 0.025
Límite inferior† 0.070 0.001 0.084

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

altitudinal FST =( )0 001.  (Sáenz-Romero y Tapia-
Olivares, 2003), pero en P. hartwegii el valor de di-
ferenciación genética entre poblaciones fue mayor 
FST =( )0 111.  (Viveros-Viveros et al., 2010). Lo 

anterior indica que el flujo génico elevado que pre-
sentó P. pseudostrobus con respecto a P. hartwegii, 
disminuye la diferenciación entre poblaciones. 
 Los valores del número de migrantes por gene-
ración (Cuadro 2) tienen un promedio de 14.5, lo 
cual fue mayor al reportado en P. hartwegii (Viveros-
Viveros et al., 2010). Pero según Ledig et al. (1997), 
los valores de Nm en coníferas pueden variar de 1.8 
a 27.5, aunque en la mayoría de los casos los valores 
van de 4.6 a 17.2 (Ledig, 2000), rango en el que se 
ubica P. pseudostrobus.  

Distancias genéticas 

 La distancia genética (modificación de la dis-
tancia de Roger) promedio fue 0.078, un valor que 
indica poca diferenciación genética (Bakshi y Kon-
nert, 2011) y coincide con los valores bajos de FST . 
Sin embargo, las distancias fueron muy variables, 
desde 0.055 (entre las poblaciones de 2400 y 2600 
m), hasta 0.117 (entre las poblaciones de 2200 y 2290 
m), una diferenciación importante según Konnert 
(1995). La distancia genética promedio fue mayor a 

which was higher than that reported in P. hartwegii 
(Viveros-Viveros et al., 2010). But according to Ledig 
et al. (1997), Nm values in conifers can vary from 
1.8 to 27.5, although in most cases the values ranges 
from 4.6 to 17.2 (Ledig, 2000), a range in which P. 
pseudostrobus is located.

Genetic distances

 The average genetic distance (modification 
of Roger’s distance) was 0.078, a value indicating 
low genetic differentiation (Bakshi and Konnert, 
2011) and coincides with the low values   of FST. 
However, the distances were highly variable, from 
0.055 (between populations of 2400 and 2600 
m) to 0.117 (between populations 2200 and 2290 
m), an important differentiation according to 
Konnert (1995). The average genetic distance was 
greater than that found in P. oocarpa along an 
altitudinal gradient (0.0054; Sáenz-Romero and 
Tapia-Olivares, 2003), but lower than that found 
in P. hartwegii (0.108; Viveros-Viveros et al., 2010). 
The Mantel test indicates there was no significant 
association between altitudinal and genetic 
distances (r0.044; p 0.5910) of populations. 
Therefore, there was no effect of genetic isolation 
by distance between populations. 
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la encontrada en P. oocarpa en un gradiente altitudi-
nal (0.0054; Sáenz-Romero y Tapia-Olivares, 2003), 
pero menor al encontrado en P. hartwegii (0.108; 
Viveros-Viveros et al., 2010). La prueba de Mantel 
indica que no hubo asociación significativa entre las 
distancias altitudinales y las genéticas (r0.044; 
p0.5910) de las poblaciones. Por lo tanto, no hubo 
un efecto de aislamiento genético por la distancia en-
tre ellas.

Asociación entre variación genética 
y altitud de la población 

 La mayoría de los parámetros de diversidad ge-
nética no mostraron una correlación con la altitud. 
Sin embargo, sí hubo asociación negativa significa-
tiva entre el número efectivo de alelos y la altitud de 
origen de las poblaciones; es decir, las poblaciones de 
menor altitud presentaron mayor número efectivo de 
alelos que las poblaciones de mayor altitud (Figura 
1). Este patrón altitudinal coincide con el 19 % de 
los casos analizados por Ohsawa e Ide (2008). Este 
patrón puede originarse por una de las siguientes ra-
zones o por combinación de las mismas: 1) la espe-
cie comenzó a ampliar su distribución altitudinal a 
partir de las poblaciones de menor elevación, por lo 
cual tienen más antigüedad que las de mayor eleva-
ción, lo cual permite ampliar su diversidad genética 
(Austerlitz et al., 2001); 2) la selección natural favorce 

Association between genetic variation 
and population altitude

     Most of the genetic diversity parameters did 
not show a correlation with altitude. However, 
there was significant negative association between 
the effective number of alleles and the altitude 
of origin of populations; that is, lower altitude 
populations had higher effective number of alleles 
than higher altitude populations (Figure 1). This 
altitudinal pattern coincides with 19 % of the 
cases analyzed by Ohsawa and Ide (2008). This 
pattern can be caused by one of the following 
reasons or by a combination of them: 1) the species 
began expanding its altitudinal distribution of 
populations from lower elevations, so they are older 
than those of higher elevation, which allows to 
extend its genetic diversity (Austerlitz et al., 2001); 
2) natural selection favors presence of a larger 
number of alleles as a mechanism of adaptation 
to unfavorable (less humid environments) or very 
specific environments (Kawecki, 2000); 3) higher 
elevation populations originate from a reduced 
number of individuals caused by a bottleneck 
during the altitudinal expansion of the species, 
so that the genetic diversity of the same ones was 
reduced (Newton et al., 1999).

Implications for conservation 
of the species

 To implement the use of the altitudinal zoning 
proposed (based on the variation of quantitative 
traits) by Sáenz-Romero et al. (2012) for this 
species and in the region of Nuevo San Juan 
Parangaricutiro, Michoacán, it would be useful to 
help preserve the current pattern of distribution of 
genetic variability among and within populations 
for neutral or nearly neutral characters to the 
selection, by establishing three FGRCU one for 
each altitudinal zone and each with a genetically 
viable population size estimated from the formula 
(2), taking advantage that one has FST estimates 
(Table 2). This leads to suggest a FGRCU between 
2100 and 2400 m with an effective population 
size Ne( ) of 3422 individuals, other unit between 
2400 and 2700 m with an Ne of 1586  individuals, 
and other between 2700 and 3000 m with an Ne of 
2321 trees.

Figura 1. Asociación entre el número efectivo de alelos pro-
medio con la altitud de origen de ocho poblaciones 
de Pinus pseudostrobus en Michoacán, México. La 
barra vertical representa la desviación estándar.

Figure 1. Association between the average effective number 
of alleles with the altitude of origin of eight Pinus 
pseudostrobus populations in Michoacán, Mexico. 
The vertical bar represents the standard deviation.
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la presencia de un número mayor de alelos como un 
mecanismo de adaptación a ambientes más desfavo-
rables (ambientes menos húmedos) o muy particula-
res (Kawecki, 2000); 3) las poblaciones de elevación 
mayor se originaron de un número reducido de indi-
viduos ocasionado por un cuello de botella durante 
la expansión altitudinal de la especie, con lo cual se 
redujo la diversidad genética de la mismas (Newton 
et al., 1999).

Implicaciones para la conservación 
de las poblaciones 

 Para implementar el uso de la zonificación alti-
tudinal propuesta (con base a la variación de carac-
teres cuantitativos) por Sáenz-Romero et al. (2012) 
para esta especie y en la región de Nuevo San Juan 
Parangaricutiro, Michoacán, sería útil contribuir 
a conservar el patrón actual de distribución de la 
variabilidad genética entre y dentro de poblaciones 
para caracteres neutrales o casi neutrales a la selec-
ción, mediante el establecimiento de tres UCRGF, 
una por cada zona altitudinal y cada una con un 
tamaño de población genéticamente viable estima-
do con la fórmula (2), aprovechando que se cuenta 
con estimaciones de FST (Cuadro 2). Esto lleva a 
sugerir una UCRGF entre 2100 y 2400 m con un 
tamaño efectivo de población Ne( ) de 3422 indivi-
duos, otra entre 2400 y 2700 m con un Ne de 1586 
individuos, y otra entre 2700 y 3000 m con un Ne 
de 2321 árboles. 

conclusIones 

 Pinus pseudostrobus mostró una ligera pero sig-
nificativa diferenciación genética entre poblacio-
nes. Hubo un débil patrón de variación genética 
asociado con la altitud de origen de las poblacio-
nes, en el que las poblaciones de menor altitud pre-
sentaron mayor número efectivo de alelos que las 
poblaciones de mayor altitud; pero otros paráme-
tros de diversidad genética (como heterozigosidad) 
no presentaron una asociación significativa con la 
altitud. Para usar una zonificación altitudinal para 
recolección y movimiento de semillas, se propone 
establecer tres UCRGF: una entre 2100 y 2400 m, 
otra entre 2400 y 2700 m, y una tercera entre 2700 
y 3000 m, con un tamaño mínimo de población de 
3422, 1586 y 2321.

conclusIons

 Pinus pseudostrobus showed a slight but significant 
genetic differentiation between populations. There 
was a weak pattern of genetic variation associated 
with altitude of population origin, in which lower 
altitude populations had higher effective number of 
alleles than the higher altitude populations; but other 
parameters of genetic diversity (as heterozygosity) 
did not show a significant association with altitude. 
To use an altitudinal zoning for the collection and 
movement of seeds, it is proposed to establish three 
FGRCU: one between 2100 and 2400 m, another 
between 2400 and 2700 m, and a third between 
2700 and 3000 m, with a minimum population size 
of 3422, 1586 and 2321. 

—End of the English version—
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