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EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE /LEX PARAGUARIENSISE ILEX
DUMOSA (AQUIFOLIACEAE)

ALEXANDRA MARINA GOTTLIEB'?, GUSTAVO CARLOS GIBERTI?? y LIDIA POGGIO"?

Resumen: llex paraguariensis e |. dumosa constituyen dos especies de gran relevancia econémica
para nuestro pais. Estas comparten muchas caracteristicas de su biologia, aunque se diferencian en
composicion fitoquimica y resistencia a factores bidticos y abiéticos. El objetivo del presente trabajo es
evaluar la estructura de la diversidad genética de plantas mantenidas en el Banco de Germoplasma
de Yerba Mate y Té de la Estacion Experimental del INTA en Cerro Azul (Misiones) y de materiales
comerciales de yerba mate, mediante el re-analisis de datos AFLP, asi como caracterizar las secuencias
nucleotidicas de bandas potencialmente diagnosticas de especie. En I. dumosa se detecto, respecto
de I. paraguariensis, un nivel de variacion molecular dos veces mayor, aunque una menor proporcion
de bandas privadas. Las secuencias caracterizadas con herramientas bioinformaticas resultan ser
nuevas regiones genomicas descriptas para llex. Los resultados indican que los materiales estudiados
de /. dumosa constituyen un reservorio de variabilidad genética apropiado para el fitomejoramiento
de materiales de yerba mate potencialmente comerciales. Asimismo, nuestros resultados apoyan
la renovaciéon de estrategias de conservacion tendientes a ampliar el acervo genético almacenado,
particularmente de yerba mate.
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Summary: llex paraguariensis and llex dumosa (Aquifoliaceae) germplasm evaluation. llex
paraguariensis and I. dumosa are species with great economic relevance in Argentina. Both species share
several features of their biology, though they differ in phytochemical composition and in their resistance to
biotic and abiotic factors. The aim of the present work is to evaluate the structure of the genetic diversity
of the plants kept at the Germplasm Bank of Yerba Mate (EEINTACA) and also of commercial materials
of yerba mate, through a re-analysis of AFLP data and a characterization of the nucleotide sequences of
selected AFLP bands. For I. dumosa we have detected a molecular variation level two times higher than
the value obtained for /. paraguariensis and a lower number of diagnostic bands in respect to the latter
species. Reported nucleotide sequences, characterized using bioinformatic tools, are new sequences for
the genus llex. Our results suggest that specimens of /. dumosa studied herein represent an interesting
reservoir of genetic variability, highly adequate for improvement of yerba mate lines. Moreover, our results
support the reinforcement of conservation strategies aiming at the expansion of the I. paraguariensis
genetic pool deposited in the Germplasm Bank.
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INTRODUCCION

El género Ilex L. (Aquifoliaceae) comprende
ca. 600 especies de las cuales se encuentran en
Sudamérica alrededor de 250 (Loizeau, 1994;
Giberti, 1995, 1998). Hasta el presente han sido
citadas para la Argentina seis especies nativas
(Giberti, 1979, 1994, 1998; Prat Kricun &
Belingheri, 1995) distribuidas en las provincias
fitogeograficas de las Yungas y Paranaense (Cabrera,
1971). La importancia del género para la Argentina,
Brasil, Paraguay y Uruguay, radica en la utilizacion
de ciertas especies en la elaboracion de infusiones
estimulantes, destacandose I. paraguariensis St.
Hil.,, la yerba mate. Desde épocas coloniales se
conocen diversos adulterantes y sucedaneos de la
yerba mate (Giberti, 1989). Uno de éstos involucra
a la especie Ilex dumosa Reissek y a sus variedades
botanicas (I. dumosa var. dumosa Reissek e I.
dumosa var. guaranina Loes.; Loesener, 1901,
Giberti, 1994) vulgarmente denominadas “yerba
seflorita”, “caa-bera”, “caa-chiri”, “congonilla”,
“erva piriquita”, etc. No obstante, el Cddigo
Alimentario Argentino ha aceptado recientemente
el uso de I. dumosa para la elaboracion de infusiones
equivalentes a la yerba mate, aunque sin cafeina
(Prat Kricun, 2009). Las especies mencionadas
comparten ciertas caracteristicas bioldgicas como
la de ser arboles dioicos con polinizacion mediada
por insectos y la de poseer el mismo numero
cromosomico diploide (2n=40; Barral et al., 1995,
Greizerstein et al., 2004). Por otra parte, los
estudios sobre la composicion fitoquimica en
ambas especies hallaron diferencias significativas
en cuanto al contenido, entre otros compuestos,
de cafeina, teobromina, y teofilinas (Filip et al.,
1999, 2001; Reginatto et al., 1999; Heck & de
Mejia, 2007). A estas diferencias se le suma como
interés adicional, el hecho de que las plantas de 1.
dumosa exhiben una mayor resistencia al frio y al
insecto Gyropsylla spegazziana Lizer & Trelles
(Hemiptera, Psyllidae) que constituye la principal
plaga del cultivo de yerba mate (Prat Kricum,
2009).

La deteccion de diferencias a nivel molecular
entre Ilex paraguariensis e I. dumosa adquiere gran
relevancia en este contexto. El objetivo del presente
trabajo es aportar al conocimiento de la variacion
molecular entre las especies mencionadas. La
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aplicacion de la técnica de AFLP (“amplified
fragment length polymorphism”; Vos et al.,
1995) permite la deteccion en forma rutinaria y
consistente de variaciones genético- moleculares
en un amplio rango de niveles taxondmicos. En
plantas ha sido utilizada con éxito en la estimacion
de la diferenciacion genética entre individuos, entre
poblaciones naturales y entre diversas especies
(Gimenes et al., 2002; Sede et al., 2008; Abraham-
Juarez et al., 2009, entre otros). Particularmente en
el género /lex, los marcadores AFLP se emplearon
junto a secuencias ribosomales para el estudio
de las relaciones filogenéticas entre las especies
sudamericanas que se desarrollan en la Argentina
(Gottlieb et al., 2005).

En el presente trabajo se reevaluan datos de
AFLP obtenidos previamente (Gottlieb et al., 2005)
con el fin de analizar la variabilidad existente
exclusivamente en un conjunto de materiales
de I. paraguariensis e I. dumosa mantenidos
en un Banco de Germoplasma, y caracterizar
bandas potencialmente diagnoésticas de especie,
que posibiliten la distincion en estadios tempranos
del desarrollo. Disponer de una metodologia
que permita estimar la variabilidad genética y la
discriminacion precoz de las especies y variedades
de manera confiable, resulta de gran relevancia para
el manejo adecuado de los recursos genéticos y los
programas de fitomejoramiento.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

En la Tabla 1 se listan los 65 accesos, o entradas,
de ambas especies y el origen geografico de las
colecciones. Los materiales fueron obtenidos
del Banco de Germoplasma de la Estacion
Experimental INTA Cerro Azul (EEINTACA;
Misiones, Argentina), y del Herbario del Centro de
Estudios Farmacoldgicos y Botanicos (CEFyBO)
(a la fecha, las entradas BACP se encuentran en
el Museo de Farmacobotanica de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos
Aires). Los materiales comerciales de yerba mate
fueron gentilmente cedidos por el Establecimiento
Las Marias (Gdor. Virasoro, Corrientes, Argentina);
estos materiales no constituyen lineas endocriadas,
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Tabla 1. Materiales estudiados de /. dumosa e I. paraguariensis.

Especie
I. dumosa

Origen geografico

Argentina, Misiones, L. N. Alem
Argentina, Misiones, Iguazu
Argentina, Misiones, Campo Ramon
Argentina, Misiones, Campo Viera
Argentina, Misiones, Obera
Brasil, Parana
Brasil, Rio Grande do Sul
Brasil, Santa Catarina
Paraguay, Alto Parana

I. paraguariensis
Argentina, Misiones
Argentina, Misiones, Candelaria
Argentina, Misiones, Guarani
Argentina, Misiones, Gral. Belgrano
Argentina, Misiones, Iguazu
Argentina, Misiones, Obera
Argentina, Misiones, San Ignacio
Argentina, Misiones, San Pedro
Brasil, Parana
Brasil, Rio Grande do Sul
Brasil, Santa Catarina
Paraguay, Alto Parana
Paraguay, Caaguazu
Paraguay, Canendiyu
Materiales comerciales

Establecimiento Las Marias
(Corrientes, Gdor. Virasoro)

Accesos*

SN6fr**

EEINTACA: 2227(2); 222(3); 222(4)

BACP: 610; 611

EEINTACA: 499; 497; BACP: 605; 606; 607
EEINTACA: 84; 82; 74(1); 78(2); 44
EEINTACA: 9; 55; 66; 76; 86; 90; 93
EEINTACA: 166; 168

EEINTACA: 13; 10

EEINTACA: 2279; 2359; 235; 243

SN8fr**; EEINTACA: 1-742; CA1-74; CA4-74
EEINTACA 195

EEINTACA: 1J; 19; 34%9; 34J; 35; 374
EEINTACA 47

EEINTACA 220

EEINTACA 51

EEINTACA 50

EEINTACA 39

EEINTACA 92; 217; 1002

EEINTACA 1389

EEINTACA 28%; 284; 279; 30
EEINTACA 224

EEINTACA 252; 254

EEINTACA 228

SI-164; SI-199; SI-493; SI-672; G-18%; Y-3834

* Los numeros entre paréntesis indican distintas plantas del mismo acceso; para los casos disponibles
se incluye ademas la determinacién a campo del sexo de las plantas. En negrita se indican los individuos
representantes de I. dumosa var. guaranina. ** Plantines sin nUmero formal.

no poseen relacion de parentesco, y son de supuesto
origen misionero (Ing. M Rolén, comunicacion
personal).

Extraccion del ADN genomico total

Se empled el “DNeasy Plant Kit” (QIAGEN)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Metodologia AFLP

La aplicacion de esta técnica se realizd6 como

se indica en Gottlieb et al. (2005). Se utilizaron
cuatro combinaciones de cebadores selectivos
(Tabla 2). Los productos de amplificacién por PCR
fueron separados mediante electroforesis vertical
en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (6%
p/v; urea SM) en solucién tamponadaTBE 1X (89
mM Tris, 89 mM 4cido borico, 2 mM EDTA pH
8). Las amplificaciones por PCR se realizaron bajo
las condiciones que se detallan en Gottlieb et al.
(2005). Los geles fueron teflidos con nitrato de
plata segun se indica en Gottlieb et al. (2005) y
finalmente digitalizados para su posterior analisis.

115



Bol. Soc. Argent. Bot. 46 (1-2) 2011

Tabla 2. Numero de bandas AFLP obtenidos para cada combinacién de cebadores selectivos ensayados
en llex paraguariensis e I. dumosa.

llex paraguariensis llex dumosa

Cebadores Bandas Ba.ndas Banda_s Ba_ndas Banda_s

selectivos totales va.rlables ) ;?r?medlo/ va_rlables ) p_rqmedlol
(privadas) @ individuo * DS* (privadas) individuo * DS

EcoR I+AGG/ Mse I+CTT 146 98 (7) 334+7,19 116 (3) 36,8+ 10,2
EcoR I+ACT/ Mse |+CAC 131 80 (6) 33,8+6,29 105 (6) 34,3+10,2
EcoR |+AGC/ Mse 1+CAT 100 60 (2) 19,8 + 3,81 82 (7) 26,8 + 6,07
EcoR I+ACC/ Mse I+CAG 136 94 (7) 36,2 +6,83 116 (2) 31,8+8,54
totales 513 332 (22) 30,8 + 8,92 419 (18) 32,4 +9,56

a entre paréntesis se indican las bandas privadas (ver texto); * desvio estandar.

Para establecer los tamafos de los fragmentos
amplificados se utilizd como marcador de peso
molecular el “30-330 bp AFLP DNA Ladder”
(Invitrogen).

Analisis de datos

Los patrones de bandas AFLP fueron registrados
mediante el programa “Gel-Pro 4 Analyser” (Media
Cybernetics) y luego verificados manualmente.
Sélo se analizaron los fragmentos de amplificacion
de 50 a 330 pares de bases de longitud. Dada la
naturaleza dominante de los marcadores AFLP, cada
banda fue considerada como un /ocus. Las bandas
fueron codificadas como presentes, ausentes, 0
como dato faltante cuando la interpretacion resulto
ambigua. Las bandas registradas se discriminaron
en constantes (es decir, bandas presentes en todos
los individuos), variables y privadas. En el presente
trabajo, se consideran bandas privadas aquellas
bandas que siendo variables, estan presentes en
el conjunto de individuos de una misma especie
con frecuencia > 0,75 y que estan ausentes en los
individuos representantes de la otra especie. La
distancia genética fue estimada de acuerdo al valor
complementario al coeficiente de similitud de Nei
& Li (1979) implementado en el programa PAUP*
(Swofford, 1998). De acuerdo a Triplett y col.
(2010) este indice es apropiado para los marcadores
dominantes como los AFLP, dado que otorga mayor
peso a la presencia de datos y es menos sensible a las
ausencias de bandas, las cuales pueden originarse
por multiples causas (es decir, ausencia debida a
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distintas mutaciones). El agrupamiento se realizo
mediante el algoritmo de Neighbor-Joining (Saitou
& Nei, 1987). El reticulo resultante fue visualizado
con el programa TreeView (Page, 1998). El apoyo
de los grupos fue obtenido en PAUP* a través de un
analisis de remuestreo con reposicion (bootstrap;
Felsenstein, 1985) con 1000 pseudoréplicas. El
ajuste de los datos de distancia genética al reticulo
de Neighbor-Joining se estim6 mediante el valor
R? usando el programa TreeFit (Kalinowski 2009).

Secuenciacion nucleotidica

Las bandas seleccionadas fueron recuperadas
directamente de los geles de poliacrilamida,
mediante la ayuda de una punta plastica estéril
(Stumm et al., 1997), y colocadas en un microtubo
estéril conteniendo 10 ul de buffer Tris-HC1 10 mM.
Las reacciones de PCR se realizaron con los 10 pl
de ADN; 2,5 ul buffer 10X, 0,2 mM de cada dNTP;
1,5 mM MgCl; 60 ng de cada cebador AFLP; 0,5
U de Tag polimerasa en un volumen final de 25 ul.
El programa de PCR empleado consiste en: 1 min a
94°C, seguido de 25 ciclos de 45 seg a 94°C, 45 seg
a 50°C, 1 min a 72°C, y 5 min a 72°C.

Los productos de re-amplificacion fueron
purificados con el QIAquick Gel Extraction kit
(QIAGEN), a partir de bandas discretas cortadas
de geles de agarosa. Se obtuvieron secuencias de
productos de amplificacion de dos individuos por
banda seleccionada. Los cromatogramas fueron
analizados y las secuencias editadas empleando el
programa BioEit (Hall, 1999).
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Para la caracterizacion de las secuencias
obtenidas, éstas fueron comparadas con secuencias
almacenadas en el GenBank empleando los
algoritmos de busqueda BlastN, TBlastX y
BlastX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). De
estas comparaciones se registré el ntimero de
coincidencias significativas, el rango de valores-E,
el porcentaje de identidad entre las secuencias
incognita y recuperada con la puntuacion maxima,
asi como su descripcion o anotacion. Para investigar
la existencia de regiones repetitivas, cada una de
las secuencias se analizé con el programa Repeat
Masker (version open-3.1.9; Smit, Hubley &
Green; http://repeatmasker.org). Ademas, se realizo
una busqueda adicional para indagar la identidad
con regiones pertenecientes a retrotransposones,
mediante la contrastacion con secuencias de la
base de datos Gypsy DataBase (GyDB; Lloréns
et al., 2008). En todos los casos se empled como
criterio para la aceptacion de coincidencias entre
secuencias aquellos valores-E (probabilidad de
coincidencia debida al azar) <10,

REsuLTADOS

Para los 65 individuos de I paraguariensis y
de ambas variedades de I. dumosa, se registraron
513 bandas AFLP legibles (Tabla 2). En estos
materiales el nivel de variacion molecular detectado
fue considerable ya que el total de los individuos
evidencid sélo dos bandas constantes compartidas,
las cuales fueron excluidas del analisis. De las
bandas variables registradas, aquellas consideradas
como privadas (es decir, con frecuencias superiores
al 75%) representan el 7,8% del total de bandas
analizadas. Para I. paraguariensis el ntimero de
bandas privadas representa el 6,6% de las bandas
variables registradas en ese taxon. En 1. dumosa se
registré un mayor numero de bandas variables y una
menor proporcion de bandas privadas (4,3%).

La combinacién de cebadores EcoRI+AGC/
Msel+CAT fue la que generd la menor cantidad
de bandas totales y la menor cantidad de bandas
promedio por individuo en /. paraguariensis. En
I dumosa no se detectaron diferencias destacables.

Al inspeccionar los patrones de bandas de las 26
entradas con sexo determinado a campo (12 plantas
&'y 14 plantas Q) no se detectd ninguna banda que

pudiera asociarse al sexo de las plantas.

A partir de los valores de distancia genética
calculados entre pares de entradas, en base al valor
complementario del coeficiente de similitud de
Nei & Li (1979), se obtuvo que el valor medio de
distancia entre todos los individuos estudiados de /.
paraguariensis fue 0,067 y de 0,059 al considerar
s6lo los especimenes provenientes del Banco de
Germoplasma (es decir, con exclusion de los seis
materiales comerciales), para ambos casos, el rango
de valores fue: 0,154-0,019. Para los materiales
comerciales se obtuvo un valor medio de distancia
de 0,074 (rango: 0,114-0,028), mientras que la
distancia media entre los individuos del Banco
de Germoplasma y los comerciales fue de 0,083.
La distancia media calculada entre los individuos
de I dumosa fue 0,119 (rango: 0,318-0,02), y el
valor medio obtenido entre ambos taxones fue
0,227 (rango: 0,308-0,113). Entre los materiales
estudiados no se detectaron accesiones duplicadas.

En el reticulo de Neighbor-joining (Fig. 1) se
observa que los individuos de I paraguariensis
forman un grupo coherente e independiente de su
origen geografico (bootstrap= 100%). El reticulo
muestra que cuatro de los materiales comerciales
se agrupan de a pares (SI-16 - SI-19 y SI-67 -
G-18) (bootstrap= 98-84) y que se relacionan con
un material de yerba mate de origen paraguayo.
Asimismo, el individuo SI-49 se agrupa con
plantas de origen paraguayo (bootstrap=95). El
material comercial Y-383 aparece en una posicion
central y aislada dentro del cluster de yerba
mate. Los representantes paraguayos de yerba
mate se disponen en tres subrupos diferentes sin
observarse relacion con la localidad de coleccion.
Por otro lado, se observa que los especimenes de
1. dumosa forman un grupo comparativamente
mas heterogéneo, evidenciado por las longitudes
dispares de las ramas terminales. Ademas, se
observa cierta asociacion con el origen geografico
de las muestras. Por ejemplo, se detectan dos
subgrupos conformados Gnicamente por individuos
de I dumosa provenientes de Brasil (bootstrap=
99% vy 88%) mientras que los materiales
provenientes de la Argentina y Paraguay aparecen
entremezclados (bootstrap= 99%). Dentro de este
ultimo conglomerado se ubican los materiales
identificados como I. dumosa var. guaranina
(bootstrap< 50%), genéticamente relacionados con
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Fig. 1. Reticulo de Neighbor-joining basado en las distancias genéticas de Nei & Li (1979) obtenido del
analisis de los patrones AFLP. Los numeros sobre las ramas indican los valores de bootstrap. Sélo se
muestran los valores de apoyo de nodos mayores al 60%. F = femenino; m = masculino. El rombo indica
origen argentino de la muestra, el punto negro indica origen brasilero y la estrella origen paraguayo. El largo

de las ramas es proporcional a la distancia genética.
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los materiales argentinos de /. dumosa var. dumosa.
En el reticulo también se observa que en general,
los individuos de la misma entrada se encuentran
agrupados en concordancia con los bajos valores de
distancia obtenidos para dichos especimenes. Asi,
los individuos 82y 89 (I. dumosa) que se ubican
intimamente relacionados en el reticulo, s6lo se
diferencian en el 2% de sus patrones AFLP. Un caso
similar esta representado por las muestras 1-74 y
4-74 (I. paraguariensis) las cuales derivan de una
unica planta madre (CA1-74) y se diferencian en
el 2,8% de sus patrones de bandas. Contrariamente
los pares de accesiones 14 — 19 y 343 — 349,
los cuales tienen respectivamente 5,7% y 2,4%
de diferencias en sus patrones de bandas, no se
ubican juntos en el reticulo probablemente debido
a que tanto 13 como 3429 poseen un 28% de datos
faltantes. El valor de ajuste de los datos al reticulo
de Neighbor-joining indica que éste resulta una
representacion grafica adecuada de las distancias
genéticas estimadas (R? = 0,956).

A partir del analisis anterior se seleccionaron, de
cadauna de las especies, dos bandas privadas y otras
dos bandas con alta frecuencia en I. dumosa pero
baja frecuencia en yerba mate, a fin de obtener su
secuencianucleotidica. Las secuencias nucleotidicas
de las seis bandas AFLP fueron caracterizadas
mediante programas bioinformaticos (Tabla 3).
Soélo las bandas privadas de /. dumosa, 225-pb y
170-pb exhiben coincidencias significativas con
secuencias genomicas de origen vegetal aunque sin
identificacion formal. Sin embargo, la bisqueda de
identidad a nivel aminoacidico posibilitd detectar
que la secuencia 225-pb seria similar a una enzima
iniciadora de la ruta de la fijacién del amonio,
mientras que para la secuencia 170-pb no se obtuvo
una identificacion fehaciente por falta de anotacion
de las secuencias almacenadas.

La busqueda especifica de regiones afines a
retrotransposones, empleando la base de datos
GypsyDB, no redundé en identidades significativas.

DiscusioN Y CONCLUSIONES

llex paraguariensis e I. dumosa constituyen
dos especies de relevancia econdmica para la
Argentina y la Cuenca del Plata. El empleo de
la técnica de AFLP nos ha permitido evaluar la

estructura de la diversidad genética de las plantas
mantenidas en el Banco de Germoplasma de Yerba
Mate y T¢, de la Estacion Experimental del INTA
en Cerro Azul (Misiones), asi como en un grupo
de materiales comerciales de yerba mate. Esta
técnica de genotipado es ampliamente utilizada
para la caracterizacion de diversos germoplasmas
de interés comercial, como por ejemplo: olivo,
avena, ajo, cartamo, y berenjena, entre otros (Furini
& Wunder, 2004; Owen et al., 2005; Jonhson et
al., 2007; Rosales-Longo & Molina-Monterroso,
2007; Fu & Williams, 2008). Para las dos especies
estudiadas aqui, el empleo de cuatro pares de
cebadores selectivos AFLP puso en evidencia una
gran cantidad de /oci variables. Los resultados
obtenidos por una parte corroboran que ambas
especies constituyen germoplasmas genéticamente
diferentes. Por otra parte, indican que las entradas
del Banco de Germoplasma correspondientes a /.
paraguariensis exhiben una diferenciacion genética
dos veces menor respecto a lo observado para
las entradas de /. dumosa. A grandes rasgos, este
resultado concuerda con los de Gauer y Cavalli-
Molina (2000), quienes trabajando con poblaciones
naturales de yerba mate de Brasil, obtuvieron bajos
niveles de divergencia medidos con marcadores
RAPDs. Para dichos autores la ocurrencia de
abundante flujo génico entre las poblaciones
(mediado por aves frugivoras) y/o la fragmentacion
del habitat causado por la deforestacion, serian
explicaciones posibles de tales resultados. En
nuestro caso, la baja diferenciacion genética entre
las entradas de yerba mate de la Argentina, Brasil
y Paraguay, sugiere la ocurrencia de un cuello de
botella, relativamente reciente, en la region. No
obstante, esta posibilidad deberia ponerse a prueba
analizando poblaciones naturales de dicha zona.
Ademas, los resultados obtenidos aqui, sugieren que
los materiales comerciales de yerba mate analizados
(los cuales no representan lineas endocriadas)
estarian 1,25 veces mas diferenciados en cuanto
al patron de bandas AFLP, que los especimenes
de yerba mate del Banco de Germoplasma. Es
posible que la ocurrencia de variacion somaclonal
durante las sucesivas propagaciones vegetativas
de los materiales comerciales haya contribuido a
moldear los genotipos actuales (Kaeppler et al.,
2000). La diferenciacion detectada también puede
deberse a una procedencia geografica distinta de
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la supuesta, mas afin a un origen paraguayo. En
contraposicion a la baja diferenciacion evidenciada
por los especimenes de yerba mate del Banco
de Germoplasma, los materiales de I. dumosa
constituyen un reservorio de variabilidad genética
muy interesante, aun cuando el numero de
ejemplares estudiado es limitado.

Con el fin de ahondar en el estudio de las
diferencias genéticas entre ambas especies, se
caracterizo la secuencia nucleotidica de seis bandas
AFLP con herramientas bioinformaticas. Las
bandas AFLP consideradas para su secuenciacion,
mantienen sus altas frecuencias atin en comparacion
con las restantes especies sudamericanas de llex
segun se pudo estimar de datos previos (Gottlieb et
al., 2005). Las secuencias nucleotidicas obtenidas
correspondientes a las bandas AFLP no poseen
identidad con las secuencias de yerba mate derivadas
de un estudio comparativo a nivel genémico, entre
plantas con flores pistiladas y plantas con flores
estaminadas (Gottlieb & Poggio, 2010). Asimismo,
las secuencias que se reportan aqui tampoco
poseen similitud con secuencias generadas en el
estudio de las diferencias genomicas entre la yerba
mate y la yerba seflorita mediante hibridacion
substractiva (Gottlieb & Poggio, ms). Por lo tanto,
todas las secuencias obtenidas en el presente
trabajo son nuevas regiones gendmicas del género
llex. Particularmente aquellas secuencias que no
exhiben similitud significativa con otras secuencias
almacenadas en bases de datos publicas, como
las 180-pb y 198-pb, pueden considerarse propias
de Ilex paraguariensis, siguiendo la propuesta de
Nagarajan et al. (2008) para papaya. Sin embargo,
esta potencial especificidad debe ser evaluada
cuidadosamente. Por otro lado, las secuencias
aisladas de 1. dumosa 225-pb y 170-pb, exhiben
identidad significativa con regiones genomicas de
otras plantas; mientras que la secuencia 225-pb seria
similar a una enzima fundamental de la ruta de la
fijacion del amonio, la secuencia 170-pb permanece
sin identificacion formal por falta de anotacion de
las secuencias almacenadas. Los estudios previos
de diferenciacion gendémica comparativa hallaron
en el genoma de llex paraguariensis e I. dumosa
una proporcion de elementos moéviles considerable
(Gottlieb & Poggio, ms); las secuencias obtenidas
en este trabajo no exhiben similitud significativa
con ninguin elemento transponible.

Es importante considerar que actualmente, la
produccion comercial de yerba mate es sostenida
mediante la propagacion clonal intensiva de unos
pocos genotipos. Esta metodologia conlleva cierta
restriccion en la variabilidad genética de los
cultivos y eventualmente, podria ocasionar una
mayor susceptibilidad a plagas y enfermedades.
El material estudiado es una representacion de lo
existente en el Banco de Germoplasma y por tanto,
constituye material apropiado para la busqueda,
localizacion e introgresion de genes de /. dumosa
en lineas de yerba mate tradicional potencialmente
comerciales, a fin de otorgarles por ejemplo, mayor
resistencia a condiciones de sequia y/o al psilido de
la yerba. Estas caracteristicas hacen de /. dumosa un
interesante grupo para profundizar en el estudio de
las bases genéticas de la resistencia, asi como para
futuros planes de mejoramiento de la yerba mate
tradicional. Asimismo nuestros resultados apoyan
la renovacion de estrategias de conservacion
tendientes a ampliar el limitado acervo genético
depositado en el Banco de Germoplasma, mediante
la coleccion de plantas silvestres de yerba mate.
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