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RESUMEN

Se analizó la diversidad genética en una población de Ziziphus mistol mediante el uso de mar-
cadores moleculares ISSR. Se utilizaron siete primers para caracterizar 31 genotipos corres-
pondientes a 10 árboles parentales y sus progenies. La proporción de loci polimórfi cos y los 
niveles de diversidad genética observados fueron bajos; sin embargo, todos los genotipos se di-
ferenciaron en el dendrograma obtenido a partir de las distancias genéticas. Mediante AMOVA 
se determinó que la mayor proporción de la variabilidad genética existente se registró dentro de 
las progenies. El análisis de bandas paternas permitió determinar el origen por cruzamiento de 
todos los genotipos obtenidos de semilla, demostrando la efi cacia de los mecanismos que favo-
recen la alogamia en la especie. Se discuten las posibles implicancias de la reducida diversidad 
observada y la necesidad de ampliar el análisis a otras poblaciones, con el fi n de elaborar e im-
plementar medidas efi cientes de conservación y aprovechamiento de este recurso fi togenético.
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ABSTRACT

Analysis of genetic diversity in Ziziphus mistol by molecular markers ISSR. 
The genetic diversity in a population of Ziziphus mistol was analysed using molecular markers. 
The DNA polymorphism among 31 genotypes obtained from 10 parental trees was assessed using 
seven inter simple sequence repeat (ISSR) primers. The analysed population showed low percen-
tage of polymorphic bands and low genetic diversity. However, all genotypes were different in 
cluster analysis based on genetic distances. The molecular variance analysis (AMOVA) showed a 
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higher proportion of variance explained within progenies. Paternal amplicons allowed to determi-
ne the cross-fertilizing origin for all progenies analysed. These results confi rm the effi cacy of the 
mechanisms favoring allogamy in this species. Possible implications of low genetic diversity in 
this population and the need to extend the analysis to other populations are discussed in order to 
elaborate and implement management strategies for conservation and use of this genetic resource.

Key words:Ziziphus mistol, genetic diversity, ISSR, Rhamnaceae, genetic resources

INTRODUCCIÓN

El género Ziziphus Mill. (Rhamnaceae) 
comprende unas 170 especies de árboles y 
arbustos de distribución pantropical (21), 
de las cuales 25 son nativas de América y 
el Caribe y conforman el clado del Nuevo 
Mundo (10). Ziziphus mistol Griseb. (2n = 
2x = 22), vulgarmente denominado “mis-
tol”, es una de las especies del género más 
ampliamente distribuidas en el continente 
americano, constituyendo un componente 
característico de los ambientes salinos del 
bosque Chaqueño de las provincias del 
centro y norte de Argentina (26). La misma 
posee importancia como frutal nativo y es 
actualmente objeto de estudio como recu-
so forestal no maderero de la Provincia de 
Santa Fe dentro del Programa de Documen-
tación, Conservación y Valoración de la Flo-
ra Nativa (ProDoCoVa-UNL). El principal 
uso de sus frutos es como alimento para las 
personas y forraje para el ganado. Además, 
diferentes estudios demostraron la potencia-
lidad para la utilización de su extracto en tra-
tamientos medicinales (18). En este sentido, 
para potenciar su aprovechamiento como re-
curso genético resulta indispensable conocer 
los factores que condicionan el éxito repro-
ductivo de esta especie, como ser el modo 
de reproducción y los niveles de diversidad 
genética de las poblaciones. Estudios sobre 
el comportamiento reproductivo de Z. mis-

tol demostraron que la misma es una especie 
predominantemente alógama dependiente 
de vectores de polen para el establecimiento 
de frutos y semillas (5). Sus flores exhiben 
dicogamia protándrica sincronizada a nivel 
de individuo como mecanismo para prevenir 
la auto-polinización autónoma, además de 
un sistema de auto-incompatibilidad común 
a las demás especies del género (5). Ambos 
mecanismos actuarían en forma comple-
mentaria para evitar la geitonogamia y la 
consecuente depresión por endogamia. 

En especies alógamas auto-incompati-
bles, la variabilidad genética a nivel pobla-
cional constituye un factor de singular im-
portancia para el éxito reproductivo, debido 
a que la posibilidad de un genotipo de recibir 
polen compatible está asociada con el nivel 
de endogamia de la población (12). Esta si-
tuación es aun más relevante en poblaciones 
silvestres que sufren reducción de su tamaño 
poblacional por fragmentación de hábitat, 
donde las poblaciones remanentes represen-
tan sólo un subconjunto de la reserva gené-
tica pre-fragmentación (27). En este sentido, 
fue demostrado que el éxito reproductivo de 
especies auto-incompatibles es afectado ne-
gativa y significativamente por dicho fenó-
meno (1). Dado que las poblaciones silves-
tres de Z. mistol suelen verse afectadas por la 
reducción del área de bosques nativos, los 
niveles de diversidad genética podrían con-
dicionar el éxito reproductivo en poblacio-
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nes pequeñas. Por ello, la estimación de la 
diversidad existente sería un indicador de la 
potencialidad productiva en una población.

Actualmente, la mayoría de los estudios 
que buscan analizar la diversidad genética 
se basan en el estudio de marcadores mo-
leculares de ADN, los cuales permiten una 
precisa caracterización genotípica, superan-
do las limitaciones que se presentan con el 
empleo de marcadores morfológicos y bio-
químicos (4, 8, 20). En particular, los marca-
dores ISSRs (regiones entre secuencias sim-
ples repetidas o inter-microsatélites) presen-
tan las ventajas de no requerir información 
previa de los materiales a analizar, presen-
tando alta repetibilidad, análisis multi-locus 
y sencillez técnica de realización (17, 19). 
Marcadores de este tipo fueron exitosamente 
empleados en el análisis de la variación ge-
nética entre germoplasma de varias especies 
de Ziziphus (2, 11, 13, 22, 23, 24). En este 
sentido, el objetivo del presente trabajo fue 
analizar la diversidad genética en una pobla-
ción de Ziziphus mistol del centro-norte de 
Santa Fe mediante marcadores ISSR.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal
Los individuos analizados fueron pro-

cedentes de una población silvestre de Z. 
mistol ubicada en la Estancia ‘El Matrero 
II’ (30º 51’ 09’’ S, 60º 15’ 56’’ W), Colonia 
La Brava, Departamento San Javier, Pro-
vincia de Santa Fe, Argentina. Se analiza-
ron en total 31 genotipos, correspondientes 
a 10 árboles parentales adultos y 21 plán-
tulas obtenidas de semillas cosechadas de 
dichos árboles parentales en su ambiente 
natural durante el verano 2014-2015. Los 
10 árboles parentales fueron seleccionados 

distanciados dentro del ambiente natural 
para una mejor representatividad de la po-
blación y denominados con “P” (parental) 
seguido de un número de individuo (P01 a 
P10). Para cada árbol parental se tomaron 
muestras de hojas jóvenes, las que fueron 
desecadas y conservadas con sílica gel has-
ta la extracción de ADN y se recolectaron 
frutos para obtener semillas de esa tempo-
rada de floración. La germinación de las 
semillas se realizó en placas de petri, sobre 
papel de filtro humedecido con agua desti-
lada y a una temperatura de 25°C constante 
durante 15 días. Luego las plántulas fue-
ron trasplantadas en macetas de 400 cm3 
en cámara de crecimiento hasta la toma de 
muestras. Cada plántula fue identificada 
con el número del parental correspondien-
te. El número de plántulas analizadas por 
parental varió entre 1 y 6, dependiendo de 
la disponibilidad de semillas viables y de 
plántulas logradas. 

Marcadores ISSR
La extracción de ADN genómico total 

se realizó a partir de 500 mg de hojas jó-
venes, utilizando hojas secas o frescas para 
los parentales y las plántulas, respectiva-
mente, mediante protocolo con CTAB (7). 
Luego de la extracción, las muestras fueron 
tratadas con ARNasa (10 μg/ml de concen-
tración final) y el ADN fue resuspendido en 
Tris-HCl 10 mM pH 8 y almacenado a -20 
°C hasta su uso. 

Se realizó una amplificación preliminar 
para 38 primers ISSRs en seis genotipos to-
mados al azar, seleccionando aquellos pri-
mers que presentaron polimorfismos y un 
patrón de bandas analizables y repetibles. 
Se seleccionaron así siete primers que fue-
ron empleados para el análisis de la totali-
dad de las muestras (Tabla 1).  La mezcla 
de reacción consistió de: 25 ng de ADN, 0,2 
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mM de dNTPs, 2 mM de MgCl2, 0,5 μM 
de primer y 1 U de Taq ADN polimerasa 
en un volumen final de 20 μl. Las ampli-
ficaciones se llevaron a cabo en un termo-
ciclador Techne TC-312, y consistió de un 
primer paso de 2 minutos a 94 °C, seguido 
de 39 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 
segundos a la temperatura de hibridación o 
annealing (Tm) del primer correspondiente 
y 90 segundos a 72 °C, concluyendo con 
una extensión final de 7 minutos a 72 °C. 
En cada ensayo de amplificación se incluyó 
un control negativo o blanco sin ADN para 
verificar la ausencia de contaminación.

Los productos de amplificación fueron 
separados por tamaño mediante electrofo-
resis horizontal en geles de agarosa 1,2 % 
en buffer TBE 0,5X durante 3 horas a 75 
V constantes, incluyendo en cada gel un 
marcador de peso molecular (100 bp DNA 
Ladder, Fermentas) para estimar el tamaño 
de los amplicones. Los fragmentos fueron 
visualizados por tinción con colorante fluo-
rescente específico (GelRed, Genbiotech). 
La observación de los patrones de bandas 
y su fotografiado se realizo en un transilu-
minador UV, para su posterior análisis en 
imágenes digitalizadas. 

Análisis de datos
Los fragmentos fueron registrados 

como presencia (1) y ausencia (0) en cada 
genotipo. Para cada primer se determinó el 
porcentaje de bandas polimórficas y el índi-
ce de contenido de información polimporfi-
ca (PIC, polymorphic information content). 
Se estimaron las distancias genéticas (D) 
entre genotipos utilizando el coeficiente 
de similitud Jaccard, tomando como D = 
√(1-S), y se realizó un análisis de agrupa-
miento mediante algoritmo de ligamiento 
promedio (UPGMA), generándose el den-
drograma correspondiente. Para determinar 

la proporción de la variación existente entre 
y dentro de las familias de medios herma-
nos (progenies) se realizó un análisis de la 
varianza molecular (AMOVA) con 1000 
permutaciones y se estimó el valor de di-
versidad genética de Nei o Heterocigoci-
dad esperada (16). Para la verificación de 
origen por cruzamiento en cada plántula de 
cada progenie analizada se registraron las 
bandas de origen paterno, tomando como 
tales aquellas presentes en cada individuo 
obtenido de semilla y además ausentes en el 
genotipo parental materno correspondiente. 
Todos los análisis estadísticos se realizaron 
utilizando el software INFOGEN (3). 

RESULTADOS

Los siete primers ISSR seleccionados 
mediante el test inicial generaron 39 bandas 
totales, de las cuales el 46,1 % resultaron 
ser polimórficas. El valor PIC fue varia-
ble entre primers, con un rango de 0,145 a 
0,332 (Tabla 1).

En el análisis de agrupamiento basado 
en distancias genéticas todos los individuos 
se diferenciaron en el dendrograma, sin ob-
servarse agrupamientos definidos entre las 
plántulas y su genotipo parental (Figura 1). 
Todos los parentales se diferenciaron por 
encima del 50 % de la distancia máxima es-
timada, con un rango entre 0,29 (P5-P7) y 
0,53 (P1-P9). Solamente algunos genotipos 
descendientes del parental P5 se agrupa-
ron por progenie y a distancias intermedias 
(distancia 0,20 entre 5-1 y 5-3, y 0,24 entre 
5-1 y 5-4).

En el AMOVA, la mayor proporción de 
la diversidad genética se registró dentro de 
las progenies de medios hermanos, en coin-
cidencia con lo observado en el dendrogra-
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Tabla 1: Información de secuencia, número de fragmentos amplificados y proporción de polimor-
fismos para cada primer ISSR utilizado en los genotipos analizados de Z. mistol.

(*) Y = pirimidina (C o T); R = purina (A o G)

Figura 1: Dendrograma de los genotipos analizados en base a la distancia genética estimada sobre 
el índice de Jaccard y utilizando el algoritmo UPGMA. Los individuos identificados con P corres-
ponden a los árboles parentales. Los individuos restantes se identifican inicialmente por el número 
de parental, seguido por del número de genotipo, separados por guión.

Primers ISSR Secuencia
(5’-3’)(*)

Tm 
(°C)

Bandas  
 % Polimórficas PIC 

Polimórficas Totales 

UBC820 (GT)8C 45 2 5 40 0,287 

UBC825 (AC)8T 51 5 5 100 0,332 

UBC834 (AG)8YT 55 2 7 29 0,145 

UBC841 (GA)8YC 45 2 7 29 0,329 

UBC845 (CT)8RG 45 3 5 60 0,290 

UBC846  (CA)8RT 49 2 4 50 0,186 

UBC858 (TG)8RT 50 2 6 33 0,263 

Total 
Promedio 

 18 
2,6 

39 
5,6 

-
46,1 

-
0,262 
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Progenie 
Primer ISSR Total por 

genotipoUBC820 UBC825 UBC834 UBC841 UBC845 UBC846 UBC858 

1-1 1 1 1 1 0 1 0 5 

2-1 0 2 0 0 1 1 1 5 

3-1 1 1 0 2 0 0 0 4 

3-2 1 1 0 2 1 1 0 6 

3-3 0 1 0 2 0 1 0 4 

3-4 1 1 0 1 1 0 0 4 

4-1 0 2 0 2 0 1 0 5 

5-1 0 2 0 1 0 1 0 4 

5-2 0 2 0 1 0 1 0 4 

5-3 1 2 0 1 0 1 0 5 

5-4 0 1 0 1 0 1 0 3 

5-5 0 1 0 2 0 1 0 4 

5-6 1 2 0 2 0 1 1 7 

6-1 1 1 0 1 0 0 0 3 

6-2 1 2 0 1 0 0 1 5 

6-3 0 1 0 1 0 0 0 2 

7-1 0 1 0 2 0 1 0 4 

8-1 1 1 0 0 1 2 0 5 

8-2 1 1 0 0 0 2 0 4 

9-1 1 1 1 1 0 1 0 5 

10-1 1 1 0 0 1 0 0 3 

Promedio 0,6 1,3 0,1 1,1 0,2 0,8 0,1 4,3 

Tabla 3: Registro de bandas paternas por primer ISSR y por genotipo en las progenies analizadas 
de Z. mistol.

Tabla 2: Resultado del AMOVA entre y dentro de las progenies de Z. mistol analizadas.

Fuente de Variación S. C. g.l. Valor p Estimación de 
la varianza 

% de la 
Varianza

Phi-ST

Entre progenies 1,64 9 < 0,0001 0,04 26,36 0,26 

Dentro de progenies 1,18 11 0 0,11 73,64 - 

Total 2,82 20 - 0,15 100  
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ma, si bien entre progenies se observó un 
grado de diferenciación moderado (Tabla 
2). Por otro lado, la diversidad genética es-
timada de Nei para la población alcanzó un 
valor de 0,167.

El registro de bandas paternas (ausentes 
en el genotipo parental materno pero pre-
sentes en su progenie) fue variable entre 
primers y entre genotipos, siendo más ele-
vado en aquellos primers con mayor valor 
de PIC. Este resultado permitió determinar 
el origen por cruzamiento de la totalidad de 
las progenies analizadas, corroborando la 
eficacia de los mecanismos de prevención 
de la auto-polinización presente en la espe-
cie (Tabla 3).

DISCUSION

El uso de marcadores ISSR ha sido una 
herramienta ampliamente utilizada para el 
análisis de la diversidad genética en el gé-
nero Ziziphus. Estudios realizados en pobla-
ciones y cultivares de Z. mauritiana Lam. y 
Z. nummalaria Lam. utilizando marcadores 
ISSR reportan, en promedio, 10 fragmen-
tos amplificados por primer, de los cuales 
alrededor del 90% resultaron polimórficos, 
y mencionan valores de PIC mayores a 0,3 
(22, 23, 24). El presente estudio representa 
el primer antecedente de análisis molecular 
de la variabilidad genética en Z. mistol. En 
general, la población aquí analizada presen-
tó niveles de variabilidad genética menores 
a lo esperado en comparación con otros es-
tudios existentes para especies de Ziziphus 
donde, mediante el empleo de marcadores 
ISSR, se registraron porcentajes de loci po-
limórficos entre el 60% y 90% e índices de 
diversidad genética mayores a 0,22 (2, 22, 
24). Nuestros resultados indican que la po-
blación analizada de Z. mistol presenta ba-

jos porcentajes de polimorfismos y los dis-
tintos primers resultaron moderadamente 
informativos. Es posible que las diferencias 
de nuestros resultados con aquellos obte-
nidos para otras especies de Ziziphus sean 
debido a que este estudio abarca una única 
población de Z. mistol. En relación a ello, 
el valor de diversidad genética para la po-
blación analizada (0,167) fue semejante al 
reportado en el análisis de la variabilidad en 
Z. spina-christi (L.) Willd. (0,154), corres-
pondiente a una población reproductiva-
mente aislada (2), la cual presentó también 
porcentajes de bandas polimórficas simila-
res a los aquí obtenidos. Esto sugiere que 
sería necesario evaluar más poblaciones de 
Z. mistol para determinar si se trata de una 
situación puntual o representa una condi-
ción frecuente a nivel de región o especie. 

En el análisis de agrupamiento, todos 
los genotipos se diferenciaron en base a su 
distancia genética y los árboles parentales 
presentaron una importante diferenciación 
entre sí. Aunque las menores distancias 
genéticas se registraron entre algunos indi-
viduos descendientes del mismo parental, 
en la mayoría de los casos los genotipos de 
una misma progenie no se agruparon en el 
dendrograma. En el mismo sentido, en el 
AMOVA la mayor proporción de la varia-
ción genética se presentó dentro de las pro-
genies, con una moderada diferenciación 
entre ellas. Estos resultados indicarían la 
existencia de importante flujo génico dentro 
de la población. No obstante, se considera 
recomendable analizar un número similar 
de genotipos por progenie para un mejor 
análisis de la estructura genética interna de 
la población (15), lo cual no ha sido posible 
en este estudio. 

La eficacia reproductiva resulta com-
prometida en poblaciones pequeñas de 
especies alógamas con mecanismos para 
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prevenir la auto-polinización autónoma (9). 
Los estudios acerca de la biología repro-
ductiva de Z. mistol indican que se trata de 
una especie predominantemente alógama 
con un sistema de auto-incompatibilidad 
parcial (5). Aunque la diferenciación obser-
vada entre progenies indica un flujo génico 
importante dentro de la población, la redu-
cida diversidad existente en relación a lo 
esperado para una especie alógama podría 
acarrear un riesgo a largo plazo por endo-
gamia si la auto-polinización es frecuente. 
El uso de marcadores moleculares y más 
específicamente la identificación de bandas 
paternas ha resultado útil en la verificación 
del origen por cruzamiento o auto-poliniza-
ción en numerosas especies (6, 11, 14, 25). 
La utilización de bandas paternas como 
diagnóstico de cruzamiento no se encuen-
tra limitado en el caso de polinización libre, 
requiriendo solamente contar con suficiente 
nivel de polimorfismos en la población para 
evitar falsos negativos. En este estudio, el 
registro de bandas paternas en el conjunto 
de primers empleados ha permitido deter-
minar que todas las progenies analizadas 
son producto de cruzamientos. Estudios 
previos demostraron que, aunque para Z. 
mistol se ha observado establecimiento de 
frutos y semillas en condiciones de auto-
polinización forzada, la especie presenta 
un sistema de auto-incompatibilidad por el 
cual la autopolinización autónoma no ocu-
rre naturalmente y el polen propio presenta 
crecimiento deficiente sobre el estigma del 
mismo genotipo (5). Nuestros resultados 
sugieren que el sistema de auto-incompati-
bilidad de esta especie sería eficiente en la 
prevención de la auto-polinización en la po-
blación bajo estudio. Por ello, una eventual 
limitación en el éxito reproductivo estaría 
asociado en mayor medida a una reducida 

variabilidad para los alelos de auto-incom-
patibilidad relacionada con la baja diversi-
dad genética de la población, más que a de-
presión por endogamia. No obstante, dado 
que la auto-incompatibilidad es un carácter 
de control genético sencillo, podrían existir 
diferentes valores de auto-fecundación en 
otras poblaciones como consecuencia de 
mutaciones en los genes involucrados, por 
lo que los resultados aquí obtenidos deben 
considerarse con precaución fuera de la po-
blación analizada.

En conclusión, la técnica de marcadores 
empleada permitió caracterizar la diversi-
dad genética de la población analizada, y 
aunque se evidenció un importante flujo gé-
nico dentro de la población, los valores de 
polimorfismos y diversidad genética fueron 
bajos. Dada la amplia distribución geográ-
fica de la especie y la diversidad de ambien-
tes en los que se la encuentra, se plantea la 
necesidad de extender el estudio a otras po-
blaciones de Z. mistol, buscando alcanzar 
una adecuada representatividad del recurso 
en la región, para estimar de una manera 
confiable la variabilidad genética existente 
y su distribución entre y dentro de las po-
blaciones. Esta información, complemen-
tada con características del ambiente local, 
sería de importancia como herramienta 
para estimar de modo eficiente el nivel de 
vulnerabilidad del recurso fitogenético y 
planificar su aprovechamiento.
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