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Phytochemical variation among sacred fir (Abies religiosa [Kunth]
Schltdl. & Cham.) provenances in an altitudinal gradient
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Abstract

Introduction: A species’ populations differ across its distribution due to selection pressure from the climate
gradient.
Objective: To describe the phytochemical variation among 14 tree provenances in an altitudinal gradient
of Abies religiosa (Kunth) Schltdl. & Cham. to determine if there are associations of chemical profiles among
populations, expressed under a single environment.
Materials and methods: Seeds were collected from 165 trees from an altitudinal transect from 2 850 to 3540 m
in Cerro San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacdn, Mexico. The plant was grown in a common garden
trial; at 28 months, mature needles were collected per tree and analyzed by gas-mass chromatography. Data
were analyzed with diversity indices, ANOVA and multivariate analysis (principal components, correspondences
and cluster).
Results and discussion: Thirty-two compounds were identified, most of them terpenes. The populations
showed differences in presence/absence of terpenes and in their concentration; above 3350 m, diversity was
Keywords: terpenes;  lower, but with higher concentration. Three altitude groups were found based on the chemical profile of the
secondary metabolites;  populations: low = 2850 to 3300 m and 3400 m; moderate = 3350, 3450 and 3500 m; and high = 3540 m.
chemical profile;  Conclusions: The diversity and concentration of terpenes in A. religiosa varied depending on the altitude of
diversity indices;  populations. There are three chemical profiles that should be considered in the implementation of germplasm
multivariate analysis.  collection programs for reforestation and restoration.

Resumen

Introduccién: Las poblaciones de una especie son diferentes a lo largo de su distribucién por la presién de
seleccién del gradiente climdtico.
Objetivo: Describir la variacion fitoquimica entre 14 procedencias en un gradiente altitudinal de Abies religiosa
(Kunth) Schltdl. & Cham., para determinar si existen asociaciones de perfiles quimicos entre poblaciones,
expresados bajo un solo ambiente.
Materiales y métodos: Se recolectaron semillas de 165 drboles de un transecto altitudinal de 2850 a 3540 m
en el cerro de San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacdn, México. La planta se produjo en ensayo de
jardin comun; a los 28 meses se recolectaron aciculas maduras por individuo y se analizaron por cromatografia
de gases-masas. Los datos se analizaron con indices de diversidad, andlisis de varianza y multivariados
(componentes principales, correspondencias y conglomerados).
Resultados y discusion: Se identificaron 32 compuestos, la mayoria terpenos. Las poblaciones presentaron
diferencias en presenciajausencia de terpenos y en su concentracién; arriba de 3350 m, la diversidad fue mds
Palabras clave:  baja, pero con mayor concentracién. Se encontraron tres grupos de altitud con base en el perfil quimico de las
terpenos; metabolitos  poblaciones: baja = 2850 a 3300 m y 3400 m; intermedia = 3350, 3450 y 3500 m; y elevada = 3540 m.
secundarios; perfil quimico;  Conclusiones: La diversidad y concentracién de los terpenos en A. religiosa variaron en funcién de la
indices de diversidad;  altitud de las poblaciones. Existen tres perfiles quimicos que deben considerarse en el establecimiento de
andlisis multivariados.  programas de recolecta de germoplasma para reforestacion y restauracion.
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Introduction

Sacred fir (Abies religiosa [Kunth] Schltdl. & Cham.)
forests are distributed in conifer-dominated upland
areas, mainly between 2400 and 3600 m altitude,
between 19° and 20° north latitude, along the Trans-
mexican Volcanic Belt (Sdenz-Romero, Rehfeldt, Duval,
& Lindig-Cisneros, 2012). These forests are of great
ecological importance due to the ecosystem services
they provide such as carbon sequestration, water
uptake, and protection against erosion (Herndndez-
Alvarez, Reyes-Ortiz, Villanueva-Diaz, & Sdnchez-
Gonzdlez, 2021); they are also a wintering site for the
monarch butterfly, Danaus plexippus L. (Oberhauser,
Nail, & Altizer, 2015).

Sacred fir is an evergreen monoecious tree up to 40 m
tall, with thick bark with scaly patches in adult trees
and smooth in young trees. Its leaves are alternate,
linear, sessile, straight, somewhat leathery, 19 to 70
mm long, with acute or rounded apex and oblong
buds protected with resin (Rodriguez Trejo, Aparicio
Lechuga, Lara Bueno, Uribe Gémez, & Ramirez Castell,
2021).

One of the main threats to sacred fir forests is climate
change, because it will induce a decoupling between
their populations and the climate suitable for them
(Gémez-Pineda et al., 2020; Sdenz-Romero et al., 2012),
which in turn will lead to increasing incidence of
bark beetles, as high temperatures provide favorable
conditions for the development of these insects
(Gémez-Pineda et al, 2022; Lépez-Gémez, Arriola
Padilla, & Pérez Miranda, 2015; Rubin-Aguirre et al.,
2015; Sosa Diaz et al., 2018).

Populations of the same species with a wide range
of distribution are found in a diverse variety of
environmental conditions that can be reflected in
phenotypic variation (Premoli, Acosta, Mathiasen,
& Donoso, 2012). This can be explained because of
differential selection of genotypes under the various
environmental conditions in an environmental gradient
(Ignazi, Mathiasen, & Premoli, 2019). Understanding
altitudinal patterns of genetic differentiation among
populations is essential for the design of forest
management measures that facilitate the adaptation of
forest populations to projected climates (Sdenz-Romero
et al.,, 2016). In mountainous regions, the altitudinal
gradient is especially important for understanding
richness patterns at both community and population
levels (Muenchow, Dieker, Kluge, Kessler, & von
Wehrden, 2018).

Provenance or common garden trials under open field
conditions allow expression of genetic differences
by growing plants from different geographical
origins (provenances) under the same environmental

Introducciéon

Los bosques de oyamel (Abies religiosa [Kunth| Schltdl.
& Cham.) se distribuyen en zonas altas dominadas por
coniferas, principalmente entre 2400 y 3600 m de
elevacion, entre 19° y 20° de latitud norte, a lo largo
de la Faja Volcdnica Transmexicana (Sdenz-Romero,
Rehfeldt, Duval, & Lindig-Cisneros, 2012). Estos bosques
son de gran importancia ecolégica debido a los servicios
ecosistémicos que proporcionan como la captura de
carbono, captacién de agua y proteccién contra la
erosién (Herndndez-Alvarez, Reyes-Ortiz, Villanueva-
Diaz, & Sdnchez-Gonzdlez, 2021); ademds, son sitio de
hibernacién de la mariposa monarca Danaus plexippus L.
(Oberhauser, Nail, & Altizer, 2015).

El oyamel es un drbol monoico siempre verde de hasta
40 m de altura, de corteza gruesa con placas escamosas
en drboles adultos y lisa en drboles jovenes. Sus hojas
son alternas, lineares, sésiles, rectas, algo coridceas de
19 a 70 mm de longitud, con dpice agudo o redondeado
y yemas oblongas protegidas con resina (Rodriguez
Trejo, Aparicio Lechuga, Lara Bueno, Uribe Gémez, &
Ramirez Castell, 2021).

Una de las principales amenazas para los bosques
de oyamel es el cambio climdtico, ya que inducird
un desacoplamiento entre sus poblaciones y el
clima propicio para ellas (Gomez-Pineda et al., 2020;
Sdenz-Romero et al., 2012), lo que a su vez provocard
incidencia cada vez mayor de descortezadores, pues las
temperaturas altas proveen condiciones favorables para
el desarrollo de estos insectos (Gomez-Pineda et al,
2022; Lopez-Gémez, Arriola Padilla, & Pérez Miranda,
2015; Rubin-Aguirre et al., 2015; Sosa Diaz et al., 2018).

Las poblaciones de una misma especie con un rango
amplio de distribucién se encuentran en una vasta
gama de condiciones ambientales que se pueden
reflejar en la variacién fenotipica (Premoli, Acosta,
Mathiasen, & Donoso, 2012). Esta puede explicarse
como resultado de la seleccién diferencial de los
genotipos bajo las diversas condiciones ambientales en
un gradiente ambiental (Ignazi, Mathiasen, & Premoli,
2019). La comprension de los patrones altitudinales
de diferenciacién genética entre poblaciones es
fundamental para el diseio de medidas de manejo
forestal que faciliten la adaptacién de las poblaciones
forestales a los climas proyectados (Sdenz-Romero et
al., 2016). En las regiones montafosas, el gradiente
altitudinal es de particular importancia para entender
los patrones de riqueza tanto a nivel comunidades
como poblaciones (Muenchow, Dieker, Kluge, Kessler,
& von Wehrden, 2018).

Los ensayos de procedencias o jardin comun en
condiciones de campo permiten la expresiéon de las
diferencias genéticas, mediante el cultivo de plantas

Revista Chapingo Serie Ciencias Forestales y del Ambiente | Vol. XXVIII, nim. 3, septiembre-diciembre 2022.



Cruzado-Vargas et al.

conditions. In this type of studies, it is expected that
the provenance best coupled to the climate of the trial
site will have the best performance and the others will
show differences, in part, related to the magnitude
of the weather differences between the site of origin
and the trial site (Cruzado-Vargas et al., 2021; Sdenz-
Romero et al,, 2017). A variant of the above are the
common garden trials where optimal conditions are
provided (as far as possible) to the set of provenances
to favor the expression of their growth potential, and
with this, quantify whether or not there is genetic
differentiation between them. This can be achieved
by establishing trials in open field sites located within
the optimal climate space of the species, or, as in the
case of this study, by providing favorable artificial
conditions using shade netting and irrigation during
the dry season (Ortiz-Bibian et al., 2017).

Defense and resistance mechanisms in conifers depend
on genetic, biotic and abiotic factors and interactions.
These mechanisms include physical defense traits and
chemical compounds (Zas Arregui & Sampedro Pérez,
2015). Chemical defenses often take the form of sets
of substances that defend plants against herbivores
(including bark beetles) (Taft, Najar, Godbout, Bousquet,
& Erbilgin, 2015), pathogens (Kopaczyk, Wargula, &
Jelonek, 2020) and certain types of abiotic stresses such
as high temperature (Materi¢ et al., 2015).

Plants synthesize a large number of compounds,
including secondary metabolites, many are volatile
compounds that vary in composition and concentration
between species and from one individual to another
within the same species (Garcia-Rodriguez, Bravo-
Monzén, Martinez-Diaz, Torres-Gurrola, & Espinosa-
Garcia, 2012). Such variation also depends on the
plant part being analyzed, the season of the year,
geographical origin and other environmental factors
(Kopaczyk et al., 2020). Secondary metabolites are
synthesized in small quantities and not in a generalized
way (some are produced only by one species, genus
or family) (Pichersky & Raguso, 2018); they play
defense, attraction or competition functions, and their
effectiveness depends on the concentration (Lépez-
Goldar et al., 2018) and metabolism of the consumer:
herbivore or pathogenic (Garcia-Rodriguez et al., 2012).

Terpenes constitute the largest and most diverse
group of secondary metabolites in plants (Kopaczyk
et al., 2020) comprising more than 40000 individual
compounds (Abbas et al., 2017) and, together with
phenolic compounds, are the main chemical defenses
in conifers (Lundborg, Fedderwitz, Bjorklund,
Nordlander, & Borg-Karlson, 2016). The most abundant
terpenes in the pine family are a-pinene, p-pinene,
myrcene, limonene, camphene, and 3-carene (Kopaczyk
et al,, 2020; Pokorska et al., 2012; Taft et al., 2015).

de diversos origenes geograficos (procedencias) bajo
las mismas condiciones ambientales. En este tipo de
estudios se espera que la procedencia mejor acoplada
al clima del sitio de ensayo tenga el mejor desempefio y
las demds muestren diferencias, en parte, relacionadas
con la magnitud de la diferencia climdtica entre el sitio
de origen y el de ensayo (Cruzado-Vargas et al., 2021;
Sdenz-Romero et al., 2017). Una variante de lo anterior
son los ensayos de jardin comun donde se proveen
condiciones 6ptimas (en la medida de lo posible) al
conjunto de procedencias con la finalidad de favorecer
la expresion de su potencial de crecimiento, y con ello,
cuantificar si existe o no diferenciacién genética entre
ellas. Esto se puede lograr estableciendo los ensayos en
sitios de campo ubicados dentro del espacio climdtico
6ptimo de la especie, o bien, como es el caso de este
trabajo, proporcionando de condiciones favorables
artificialmente, a través del uso de malla-sombra y
riego en temporada de estiaje (Ortiz-Bibian et al., 2017).

Los mecanismos de defensa y resistencia en las
coniferas dependen de factores genéticos, bidticos,
abidticos, asi como de sus interacciones. Estos
mecanismos incluyen caracteres de defensa fisicos y
compuestos quimicos (Zas Arregui & Sampedro Pérez,
2015). Las defensas quimicas a menudo se presentan
como conjuntos de sustancias que defienden a las
plantas contra herbivoros (incluidos los escarabajos de
la corteza) (Taft, Najar, Godbout, Bousquet, & Erbilgin,
2015), patogenos (Kopaczyk, Wargula, & Jelonek, 2020)
y ciertos tipos de estrés abi6tico como las temperaturas
altas (Materi¢ et al., 2015).

Las plantas sintetizan gran cantidad de compuestos,
entre ellos estdn los metabolitos secundarios que
son compuestos voldtiles variantes en composicion y
concentracién entre especies y de un individuo a otro
dentro de una misma especie (Garcia-Rodriguez, Bravo-
Monzén, Martinez-Diaz, Torres-Gurrola, & Espinosa-
Garcia, 2012). Dicha variacién también depende de la
parte la planta que se analice, la estacion del afio, origen
geografico y otros factores medioambientales (Kopaczyk
et al., 2020). Los metabolitos secundarios se sintetizan
en cantidades pequeiias y no de forma generalizada
(algunos son producidos solo por una especie, género o
familia) (Pichersky & Raguso, 2018); cumplen funciones
de defensa, atraccién o competencia, y su efectividad
depende de la concentracién (Lépez-Goldar et al,
2018) y del metabolismo del consumidor: herbivoro o
patogeno (Garcia-Rodriguez et al., 2012).

Los terpenos constituyen el grupo mds grande y diverso
de metabolitos secundarios en las plantas (Kopaczyk
et al, 2020) abarcando mds de 40000 compuestos
individuales (Abbas et al.,, 2017) y, junto con los
compuestos fendlicos, son las principales defensas
quimicas de las coniferas (Lundborg, Fedderwitz,
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The objective of this study was to determine whether
the phytochemical diversity of A. religiosa varies among
14 populations from an altitudinal gradient (2850 to
the 3550 m) established in a common garden trial.
The hypothesis is that terpene diversity will be higher
at lower altitudes, where there is higher herbivory
and, therefore, greater selection pressure that would
eventually favor terpene diversity as an adaptive
response of forest populations (Pellissier et al., 2016).

Materials and Methods
Seed collection and plant production

Mature cones of A. religiosa were collected at 14 sites:
11 trees at each site separated by 50 m altitudinal
difference in a transect from 2850 to 3550 m (Table 1)
on Cerro San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo,
Michoacdn, Mexico. Collection sites were well-
preserved stands, dominated mainly by A. religiosa
(89 % basal area) in the upper part of the mountain,
combined with Pinus hartwegii Lindl. (pino de las alturas)
and Cupressus lindleyi Klotzsch ex Endl. (cedar). In
the intermediate part of the altitudinal transect, A.
religiosa represents 60 % of the basal area of the tree
stand in combination mainly with Pinus pseudostrobus
Lindl. (pino liso), C. lindleyi and Salix paradoxa Kunth
(borreguito). At the lowest part, A. religiosa represents
45 % in combination with P. pseudostrobus, Pinus
montezumae Lamb (pino blanco), Quercus obtusata Bonpl.
(white oak) and other leafy species such as Arbutus

Bjorklund, Nordlander, & Borg-Karlson, 2016). Los
terpenos mds abundantes en la familia de pinos son:
a-pineno, B-pineno, mirceno, limoneno, canfeno y
3-careno (Kopaczyk et al., 2020; Pokorska et al., 2012;
Taft et al., 2015).

El objetivo del presente trabajo fue determinar si la
diversidad fitoquimica de A. religiosa varia entre 14
poblaciones provenientes de un gradiente altitudinal
(2850 a los 3550 m) establecidas en un ensayo
de jardin comun. La hipoétesis es que la diversidad de
terpenos serd mayor a menor altitud, donde hay
mayor herbivoria y, por lo tanto, una mayor presion de
seleccién que eventualmente favoreceria la diversidad
de terpenos como una respuesta adaptativa de las
poblaciones forestales (Pellissier et al., 2016).

Materiales y métodos
Recolecta de semilla y produccién de planta

Se recolectaron conos maduros de A. religiosa en 14
sitios: 11 drboles en cada uno de los sitios separados
entre si por 50 m de diferencia altitudinal en un
transecto de los 2850 a los 3550 m (Cuadro 1) en el
cerro de San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo,
Michoacdn, México. Los sitios de recolecta fueron
rodales bien conservados, dominados principalmente
por A. religiosa (89 % de drea basal) en la parte alta de
la montaina, combinado con Pinus hartwegii Lindl.
(pino de las alturas) y Cupressus lindleyi Klotzsch ex

Table 1. Geographical location of the cone collection sites of 14 provenances of Abies religiosa on Cerro San Andrés,

Municipio Libre de Hidalgo, Michoacan, Mexico.

Cuadro 1. Localizacién geografica de los sitios de recoleccién de conos de 14 procedencias de Abies religiosa en el cerro de
San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacan, México.

Altitude (m)/Altitud (m)

Latitude (N)/Latitud (N)

Longitude (W)/Longitud (O)

3540 19° 48’ 01.0” 100° 36’ 04.7”
3500 19° 48’ 03.6” 100° 36’ 06.8”
3450 19° 48’ 06.3” 100° 36’10.3”
3400 19° 48’ 19.0” 100° 36’ 13.5”
3350 19° 48’ 20.2” 100° 36’ 13.8”
3300 19° 48’ 23.8” 100° 36’ 18.6”
3250 19° 48’ 36.1” 100° 36’ 16.3”
3200 19° 48’ 38.0” 100° 36’ 20.6”
3150 19° 48’ 40.9” 100° 36’ 26.4”
3100 19° 48’ 49.0” 100° 36’ 31.2”
3050 19° 48’ 58.7” 100° 36’ 30.6”
3000 19° 49’ 10.1” 100° 36’ 28.4”
2950 19° 49’ 15.0” 100° 36’ 05.8”
2850 19° 49’ 38.6” 100° 35’ 35.0”

Source/Fuente: Ortiz-Bibian et al. (2017).
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Figure 1. Common garden trial with 14 provenances of Abies religiosa in raised beds at the Instituto de Investigaciones
sobre los Recursos Naturales de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, Morelia, Michoacan,

Mexico.

Figura 1. Ensayo de jardin comiin con 14 procedencias de Abies religiosa en camas elevadas en el Instituto de Investigaciones
sobre los Recursos Naturales de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, Morelia, Michoacan,

México.

xalapensis Kunth (madrofio) and S. paradoxa. The detailed
description of the sites can be found in the study by
Ortiz-Bibian et al. (2017).

The cones were dried in the sun for 15 days to extract
the seeds and, subsequently, germinate them in a peat
moss seedbed. The seedlings were transplanted into
380 cm’ containers, where they developed for nine
months. In March 2014, a provenance or common
garden trial (Figure 1) was set up at the Instituto de
Investigaciones sobre los Recursos Naturales de la
Universidad Michoacana de San Nicolds de San Nicolds
de Hidalgo (INIRENA-UMSNH) located in Morelia,
Michoacdn. The experiment had a six randomized
complete block design with six seedlings per
provenance (Ortiz-Bibian et al., 2017).

Sample collection

When seedlings were 28 months old, 2 g samples of
mature needles were collected from 10 trees randomly
selected from each of the 14 A. religiosa provenances
present in the common garden trial to evaluate the
chemical profile. Twelve hours before harvesting,

Endl. (cedro). En la parte intermedia del transecto
altitudinal, A. religiosa representa 60 % del drea basal
del arbolado en combinacién principalmente con Pinus
pseudostrobus Lindl. (pino liso), C. lindleyi y Salix paradoxa
Kunth (borreguito). En la parte mds baja, A. religiosa
representa 45 % en combinacién con P. pseudostrobus,
Pinus montezumae Lamb. (pino blanco), Quercus obtusata
Bonpl. (encino blanco) y demds especies de hojosas
como Arbutus xalapensis Kunth (madrono) y S. paradoxa.
La descripcién detallada de los sitios se puede consultar
en el estudio de Ortiz-Bibian et al. (2017).

Los conos se secaron al sol durante 15 dias para extraer
las semillas y, posteriormente, germinarlas en almdcigo
de turba de musgo. Las pldntulas se trasplantaron en
tubetes de 380 cm® donde se desarrollaron durante
nueve meses. En marzo de 2014 se mont6 un ensayo de
procedencias o jardin comun (Figura 1) en el Instituto
de Investigaciones sobre los Recursos Naturales de la
Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo
(INIRENA-UMSNH) ubicado en Morelia, Michoacan. El
experimento tuvo un disefo de seis bloques completos
al azar con seis pldntulas por procedencia (Ortiz-Bibian
etal, 2017).
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the trial was watered to field capacity. Samples were
taken between 8 and 10 h in the morning in October
2016 with northern exposure and no signs of damage.
Branches were taken from the middle part of the
main stem.

From each sample, 1 g of needles was placed in a paper
bag, kept in the drying oven at 80 °C for 24 h and
weighed. The other gram was placed in an amber glass
bottle containing 10 mL of reagent grade n-hexane,
which remained at 5 °C in a refrigerator. Subsequently,
the sample in n-hexane was ground in a porcelain
mortar with 0.5 g of inert sand and 1 mL of tetradecane
(C,,H,,) to a concentration of 1 mg-mL" as an internal
standard. The extract was filtered through a funnel
with 11 pm pore opening filter paper containing 0.5 g
of reagent grade anhydrous sodium sulfate (Na,SO,) and
stored in an amber vial at 5 °C until chemical analysis.

Chemical Analysis

Samples were analyzed by injecting 1 pL into a gas
chromatograph equipped with a mass detector (Agilent
6890, MSD 5973), flow split (60.3:1) at 250 °C on a HP-
5MS nonpolar capillary column (30 m x 25 mm X 25 pum),
using helium as carrier gas with a flow rate of
1 mL-min". The oven temperature program was initial
ramp of 50-200 °C at 20 °C-min”, followed by another
ramp of 200-280 °C at 15 °C-min" and a final ramp of
280-300 °C at 20 °C-min’. The mass spectrometer was
run in electric ionization mode, flow rate of 1 mL-min”,
ionization voltage at 70 eV, interface temperature at
280 °C and SCAN mode with a mass range of 50 to
550 m/z (Garcia-Rodriguez, Torres-Gurrola, Meléndez-
Gonzdlez, & Espinosa-Garcia, 2016).

The concentration of compounds was calculated
by the internal standard method, relating the area
of each compound to the area of the tetradecane,
whose concentration is known. Subsequently,
the concentration was related to the dry weight of the
sample (mg-g'). These data were used to calculate
the chemical diversity of the provenances.

Spectra obtained on MSD ChemStation (Agilent
Technologies Inc., 2004) were compared with those of
the NIST/EPA/NIH Mass Spectrometer library, version
2.0 (Stein, Mirokhin, Tchekhovskoi, & Mallard, 2012).
The identity of the compounds was validated with
experimental retention rates by injecting 1 pL of two
series of alkanes (C,—C,, y C,;—C,,, Sigma Aldrich) with
the same chromatographic method. The retention times
of the alkanes were related to those of the compounds
and compared with retention rates reported in the
literature (Adams, 2007; Zenkevich, 2010).

Chromatograms were obtained for each sampled
individual which, according to statistical analyses, were

Extraccién de muestras

A los 28 meses de edad de las pldntulas, se recolectaron
muestras de 2 g de aciculas maduras de 10 drboles
seleccionados al azar en cada una de las 14 procedencias
de A. religiosa presentes en el ensayo de jardin comun,
para evaluar el perfil quimico. Doce horas antes de la
recoleccién, el ensayo se regd a capacidad de campo.
Las muestras se tomaron ente las 8 y 10 h de la mafana
en octubre del 2016 con exposicién norte y sin sefiales
de dafio. Las ramas se tomaron de la parte media del
tallo principal.

De cada muestra, 1 g de aciculas se introdujo en una
bolsa de papel, se mantuvo en el horno de secado a
80 °C durante 24 h y se pesé. El otro gramo se coloc6
en un frasco de vidrio dmbar que contenia 10 mL de
n-hexano grado reactivo, el cual permanecié a 5 °C en
un refrigerador. Posteriormente, la muestra en n-hexano
se moli6 en un mortero de porcelana con 0.5 g de arena
inerte y 1 mL de tetradecano (C,,H,,) a una concentracién
de 1 mg-mL" como estdndar interno. El extracto se filtro
a través de un embudo con papel filtro de apertura de
poro de 11 pm, que contenia 0.5 g de sulfato de sodio
anhidro (Na,SO,) grado reactivo y se guardé en un vial
dmbar a 5 °C hasta su anadlisis quimico.

Anadlisis quimico

Las muestras se analizaron inyectando 1 pL en un
cromatégrafo de gases equipado con un detector de
masas (Agilent 6890, MSD 5973), con division de flujo
(split 60.3:1) a 250 °C en una columna capilar no polar
HP-5MS (30 m x 25 mm x 25 pm), usando helio como
gas acarreador con un flujo de 1 mL-min". El programa
de temperatura del horno fue: rampa inicial de 50-
200 °C a 20 °C-min’, seguida de otra rampa de 200-
280 °C a 15 °C-min” y una tultima de 280-300 °C a 20
°C-min". El espectrémetro de masas se oper6 en modo
de ionizacion eléctrica, flujo de 1 mL-min”, voltaje de
ionizacién a 70 eV, temperatura de la interfase a 280 °C
y modo SCAN con un rango de masas de 50 a 550 m/z
(Garcia-Rodriguez, Torres-Gurrola, Meléndez-Gonzdlez,
& Espinosa-Garcia, 2016).

La concentracién de compuestos se calculé por el
método de estdndar interno, relacionando el drea
de cada compuesto con el drea del tetradecano,
cuya concentraciéon es conocida. Posteriormente, la
concentraciéon se relacioné con el peso seco de la
muestra (mg-g"). Estos datos se utilizaron para calcular
la diversidad quimica de las procedencias.

Los espectros obtenidos en MSD ChemStation (Agilent
Technologies Inc., 2004) se compararon con los de la
biblioteca de Espectros de Masas NIST/EPA/NIH, version
2.0 (Stein, Mirokhin, Tchekhovskoi, & Mallard, 2012). La
identidad de los compuestos se validé con los indices de
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divided into three groups with an altitudinal interval
of 200 m, so a chromatogram was selected from each
altitudinal section to exemplify their phytochemical
diversity (Figure 2).

Diversity indices

The alpha diversity, expressed through several
diversity indices of the 14 provenances of A. religiosa,
was estimated with the statistical analysis program
PAST 4.03 (Hammer, Harper, & Ryan, 2001). Eleven
diversity indices were obtained, of which the most
informative (significant) were selected by ANOVA in
the graphical interface of the free software R Rcmdr
4.0.2 (R Development Core Team, 2020). These were
Fisher’s alpha index and Menhinick’s index which
proved robust since it allows comparison of samples of
different sizes.

Total diversity measured with the Menhinick index was
based on the relationship between the total number

Camphene
Sabinene
B-Pinene
B-Myreene
3-Carene
Limonene |

g pB-Phellandrene
h B-Z-Ocimene
i Terpinclene
j Bornylacetate
k a-Cubebene
Copaene

-ooooTo

Caryophyllene
a-Humulene
Alloaromadendrene
a-Muurclene
G-Cadinol

retencion experimentales, inyectando 1 pL de dos series
de alcanos (C,—C,, y C,,—C,,, Sigma Aldrich) con el mismo
método cromatogrdfico. Los tiempos de retencién de los
alcanos se relacionaron con los de los compuestos y se
compararon con los indices de retencioén reportados en
la literatura (Adams, 2007; Zenkevich, 2010).

Se obtuvieron cromatogramas para cada individuo
muestreado que, de acuerdo con los andlisis estadisticos,
se dividieron en tres grupos con intervalo altitudinal
de 200 m, por lo que se seleccioné un cromatograma de
cada seccion altitudinal para ejemplificar su diversidad
fitoquimica (Figura 2).

Indices de diversidad

La diversidad alfa, expresada a través de varios indices
de diversidad de las 14 procedencias de A. religiosa, se
estim6 con el programa de anadlisis estadistico PAST
4.03 (Hammer, Harper, & Ryan, 2001). Se obtuvieron
11 indices de diversidad, de los cuales se seleccionaron

Height above sea level (m) / Altitud de origen (m)
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Figure 2. Representative chromatograms of the phytochemical diversity of Abies religiosa by height above see level from
Cerro San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacan, Mexico.

Figura 2. Cromatogramas representativos de la diversidad fitoquimica de Abies religiosa por altitud de origen del cerro de
San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacan, México.
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of terpenes and the total number of trees (samples).
Fisher’s alpha index was used for the most common
terpenes in most conifers (a-pinene, camphene,
B-pinene, (-myrcene, 3-carene, limonene), which
allows comparison of the level of richness between
provenances, which vary in the level of abundance and
depend on the number of individuals sampled. In both
indices, each terpene was considered as a ‘species’ and
the provenances as ‘communities’.

Statistical Analysis

ANOVA and multivariate analyses were carried out
using the SAS 9.4 TS 1 M3 statistical package (SAS
Institute Inc., 2015). PROC GLM was used for the
ANOVA and PROC STEPDISC for the stepwise analysis to
select statistically significant (P < 0.05) and informative
variables. A correlation analysis was also performed
with PROC CORR to remove highly correlated variables
and avoid collinearity problems, with the exception
for terpenes commonly found in conifers such as
a-pinene, camphene, B-pinene, B-myrcene, 3-carene,
limonene (Kopaczyk et al., 2020; Pokorska et al., 2012;
Taft et al., 2015). Subsequently, a matrix of averages
was obtained for multivariate principal component,
correspondence and cluster analyses performed with
PRINCOMP, CORRESP and CLUSTER procedures,
respectively.

Results

Table 2 shows the 32 compounds and their retention
indices (RI) found in the needles of the 14 provenances
of A. religiosa: 17 monoterpenes (RI 932-1132), 10
sesquiterpenes (RI 1345, 1375-1700), one phenyl
propanoid (RI 1196), one alkatetraene (RI 1237) and
three esters (RI 1223, 1287, 1379).

Diversity indices

Figure 3 shows that provenances were significantly
different from each other (P < 0.0174, a = 0.05),
according to the specific richness calculated with the
Menhinick index. Simple linear regression reports a
negative association between terpene diversity and
height above see level (P = 0.0016, R* = 0.5788); that
is, the number of terpenoids decreased as altitude
increased. Tukey’s mean comparison test showed
three groups according to the number of terpenes in
each provenance: 1) the 2850 m provenance, different
from the rest and where the highest terpene diversity
is found; 2) the provenances between 2950 and 3300
m, including the highest altitude (3540 m), which
together present intermediate diversity; and 3) the
provenances from 3350 to 3500 m, where the lowest
terpene diversity is found regarding the distribution
range studied.

los mds informativos (significativos) mediante un
andlisis de varianza en la interfaz grafica del software
libre R Rcmdr 4.0.2 (R Development Core Team, 2020).
Estos fueron el indice alfa de Fisher y el indice de
Menhinick que resulté robusto dado que permite la
comparacién de muestras de tamarios diferentes.

La diversidad total medida con el indice de Menhinick
se basé en la relacién entre el ntimero total de terpenos
y el ntmero total de individuos (muestras). El indice
alfa de Fisher se utiliz6 para los terpenos mds comunes
en la mayoria de las coniferas (a-pineno, canfeno,
B-pineno, p-mirceno, 3-careno, limoneno), el cual
permite la comparaciéon del nivel de riqueza entre
procedencias, que varian en el nivel de abundancia y
depende del nuimero de individuos muestreados. En
ambos indices se consider6 a cada terpeno como una
‘especie’ y a las procedencias como las ‘comunidades’.

Analisis estadistico

Se realizaron andlisis de varianza y multivariados con
el paquete estadistico SAS 9.4 TS 1 M3 (SAS Institute
Inc., 2015). Para el andlisis de varianza se usé el PROC
GLM y para el andlisis stepwise el PROC STEPDISC con
el fin de seleccionar las variables estadisticamente
significativas (P < 0.05) e informativas. También se
hizo un andlisis de correlaciones con PROC CORR,
para eliminar las variables altamente correlacionadas
y evitar problemas de colinealidad, a excepcién de los
terpenos encontrados comunmente en las coniferas
como o-pineno, canfeno, f-pineno, f-mirceno, 3-careno,
limoneno (Kopaczyk et al., 2020; Pokorska et al,
2012; Taft et al.,, 2015). Posteriormente, se obtuvo una
matriz de promedios para los andlisis multivariados
componentes  principales, correspondencias y
conglomerados realizados con los procedimientos
PRINCOMP, CORRESP y CLUSTER, respectivamente.

Resultados

El Cuadro 2 presenta los 32 compuestos y sus indices
de retencién (IR) encontrados en las aciculas de las 14
procedencias de A. religiosa: 17 monoterpenos (IR 932-
1132), 10 sesquiterpenos (IR 1345, 1375-1700), un fenil
propanoide (IR 1196), un alcatetraeno (IR 1237) y tres
ésteres (IR 1223, 1287, 1379).

Indices de diversidad

La Figura 3 muestra que las procedencias fueron
significativamente diferentes entre si (P < 0.0174,
a = 0.05), de acuerdo con la riqueza especifica calculada
con el indice de Menhinick. La regresién lineal simple
indica una asociacién negativa entre la diversidad de
terpenos y la altitud de origen (P = 0.0016, R*= 0.5788);
es decir, el nimero de terpenoides disminuye cuando
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Table 2. Secondary metabolites identified in 14 provenances of Abies religiosa from Cerro San Andrés, Municipio Libre de
Hidalgo, Michoacdn, Mexico, ordered by retention time and retention index.

Cuadro 2. Metabolitos secundarios identificados en 14 procedencias de Abies religiosa del cerro de San Andrés, Municipio
Libre de Hidalgo, Michoacdn, México, ordenados por tiempo de retencion e indice de retencién.

RT/TR RVR ~ lexp/ SM/MS RI/TR ~ RUR — heX/ SM/MS
IRexp IRexp
345 932 942 a-Pinene*/ a-Pineno* 5.79 1237 1254 Pulegone/Pulegona
3.57 946 959 Camphene” Canfeno* 6.10 1287 1298 Bornyl acetate/
Acetato de bornilo
3.74 969 981 Sabinene/Sabineno 6.64 1345 1376 a-Cubebene/ a-Cubebeno
3.78 974 987 p-Pinene*/ p-Pineno* 6.70 1379 1381 Geranyl acetate/
Acetato de geranilo
3.82 988 992 B-Myrcene*| p-Mirceno* 6.78 1375 1397 Copaene/ Copaeno
4.02 1002 1019 a-Phellandrene/ 7.10 1417 1446  Caryophyllene/Cariofileno
a-Felandreno
4.09 1008 1027 3-Carene’” 3-Careno” 7.33 1452 1482 a-Humulene/ a-Humuleno
413 1020 1032 o0-Cymene/ o-Cimeno 7.49 1458 1506 Alloaromadendrene/
Aloaromadendreno
4.16 1024 1036 Limonene?” Limoneno* 7.56 1484 1518 Germacrene D/
Germacreno D
4.24 1025 1047 B-Phellandrene/ 7.57 1500 1519 a-Muurolene/ a-Muroleno
B-Felandreno
4.26 1044 1050 B-Z-Ocimene/ p-Z-Ocimeno 7.69 1522 1539 §-Cadinol/ §-Cadinol
4.39 1054 1096 y-Terpinene/ y-Terpineno 7.77 1574 1552 Germacrene D-4-ol/
Germacreno D-4-ol
4.62 1086 1096 Terpinolene/ Terpinoleno 8.18 1582 1619 Caryophyllene oxide/
Oxido de cariofileno
4.93 1132 1137 (E,E)-Cosmene/ 8.41 1645 1656 Cubenol/ Cubenol
(E,E)-Cosmeno
5.46 1196 1209 Estragole/ Estragol 8.48 1652 1667 a-Cadinol/ a-Cadinol
5.63 1223 1232 Fenchyl acetate/ 8.65 1700 1695 Eudesm-7(11)-en-4-ol/

Acetato de fenchilo

Eudesm-7(11)-en-4-ol

RT: retention time, RI: retention index, Rlexp: retention index experimental, SM: secondary metabolite. *SM most commonly found in conifers.

TR: tiempo de retencion, IR: indice de retencién, IRexp: indice de retencién experimental, MS: metabolito secundario. *MS mds comunes en coniferas.

On the other hand, according to Figure 4, the
provenances also showed significant differences
among themselves (P < 0.0083), according to Fisher’s
alpha index. Similar to Menhinick’s index, it was
shown by simple linear regression that terpenoid
diversity decreases as elevation increases (P = 0.0013,
R* = 0.5919). Moreover, Tukey’s comparison of means
established three sets according to the diversity of
terpenoids analyzed: 1) the provenance at 2850 m
having the highest diversity, 2) the provenances
between 2950 to 3350 m, including the highest altitude
provenance (3540 m) with intermediate diversity, and
3) the provenances between 3400 to 3500 m with lower
terpenoid diversity.

la altitud aumenta. La prueba de comparacién de
medias de Tukey indicé tres agrupaciones de acuerdo
con el numero de terpenos en cada procedencia:
1) la procedencia de 2850 m, diferente del resto y en
la cual se encuentra la mayor diversidad de terpenos;
2) las procedencias entre 2950 y 3300 m, incluyendo la
de mayor altitud (3540 m), que en conjunto presentan
diversidad intermedia; y 3) las procedencias de 3350
a 3500 m, donde se encuentra la menor diversidad de
terpenos con respecto al rango de distribucién estudiado.

Por otra parte, de acuerdo con la Figura 4, las procedencias
también mostraron diferencias significativas entre si
(P < 0.0083), de acuerdo con el indice de alfa de Fisher.
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Figure 3. Variation of terpene diversity calculated with Menhinick’s index for 14 provenances of Abies religiosa from
Cerro San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacdn, Mexico. The same color indicates belonging to a
Tukey’s mean clustering (P = 0.05).

Figura 3. Variaciéon de la diversidad de terpenos calculada con el indice de Menhinick para 14 procedencias de Abies
religiosa del cerro de San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacdn, México. Un mismo color indica
pertenencia a un agrupamiento de medias de Tukey (P = 0.05).
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Figure 4. Variation of terpene diversity calculated with Fisher’s alpha index for 14 provenances of Abies religiosa from
Cerro San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacdn, Mexico. The same color indicates belonging to a
Tukey’s mean clustering (P = 0.05).

Figura 4. Variacién de la diversidad de terpenos calculada con indice alfa de Fisher para 14 procedencias de Abies religiosa
del cerro de San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacdn, México. Un mismo color indica pertenencia a
un agrupamiento de medias de Tukey (P = 0.05).
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Multivariate analysis

Significant differences between provenances were
found by analysis of variance for sabinene, o-cymene,
terpinolene and a-cubebene (P < 0.05) and highly
significant differences for (E,E)-cosmene and eudesm-
7(11)-en-4-ol (P < 0.0001). Stepwise analysis identified
germacrene D, a-cubebene, germacrene D-4-ol and
d-cadinol (P < 0.05) and terpinolene (P < 0.0001) as more
informative variables.

In addition to the terpenes selected with ANOVA and
stepwise analyses, a correlation analysis was performed,
removing terpenes highly correlated with each other,
except for those commonly found in conifers. Thus,
out of the 32 compounds identified, 22 were selected
and principal component, correspondence and
cluster analyses were performed. According to the
principal component and correspondence analyses,
three discrete groups were detected corresponding
to altitudinal ranges of 200 m: 2850 to 3050 m, 3100 to
3300 m and 3350 a 3540 m.

Principal component analysis

The first five principal components had eigenvalues
greater than 1.0 and explain 90 % of the total variance.
The first component had an eigenvalue of 7.4
explaining 33.7 % of the total variance. Terpenes such as
a-pinene, p-pinene, §-cadinol and cubenol contributed
strongly to the variance of this component, with
eigenvectors greater than 0.3. The second component
had an eigenvalue of 4.13 explaining 18.8 % of the total
variation. The terpenes that contributed significantly to
the variation were o-cymene, (E,E)-cosmene, pulegone
and eudesm-7(11)-en-4-0l. The third component
had an eigenvalue of 3.6 contributing 16.3 % of the
total variance; the terpenes that had eigenvectors
greater than 0.3 were limonene, p-phellandrene and
eudesm-7(11)-en-4-ol. The fourth component had an
eigenvalue of 2.85 which contributed 12.9 % of the
variance; terpenes that had eigenvectors greater
than 0.3 were camphene, sabinene and terpinolene.
Finally, the fifth component had an eigenvalue of 1.88
contributing 8.5 % of the total variance; the terpenes
a-phellandrene, germacrene D and cubenol contributed
to this variation. Finally, the fifth component had an
eigenvalue of 1.88 that contributed 8.5 % of the total
variance; the terpenes a-phellandrene, germacrene D
and cubenol contributed to this variation.

Figure 5 shows the distribution of the 14 provenances
of A. religiosa according to the first three principal
components (introduced with the prefix CP), which
account for 68.6 % of the total variance explained.
Populations below 3300 m (green squares and red
triangles) are more closely related to each other than to

Similar al indice de Menhinick, se demostré mediante
una regresiéon lineal simple que la diversidad de
terpenoides disminuye conforme la elevacién aumenta
(P =0.0013, R*= 0.5919). Asimismo, la comparaciéon de
medias de Tukey estableci6 tres conjuntos de acuerdo
con la diversidad de los terpenos analizados: 1) la
procedencia a 2850 m que es la de mayor diversidad,
2) las procedencias entre los 2950 a los 3350 m,
incluyendo la procedencia de mayor altitud (3540 m)
con diversidad intermedia y 3) las procedencias entre los
3400 a los 3500 m con menor diversidad de terpenos.

Analisis multivariados

Mediante andlisis de varianza se encontraron
diferencias significativas entre procedencias para
sabineno, o-cimeno, terpinoleno y a-cubebeno (P <
0.05) y diferencias altamente significativas para (E,E)-
cosmeno y eudesm-7(11)-en-4-ol (P < 0.0001). E1 andlisis
stepwise identific6 a germacreno D, a-cubebeno,
germacreno D-4-ol y §-cadinol (P < 0.05) y a terpinoleno
(P < 0.0001) como variables mds informativas.

Ademds de los terpenos seleccionados con los andlisis de
varianza y stepwise, se hizo un andlisis de correlaciones,
eliminando los terpenos altamente correlacionados
entre si, a excepcién de los que son comunmente
encontrados en coniferas. De esta forma, de los 32
compuestos identificados, se seleccionaron 22 y con
ellos se realizaron andlisis de componentes principales,
de correspondencias y de conglomerados. De acuerdo
con los andlisis de componentes principales y de
correspondencias, se detectaron tres grupos discretos
que corresponden a rangos altitudinales de 200 m: 2 850
23050 m, 3100 a 3300 m y 3350 a 3540 m.

Andlisis de componentes principales

Los cinco primeros componentes principales tuvieron
valores propios mayores de 1.0 y explican 90 % de la
varianza total. El primer componente tuvo un valor
propio de 7.4 que explica 33.7 % de la varianza total.
Terpenos como o-pineno, B-pineno, §-cadinol y cubenol
contribuyeron fuertemente a la variacién de este
componente, con autovectores superiores a 0.3. El
segundo componente tuvo un valor propio de 4.13 que
explica 18.8 % del total de la variacién. Los terpenos
que contribuyeron de manera importante a la variacién
fueron o-cimeno, (EE)-cosmeno, pulegona y eudesm-
7(11)-en-4-ol. El tercer componente tuvo un valor propio
de 3.6 que contribuye con 16.3 % de la varianza total;
los terpenos que tuvieron autovectores superiores a
0.3 fueron limoneno, B-felandreno y eudesm-7(11)-
en-4-ol. El cuarto componente tuvo un valor propio
de 2.85 que contribuyé con 12.9 % de la varianza; los
terpenos que tuvieron autovectores mayores de 0.3
fueron canfeno, sabineno y terpinoleno. Para finalizar,
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populations above that altitude (blue circles), according
to the terpenes that define the first three components.

Correspondence analysis

The correspondence analysis showed a significant
P-value (<0.0001) by means of the X’ statistic, where the
sum of the first two dimensions is 61.4 % of the total
variance explained. Figure 6 indicates the distribution
of the colored provenances according to the altitudinal
group they were assigned to against the first two
dimensions yielded by the analysis. The graph shows
that low and intermediate altitude sources are in
the first quadrant (upper right quarter) and only two
altitudes in the second (lower right quarter), which
are associated with four of the compounds frequently
found in conifers: B-pinene, limonene, camphene and
3-carene; terpenes that serve mostly for protection
against pathogens. Higher altitude provenances are
distributed in the second, third (lower left) and fourth
quadrants (upper left) of the graph.

Cluster analysis
Figure 7 shows the dendrogram identified with cluster
analysis according to Ward’s clustering method, which

statistically marks a cutoff at 0.1592 of semipartial
R? based on the pseudo t* statistic. The dendrogram
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el quinto componente tuvo valor propio de 1.88 que
contribuy6 con 8.5 % de la varianza total; los terpenos
a-felandreno, germacreno D y cubenol contribuyeron
a dicha variacién.

La Figura 5 muestra la distribucion de las 14
procedencias de A. religiosa en funcién de los tres
primeros componentes principales (se presentan con el
prefijo CP), los cuales representan 68.6 % de la varianza
total explicada. Las poblaciones por debajo de los 3300
m (cuadrados verdes y tridngulos rojos) presentan mayor
relacion entre si que con las poblaciones por encima de
esa altitud (circulos azules), de acuerdo con los terpenos
que definen a los tres primeros componentes.

Anadlisis de correspondencias

Por medio del estadistico X* se obtuvo que el andlisis
de correspondencias presenta un valor P significativo
(<0.0001), donde la suma de las dos primeras
dimensiones es de 61.4 % de la varianza total explicada.
La Figura 6 presenta la distribucién de las procedencias
con colores de acuerdo con el grupo altitudinal al que
fueron asignados contra las dos primeras dimensiones
que arroja el andlisis. En el grafico se observa que
las procedencias de las altitudes baja e intermedia se
concentran en el primer cuadrante (cuarto superior
derecho) y solo dos altitudes en el segundo (cuarto

Height above sea level (m) / Altitud de origen (m)

Higher / Alta 3350-3540
Intermediate / Intermedia 3100-3300
Lower / Baja 2850-3050

6.00

393

1.86
CP1(33.6%)

-0.20

343

Figure 5. Dispersion of 14 provenances of Abies religiosa from Cerro San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacdn,
Mexico, according to terpenes defining the first three principal components (PC).

Figura 5. Dispersion de 14 procedencias de Abies religiosa del cerro de San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo, Michoacdn,
México, en funcién de los terpenos que definen los tres primeros componentes principales (CP).
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Figure 6. Distribution of Abies religiosa provenances according to the correspondence analysis. Red triangles correspond
to low altitudes (2850 to 3050 m), green squares were assigned to intermediate altitudes (3100 to 3300 m) and
blue circles represent high altitudes (3350 to 3540 m).

Figura 6. Distribucién de las procedencias de Abies religiosa de acuerdo con el andlisis de correspondencias. Tridngulos
rojos corresponden a las altitudes bajas (2850 a 3050 m), cuadrados verdes se asignaron a las altitudes
intermedias (3100 a 3300 m) y los circulos azules representan altitudes elevadas (3350 a 3540 m).
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Figure 7. Cluster dendrogram of 14 provenances of Abies religiosa from Cerro San Andrés, Municipio Libre de Hidalgo,
Michoacdn, according to terpene diversity.

Figura 7. Dendrograma de agrupamiento de 14 procedencias de Abies religiosa del cerro de San Andrés, Municipio Libre
de Hidalgo, Michoacdn, en funcién de la diversidad de terpenos.

Revista Chapingo Serie Ciencias Forestales y del Ambiente | Vol. XXVIII, issue 3, September-December 2022.



440

Phytochemical variation among sacred fir...

reflects an altitudinal clinal pattern; that is, the
diversity and concentration of terpenes decrease as
altitude increases. There are three groups formed: i)
high altitude provenances (3500, 3450 and 3350 m),
ii) higher altitude provenance (3540 m) and iii) low to
intermediate altitude provenances (2850 to 3300 and
3400 m).

Discussion

The needles of the 14 provenances of A. religiosa
had 32 compounds, mostly terpenes, specifically
monoterpenes. In conifer-dominated sites,
monoterpenes are the major compounds in the
emission of biogenic volatile organics (Iiiiguez et al,,
2014; Trowbridge et al., 2021). These metabolites play
an important role in tree-insect interactions, because
they are a central element of constitutive and inducible
defenses of conifers and are an essential component of
defensive resins as they are toxic to many herbivores
(Pezet et al., 2013; Whitehill et al., 2019); oleoresin
secretion is the main form of chemical and mechanical
defense (Heredia-Bobadilla et al., 2014).

Several studies have shown that altitudinal variation
and chemical diversity of chemical compounds
are closely related. Mullin et al. (2021) determined
that concentrations of monoterpenes (limonene
and 3-carene) and diterpenes increase as elevation
increases in populations of Pinus contorta Douglas ex
Loudon (Lodgepole pine) (western Alberta, Canada). In
contrast, Vecefova et al. (2021) found that, in Picea abies
(L.) Karsten (spruce), the content of -pinene, a-pinene,
sabinene, and o-terpineol decreased substantially at
higher altitude, and that the only positively associated
monoterpene was 3-carene.

The indices in the present study indicate greater
terpene diversity in the provenance at lower altitudes
(2850 m) and that as elevation increases, diversity
decreases. This is probably because in the lower part
of the species distribution, plants are more susceptible
to pathogen attack (Rasmann, Pellissier, Defossez,
Jactel, & Kunstler, 2014; Rodriguez-Castafieda et al.,
2010); Moreira et al. (2014) indicate that altitude is
a biotic driver of plant defense evolution. In this
regard, several studies have shown that the incidence
of herbivore damage, particularly bark beetles in
conifers, is higher at lower altitudes when comparing
both intraspecific and interspecific variability. For
example, in intraspecific variability there is the case of
the bark beetle Ips confusus Wood & Bright. that attacks
Pinus edulis Engelm. (pinyon pine) (Santos & Whitham,
2010); in the interspecific, P. contorta is found on lower
slopes and Pinus albicaulis Engelm (whitebark pine)
on higher slopes, both continuously exposed to the
complex formed by bark beetles and fungi, although

inferior derecho), las cuales se asocian a cuatro de los
compuestos encontrados frecuentemente en coniferas:
B-pineno, limoneno, canfeno y 3-careno; terpenos
que sirven en mayor parte para la proteccién contra
patégenos. Las procedencias de las altitudes mds altas se
distribuyen en el segundo, tercero (inferior izquierda) y
cuarto cuadrantes (superior izquierda) del gréfico.

Anadlisis de conglomerados

La Figura 7 muestra el dendrograma generado con
andlisis de conglomerados de acuerdo con el método
de agrupamiento de Ward, que estadisticamente
marca un corte en 0.1592 de R* semiparcial con base
en el estadistico pseudo t°. El dendrograma refleja
un patrén clinal altitudinal; es decir, la diversidad y
concentracion de los terpenos disminuyen conforme
la altitud aumenta. Los grupos formados son tres: i)
procedencias de altitudes elevadas (3500, 3450 y 3350
m), ii) procedencia de mayor altitud (3540 m) y iii)
procedencias de altitudes bajas a intermedias (2850 a
3300 y 3400 m).

Discusion

Las aciculas de las 14 procedencias de A. religiosa
tuvieron 32 compuestos en su mayoria terpenos,
especificamente monoterpenos. En sitios donde
predominan las coniferas, los monoterpenos son los
compuestos mayoritarios en la emisién de orgdnicos
voldtiles biogenéticos (Ifiiguez et al., 2014; Trowbridge
et al., 2021). Dichos metabolitos juegan un rol
importante en las interacciones drbol-insecto, ya que
son un elemento central de las defensas constitutivas
e inducibles de las coniferas y son un componente
esencial de las resinas defensivas al ser téxicos para
muchos herbivoros (Pezet et al., 2013; Whitehill et al.,
2019); 1a secrecion de oleorresina es la principal forma
de defensa quimica y mecdnica (Heredia-Bobadilla et al,,
2014).

Diversos estudios han demostrado que la variacién
altitudinal y la diversidad quimica de los compuestos
quimicos estdn muy relacionados. Mullin et al
(2021) determinaron que las concentraciones de
monoterpenos (limoneno y 3-careno) y diterpenos
incrementan a medida que la elevacién aumenta en
poblaciones de Pinus contorta Douglas ex Loudon (pino
Lodgepole) (oeste de Alberta, Canadd). En contraste,
Vecefovd et al. (2021) encontraron que, en Picea abies (L.)
Karsten (abeto rojo), el contenido de -pineno, a-pineno,
sabineno y o-terpineol se redujo sustancialmente a
mayor altitud, y que el tinico monoterpeno asociado
positivamente fue 3-careno.

En el presente estudio, los indices indican que existe
mayor diversidad de terpenos en la procedencia
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in the past P. albicaulis was intermittently exposed. In
this ecosystem, chemical defense syndromes associated
with pine monoterpenes are related to exposure history
and thus elevation (Raffa et al., 2017).

Consistent with the diversity indices, principal
component and correspondence analyses showed that
terpene diversity is higher in provenances below 3350
m and that they are mostly associated with limonene
or 3-carene, which act as repellents for herbivore
attack (Phillips & Croteau, 1999). Terpinolene,
identified as part of a genotype of Picea sitchensis (Bong.)
Carr. (Sitka spruce), confers resistance to white weevil
(Pissodes strobi Peck) attack (Robert et al., 2010) and
B-pinene found in Pinus ponderosa Douglas ex Lawson
is synthesized in response to herbivory activity (Litvak
& Monson, 1998).

On the other hand, the cluster analysis suggests
association among provenances, except for group
two, formed by the highest altitude provenance (3550
m), which could have greater similarity with the
populations of the lower part. This apparently atypical
behavior of the provenance near the peak is possible
because it receives pollen from the Michoacdn slope
on the west side of Cerro San Andrés and from the
east side (Estado de México). This is consistent with
patterns observed for species of the genus Betula,
where terpenes have a dominant maternal heritability
component, but with influence of pollen (Isidorov
Stocki, & Vetchinikova, 2019). Furthermore, this
atypical behavior of higher altitudinal provenances has
been observed in Pinus hartwegii Lindl. at the peak of
Pico de Tancitaro, for the composition of isozyme allele
frequencies (Viveros-Viveros et al., 2010). The altitudinal
clinal pattern for the diversity and concentration of the
terpenes found is similar to that of Pinus patula Schiede
ex Schltdl. & Cham. and its monoterpenes a-pinene, A-3-
carene, B-phellandrene and limonene (Lockhart, 1990).
Furthermore, the concentration of sesquiterpenes such
as geranyl acetate and 6-cadinol decreased as altitude
increased in Pinus yunnanensis Franch. (Yunnan pine,
China) (Hengxiao et al., 1999).

It is important to consider that the results of the
present study come from a common garden trial
under optimal conditions for plant growth. Therefore,
it is possible that terpene abundance could vary if
the trial had been conducted under field conditions
in the distribution area of A. religiosa, as a result of
an interaction between genotype and environment;
however, because all provenances grew under the
same conditions, it is reasonable to assume that
terpene diversity varied among populations as a
consequence of genetic differences. Clinal patterns
have been detected for height, diameter, and survival
of this species (Castellanos-Acuila, Lindig-Cisneros,

originada a menor altitud (2850 m) y que conforme
la elevacién incrementa, la diversidad disminuye.
Esto se debe probablemente a que en la parte baja
de la distribucién de la especie, las plantas son mds
susceptibles al ataque de patégenos (Rasmann,
Pellissier, Defossez, Jactel, & Kunstler, 2014; Rodriguez-
Castafieda et al., 2010); Moreira et al. (2014) indican
que la altitud es un impulsor biético de la evolucién de
la defensa de las plantas. Al respecto, diversos estudios
han mostrado que la incidencia de dafio por herbivoros,
en particular descortezadores en coniferas, es mayor en
altitudes menores cuando se compara tanto la
variabilidad intraespecifica como la interespecifica.
Por ejemplo, en la intraespecifica se encuentra el
caso del descortezador Ips confusus Wood & Bright. que
ataca a Pinus edulis Engelm. (piiién colorado) (Santos
& Whitham, 2010); en la interespecifica, P. contorta
se encuentra en las partes bajas de laderas y Pinus
albicaulis Engelm (pino de corteza blanca) en las altas,
ambas expuestas continuamente al complejo formado
por escarabajos descortezadores y hongos, aunque
en el pasado P. albicaulis estaba expuesta de forma
intermitente. En este ecosistema, los sindromes de
defensa quimica asociados a los monoterpenos de los
pinos estdn relacionados con la historia de exposicion y,
por lo tanto, con la elevacién (Raffa et al., 2017).

De forma congruente a los indices de diversidad,
los andlisis de componentes principales y el de
correspondencias demostraron que la diversidad
de terpenos es mayor en las procedencias menores de
3350 m y que estdn asociadas mayormente al limoneno
0 3-careno que funcionan como repelentes para
el ataque de herbivoros (Phillips & Croteau, 1999).
En particular el terpinoleno, identificado como parte
de un genotipo de Picea sitchensis (Bong.) Carr. (abeto de
Sitka), confiere resistencia al ataque del gorgojo blanco
(Pissodes strobi Peck) (Robert et al., 2010) y p-pineno
encontrado en Pinus ponderosa Douglas ex Lawson se
sintetiza en respuesta a la actividad por herbivoria
(Litvak & Monson, 1998).

Por otra parte, el andlisis de conglomerados sugiere
asociaciéon entre las procedencias, a excepcién del
grupo dos, formado por la procedencia de mayor
altitud (3550 m), que podria tener mayor similitud con
las poblaciones de la parte baja. Este comportamiento
aparentemente atipico de la procedencia cercana a
la cumbre se debe posiblemente a que recibe polen
de la vertiente de Michoacdn del lado oeste del cerro de
San Andrés y también del lado este (Estado de México).
Esto es compatible con los patrones observados
para especies del género Betula, donde los terpenos
tienen un componente de heredabilidad materna
dominante, pero con influencia de la fuente de polen
(Isidorov Stocki, & Vetchinikova, 2019). Ademads, este
comportamiento atipico de procedencias de mayor
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Silva-Farias, & Sdenz-Romero, 2014; Ortiz-Bibian et al,,
2017; Ortiz-Bibian et al., 2019), meaning that altitudinal
variation should be considered in the management and
conservation of forest species populations.

Conclusions

Diversity and concentration of terpenes in Abies
religiosa varied according to the altitude of populations;
above 3350 m, diversity was lower, but with higher
concentration. The higher terpene diversity at lower
altitudes, according to several studies, is a consequence
of evolutionary pressures caused by herbivory. Both the
diversity indices and the cluster analysis demonstrate
the existence of three defined groups; that is, three
differentiated chemical profiles that should be
considered in the establishment of germplasm collection
programs for reforestation and restoration, especially to
adapt to the expected effects of climate change.
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