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FILOGEOGRAFÍABol.Soc.Bot.Méx. 83: 25-36 (2008)

El género Pinus incluye aproximadamente 110 especies, 
de las cuales alrededor del 50% habitan en México, 

haciendo de este país el de mayor diversidad de este género 
en el mundo. Las palinofl oras del Terciario en México regis-
tran la presencia más antigua de pinos en el norte de este 
país en el Oligoceno. Durante el Mioceno se encuentra a los 
géneros Pinus y Picea en lo que actualmente es el estado 
de Veracruz, aunque con una representación muy pobre. Es 
durante el Plioceno que tanto la abundancia como la diversi-
dad de los elementos de fl ora neártica aumentan hacia el sur 
de México y Centroamérica (Graham, 1999). En este regis-
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Resumen: Se determinó la estructura fi logeográfi ca y demografía histórica de las poblaciones mexicanas de Pinus ayacahuite var. 
ayacahuite usando tres microsatélites de cloroplasto en 198 individuos de 14 poblaciones. Se encontraron 12 haplotipos y niveles 
medios de diversidad genética (He = 0.705). Se defi nieron dos grupos máximamente diferenciados con un análisis espacial de varianza 
molecular. Entre estos grupos se detecta correlación signifi cativa entre las distancias genéticas y las geográfi cas, pero no dentro de 
ellos. Se encontró estructura fi logeográfi ca signifi cativa en la muestra producida por la existencia de los dos grupos. Además, se 
detectaron dos expansiones demográfi cas, la primera en toda la especie, y la segunda sólo en las poblaciones más sureñas. Final-
mente se realizó un análisis de clados anidados para complementar nuestras observaciones. Los resultados muestran que el Istmo 
de Tehuantepec actuó como corredor para las especies de afi nidades templadas en algún periodo frío de inicios del Pleistoceno, y 
posteriormente como una barrera.
Palabras clave: demografía histórica, fi logeografía, Pinaceae, Pleistoceno. 

Abstract: This study explores the phylogeographic structure and the demographic history of the Mexican populations of Pinus aya-
cahuite var. ayacahuite. Three chloroplast microsatellites were amplifi ed in 198 individuals from 14 populations. Twelve haplotypes 
were found and an average genetic diversity (He) of 0.705. Two maximally differentiated groups were determined with a spatial 
analysis of molecular variance. A signifi cant correlation was detected between the genetic and geographic distances between these 
two groups, but not within them. A signifi cant phylogeographic structure was found, produced by the existence of the two groups. 
Two demographic expansions were detected, the fi rst in the entire species, the second only in the southernmost populations. Ad-
ditionally, a nested clade analysis was performed to complement our observations. The results showed that the Tehuantepec Isthmus 
was a corridor for species of temperate affi nities in a cold period in early Pleistocene, and later acted as a barrier.  
Key words: historical demography, phylogeography, Pinaceae, Pleistocene. 

tro de elementos de climas templados en Latinoamérica se 
observa un patrón que incluye al tiempo (temprano a tardío) 
y a la dirección (norte a sur), y coincide con los cambios 
climáticos que sucedieron en esos periodos.
 Pinus ayacahuite Ehrenberg (subgénero Strobus), es una 
especie que se distribuye desde el centro de México hasta 
Centroamérica; se encuentra desde la latitud 15°15´N hasta 
20°55´N, y en la longitud de 92°10´W a 103°55´W (Eguiluz 
Piedra, 1978). Crece entre los 2200 y los 3000 msnm y se lo-
caliza principalmente en lomas y cañadas. Tiene preferencia 
por lugares sombríos y húmedos, el clima donde se desarrolla 
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es templado caliente con temperaturas medias anuales de 
13°C, y con una precipitación de 700 a 1200 mm anuales 
(Eguiluz Piedra, 1978). Se le conocen tres variedades: la 
variedad brachyptera del norte del país, la variedad veitchii 
del centro de éste, y la variedad típica, que es la que se con-
sidera en este trabajo. En todo caso, aún existe controversia 
sobre si la variedad brachyptera deba ser reconocida como 
una especie diferente, como Pinus strobiformis (Perry, 1991; 
Farjon y Styles 1997; Musálem y Ramírez, 2003; Moreno-
Letelier y Piñero, en prensa). 
 Los patrones geográfi cos de la variación genética tanto 
en animales como en plantas han mostrado ser el resulta-
do de procesos contemporáneos, históricos, y/o una com-
binación de ambos (Templeton et al., 1995; Cuenca et al., 
2003). El impacto de las glaciaciones en diferentes especies 
de coníferas ha sido evaluado con métodos fi logeográfi cos 
en diferentes estudios (Echt et al., 1998; Vendramin et al., 
1999; Marshall et al., 2002; Hwang et al., 2003), y en par-
ticular existen varios que se refi eren al género Pinus (Mitton 
et al., 2000; Burban y Petit, 2003; Afzal-Rafi i y Dodd, 2007; 
Bucci et al., 2007; Moreno-Letelier y Piñero, en prensa). 
Sin embargo, éstos se concentran en especies de Europa y 
Norteamérica, donde en general los periodos fríos obligaron 
a las especies a migrar hacia el sur y restringieron sus áreas 
de distribución a los refugios pleistocénicos, desde donde 
después, en los periodos postglaciales, pudieron recoloni-
zar hacia el norte. A pesar de que el sureste mexicano es 
considerado como un área de gran endemismo (Marshall y 
Liebherr, 2000), no existen muchos estudios fi logeográfi cos 
sobre las especies de afi nidades templadas en esta zona, los 
cuales podrían contribuir al entendimiento de los procesos 
históricos que dieron forma a la estructura genética actual 
de las especies. En este sentido, Pinus ayacahuite var. aya-
cahuite puede ser un buen modelo para entender el impac-
to de los cambios climáticos históricos en los patrones de 
distribución de especies de afi nidades templadas en climas 
subtropicales, particularmente del sur de México. 
 Los microsatélites son secuencias simples y cortas (de 
una a seis bases) que se repiten en segmentos de menos de un 
kilobase y se encuentran en el genoma de todos los organis-
mos eucariontes y organelos (Schlötterer, 2000). Se conoce 
que las secuencias de microsatélites pueden ser diferentes 
en el número de repeticiones de individuo a individuo, en 
general son muy polimórfi cos y se consideran selectiva-
mente neutros, por lo que se han convertido en un marcador 
molecular muy usado en los estudios de genética de pobla-
ciones (Chambers y MacAvoy, 2000; Schlöterer, 2000). En 
particular, los microsatélites de cloroplasto resultan muy 
útiles para el análisis fi logeográfi co ya que el cromosoma 
del cloroplasto es una molécula no recombinante y por lo 
tanto todos sus loci están ligados (Navascués y Emerson, 
2005). Estos marcadores se han utilizado exitosamente en 
el estudio de estructura genética de poblaciones y fi logeo-
grafía de coníferas (Petit et al., 2002; Burban y Petit, 2003; 

Vaxevanidou et al., 2006; Afzal-Raffi  y Dodd, 2007), y en 
algunos casos se ha encontrado que son de mayor utilidad 
que otros marcadores para este tipo de estudios debido a sus 
altos niveles de variación (Escalante, 2001).
 El propósito de este trabajo fue estudiar la estructura 
genética de Pinus ayacahuite var. ayacahuite en México, 
determinar si existe estructura fi logeográfi ca y explorar las 
posibles causas históricas de esto, así como inferir los pro-
cesos demográfi cos que han operado en las poblaciones de 
esta especie. 

Materiales y Métodos

Poblaciones. Las poblaciones fueron elegidas tratando de 
cubrir la distribución de Pinus ayacahuite var. ayacahuite 
en México, y están basadas en las poblaciones referidas por 
Farjon y Styles (1997), Perry (1991), y en las colecciones 
depositadas en el Herbario Nacional (MEXU), del Instituto 
de Biología, UNAM y en el herbario IEB del Instituto de 
Ecología, A.C. (Apéndice 1). En cada población se colectaron 
acículas de individuos elegidos al azar. En total se colec-
taron 198 individuos en 14 poblaciones, con un número 
variable de individuos en cada población (Apéndice 1). 
Extracción de ADN y amplifi cación de microsatélites. Se 
extrajo el ADN total de cada individuo con el protocolo 
modifi cado de CTAB 2% (Vázquez-Lobo, 1996). Se ampli-
fi caron tres loci de microsatélites de cloroplasto basados en 
los polimórfi cos para P. strobiformis (Pt30204, Pt71936 y 
Pt63718, Vendramin et al., 1996; Moreno-Letelier y Piñero, 
en prensa) con las siguientes condiciones para un volumen 
fi nal de 25μl: 10mM de buffer Tris-HCL (Promega), 2.5mM 
de MgCl2, 0.2μM de cada primer, 150μM de cada dNTP, 
25ng de ADN y 1U de polimerasa Taq (Promega). La ampli-
fi cación se llevó a cabo en un termociclador Applied Biosys-
tems 2720 con los siguientes parámetros: (1) calentamiento 
inicial a 95°C por 5 minutos, (2) 25 ciclos de un minuto de 
desnaturalización a 95°C, alineación a 55°C por 1 minuto, 
y extensión de 1 minuto a 72°C, (3) extensión fi nal de 1 
minuto a 72°C. Posteriormente se corrieron estos productos 
en geles de acrilamida 6%, urea 7M, a 60W, con diferen-
tes tiempos dependiendo del tamaño del microsatélite. Los 
geles se tiñeron con nitrato de plata, y la determinación del 
tamaño de los alelos se hizo visualmente, tomando como 
referencia a un individuo previamente secuenciado cuyo 
tamaño para cada microsatélite era conocido; este individuo 
se incluyó en cada gel. 

Variación y estructura genética. Se asignaron como haplotipos 
a cada combinación diferente de los tamaños de las variantes 
en los tres loci utilizados. Con estos datos se estimó la diver-
sidad genética de Nei (1987). La estructura genética de las 
poblaciones fue estimada con los valores pareados de RST. 
La diversidad genética y los valores pareados de RST y FST 
fueron obtenidos con el software Arlequin 3.1 (Excoffi er et 
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al., 2005). Para defi nir la estructura genética de poblaciones 
se usó el software SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al., 2002). 
Este programa defi ne grupos de poblaciones que están máx-
imamente diferenciados entre ellos (aquellos para los cuales 
la proporción de varianza genética total debida a diferencias 
entre grupos es máxima, es decir �CT), con el fi n de encon-
trar barreras genéticas y geográfi cas, además de realizar un 
análisis jerárquico de varianzas moleculares (AMOVA). 

Filogeografía y demografía histórica. Prueba de permuta-
ciones alélicas.- Se efectuó la prueba de comparación en-
tre FST y RST  desarrollada por Hardy et al. (2003) con el 
programa SPAGeDI (Hardy y Vekemans, 2002). La prueba 
compara el valor observado de RST con el valor esperado cu-
ando las diferencias en los tamaños alélicos no contribuyen 
a la diferenciación genética (pRST). Bajo la hipótesis nula, 
el procedimiento no debe afectar las medidas de diferenci-
ación como RST, pero si los tamaños alélicos contribuyen a 
la diferenciación genética, pRST dependerá sólo de la identi-
dad y tendrá un valor menor a RST. Es importante notar que 
pRST tiene un valor igual al FST observado de los datos. Esta 
comparación puede responder a la pregunta de si los alelos 
más relacionados están dentro de cada población o en pobla-
ciones distintas, es decir, si existe alguna señal fi logeográ-
fi ca dentro de las poblaciones (Hardy y Vekemans, 2002). 
 Prueba de Mantel.- Para verifi car si los distintos alelos 
más relacionados están entre poblaciones cercanas o entre 
poblaciones distantes se realizó una prueba de Mantel con 
el programa XLSTAT para Microsoft Excel, con la que se 
evaluó la relación entre una matriz de distancias geográfi cas 
y una matriz de distancias genéticas. El coefi ciente de corre-
lación r se estimó con 10000 permutaciones. Las distancias 
geográfi cas fueron obtenidas con un calculador de distancias 
entre localidades geográfi cas (Bogan, http://www.go.ednet.
ns.ca/~larry/bsc/jslatlng.html). Para la matriz de distancias 
genéticas se usaron los valores pareados de RST. 
 Distribución mismatch.- La distribución mismatch se 
basa en el hecho de que la información genética molecular, 
en particular la distribución de diferencias pareadas entre 
sitios nucleotídicos o de restricción, contiene información 
sobre los tamaños poblacionales pasados (Rogers, 2004). 
Un crecimiento poblacional súbito produce distribuciones 
unimodales, mientras que una población con tamaño estable 
o que está declinando produce distribuciones multimodales. 
Para el análisis se utilizó el software Arlequín 3.1 (Excof-
fi er et al., 2005), donde se codifi caron los datos de micro 
satélites binariamente: el número de repeticiones se codifi có 
con “1”, y los alelos más cortos se codifi caron llenando las 
diferencias de repeticiones con “0” (Navascués et al., 2006; 
Moreno-Letelier y Piñero, en prensa). El análisis se llevó a 
cabo con toda la muestra de tal manera que los patrones en-
contrados se refi eren a los procesos por los que ha pasado la 
especie completa, y también para dos grupos diferenciados 
genéticamente, para encontrar posibles procesos posteriores 

dentro de estos grupos. El poder del estimado se evaluó con 
la distribución de la suma de diferencias cuadradas (SSD, 
por sus siglas en inglés) obtenida de un bootstrap de 10,000 
réplicas. Con el bootstrap también se estimó el intervalo de 
confi anza de 95% del parámetro �. La fecha de la expansión 
poblacional se calculó con la fórmula � = 2Lμt, donde L es 
el número de loci de microsatélites, μ es la tasa de mutación 
por locus, y t es el tiempo en generaciones (Navascués et 
al., 2006). Debido a que no existe un estudio demográfi co 
completo de P. ayacahuite, se utilizó como tiempo de gene-
ración la edad a la primera reproducción de P. strobiformis, 
15 años (Krugman y Jenkinson, 1974), la cual podría ser to-
mada como un estimado mínimo del tiempo de generación.
 Análisis de clados anidados.- La red de haplotipos se 
generó con el programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000) que 
utiliza la parsimonia estadística para hacer un algoritmo que 
comienza estimando el número máximo de diferencias entre 
haplotipos como resultado de sustituciones simples con un 
95% de confi anza. Posteriormente se realizó un análisis de 
clados anidados con el programa GeoDis 2.5 (Posada et al., 
2000), y se determinaron eventos demográfi cos con la clave 
de inferencia para este programa (noviembre 11 de 2005, 
http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html).

Resultados

Diversidad genética. Las combinaciones de los tres loci 
dieron en total 12 haplotipos. La diversidad genética para 
toda la muestra fue de He = 0.705 (0.027), �SMM= 5.260, 
�IAM= 1.833 (0.247). 
Estructuración genética. El valor de �CT más alto defi nido 
por SAMOVA se encontró con dos grupos de poblaciones: 
el primero (grupo A) formado por las poblaciones de El Por-
venir, Rancho Nuevo y Arcotete, el segundo (grupo B) por 
las poblaciones de Omiltemi, Trinidad, Ixtlán, Suchixtepec, 
San Rafael, Pingüica, Agua Blanca, Chichicaxtla, Ciénega 
Larga, Pueblo Nuevo y Zempoala (fi gura 1). El AMOVA 
para estos grupos muestra que 83.19% de la variación en-
contrada es entre grupos, 2.53% entre poblaciones dentro de 
los grupos, y 14.28% entre poblaciones. 
El AMOVA para el grupo A muestra que el 99.06% de la 
variación encontrada está dentro de las poblaciones, mien-
tras que el 0.94% está entre poblaciones. Para el grupo B, 
75.11% de la variación está dentro de las poblaciones y 
24.89% entre ellas.  
Contribución de las mutaciones paso a paso - Prueba de 
permutaciones alélicas. Con el programa SPAGeDi se en-
contró que RST = 0.8277 > FST = 0.3883, p < 0.05. En este 
caso, así como en la comparación con todas las poblaciones, 
el valor de RST no se encuentra dentro del intervalo de con-
fi anza del 95% de pRST promedio (fi gura 2).
Prueba de Mantel. La correlación entre la matriz de dis-
tancias geográfi cas y la matriz de distancias genéticas re-
sultó signifi cativa (r= 0.649, p<0.05, fi gura 3). Al hacer esta 
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misma prueba dentro de cada grupo, los resultados son dife-
rentes, ya que en ninguno de ellos se encontró correlación 
signifi cativa entre las distancias geográfi cas y las genéticas 
(p = 0.85 y 0.35 para el grupo A y el grupo B, respectiva-
mente). 
Distribución mismatch o de diferencias pareadas. Los resul-
tados para detectar expansiones poblacionales se reportan 

en el cuadro 1. A partir de � se calcularon las fechas de ex-
pansión; para toda la muestra fue de 398,750 años, mientras 
que para el grupo A fue de 249,000 años (fi guras 4 y 5). 
Análisis de clados anidados. El clado 1-1 y el 1-2, que con-
forman el clado 2-1, están formados por haplotipos que se 
encuentran casi exclusivamente en el grupo B, excepto por 
el H3, el haplotipo más común en la muestra y cuya repre-

Poblaciones  �(IC 95%)  Fecha de SSD  p(SSD) Figura
  expansión 
  (años) 

Todas 1.595  398750 0.000285 0.892 4
 (0.211-3.850)

Grupo A 0.996  249000 0.0062702 0.208 5
 (0.512-1.635)

Grupo B 0.734 183500 0.007786 0.0480 -
 (0.484-1.195)

En negritas los valores de  � signifi cativos para el modelo de expan-
sión poblacional (α = 0.05).
IC: Intervalo de confi anza.
SSD: Suma de diferencias cuadradas.
p(SSD): Proporción de bootstraps con la suma de diferencias cuadra-
das mayor que la original. 

Cuadro 1. Resultados de la prueba mismatch de los grupos de pobla-
ciones de Pinus ayacahuite var. ayacahuite. 

Figura 1. Mapa con las poblaciones y los grupos A y B. Los números de las poblaciones corresponden a: 1- Omiltemi, 2- Trinidad, 3- 
Ixtlán, 4- Suchixtepec, 5- Arcotete, 6- Rancho Nuevo, 7- El Porvenir, 8- San Rafael, 9- Pingüica, 10- Agua Blanca, 11- Chichicaxtla, 12- 
Ciénega Larga, 13- Pueblo Nuevo, 14- Zempoala.

Figura 2. Valores de RST, pRST y FST para diferentes confi guracio-
nes con intervalo de confi anza de 95%.

ORTIZ-MEDRANO ET AL.
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sentación en el grupo A es mínima (< 6%, apéndice 2). Los 
clados 1-3 y 1-4, que juntos forman al clado 2-2, tienen a la 
mayoría de sus haplotipos representados exclusivamente en 
el grupo A (fi gura 6). A pesar de estas marcadas diferencias 
entre los grupos, la red de haplotipos no muestra grandes 
discontinuidades genéticas, ningún haplotipo se distingue 
de sus más cercanos por más de un paso mutacional, lo cual 
indica que divergieron recientemente (Templeton, 2006). 
Los resultados del análisis de clados anidados según la clave 
de inferencia son en su mayoría inconclusos ya que en la 
mayoría se obtuvo que el muestreo fue inadecuado para 
poder distinguir entre varios fenómenos (cuadro 2); a pesar 
de que tratamos de cubrir la distribución completa en Méxi-
co de la especie, es probable que existan poblaciones que no 
incluimos en este estudio, así como hibridización con Pinus 
ayacahuite var. veitchii cuyo rango de distribución incluye 
espacios intermedios entre los grupos A y B defi nidos aquí. 

Discusión 

Los resultados del análisis del ADN de cloroplasto de Pinus 
ayacahuite var. ayacahuite muestran que existen dos po-
zas genéticas diferenciadas; los dos grupos diferenciados 
por SAMOVA están también claramente identifi cados en la 
prueba de permutaciones, en la prueba de Mantel y en la red 
de haplotipos (fi guras 2, 3 y 6). Los valores de RST más altos 
que los de FST -p(RST)- indican que la tasa de mutación no 
es despreciable en comparación con la tasa de migración, y 
que por lo tanto es probable que las mutaciones paso a paso 

Clado Cadena de Evento demográfi co 
 inferencia inferido

1-1 1-2-3-4-NO FGR-APD

1-2 1-2-3-5-6-7-8-NO DMI

1-3 1-2-3-5-6-7-8-NO DMI 

2-1 1-2-4-4-NO FGR-APD

2-2 1-2-3-5-6-13-14-SÍ MI

Cladograma total 1-2-11-17- NO  Resultado inconcluso

FGR-APD: Flujo génico restringido con aislamiento por distancia.
DMI: Diseño de muestreo inadecuado para discriminar entre 
aislamiento por distancia (movimientos en distancias cortas) contra 
dispersión a larga distancia. 
MI: Muestreo inadecuado para discriminar entre expansión de rango 
continuo, colonización a larga distancia, y fragmentación pasada.

Cuadro 2. Resultados signifi cativos del análisis de clados anidados (p 
< 0.05) según la clave de inferencia. 

hayan contribuido a la diferenciación genética. En este caso, 
esto se cumple en la comparación de todas las poblaciones 
y especialmente en la comparación entre grupos, lo cual 
responde afi rmativamente a la pregunta de si los distintos 
haplotipos están más relacionados dentro de las poblacio-
nes que entre ellas. Esto signifi ca que entre grupos la tasa 
de mutación es un aspecto importante en la diferenciación. 
Sin embargo, este último supuesto no se cumple cuando se 
analiza cada grupo independientemente, es decir, dentro de 
los dos grupos los haplotipos están más relacionados entre 
poblaciones que dentro de cada una de ellas, por lo que la 
tasa de mutación es despreciable en comparación con la de 

Figura 3. Prueba de Mantel para todas las poblaciones (p < 0.0001).

FILOGEOGRAFÍA DE PINUS AYACAHUITE VAR. AYACAHUITE
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migración. La prueba de Mantel mostró un patrón similar, 
pues el resultado fue signifi cativo sólo en la comparación de 
todas las poblaciones y no en las comparaciones dentro de 
cada grupo. Este análisis indica que los diferentes haploti-
pos están más relacionados entre poblaciones cercanas que 
entre poblaciones más distantes, lo cual señala que las po-
blaciones de cada grupo están más relacionadas entre sí que 
con las poblaciones del otro grupo, pero que dentro de cada 

grupo la distancia geográfi ca entre poblaciones no interviene 
en la diferenciación genética. Sin embargo, el análisis de 
clados anidados indica que dentro del grupo B existe aisla-
miento por distancia en todas las poblaciones y a diferentes 
niveles; un patrón de aislamiento por distancia detectado en 
una prueba de Mantel debe ser tratado con cuidado ya que 
puede deberse a efectos históricos, en vez de ser el refl ejo de 
un balance entre la deriva génica y el fl ujo génico mediado 

Figura 5. Gráfi ca de la distribución mismatch para el grupo A. 

Figura 4. Gráfi ca de la distribución mismatch para todas las poblaciones. 
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por la geografía en escalas de tiempos menores, es por esta 
razón que se recomienda realizar pruebas de Mantel parcia-
les (Pires de Campos Telles y Diniz-Filho, 2005); de forma 
paralela, la correlación entre la matriz de distancias gené-
ticas y geográfi cas puede no resultar signifi cativa, siendo 
esto resultado de efectos de otras variables involucradas en 
la estructura de las distancias genéticas, sin que se excluya 
totalmente el aislamiento por distancia. En otros estudios 
donde se utilizó la prueba de permutaciones con microsa-
télites se han encontrado resultados similares, donde RST 
es signifi cativamente mayor a pRST en escalas geográfi cas 
grandes, y cercano a FST en escalas menores (para una re-
visión ver Hardy et al., 2003). Particularmente, Afzal-Raffi  
y Dodd (2007) con microsatélites de una especie de pino, 
Pinus nigra, llevaron a cabo un análisis entre seis regiones 
y dentro de ellas; en todas las comparaciones entre regio-
nes encontraron que RST era signifi cativamente mayor a 
pRST, mas no así dentro de cada región. Estos resultados son 
consistentes con un modelo donde, en escalas pequeñas, la 
tasa de migración ha determinado la baja diferenciación, y 
donde, en escalas grandes, la tasa de migración es similar 
o inferior a la tasa de mutación y/o donde los dos grupos 
han divergido por un largo tiempo. De ser esto cierto, el 
modelo de mutación (y por lo tanto el tamaño de los alelos) 
no tendría relevancia en escalas pequeñas, por lo cual FST 
sería el parámetro elegido en este nivel de análisis. Por el 
contrario, RST sería el indicado en escalas grandes, pues es 
en estos niveles donde el modelo de mutación y los tamaños 
alélicos son informativos sobre la historia evolutiva (Hardy 
et al., 2003). 

Estructuración entre grupos. Cuando se encuentra una es-
tructura genética y geográfi ca, el patrón puede ser resultado 
de dos procesos distintos. El primero es un evento de vicarian-
za que restringe el fl ujo génico entre juegos de poblaciones 

por aislamiento geográfi co. El segundo es el aislamiento por 
distancia, donde las poblaciones intercambian más migran-
tes con las poblaciones vecinas que con las distantes. En 
teoría, el aislamiento por distancia resulta en una relación 
directa entre las distancias genéticas y geográfi cas, pero en 
la realidad estas dos alternativas no pueden ser distinguidas 
fácilmente debido a que la dispersión de los puntos en la re-
gresión de distancias es por lo general muy grande (Bossart 
y Prowell, 1998). Para distinguir entre estas dos posibili-
dades, Bossart y Prowell (1998) recomiendan estudiar los 
efectos de las poblaciones por separado o en conjunto en 
la correlación de distancias geográfi cas y genéticas, para 
evaluar si ciertas poblaciones o grupos de poblaciones son 
responsables de la correlación del aislamiento por distancia. 
Cuando los valores signifi cativos de la correlación están 
asociados a poblaciones solas o a conjuntos de ellas, sugie-
ren a la vicarianza como la explicación más viable, mientras 
que si la signifi cancia está dispersa a través de los pares de 
poblaciones, apoyan al aislamiento por distancia. Como se 
mencionó antes, las pruebas de Mantel realizadas mostraron 
que la correlación entre distancias genéticas y geográfi cas 
resultó signifi cativa al comparar a todas las poblaciones, 
pero al comparar cada grupo no se encontraron pruebas de 
aislamiento por distancia, por lo que proponemos que entre 
los grupos ocurrió un evento de vicarianza. Este resultado 
no excluye que haya habido eventos de fl ujo génico restrin-
gido por aislamiento por distancia, aunque éstos tuvieron 
que haber sido posteriores a la fragmentación, según el or-
den de anidamiento (Templeton, 2006). 

Vicarianza: el Istmo de Tehuantepec. El Istmo de Tehuante-
pec es considerado como una barrera biogeográfi ca ya que 
durante mucho tiempo estuvo sumergido bajo el agua, y aún 
al emerger, debido a su baja elevación, los hábitats ecológi-
cos que presenta son distintos a los de las elevaciones que 

Figura 6. Red de haplotipos y análisis de clados anidados. 
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separa (Peterson et al., 1999; Marshall y Liebherr, 2000). 
Actualmente forma una barrera parcial entre los pinos de las 
montañas de Oaxaca y los pinos de las tierras altas de Chi-
apas (Perry, 1991). La prueba de mismatch detectó expan-
sión poblacional cuando todas las poblaciones juntas fueron 
analizadas y en el grupo A.
 Esto quiere decir que ocurrió una primera expansión po-
blacional antes de la divergencia de los dos grupos, y pos-
teriormente otra en el sur de México. Determinar la fecha 
exacta de las expansiones demográfi cas es difícil, dado que 
ni la tasa de mutación ni el tiempo de generación se cono-
cen con certeza en esta especie. Sin embargo, la historia 
geológica en relación con los tiempos de expansión puede 
proporcionar las pistas necesarias para calcular esta fecha. 
Esta aproximación se ha llevado a cabo anteriormente con 
una expansión poblacional de pinos revelada por microsa-
télites de cloroplasto (Navascués et al., 2006). El Istmo de 
Tehuantepec emergió durante el Plioceno (Perry, 1991), lo 
cual coincide con un enfriamiento general y drástico de la 
Tierra durante el Mioceno tardío y el Plioceno, probable-
mente refl ejo de las etapas tempranas de las glaciaciones 
(Savin, 1977). Las composiciones palinológicas de México 
y Centroamérica de estas épocas indican también un patrón 
de baja de temperatura. Más aún, existe evidencia de la 
presencia de un bosque frío en estas regiones, así como de 
que estas condiciones frías fueron progresivamente en de-
scenso después del Plioceno, cuando las condiciones cálidas 
y tropicales comenzaron a dominar (Graham, 1987; 1999). 
Durante el último período glaciar se estima que el decre-
mento de temperatura fue de 5 a 9°C (Vázquez-Selem y 
Heine, 2004). Existe evidencia de que en regiones tropicales 
de Centroamérica, donde en el presente no existen glaci-
ares, durante el Pleistoceno fueron sufi cientemente frías y 
húmedas como para albergarlos a alturas mayores de 3400 
m (Lachniet, 2004). En otros taxa de clima templado se han 
detectado eventos de vicarianza donde el Istmo de Tehuan-
tepec juega también un papel importante (Sullivan et al., 
1997; Peterson et al., 1999). Estos eventos se relacionan 
con las glaciaciones del Pleistoceno temprano y medio, 
donde el Istmo parece haber sido una fuerte barrera durante 
las fl uctuaciones climáticas. Toledo (1982) sugirió que el 
efecto de estas fl uctuaciones en la distribución de las zo-
nas fi togeográfi cas en América fue muy dramático, ya que 
las tierras bajas de México estaban ocupadas por bosques 
de pino-encino y bosques de niebla durante los periodos 
fríos. La actual fragmentación de los bosques templados en 
los diferentes sistemas montañosos aparentemente experi-
mentó muchos ciclos de expansión y contracción durante el 
Pleistoceno con al menos una expansión que resultó en una 
biota templada continua y efímera (Sullivan et al., 1997). 
Esto hubiera propiciado las condiciones necesarias para que 
Pinus ayacahuite var. ayacahuite expandiera su rango de las 
montañas de Oaxaca a las tierras altas de Chiapas, dado que 
los pinos colonizaron México de norte a sur (Perry, 1991). 

 Los resultados de este trabajo sugieren que el Istmo de 
Tehuantepec ha jugado dos papeles diferentes en la historia 
de los bosques templados de México, uno como corredor 
para éstos y otro como barrera. La estructura fi logeográfi ca 
e historia demográfi ca de Pinus ayacahuite var. ayacahuite 
encontradas en este estudio concuerdan con la hipótesis de 
que el impacto de los cambios climáticos del Pleistoceno 
llegó hasta el sur de México y Centroamérica, permitiendo 
primero a las especies expandirse hacia el sur y después 
restringiendo el fl ujo a través del Istmo. Las glaciaciones 
del periodo Cuaternario tuvieron consecuencias en la dis-
tribución de las especies, las cuales se expresan de dife-
rente manera en las zonas boreales, templadas y tropicales 
(Hewitt, 2000). Se mencionan los refugios pleistocénicos 
como las áreas geográfi cas donde las especies sobrevivieron 
durante las glaciaciones; se han identifi cado varios de es-
tos lugares especialmente en Europa y Norteamérica (para 
una revisión ver Hewitt, 2000). En especies de árboles existen 
varios estudios sobre este tema (para varios ejemplos ver 
Newton et al., 1999 y Hewitt, 2000). Sin embargo, se 
conoce poco sobre las consecuencias de las glaciaciones en 
especies con afi nidades ecológicas templadas en latitudes 
tropicales, como es el caso de Pinus ayacahuite. En estas 
regiones los períodos fríos habrían sido benéfi cos para las 
especies templadas, y durante los períodos interglaciares es-
tas especies habrían sufrido los mismos efectos que las de 
regiones boreales durante las glaciaciones. De esta forma 
el concepto de refugio pleistocénico tendría que ser modi-
fi cado para las especies templadas en regiones tropicales y 
subtropicales, aunque se requieren aún muchos más estu-
dios fi logeográfi cos para estar en posibilidades de establecer 
patrones generales. 
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Estado Población Coordenadas No. de individuos

Chiapas Rancho Nuevo 16°40’07.3’’ N, 20
  92°32’25.3’’ W
 
 Arcotete 16°43’40.2’’N, 16
  92°35’05.4’’W
 
 El Porvenir 15°25’43.4’’N,  19
  92°19’50.2’’W

Guerrero Omiltemi 17°33’23.6’’N, 19
  99°41’08.0’’W

Oaxaca Trinidad 17°15’53.2’’N, 9
  96°21’40.9’’W
 
 Ixtlán 17°25’06.5’’N, 19
  96°29’52.4’’W

 Suchixtepec 16°06’26.8’’N, 19
  96°28’06.2’’W

Estado de México San Rafael 19°21’ 38’’ N, 17
  98°44’ 09’’ W
 
 Zempoala 19°02’ 54’’ N 7
  99°18’ 55’’ W

Puebla Chichicaxtla 19°44’ 17’’ N 13
  97°58’ 56’’ W
 
 Ciénega Larga 19°42’ 49’’ N 10
  98°05’ 02’’ W

Hidalgo Pueblo Nuevo 20°10’ 44’’ N 10
  98°41’ 40’’ W
 
 Agua Blanca 20°21’ 10’’ N 11
  98°21’ 06’’ W

Querétaro Pingüica 21°10’07’’ N 10
  99°42’ 03’’ W

Apéndice 1. Poblaciones colectadas de Pinus ayacahuite para este estudio. 
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Población  H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H1 H12

Omiltemi - 1 16 2 - - - - - - - -

Trinidad 1 7 1 - - - - - - - - -

Ixtlán - 10 8 1 - - - - - - - -

Suchixtepec - 1 15 2 1 - - - - - - -

El Porvenir - - 1 5 9 3 1 - - - - -

Arcotete - - - 1 10 4 1 - - - - -

Rancho Nuevo - - 2 2 10 5 - - - - - -

San Rafael - 6 11 - - - - - - - - -

Pingüica - - 8 2 - - - - - - - -

Agua Blanca - 4 6 - - - - - - 1 - -

Chichicaxtla - 1 7 - - - - 1 - - 3 1

Ciénega Larga - 1 7 1 - - - - 1 - - -

Pueblo Nuevo - - 10 - - - - - - - - -

Zempoala - 3 4 - - - - - - - - -

TOTAL 1 34 96 16 30 12 2 1 1 1 3 1

Apéndice 2. Frecuencias absolutas de los haplotipos (H1-H12) en las poblaciones. 
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