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ESTE ESTUDIO EVALUO LA VARIABILIDAD GENÉTICA ENTRE y dentro de progenies de Pachira 
quinata (Pochote), procedente de la localidad de Ñámbaras, Boaco, en un ensayo 
de progenies en el Centro de Mejoramiento Genético–Banco de Semillas Forestales 
de León, por medio de marcadores RAPDs. Un 100% de las bandas polimórficas 
entre progenies y un 97.2% dentro de las progenies fueron generadas usando siete 
cebadores. Los dendrogramas obtenidos por UPGMA, tanto entre como dentro de 
progenies, demuestran una alta variabilidad (75%) e, inclusive, diferencias entre 
genotipos provenientes de semillas de la misma planta madre. Estos resultados 
muestran también que existe una alta variabilidad dentro de la población de P. 
quinata.

 Palabras clave: genética forestal- Nicaragua-evaluación / mejoramiento selectivo 
de árboles / semillas de árboles / Pochote-mejoramiento de la especie.

Introducción 

Pachira quinata (Pochote) es una especie forestal que, por su alto valor comercial, ha sido 
sometida por años a una explotación severa. Esta especie se estableció en 1992 en el Centro 
de Mejoramiento Genético–Banco de Semilla Forestal (CMF–BSF), ubicado en el kilómetro 
79, carretera Managua–León, como ensayo de progenies con semillas de árboles procedentes 
de Ñámbaras en Boaco (Ampié, 1992), junto con otros ensayos con otras especies como 
roble, eucalipto, etc., con el fin desarrollar programas de obtención de semillas mejoradas 
genéticamente para la producción forestal y reforestación de especies económicamente 
importantes. En la actualidad, el ensayo de Pachira quinata es considerado como prioridad 
por el CMG–BSF, ya que es uno de los primeros a evaluar para establecerlo como huerto 
semillero.

Debido a que los árboles de Pachira quinata establecidos en el CMG–BSF se pueden 
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considerar una reserva genética de esta especie, es necesario conocer el grado de variabilidad 
genética que existe entre estos árboles, para garantizar la conservación de la variación 
genética existente, al momento de hacer la selección del material que será eliminado por 
raleo en el proceso de establecimiento del huerto semillero.

El desarrollo de la Biología Molecular permite métodos moleculares potentes como el RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA), que detecta secuencias polimórficas amplificadas al 
azar, útiles como marcadores moleculares para determinar variaciones entre genotipos. Este 
estudio se realizó con el objetivo de evaluar la variabilidad genética del ensayo de progenies 
de Pachira quinata establecido en el CMG–BSF por medio de marcadores RAPDs.

Los resultados de la evaluación de la variabilidad genética entre los árboles establecidos 
en el ensayo de Pachira quinata del CMG–BSF que se obtengan mediante este estudio, 
permitirá garantizar que, en la selección de árboles para la creación del huerto semillero, se 
contará con árboles con características fenotípicas deseables y con la suficiente variación 
genética. De esta manera, se conservará su actual variabilidad, que es la fuente genética 
que garantizará la producción de semillas con una base de genes que capacite a los futuros 
árboles adaptarse a cambios en las condiciones ambientales, contribuyendo así a que el 
CMG–BSF produzca semillas de alta calidad para el sector forestal.

Materiales  y métodos

Colecta de muestra

Se colectaron muestras de 62 árboles del ensayo de Pachira quinata establecido en el 
CMG–BSF. Los árboles fueron seleccionados al azar de cada fila del ensayo, colectándose 
muestras pertenecientes a 35 progenies distintas. Se utilizó un individuo por progenie (35) 
para determinar la diversidad genética entre progenies. En 17 de las 35 progenies se colectó 
más de un individuo hasta un máximo de cuatro, para determinar variabilidad genética 
dentro de progenies (44 muestras). Las muestras de cada árbol consistieron en hojas jóvenes 
que se dejaban en hielo mientras se trasladaban al Laboratorio de Genética Molecular del 
Departamento de Biología de la Facultad de Ciencias, de la Universidad Nacional Autónoma 
de Nicaragua-León (UNAN-León), donde se mantenían a -20?C por un período no mayor de 
15 días antes de ser utilizadas para la extracción de ADN.

Extracción de ADN

Se modificó el protocolo propuesto por Möller et al. (1992), con el fin de extraer el ADN de 
Pachira quinata a partir de aproximadamente 60 mg de tejido fresco, equivalente a 3 discos 
foliares realizados con la tapa del tubo eppendorf de 1.5 ml. Una vez triturado el tejido en 
100 ml de buffer de extracción (Tris 100 mM pH =8, EDTA 10 mM, SDS 2% y PVP 2%) se le 
adiciona otros 400 ml de buffer de extracción y 4ml de m-mercaptoetanol 14.4 M para incubar 
por 30 min a 65 mC; luego se añade 140 ml de NaCl 5M y 65 ml de CTAB 10% y se continúa 
incubando por 10 min más.

Antes de separar el ADN de las proteínas y demás restos celulares por centrifugación a 
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12,000 rpm por 10 min a 4°C con un volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1), se 
incuba el homogenizado en hielo por 20 min con 250 ml de acetato de amonio 5M. 

El ADN se concentra y precipita con un volumen de isopropanol y luego el sedimento obtenido 
por centrifugación, es lavado dos veces con etanol 70%, secado a temperatura ambiente y 
resuspendido en un volumen adecuado de TE (Tris 10 mM y EDTA 1mM) para conservarlo a 
-20 °C, después de ser tratado con ARNasa 10 ng/ml.

Amplificaciones RAPDs

Basándose en la técnica descrita por Williams et al., (1990), 25 ng de ADN fue amplificado 
en un volumen final de 25 ml conteniendo buffer PCR 1X (50 mM de KCl, 1.5 mM de MgCl2, 10 
mM de Tris–HCl pH =9), MgCl2 1.5 mM, dNTPs a 200 mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 
cebador o primer 0.2 mM y 1 unidad de Taq polimerasa. Las reacciones se realizaron en un 
termociclador modelo MiniCyclerTM M.J. Research programado para una desnaturalización 
inicial de 3 min a 92 °C, seguida por 45 ciclos de desnaturalización 30 seg a 92 °C, hibridación 
1 min a 37 °C, elongación 1 min 72 °C y elongación final de 8 min a 72 °C. 

Selección de cebadores

Se utilizaron cuatro muestras distintas de ADN de Pachira quinata para ensayar 45 
cebadores pertenecientes al Laboratorio de Genética Molecular, con el fin de seleccionar 
los cebadores que, además de amplificar un patrón de bandas bien definido, generen mayor 
cantidad de polimorfismos entre las muestras ensayadas, definiendo así el poder usar un 
número menor de cebadores en las amplificaciones RAPDs con el total de las muestras de 
ADN a analizar en este estudio.

Análisis de datos

Utilizando el paquete estadístico NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analisys 
System) versión 1.5 (Rohlf, 1993), se construye con los marcadores RAPDs generados en 
las amplificaciones realizadas entre y dentro de progenies, una matriz presencia-ausencia, 
la cual se utiliza para obtener la matriz de similitud utilizando el coeficiente de Jaccard. 
A la matriz de similitud se le aplica un análisis de agrupamiento por medio del método 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Average). La agrupación resultante se representa 
gráficamente en una estructura arborescente o dendrograma a través del cual se estima la 
variabilidad genética de las muestras analizadas.

Resultado y discusión 

Debido a que existe un gran número de cebadores oligonucleótidos cortos de secuencia 
arbitraria, se debe realizar una cuidadosa selección de los cebadores a utilizar (Loo et al., 
1999), ensayando para cada nueva especie a analizar por la técnica RAPD, una prueba 
piloto en unos cuantos genotipos con diferentes cebadores bajo las condiciones de reacción 
óptima, para asegurar la obtención de productos de amplificación que generen patrones 
de bandas identificables, en los cuales se detecten los polimorfismos (Khasa et al., 1996). 
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Del total de 45 cebadores ensayados en este estudio, 12 amplificaron : G-05, I-06, K-03, S-
07, R-02, B-10, N-09, F-01, U-16, H-07, K-12 y  B-05, utilizándose los últimos siete para las 
amplificaciones de todas las muestras de Pachira quinata . En la Ilustración 1 se muestran 
los resultados de la amplificación ensayada con N-09. 

Ilustración 1. Patrones de bandas RAPDs generadas con el cebador N-09 en cuatro muestras 
de Pachira quinata (líneas 1 a 4). Línea M es el Marcador Ladder 1 ug/ml.

Con los siete cebadores utilizados en este estudio, se generaron un total de 82 bandas entre 
35 progenies (35 muestras) y 72 bandas dentro de 17 progenies (44 muestras), con un rango 
de peso molecular entre 200 a 3,000 pb, lo cual corresponde a las distancias límite de los 
cebadores, citado por autores como Whitkus et al. (1994).

Todos los cebadores generaron un alto número de bandas polimórficas siendo el mínimo 
siete con H-07 y N-09, dentro de progenies y el máximo 14 con F-01 entre progenies. Esta 
alta cantidad de polimorfismos en las muestras y el hecho de casi todas las bandas fueron 
polimórficas (100% entre progenies y 97.2% dentro de progenies) refleja una alta variabilidad 
entre y dentro de progenies (Cuadro 1). 
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Cuadro 1. Cantidad de bandas producidas de las amplificaciones RAPDs con siete cebadores 
entre 35 progenies (familias) y dentro de 17 progenies de Pachira quinata

  

    

Estos resultados coinciden con lo que menciona Nesbitt et al. (1997), quienes afirman que 
después de un rastreo inicial para seleccionar los cebadores que detectan polimorfismo 
entre individuos cercanamente relacionados, parece que no es necesario utilizar un gran 
número de ellos para evaluar la variabilidad.

Existen algunos estudios RAPD que han utilizados pocos cebadores (< 7) para estimar 
la variabilidad genética de especies forestales, como el realizado con cuatro cebadores 
en Ceratitis capitata obteniendo 74 bandas polimórficas (Baruffi et al., 1995); con seis 
cebadores en Licuala glabra se generaron 87 polimorfismos (Loo et al., 1999); y con seis 
cebadores en Sabal mexicana resultaron 39 bandas polimórficas (Guido, 2005), aunque 
este último estudio efectuado en el Laboratorio de Genética Molecular (UNAN–León) que 
realizó una estimación preliminar de la variabilidad en la palma de techo, recomienda usar 
al menos 50 a 100 o más marcadores polimórficos, según cita Nybom et al., (2000), para 
obtener estimaciones fiables de la variabilidad genética.  

El dendrograma (Ilustración 2) obtenido de las muestras analizadas entre progenies 
(35) diferenció todas las progenies entre sí (ninguna de las muestras presentan 100% de 
similitud) y a la vez las relaciona en un solo grupo con un 25% de similitud genética, lo que 
significa que existe un alto porcentaje de variabilidad genética entre progenies de 75%. Al 
separarse estas progenies en dos subgrupos principales, mantienen siempre alta variación 
genética dentro de los subgrupos, siendo las progenies 55 y 58 las que más cercanamente 
se relacionan, con un 58%, lo que significa que la diferencia entre las dos muestras más 
cercanamente relacionadas, es mayor del 42%.
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Ilustración 2. Dendrograma generado con el análisis de agrupamiento por similitud genética 
entre 35 progenies de Pachira quinata. (Las muestras con decimal indican el número de 
individuo utilizado en el análisis entre progenies, para aquellas muestras con más de un 
individuo).

Los resultados de variabilidad detectada con el análisis de agrupamiento de los marcadores 
RAPDs entre las 35 progenies utilizadas en este estudio, no sólo determinan la existencia de 
una alta variabilidad en los árboles de Pachira  quinata establecidos en el CMG–BSF, sino 
también, de manera indirecta estima que existe una alta variabilidad dentro de la población 
de la cual provienen, ya que tomando en cuenta la información brindada por el Ingeniero 
Eduardo Ampié (2005), según la cual los árboles de Pachira quinata establecidos en el 
CMG–BSF son individuos que proceden todos de semillas colectadas de una misma población 
natural de Ñámbaras (Boaco), donde fueron seleccionados de árboles a distancia mínima de 
100 metros entre árboles, se puede considerar las 35 progenies como una muestra de dicha 
población. 

Debido a la utilidad de la técnica RAPD para detectar variación dentro de poblaciones cuando 
ésta existe (Vicario et al., 1995), algunos investigadores la han utilizado para demostrar 
que las poblaciones naturales de especies de árboles tropicales mantienen un alto nivel de 
variación genética dentro de las poblaciones (Chalmers et al., 1992), al aplicar esta técnica 
en estudios de diferenciación genética en poblaciones como Theobroma cacao (Russell et 
al., 1993), Abies alba y Abies nebrodensis (Vicario et al., 1995).

Además, estos resultados están en concordancia con lo señalado por Hamrick (1990), en 
el sentido de que las plantas maderables perennes de larga vida y fecundación cruzada 
exhiben gran variabilidad dentro de las poblaciones (citado por Chalmers et al., 1992) lo cual 
ha sido demostrado en estudios como los realizados en poblaciones de Ilex paraguariensis 
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(Gauer & Molina, 2000) y en Pinus oocarpa (Díaz, 2001), donde encontraron una positiva 
asociación entre estas características con la alta variabilidad detectada por RAPD dentro 
de estas poblaciones naturales.

Las flores hermafroditas pero altamente incompatibles de Pachira  quinata (Stevens 
et al., 2001) permiten un sistema de reproducción por fecundación cruzada lo que, al 
parecer, causa un alto grado de variación, inclusive entre individuos muy cercanamente 
relacionados como las progenies provenientes de semillas de la misma planta madre, lo que 
se determinó en este estudio a través del análisis de agrupamiento dentro de progenies, 
donde se diferenciaron los genotipos analizados de una misma progenie con un considerable 
porcentaje de variabilidad genética.

En el dendrograma (Ilustración 3) que analiza la relación dentro de 17 progenies (con 
un total de 44 muestras), siempre se relacionan todas las muestras en un solo grupo con 
aproximadamente un 25% de similitud y, a la vez, se separan también en dos subgrupos 
principales en donde cada subgrupo mantiene la tendencia de agrupar individuos 
pertenecientes a una misma progenie, a excepción de una muestra de la progenie 20 (20.3), 
aunque la agrupación es de forma disgregada en cada subgrupo.

Ilustración  3. Dendrograma generado con el análisis de agrupamiento por similitud 
genética dentro de 17 progenies de Pachira quinata. 
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La falta de asociación en un solo grupo de los individuos pertenecientes a una misma 
progenie (a excepción de las progenies 10 y 25) se debe a que ninguno de los cebadores 
utilizados presentó un patrón de bandas que unificara a los genotipos como miembros 
de una misma progenie, ya que no se generaron bandas que estuvieran presentes en una 
única progenie y bandas presentes en individuos de una progenie, a veces se presentaban 
en individuos de otras progenies distintas. Esto puede ocurrir porque, como individuos 
de una misma especie, comparten secuencias de bandas. Además, es bien sabido que 
bandas de diferentes individuos que se presentan en la misma posición en el gel no son 
necesariamente homólogas; o sea, no necesariamente provienen del mismo locus, ya que 
pueden ser originados por diferentes secuencias, pero con igual peso molecular, por lo que 
aparecen en la misma posición en el gel de electroforesis (Baruffi et al., 1995). Por la técnica 
Southern Blott se puede detectar si las bandas monomórficas generadas por un cebador son 
del mismo locus o no (Loo et al.,1999).

También, en las amplificaciones con la técnica RAPD, puede suceder que bandas de un 
mismo individuo que no son homólogas, pueden coemigrar en la misma posición en el gel. 
En el caso de las especies con grandes genomas, tienen mucho ADN repetitivo y, por eso, los 
cebadores simples que se usan en la técnica RAPD pueden amplificar muchos fragmentos, 
los cuales pueden migrar cerca uno del otro y probablemente también coemigran. Usar 
largos tiempos de corrida para separar los fragmentos durante la electroforesis puede 
reducir la posibilidad de visualizar un fragmento no homólogo como homólogo (Hurme and 
Savolainen, 1999). A pesar de estas limitantes, los polimorfismos que genera la técnica 
RAPD por presencia y ausencia la hacen una herramienta muy utilizada para cuantificar la 
variabilidad genética entre individuos o especies (Williams et al., 1990).

La variabilidad genética permite a los genotipos reaccionar y adaptarse a los cambios del 
medio ambiente (FAO, DFSC e IPGRI, 2002). Los resultados de este estudio demuestran que 
existe una gran cantidad de variación genética entre y dentro de las progenies del ensayo 
de Pachira quinata del CMG–BSF, lo que garantiza que se pueden seleccionar los mejores 
fenotipos y, a la vez, mantener entre ellos suficiente variabilidad genética en el huerto 
semillero que se establezca en este ensayo. Para ello, se deben contrastar los resultados de 
este estudio con las características morfológicas de interés comercial. 

Tomando en cuenta que en programas de conservación de recursos genéticos se deben 
incluir también árboles con características fenotípicas no deseadas para la producción, 
como por ejemplo árboles de menor altura, porte defectuoso etc., que pueden constituir 
una reserva genética valiosa que les confiera características como resistencia a la sequía, 
plagas y enfermedades, etc., se recomienda considerar los resultados de este estudio para 
conservar la valiosa reserva de Pachira quinata existente en el ensayo del CMG–BSF 
manteniendo al menos una representación por progenie y cierta cantidad de individuos 
dentro de las progenies al momento de realizar el raleo en el establecimiento del huerto 
semillero. Además, se debe considerar la realización de futuros análisis RAPDs con muestras 
de Pachira quinata de diferentes orígenes geográficos, ya que se desconoce la distribución 
de la variación genética entre las poblaciones de esta especie en el país. 
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