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Resumen: La morera, Morus alba L. es un árbol leñoso, perenne de porte bajo a medio y de amplia adaptabilidad, tanto en 
áreas templadas como tropicales. Sus principales usos son en sericultura, alimentación animal y humana. El presente trabajo 
evaluó la diversidad genética de una colección de 28 entradas de morera usando marcadores moleculares ISSR. Los cinco 
iniciadores ISSR utilizados para la amplificación produjeron un total de 115 fragmentos polimórficos, con un tamaño entre 100-
1800 pares de bases (pb), permitiendo la separación de cuatro grupos principales de diversidad, utilizando la disimilaridad debida 
al coeficiente de Dice y Análisis de Coordenadas Principales (ACoP). El primer grupo formado por las accesiones: Boconó-6, 
Maracay-1, Maracay-2, Maracay-3, Táchira-3, Táchira-4, Táchira-5 y Táchira-6; el segundo grupo por Boconó-3, Española-1, 
Murcia-1, Murcia-2, Murcia-3 y Yu-2; el tercer grupo por Boconó-1, Boconó-2, Maracay-6, Táchira-1, Táchira-2 y Yu-62 y el cuarto 
grupo por ACC-1, ACC-2, ACC-3, CGT-1, CGT-2, CGT-3, Española-3 y Española-7, con una diversidad genética de 0.242, 0.169, 
0.230 y 0.219, respectivamente. Estos resultados constituyen una aproximación al conocimiento de la diversidad genética del 
cultivo en nuestro país, con fines de iniciar los programas de pre-mejora y mejora genética.
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Abstract: Mulberry, Morus alba L., is a woody, perennial tree of small to medium size and broad adaptability in temperate and tropical 
areas. Its main uses are in sericulture, animal, and human feeding. This work studied the genetic diversity of a Venezuelan collection 
of Mulberry by ISSR molecular markers. The five ISSR primers used for amplification produced 115 polymorphic fragments, with a 
size between 100-1800 base pairs (bp), allowing the separation of four major diversity groups using dissimilarity to the Dice coefficient 
and Principal Coordinates Analysis (PCoA). The first group formed by the accessions: Boconó-6, Maracay-1, Maracay-2, Maracay-3, 
Táchira-3, Táchira-4, 5-Táchira, Táchira-6; the second group by Boconó-3, Española-1, Murcia-1, Murcia-2, Murcia-3 and Yu-2; the third 
group by Boconó-1, Boconó-2, Maracay-6, Táchira-1, Táchira-2 and Yu-62 and the fourth group by ACC-1, ACC-2, ACC-3, CGT-1, CGT-2, 
CGT-3, Española-3 and Española-7, with genetic diversity of 0.242, 0.169, 0.230 and 0.219, respectively. These results provide a better 
knowledge of mulberry's genetic diversity in our country to initiate pre-breeding and breeding programs.
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Introducción
La morera (Morus alba L.) es un árbol leñoso, perenne de 

porte bajo a medio y de amplia adaptabilidad, tanto de áreas 
templadas como tropicales en Asia, Europa, Norte América, 
Sur América y África. La morera, género Morus, pertenece a 
la familia Moraceae, de las cuales hay al menos 24 especies 
conocidas1. La morera es usada como única fuente de alimento 
para el gusano de seda Bombix mori en la sericultura. El follaje 
también es usado como alimento animal por su alto contenido 
nutritivo. En las regiones tropicales, la predisposición a utilizar 
el follaje de especies arbustivas para la producción animal ha 
estado vigente en los últimos años, y cobra importancia en res-
puesta al potencial de producción de nutrientes en las arbó-
reas, que se relaciona con altos niveles de proteína cruda (>18 
%), alta digestibilidad, excelente balance de minerales y por la 
capacidad de producir forraje aún en época de sequía2. En este 
sentido, trabajos recientes sugieren el uso del follaje de plan-
tas arbustivas con potencial forrajero, como complemento ali-
menticio para corregir las carencias de nutrientes que presen-
tan los pastos en las regiones tropicales. Una iniciativa para 
muchos países tropicales podría ser también la siembra densa 
de Morera para utilizarla como forraje3. Su uso como alimento 
comenzó a partir de la década del ochenta en América Central 

debido a sus excelentes características bromatológicas4.En 
general Morus alba L., es una planta multifuncional con propie-
dades farmacológicas, con flavonoides como constituyentes 
principales, las hojas de morera poseen diversas actividades 
biológicas, que incluyen actividades antioxidantes, antimicro-
bianas, blanqueadoras de la piel, citotóxicas, antidiabéticas, 
inhibidoras de glucosidasa, antihiperlipidémicas, antiateroscle-
róticas, antiobesidad, cardioprotectoras y de mejora cognitiva. 
Ricas en antocianinas y alcaloides, las frutas de morera tienen 
propiedades farmacológicas, como actividades antioxidantes, 
antidiabéticas, antiateroscleróticas, antiobesidad y hepato-
protectoras. La corteza de la raíz de la morera, que contiene 
flavonoides, alcaloides y estilbenoides, tiene propiedades an-
timicrobianas, blanqueadoras de la piel, citotóxicas, antiinfla-
matorias y antihiperlipidémicas.  El consumo de preparaciones 
de las hojas de morera controla comorbilidades relacionadas 
con la complejidad de la COVID-19 como la Diabetes mellitus 
tipo 1 y 2 y las enfermedades cardiovasculares5,6. Todo esto 
adquiere relevancia para observar la evolución hacia cuadros 
complejos presentes en la severidad de la COVID-19, relacio-
nada con una respuesta disfuncional del sistema inmune7,8.

La evaluación del nivel y distribución de la diversidad ge-
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nética dentro del germoplasma existente de morera, no solo 
puede contribuir al conocimiento sobre su historia evolutiva, 
sino que es fundamental para su conservación y mejora9. Se 
han desarrollados estudios previos sobre diversidad genética 
usando caracteres morfológicos y técnicas moleculares. Los 
marcadores moleculares son complementos útiles a los ca-
racteres morfológicos y fenológicos debido a que son abun-
dantes, independientes del tejido o de efectos ambientales y 
permiten identificar genotipos en estados iniciales de desarro-
llo de la planta. Estas técnicas revelan polimorfismos a nivel 
del ADN y son herramientas muy poderosas para la caracteri-
zación y estimación de la diversidad genética. En Morus sp., se 
han usado exitosamente estos marcadores moleculares con 
fines de caracterización tanto de cultivares como de especies 
silvestres, así como de análisis de diversidad genética. Entre 
los marcadores moleculares empleados se tiene los  RA-
PD-PCR (reacción en cadena de la polimerasa para la amplifi-
cación al azar del ADN polimórfico)10,11 , AFLP (polimorfismos 
de longitud de fragmentos amplificados)12 , SSR (secuencias 
simples repetidas)13,14, siendo los ISSR (secuencias simples re-
petidas entre secuencias no repetitivas) los marcadores más 
comúnmente utilizados en Morus sp., con diferentes propósi-
tos, siendo los más destacados, la identificación de especies 
e incluso variedades intra-especie, así como también los estu-
dios de diversidad y estabilidad genética15,16,17.

En Venezuela, se ha iniciado un programa de aprovecha-
miento integral de la morera en diferentes áreas agroecológi-
cas con fines de alimentación animal, humana y sericultura. 
La Fundación Instituto de Estudios Avanzados (IDEA) ha reci-
bido del Instituto Nacional de Investigaciones Científicas (IVIC) 
material colectado de siembra de diferentes localidades del 
país, desconociendo las relaciones genéticas entre ellas. En tal 
sentido, el objetivo de este trabajo fue evaluar la variabilidad 
genética de genotipos de morera colectados en Venezuela me-
diante marcadores ISSR.

Materiales y métodos

Material vegetal, extracción y amplificación del ADN
Se tomaron muestras de lo que inicialmente se conside-

raban 8 diferentes variedades de morera, cuyo origen no se co-
noce exactamente y se realizó la extracción de ADN de hojas 
jóvenes mediante el protocolo de Dellaporta18.

La cantidad y pureza del ADN extraído se midió en un es-
pectrofotómetro Eppendorf BioPhotometer mediante la de-
terminación de la relación de absorbancias 260/280 nm, y su 
integridad se evaluó mediante electroforesis en geles de aga-
rosa al 1% en tampón TAE 1X19. El ADN fue diluido a 1 ng/µL 
para las reacciones de amplificación de ISSR.

El análisis con los marcadores ISSR incluyó el uso de 5 ini-
ciadores de 17-19 nucleótidos de longitud, desarrollados por el 
laboratorio de Biotecnología de la Universidad de la Columbia 
Británica (Tabla 1). 

Para las reacciones de amplificación de ISSR-PCR se uti-
lizaron: tampón de PCR 1X, 3 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs (Pro-
mega Co. Ltd.), formamida al 2%, 0.25 µM del iniciador en es-
tudio, 2 U Taq polimerasa (Promega Co. Ltd.) y 2.5 ng de ADN 
genómico en un volumen final de 20 mL.  Las condiciones de 
amplificación fueron las siguientes: (Tabla 2).

Todas las reacciones se realizaron en un termociclador 
Cycler (Bio-Rad). Los productos amplificados se analizaron 
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5% en tam-
pón TAE 1X, mediante comparación con un marcador de peso 

molecular (1kb plus (Invitrogen) y fueron visualizados median-
te un escáner Typhoon (GE Healthcare). La interpretación ge-
nética de los patrones de ISSR, esencialmente de naturaleza 
dominante, se basó en que solamente existen dos fenotipos, 
los que presentan la banda que son los individuos homocigotos 
dominantes y los heterocigotos y los que no la presentan que 
son los individuos homocigotos recesivos.

La nomenclatura utilizada consistió en señalar cada ban-
da con el nombre y el número del iniciador comercial seguido 
de otro número que se refiere a la posición de la banda en el 
orden de menor a mayor migración en los geles.

Análisis de Datos
En ausencia de análisis de segregación no se hizo ningún 

supuesto sobre la naturaleza genética de los alelos, los frag-
mentos de amplificación fueron codificados de acuerdo a un 
marcador dominante, es decir, A1A1=A1A2=1 y A2A2=0, gene-
rando una columna por locus para cada iniciador. El nivel de 
polimorfismo y la capacidad discriminatoria de cada iniciador 
se valoró a través el contenido de información polimórfica 
(PIC) y la probabilidad de obtener parejas idénticas de alelos 
entre las muestras estudiadas20. La colección venezolana de 
morera consta de nueve genotipos y  de allí se tomaron 29 
individuos; cuatro de Bocono, cuatro de Maracay, seis de Táchi-
ra, tres Española, tres Murcia, tres ACC, tres CGT, una Yu-2 y 
una YU-62. La relación genética entre los nueve genotipos fue 
estudiada aplicando el uso combinado del Análisis de Coor-
denadas Principales (ACoP) y el Análisis de Conglomerados 
(AC), sobre datos de disimilitud utilizando los coeficientes de 
Jaccard, Emparejamiento simple, Dice y Rogers y Tanimoto20. 
El número k de dimensiones a ser retenidas, el coeficiente de 
similitud que mejor define la estructura de los datos y las me-
didas de la calidad fueron calculados utilizando también los 
procedimientos descritos por Demey20. Todos los análisis se 
realizaron utilizando InfoStat 201321 e Info-Gen 201122.

Tabla 1. Lista de iniciadores de tipo ISSR seleccionados para 
la amplificación y evaluación de variedades de morera. 
*Abreviaciones para posiciones de bases mezcladas: H= no G; 
V=no T.

Tabla 2. Condiciones de amplificación de fragmentos ISSR 
utilizada.



1526

Resultados y discusión 
Los cinco iniciadores ISSR utilizados para la amplificación 

produjeron un total de 134 fragmentos polimórficos, con un ta-
maño entre 100-1800 pares de bases (pb). Tamaños similares 
han sido descritos por otros autores quienes describen bandas 
amplificadas comprendidas entre 520-2200pb23 y entre 200 - 
2000pb1.

El iniciador ISSR-815 fue el que generó el menor número 
de fragmentos amplificados (13 bandas) y el mayor número de 
fragmentos fue generado con el iniciador ISSR-823 (37 ban-
das). Otros autores, con el empleo de estos marcadores, han 
obtenido altos niveles de polimorfismo para Morus sp. Uno de 
los trabajos reporta que estudiando las relaciones genéticas 
entre 21 genotipos de morera y utilizando 11 iniciadores ISSR 
se obtuvo un 96.55% de bandas polimórficas23. En otro estudio 
donde se evaluaron 20 genotipos con 8 iniciadores ISSR obtu-
vieron un 97.6 %  de polimorfismo24. Otro estudio donde utiliza-
ron 11 ISSR obtuvieron un promedio de 91.78% de marcadores 
polimórficos1. Sin embargo, también se han descrito niveles 
más bajos de polimorfismo para este género, aun cuando se 
plantea que existe más variabilidad genética entre genotipos 
de M. alba en contraste con la encontrada en otras especies 
como M. nigra12,25. Así tenemos el polimorfismo de 91.3% des-
crito en 27 variedades de cultivo y silvestres de Morera con el 
empleo de 15 marcadores ISSR14;  en genotipos colectados de 
diferentes países encuentran un 74.13% de polimorfismo con 
el empleo de 10 ISSR26; otro estudio  encuentra solo un 50% 
de polimorfismo entre 24 cultivares con el empleo de 17 mar-
cadores13.

Los valores del Contenido de Información Polimórfica 
(PIC) para cada marcador ISSR variaron de 0.16 a 0.29; el mar-
cador ISSR-891 fue el iniciador más informativo del conjunto, 
con un valor  PIC mayor al 50% del intervalo teórico de 0.01 
a 0.50 y además mostró la mayor capacidad discriminatoria, 
evaluada a través de la probabilidad de que dos variedades di-
ferentes tengan igual identidad (Tabla 3). 

En la figura 1, se muestra el espacio bidimensional obteni-
do del Análisis de Coordenadas Principales (ACoP), utilizando 
el coeficiente de similitud de Dice, que según la metodología 
de análisis propuesta, refleja la mayor coherencia entre la ma-
triz de distancias observadas y estimadas, lo cual garantiza 
la mayor estabilidad de la representación y ofrece una mejor 

aproximación de las relaciones entre las variedades. Las dos 
primeras dimensiones explican el 20% de la variabilidad total y 
permiten la formación de cuatro  grupos de individuos utilizan-
do los cinco iniciadores ISSR. El primer grupo formado por los 
individuos Boconó-6, Maracay-1, Maracay-2, Maracay-3, Táchi-
ra-3, Táchira-4, Táchira-5 y Táchira-6; el segundo grupo por 
Boconó-3, Española-1, Murcia-1, Murcia-2, Murcia-3 y Yu-2; el 
tercer grupo por Boconó-1, Boconó-2, Maracay-6, Táchira-1, 
Táchira-2 y Yu-62; y el cuarto grupo por ACC-1, ACC-2, ACC-3, 
CGT-1, CGT-2, CGT-3, Española-3 y Española-7, con una diver-
sidad genética de 0.242, 0.169, 0.230 y 0.219, para el prime-
ro, segundo, tercer y cuarto grupo, respectivamente, lo cual 
ocurre con frecuencia ya que usualmente se utilizan especies 
seleccionadas por características similares de rendimiento y 
adaptación al ambiente. En términos de similitud, los resul-
tados permiten probar que dos individuos con posiciones más 
contiguas en la representación bidimensional, tendrán patro-
nes más similares de ADN respecto a los iniciadores utilizados. 

Basados en los resultados obtenidos, no se puede afirmar 
que exista un patrón de agrupamiento debido a la procedencia 
de los individuos estudiados, similar a lo encontrado en el ban-
co de germoplasma de Morera de la granja experimental “El 
Pílamo” de la Universidad Tecnológica de Pereira (Colombia), 
donde encontraron altos valores en los aspectos de estadísti-
ca descriptiva y diferenciación poblacional que demuestran la 
gran complejidad presente en el genoma de morera17. Esto po-
dría estar indicando el entrecruzamiento inducido por parte de 
los Fito mejoradores de variedades geográficamente distantes, 
lo que genera un acercamiento desde el punto de vista del ma-
terial genético de los individuos.

A pesar de la similitud entre grupos, se nota que en el 
grupo 4 formado a partir de los ACoP, existe la predominancia 
de individuos de las variedades ACC y CGT, los cuales están 
ausentes en los demás grupos, por lo que se podría indicar que 
precisamente estas variedades, que en principio se creían dis-
tintas, pertenecen en realidad a un mismo grupo varietal de M. 
alba L. El conocimiento de las relaciones genéticas del mate-
rial de partida es necesario para garantizar el uso adecuado del 
genoma de una especie cuando se pretende aplicar procesos 
de hibridación y selección en un programa de mejora genética.

Tabla 2. Nivel de polimorfismo y capacidad discriminatoria de los iniciadores. 
*Probabilidad de que dos individuos para el Loci evaluado tengan igual identidad

Ramón Rea, Sandy Molina-Moret, Darío Torrealba, Sabino Jiménez, Laura Gelves y Daynet Sosa
Volumen 6 / Número 1     •     http://www.revistabionatura.com



1527

Obtención de un extracto rico en carotenoides con capacidad antioxidante a escala de banco a partir de residuos agroindustriales del tomate de árbol (Solanum betaceum)
Obtaining an extract rich in carotenoids with antioxidant capacity on a bank scale from agro-industrial residues of tree tomato (Solanum betaceum)

Conclusiones
Los cinco marcadores ISSR evaluados no permitieron ge-

nerar diferencias en el grupo genético debido a la procedencia 
de los individuos estudiados, lo que indica una baja variabilidad 
genética de morera en Venezuela. Es necesaria la inclusión en 
el estudio de nuevos marcadores ISSR y más genotipos para 
tener una mejor imagen de la estructura genética del germo-
plasma de M. alba L en Venezuela. Lo otro sería, la introduc-
ción de material foráneo de morera para aumentar la diversi-
dad genética para futuros programas de mejora genética.
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