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RESUMEN: Mediante el uso de marcadores RAPD se analiz6 la variabilidad genética entre 32
accesiones de maiz (Zea mays L.) colectadas en diferentes regiones de las provincias Pinar del Rio
y Guantanamo, Cuba y cinco variedades comerciales. EI dendrograma resultante del empleo del
método de Ward y la distancia de Jaccard mostré la formacion de cuatro grupos que guardan
relacion con la procedencia de las accesiones y con las caracteristicas fenotipicas del grano; lo
anterior se corroboro con un analisis factorial de correspondencia. Este resultado permitié conocer
la variabilidad genética en el cultivo del maiz entre las regiones estudiadas, lo que constituye una
ventaja para los programas de mejoramiento, la conservacion del banco de germoplasmas y el
enfrentamiento a plagas y enfermedades.
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ABSTRACT: The genetic variability among 32 maize (Zea mays L.) accessions collected in
different regions of Pinar del Rio and Guantanamo, Cuba, and 5 commercial varieties was analyzed
by using RAPD markers. The dendrogram resulting from using Ward's method and Jaccard's
distance showed the formation of four groups that are related to the origin of the accessions and
the phenotypic characteristics of the grain which was corroborated with a factorial correspondence
analysis. This result allowed knowing the genetic variability in the maize crop among the places
studied, which is an advantage for breeding programs, the conservation of the germplasm bank,
and the management of pests and diseases.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es un importante
cereal que forma parte de la alimentacion
bésica de muchas personas en todo el mundo
(1, 2) y constituye una materia prima basica en
las industrias de transformacion que producen
almidon, aceite 'y proteinas, bebidas
alcohdlicas, edulcorantes alimenticios y, desde
hace poco, combustible (3). En Cuba, se cultiva
desde la época de los aborigenes y constituye
alimento basico en la nutricién humana, en el
ganado y en las aves (4).

Los recursos genéticos son la fraccién de la
biodiversidad compuesta por las especies de
valor actual o potencial que contribuyen al
desarrollo sostenible, a enriquecer la dieta
alimentaria y constituyen la materia prima que
permitird, a la humanidad, hacer frente a
desafios de diferentes estreses como son las
plagas, las sequias y los cambios climaticos (5,
6). El cultivo del maiz se estudio ampliamente,
especialmente el Caribefio, que se destaca por
su rendimiento potencial, buena habilidad
combinatoria y resistencia a plagas y
enfermedades comunes (7). Recientemente, se
estudio la diversidad presente en el cultivo en
Cuba utilizando parametros agromorfologicos
y contenido de minerales (4, 8); sin embargo,
no hay informes de estudios moleculares.

La evaluacién de la diversidad genética
dentro y entre poblaciones de plantas se
desarrolla, usualmente, mediante el uso de
marcadores morfoldgicos, bioquimicos y
moleculares. Los marcadores moleculares son
los més ampliamente utilizados y comprenden
una gran variedad de marcadores de ADN,
entre los que se encuentran los ADN
Polimérficos Amplificados al Azar (RAPD)
(9). En la actualidad, los RAPD contintan
siendo el marcador de eleccién para la
evaluacion de la variabilidad genética entre
diferentes accesiones de una especie (10).

Disponer de una amplia diversidad genética
le permite a las especies responder, adaptarse,
resistir o recuperarse de los cambios en su
entorno. Ademas, brinda mayores

probabilidades de éxito a los programas de
mejoramiento genético, donde se obtienen
variedades resistentes que se emplean en el
manejo integrado de plagas.

El presente trabajo tuvo como objetivo
caracterizar la variabilidad genética existente
en el maiz proveniente de diferentes zonas de
Cuba mediante el uso de marcadores RAPD,
por su posible utilidad en funcion de la
conservacion de la diversidad existente y en
programas de mejoramiento para la resistencia
a plagas.

MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal se emplearon 37
accesiones de diversas variedades 'y
caracteristicas morfolégicas, 32 de ellas
procedentes de colecciones in situ de diferentes
regiones de las provincias Pinar del Rio y
Guantanamo (colectadas en fincas tomando el
nombre de la variedad segun dato aportado por
los productores) y cinco variedades
comerciales procedentes de la coleccidn ex situ
perteneciente al Instituto de Investigaciones
Fundamentales en Agricultura Tropical
“Alejandro de Humboldt” (INIFAT). (Tabla 1)

La extraccion del ADN se realizo por el
método de Dellaporta et al. (11) en cinco
individuos de cada accesion, a partir de una
mezcla de hojas jovenes frescas recolectadas
en plantas sanas y con cuatro semanas de
germinadas, las cuales se mantuvieron en
condiciones semicontroladas de casa de cristal
(humedad relativa de 80-85 %, temperatura de
25+2°C y  fotoperiodo natural). Los
precipitados finales obtenidos se disolvieron en
solucion amortiguadora TE (50mM  Tris,
0.5mM EDTA) y conservaron a -20°C. La
concentracion de ADN total se determind
mediante la lectura de la absorbancia a 260nm,
aplicando la formula descrita por Sambrook
(12). La calidad se verifico por electroforesis
en agarosa al 0,8 % en solucion amortiguadora
TBE (45mM Tris-Borato, 1mM EDTA) y
tincion con bromuro de etidio (12).

Para el desarrollo de la técnica RAPD se
evaluaron todos los cebadores de la serie OPA,
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TABLA 1. Accesiones de maiz empleadas en

el andlisis de variabilidad genética. / Maize

accessions used in the analysis of genetic variability.

Cddigo Procedencia Variedad Color del grano  Tipo de grano
1 Pinar del Rio Criollo naranja cristalino
2 Pinar del Rio Criollo amarillo-naranja  semicristalino
4 Pinar del Rio Criollo naranja-rojo cristalino
5 Pinar del Rio Criollo amarillo-naranja ~ semicristalino
6 Pinar del Rio Gibara amarillo-naranja dentado
7 Pinar del Rio Morao jaspeado dentado
9 Pinar del Rio Criollo amarillo-naranja  semicristalino
11 Pinar del Rio  Enano de México naranja-rojo cristalino
12 Pinar del Rio Criollo naranja cristalino
13 Pinar del Rio Gibara amarillo dentado
16 Pinar del Rio Mexicano naranja cristalino
17 Pinar del Rio Criollo amarillo-naranja cristalino
18 Pinar del Rio Criollo amarillo-naranja  semicristalino
24 Guantanamo Tuson naranja-rojo dentado
25 Guantanamo Cufa amarillo-naranja  semidentado
28 Guantanamo Morao rojo dentado
31 Guantanamo Sin Nombre naranja-rojo dentado
34 Guantanamo Cufa amarillo-naranja dentado
35 Guantanamo Criollo amarillo-naranja  semidentado
36 Guantanamo Pinto jaspeado semidentado
37 Guantdnamo Pollo amarillo-naranja  semidentado
39 Guantanamo Morao rojo dentado
40 Guantanamo Yanelys amarillo-naranja dentado
42 Guantanamo Argentino amarillo-naranja dentado
44 Guantanamo Canilla amarillo semidentado
45 Guantanamo Cufia amarillo-naranja dentado
47 Guantanamo Tusa fina amarillo-naranja dentado
48 Guantanamo Tusa gruesa naranja dentado
50 Guantanamo Mexicano jaspeado dentado
51 Guantanamo Morao rojo dentado
55 Guantanamo Cufa amarillo-naranja dentado
57 Guantanamo Rosita blanco blanco reventador
58 Col. INIFAT Rosita INIFAT amarillo reventador
59 Col. INIFAT Gibara amarillo dentado
60 Col. INIFAT  Francisco Mejorado naranja cristalino
61 Col. INIFAT Pajimaca blanco dulce
62 Col. INIFAT Sanjuanero amarillo-naranja  semidentado

provenientes de la firma comercial Operon
Technologies INC, Alameda, California, en la
muestra 60. Las reacciones de amplificacion se
realizaron en un volumen total de 15 ul que
contenian: 10mM Tris-HCI pH 8,3; 50 mM

KCI; 1,5 mM MgClz; 400 uM de cada dNTP;
0,2 uM de cebador; 50 ng de ADN gendmico;
1U de Tag ADN polimerasa (Go Tag DNA
polymerase, Promega) y 0,4 mg/ml de suero de
albumina bovina. La amplificacion se produjo
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en un termociclador marca Master Cycler,
programado para 45 ciclos de: 5 minuto a
94°C, 1 minuto a 93°C, 30 segundos a 36°C y
2 minutos a 72°C, y un ciclo de 7 minutos a
72°C. Los productos de las PCR se
visualizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5 % en solucién amortiguadora
TBE (45mM Tris-Borato, 1ImM EDTA), y se
tifieron con bromuro de etidio (12). El peso
molecular de los fragmentos amplificados se
estimé usando el marcador 1Kb DNA Ladder
(Gibco BRL). Las fotografias de los geles se
tomaron en un fotodocumentador marca
SYNGENE BIO IMAGING.

A partir de los resultados, teniendo en
cuenta la cantidad de bandas amplificadas y la
resolucion obtenida en el gel, se seleccionaron
los cebadores para el analisis de variabilidad
con todas las muestras; se procedié segun la
metodologia descrita anteriormente para la
amplificacion, separacion y visualizacion de
las bandas obtenidas.

Los productos de la PCR se informaron
como presentes [1] o ausentes [0] para cada
accesion y se cre6 una matriz de valores
binarios. Se tuvieron en cuenta las bandas méas
intensas y con los datos alcanzados se calculo
el indice de similitud entre cada par de
accesiones, segun Jaccard (13), los que se
utilizaron para la construccion de un
dendrograma empleando el método de Ward
(14). La relacion del agrupamiento obtenido
con las caracteristicas de las accesiones se
determind mediante un andlisis factorial de
correspondencia con el uso del programa
InfoStat (15). El contenido de informacion
polimorfica (PIC) se calculo segun la formula
PICi=1-YPi?, donde Pj es la frecuencia del
alelo j para el marcador i (16).

RESULTADOS Y DISCUSION

Con excepcion del cebador OPA 18, el resto
de los cebadores de la serie OPA rindieron
productos de amplificacion bajo las
condiciones de mezcla de reaccion y el
programa de amplificacion desarrollados. (Fig.
1)

Los cebadores OPA5, OPA6, OPA12,
OPA15 y OPA19 se seleccionaron para el
estudio de la variabilidad con todas las
muestras de maiz, teniendo como parametros
de seleccion el nimero de bandas y la nitidez
de las amplificaciones obtenidas.

Leal et al. (17) realizaron un estudio
comparativo empleando marcadores RAPD y
SSR en 10 genotipos de maiz. Estos autores
usaron los 20 cebadores de las series OPA,
OPB, OPC y algunos de las series OPF, OPL,
OPM y OPP, para un total de 83 cebadores en
el ensayo. En este estudio, los anélisis RAPD
dieron como resultado productos de variable
intensidad, que se identificaron facilmente, y
bandas no especificas que se descartaron del
andlisis; de ahi que seleccionaron nueve
cebadores con los que se realizo el estudio en
los 10 genotipos, dos de los cuales pertenecen
a la serie A: OPA3 y OPA12. Los nueve
cebadores utilizados por estos autores
rindieron 126 bandas y un promedio de 11,6
bandas por cebador.

Los cebadores empleados en el presente
estudio fueron capaces de amplificar 85 bandas
en total, todas polimdrficas. EI nimero de
bandas por cebador oscilé entre 13 y 21; se
destacaron los cebadores OPA12 y OPA15 con
20 y 21 bandas, respectivamente (Tabla 2). El
patrén de bandas generadas con los cebadores
OPA12 y OPA15 se muestra en la Figura 2.

Sin embargo, el porcentaje de polimorfismo
varia de acuerdo al marcador empleado. En
estudios similares, Olivera et al. (18)
detectaron 89,25 % de polimorfismo en 90
genotipos de maiz analizados; mientras que
Mukharib et al. (19) estudiaron nueve
genotipos con 28 cebadores (OPP1-10, OPK1-
10, OPO1-06 y OPJ1-6), los cuales rindieron
189 bandas; de ellas 138 fueron polimdrficas
(73,02 % de polimorfismo) y un promedio de
6,75 bandas por cebador. Por su parte,
Cholastova et al. (20) estimaron la diversidad
genética entre 30 hibridos de maiz empleando
marcadores RAPD y SSR. Para los estudios
con RAPD utilizaron 37 cebadores, seis de los
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FIGURA 1. Gel de electroforesis en agarosa al 1,5 % con los fragmentos generados por los
cebadores de la serie OPA en la muestra 60. Lineas de la 1 a la 20 corresponden a los cebadores
de la serie OPA del 1 al 20. / Agarose (1.5 %) electrophoresis gel with fragments generated
by kit OPA in the sample 60. Lanes 1 to 20 are OPA kit primers 1 to 20

TABLA 2. Analisis del patron de bandas generadas por los cebadores OPA5, OPA6, OPA12,
OPA15y OPAL19 con las 37 accesiones de maiz. / Analysis of the banding pattern generated
by OPA5, OPA6, OPA12, OPA15 and OPA19 primers with the 37 maize accessions

Cebador Total de bandas amplificadas Valor PIC
OPA5 13 0.743
OPA6 16 0.650
OPA12 20 0.709
OPA15 21 0.795
OPA19 15 0.717
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FIGURA 2. Gel de electroforesis en agarosa al 1,5 % con los fragmentos generados por los
cebadores OPA12 y OPA15 en las 37 accesiones de maiz. EI namero de las lineas coincide
con los cédigos mostrados en la Tabla 1. / Agarose (1.5 %) electrophoresis gel with fragments
generated by primers OPA12 and OPA15 in the 37 accessions of maize. The lane number
corresponds to the codes shown in Table 1.

cuales resultaron ser suficientes al proveer alto
contenido de informacién polimorfica. De 53
fragmentos amplificados, 16 resultaron
polimorficos (30 % de polimorfismo). El
promedio del indicador PIC para los seis

cebadores fue 0,61 con un rango desde 0,44 a
0,82.

Los valores PIC brindan un estimado del
poder discriminante de un locus, teniendo en
cuenta no solo el nimero de alelos que son
expresados, sino también la frecuencia relativa
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en que ellos aparecen (16, 21). Este indice
puede tener valores entre O (para marcadores
monomorficos) y 1 (para marcadores altamente
discriminantes con muchos alelos en igual
frecuencia). Los valores obtenidos en este
experimento tuvieron como promedio 0,72;
este se encuentra cercano a 1, valor maximo
para un marcador de tipo dominante como los
RAPDs.

Handi et al. (16) estudiaron la diversidad
genética existente entre 56 lineas de maiz y
obtuvieron 100 % de polimorfismo con
algunos de los cebadores empleados de la serie
OPA. Sin embargo, para otros cebadores de la
serie OPK, estos autores encontraron
porcentajes de polimorfismo inferiores, lo que
sugiere que, para el cultivo del maiz, los
cebadores de la serie OPA son mas eficientes
para la deteccion de polimorfismo. Los
resultados del presente estudio coinciden con
los de estos autores, pues se mostré que con la
serie OPA se obtiene un elevado numero de

bandas, con altos porcentajes de polimorfismo
por cebador y un indice PIC relativamente alto.
El dendrograma resultante de las distancias
genéticas mostro la formacion de cuatro grupos
con 47 % de similitud (Fig. 3). De forma
general, el agrupamiento mostr6 mayor
relacion con el lugar de procedencia de las
accesiones que con el resto de las
caracteristicas. El grupo 1 qued6 formado,
principalmente, por accesiones colectadas en la
provincia Pinar del Rio. En el grupo 2
quedaron, en su mayoria, las variedades
provenientes de la coleccion del INIFAT,;
mientras que las accesiones colectadas en la
provincia Guantanamo se distribuyeron entre
los grupos 3y 4.
El andlisis de correspondencia entre el
agrupamiento y las caracteristicas fenotipicas
analizadas (Fig. 4) mostro que las accesiones
de la variedad Criollo se agruparon,
fundamentalmente, en el grupo 1. El resto de
las variedades se encuentran indistintamente en

Método de Ward
Distancia: Jaccard

-0,08 0,36

i
0,80 1,24 168

Distancia

FIGURA 3. Dendrograma obtenido a partir de las distancias genéticas entre las 37 accesiones
de maiz. / Dendrogram obtained from the genetic distances among 37 maize accessions.
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FIGURA 4. Andlisis de correspondencia entre el agrupamiento obtenido y las caracteristicas
de las 37 accesiones de maiz procedentes de dos sitios geograficamente distantes en Cuba. /
Correspondence analysis between the clustering obtained and the characteristics of the 37
maize accessions from two geographically distant places in Cuba.

todos los grupos, aungue en diferente
proporcién. Las accesiones de color naranja y
naranja-rojo se ubicaron en el grupo 1, las de
color blanco y amarillo en el grupo 2, las de
color jaspeado y rojo en el 3 y las de color
amarillo-naranja en el grupo 4. Las accesiones
con grano tipo cristalino y semicristalino se
encuentran en el primer grupo, las de grano
dulce y reventador en el segundo y las de grano
dentado y semidentado se distribuyeron entre
los grupos 3y 4.

Estos resultados permiten plantear que en la
region de Pinar del Rio predomina el maiz con
grano cristalino y semicristalino, de color
naranja y naranja-rojo y la variedad Criollo; en
Guantanamo el grano dentado y semidentado y
los colores jaspeado, rojo y amarillo-naranja;

mientras que en la coleccion del INIFAT
predomina el grano dulce y reventador y los
colores blanco y amarillo, teniendo en cuenta
la muestra analizada.

Mukharib et al. (19) encontraron que gran
parte de la diversidad mostrada en los
dendrogramas obtenidos en sus estudios con
genotipos de maiz, mediante el empleo de
RAPD, puede deberse a la amplia diversidad
geografica de los materiales analizados.

En otros estudios de diversidad genética del
maiz realizados por Carvalho et al. (22),
mediante marcadores RAPD con cebadores de
diferente serie, se obtuvieron agrupamientos
basados en caracteristicas morfologicas de las
accesiones empleadas, principalmente en el
color del endospermo; mientras que Molin et
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al. (23), con el uso de cebadores muy similares
a los empleados por Carvalho, obtuvieron un
dendrograma donde las accesiones se
dividieron segun el lugar de procedencia. En
nuestro caso, la menor relacion con
caracteristicas fenotipicas pudo deberse a la
poca representatividad de algunas de las
variantes en la muestra analizada, e incluso a la
forma aleatoria empleada por los campesinos al
nombrar las variedades con independencia del
tipo y el color del grano.

Diferentes autores en sus estudios de
diversidad en el cultivo de maiz han mostrado
la tendencia del andlisis utilizando diferentes
marcadores, especialmente la combinacion de
marcadores RAPD y SSR. Algunos de estos
estudios demostraron que los resultados con
RAPD, al ser comparados con los de SSR,
tienen una elevada correlacién, lo que indica
gue ambas técnicas son eficientes para evaluar
la diversidad genética en maiz, aunque los
RAPD, en ocasiones, son capaces de detectar
mayor polimorfismo (16, 18).

El presente estudio demostré una vez mas la
utilidad de los marcadores RAPD como
herramienta para estudios de diversidad
genética en cultivos de importancia economica
y corrobord la variabilidad molecular existente
en el cultivo del maiz en Cuba, lo que
constituye una gran ventaja para los programas
de mejoramiento, la conservacion del banco de
germoplasmas y el enfrentamiento a plagas y
enfermedades.
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