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RESUMO

llex paraguariensis, popularmente conhecida como erva-mate, ¢ uma espécie de
grande importidncia econdmica, social e cultural para a regido Sul do Brasil. Devido a
composi¢do quimica das folhas, possui diversas aplicagdes industriais, destacando-se a
produgdo de bebidas. A despeito da sua expressdo socioecondmica, existe pouca informagao
sobre a biologia e a variabilidade genética das populagdes naturais. Estes conhecimentos sdo
essenciais aos programas de melhoramento e de conservacdo dos recursos genéticos.
Marcadores bioquimicos (isoenzimas) sao amplamente utilizados nos estudos da genética de
populacdes florestais, pois oferecem diversas vantagens, destacando-se a expressdo
codominante, que permite distinguir genotipos homozigotos de heterozigotos. O presente
trabalho teve por objetivo caracterizar, geneticamente, populagdes naturais de I
paraguariensis, utilizando marcadores isoenzimaticos. Trés populacdes naturais (Quatro
Barras-PR, Jaguariaiva-PR e Bardo de Cotegipe-RS) foram analisadas, utilizando sete locos
génicos: GOT-A, PGI-B, NDH-A, NDH-B, 6-PGDH-A, 6-PGDH-B ¢ G-6PDH. Observaram-
se 65% dos locos polimorficos, com média de 2,00 alelos por loco e 2,54 alelos por loco
polimoérfico. A média da heterozigosidade esperada foi de 0,359 e a observada foi de 0,210.
As populagdes de Quatro Barras e Jaguariaiva apresentaram maior similaridade genética,
enquanto que Bardo de Cotegipe foi a mais divergente.
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GENETIC CHARACTERIZATION IN NATURAL POPULATIONS OF Ilex
paraguariensis St. Hil.

ABSTRACT

llex paraguariensis, also known as “erva-mate”, is a species that plays important
economic, social and cultural roles in southern Brazil. Diverse industrial application of its
leaves is possible, especially for tea production. In spite of its social and economic expression,
there is only a few information on the biology and on genetic variation of natural populations.
These knowledge can be useful as a guide for breeding and genetic conservation programs.
Biochemical markers (isozymes) have been widely applied in forest population genetics
studies, especially due to their co-dominant nature, allowing to recognize heretozygote and
homozygote genotypes. The present work had the objective to study the population genetic
aspects of llex paraguariensis in natural populations by using isozymes markers.Three natural
populations (Quatro Barras-PR, Jaguariaiva-PR and Bardo de Cotegipe-RS) were examined,
using seven gene loci: GOT-A, PGI-B, NDH-A, NDH-B, 6-PGDH-A, 6-PGDH-B and G-
6PDH. Sixty-five percent of loci were polymorphic; the average number of alleles per locus
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was 2.00 and the average number of alleles per polymorphic locus were 2.54. The mean
expected and observed heterozigosities were 0.359 and 0.21, respectivelly, showing a slight
excess of homozygotes. Quatro Barras and Jaguariaiva populations showed the greatest
genetic similarity, while Bardo de Cotegipe was divergent from the others.
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INTRODUCAO

A erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil.), ¢ uma espécie arborea, tipica das regides
subtropicais e temperadas da América do Sul, sendo encontrada no Brasil, Paraguai,
Argentina e Uruguai, ocupando 5% do territorio nacional ¢ 3% da América do Sul. Ela
desempenha importante papel sdcio-econdmico, principalmente nos estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Parana. Sua principal utilizagdo ¢ na produgdo de bebidas, mas apresenta
grande potencial para outras aplicagdes industriais como corante, conservante alimentar,
medicamentos, produtos de higiene e cosméticos (Maccari Junior, 2000).

Embora seja uma cultura de grande expressdo, existe pouca informacdo sobre a
biologia e a estrutura genética das populagdes naturais da erva-mate. O conhecimento sobre a
quantidade e a distribuicdo da variabilidade ¢ indispensdvel no delineamento dos programas
de melhoramento e conservagdo de recursos genéticos da espécie.

Diversos fatores podem influenciar a estrutura genética das populagdes naturais,
destacando-se a amplitude geografica e o fluxo génico, sendo este dependente do sistema
reprodutivo e da taxa de sexo em espécies didicas. Como a erva-mate ocorre em uma ampla
regido geografica, espera-se encontrar variabilidade entre populagdes, como resultado da
adaptacao local. A amplitude geografica tem sido considerada um dos principais fatores que
influenciam a variabilidade das espécies lenhosas.

A erva-mate apresenta dioicia criptica, flores diclinas com um dos sexos abortivos
(Ferreira et al., 1983), implicando em fecundacdo cruzada obrigatdéria. A proporcao de sexo
também desempenha um papel importante no fluxo génico, pois exerce influéncia direta sobre
o tamanho efetivo da populagdo (Silvertown & Doust, 1993) e deve ser considerada na
reproducdo da erva-mate.

Marcadores isoenzimdticos sdo amplamente utilizados em estudos classicos de
genética de populagdes, pois apresentam custo relativamente baixo e a expressdao
codominante, que permite diferenciar gendtipos homozigotos de heterozigotos (Berg &
Hamrick, 1997) e tem sido efetivos como indicadores da diversidade genética dentro e entre
populacdes de espécies lenhosas (Bergmann & Hattemer,1998). O presente trabalho teve por
objetivo caracterizar, geneticamente, trés populagdes naturais de 1. paraguariensis, utilizando
marcadores isoenzimaticos.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal
Coletaram-se amostras de folhas jovens de 50 individuos (25 machos e 25 fémeas) em

tré€s populagdes naturais, sendo duas do Parand (Quatro Barras e Jaguariaiva) e uma do Rio
Grande do Sul (Barao de Cotegipe) (Tabela 1).



TABELA 1. Coordenadas geograficas das populagdes naturais de 1. paraguariensis utilizadas
no estudo com marcadores isoenzimaticos.

Populacdo Altitude (m) Latitude (S) Longitude (W)
Quatro Barras-PR 904 25°22 49° 04°
Bardio de Cotegipe-RS 683 27°37 52022
Jaguariaiva-PR 827 24° 15° 49° 42’
Eletroforese

As folhas foram maceradas na presenca de nitrogénio liquido. Em seguida, adicionou-
se 0,02 g de PVPP e o tampao de extracdo, contendo 1% de mercaptoetanol, 6,0 g de PVP, 5,0
g de sacarose, 0,15 g de Na,EDTA, 0,4 g de DTT ¢ 0,15 g de BSA, dissolvidos em 100 ml de
tampao Tris-HCI1 0,1 M, pH 7,5. A eletroforese foi realizada em gel horizontal de amido
(12,97 % penetrose e 1,35 % sacarose). Os sistemas de tampao do gel e do eletrodo utilizados
foram: Ashton (pH 8,1), para GOT (Glutamato oxaloacetato transaminase) e PGI
(Fosfoglucose isomerase) e Tris-citrato (pH 7,5) para NDH (Nicotinamida adenina
dinucleotideo desidrogenase), 6-PGDH (6-fosfogluconato desidrogenase) e G-6PDH
(Glucose-6-fosfato desidrogenase). Os locos génicos analisados foram GOT-4, PGI-B, NDH-
A, NDH-B, 6-PGDH-A, 6-PGDH-B ¢ G-6PDH-A.

Medidas de variabilidade

Os dados obtidos foram analisados através dos programas BYOSIS (Swofford &
Selander, 1997) e GSED (Gillet, 1998). As arvores de distancia genética (Nei, 1972 e
Gregorius, 1974) foram construidas através do NTSYS (Rohlf, 1992).

A variagdo genética foi analisada utilizando as seguintes medidas: numero de alelos
por locos (4/L), nimero de locos polimoérficos (P), diversidade genética (v) (Gregorius,
1987), diversidade gamética (Vgm) (Gregorius, 1978), heterozigosidade observada (H,) e
esperada (H, = or) (Gregorius, 1987). A diferenciacao genética das populacdes foi verificada
utilizando a estatistica-F (Wright, 1965), baseada na medida de quanto as freqiiéncias
genotipicas desviam da esperada, em trés niveis hierarquicos, para a espécie (7), populacao
(S) e individuo (/).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estrutura alélica

As trés populacdes apresentaram grande divergéncia na estrutura genética (Tabela 2).
O loco GOT-A, apresentou trés alelos, sendo 4, o mais freqiiente. O loco génico PGI-B
apresentou um grande numero de alelos (cinco), sendo B, o mais freqiiente, seguido do B;, na
trés populacdes. Todavia, na populagdo de Jaguariaiva, a sua frequéncia foi maior (0,563),
comparativamente a Quatro Barras (0,370) e Barao de Cotegipe (0,350). Os alelos B, ¢ Bs
foram raros, principalmente nas populagdes de Bardo de Cotegipe e Jaguariaiva. O alelo
NDH-A; apareceu somente em Bardo de Cotegipe. O loco NDH-B apresentou dois alelos,
sendo NDH-B; o mais freqliente. Nos locos 6-PGDH-A e 6-PGDH-B, os alelos mais
freqlientes, em todas as populacdes, foram 4, e B;. O alelo G-6PDH-A; predominou na
populacdo de Jaguariaiva, enquanto que G-6PDH-A, foi mais freqiiente em Quatro Barras e



Bardao de Cotegipe. G-6PDH-A; apareceu em baixa freqiiéncia na populacdo de Quatro
Barras.

TABELA 2. Estruturas alélicas em populagdes naturais de /. paraguariensis referentes a sete
locos polimorficos.

Loco génico  Alelo Quatro Barras Barao de Cotegipe Jaguariaiva
GOT-A 1 0,076 0,115 0,045
2 0,880 0,854 0,841
3 0,043 0,031 0,114
PGI-B 1 0,290 0,280 0,219
2 0,370 0,350 0,563
3 0,180 0,310 0,167
4 0,080 0,020 0,021
5 0,080 0,040 0,031
NDH-A 1 0,213 0,094 0,152
2 0,787 0,781 0,848
3 0,000 0,125 0,000
NDH-B 1 0,106 0,090 0,102
2 0,894 0,910 0,898
6-PGDH-A 1 0,213 0,140 0,080
2 0,681 0,800 0,830
3 0,106 0,060 0,090
6-PGDH-B 1 0,930 0,840 0,920
2 0,070 0,160 0,080
G-6PDH 1 0,152 0,244 0,400
2 0,826 0,600 0,356
3 0,022 0,156 0,244

Diversidade alélica

O loco 6-PGDH-B mostrou a mais baixa diversidade alélica, seguida pelo GOT-4
(Tabela 3). A maior diversidade alélica foi encontrada no loco PGI-B em todas as populagdes.
Com relacao a média dos sete locos, a populagao de Bardo de Cotegipe foi levemente superior
as demais.

TABELA 3. Diversidade alélica (v) de populagdes naturais de I. paraguariensis.

Origem Loco génico
GOT-A  PGI-B  NDH-A NDH-B 6-PGDH-A 6-PGDH-B G-6PDH-A  Pool génico
Quatro 1,277 3,757 1,504 1,235 1,923 1,150 1,416 1,515
Barras
Barao de 1,345 3,344 1,575 1,196 1,508 1,368 2,253 1,608
Cotegipe

Jaguariaiva 1,385 2,542 1,346 1,224 1,422 1,173 2,889 1,529

Variagdo genética

As populagdes foram polimoérficas em 65% dos locos analisados, com média de 2,00
alelos por loco e 2,54 alelos por loco polimérfico (Tabela 4). No estudo realizado por Palma-



Silva et al. (2000), utilizando os sistemas o e -esterase obtiveram apenas trés locos, sendo
todos polimorficos, com 3,79 alelos por loco. O valor de A/L obtido por esses autores pode ter
sido superior em fungdo da analise de um ntimero restrito de locos, todos polimérficos. No
presente estudo, o nimero de sistemas e locos analisados foi superior abrangendo, dessa
forma, uma por¢ao mais ampla do genoma.

A heterozigosidade média esperada (H,) foi de 0,359 e a observada (H,) de 0,210,
mostrando um excesso de homozigotos. A populacdo de Bardo de Cotegipe apresentou
superioridade nos diversos parametros analisados como numero de alelos por loco (A4/L),
diversidade alélica (v), diversidade gamética (Vyum), heterozigosidade observada (/H,) e
esperada (H,), quando comparada com Quatro Barras e Jaguariaiva. Estes resultados indicam
que Bardo de Cotegipe apresentou uma maior diversidade genética, apesar dos valores nao
serem tdo discrepantes das outras duas populagdes.

TABELA 4. Medidas de variabilidade genética nas populacdes naturais de 1. paraguariensis.

Origem  Tamanho Multiplicidade Diversidade Diversidade Heterozigosidade

genética alélica gamética
V) AL (P v (V gam) (Ha) (He)
Quatro 50 1,950 0,650 1,515 27,893 0,213 0,344
Barras
Bardo de 50 2,000 0,650 1,608 39,354 0,218 0,382
Cotegipe
Jaguariaiva 50 1,950 0,650 1,529 27,936 0,199 0,350

Diferenciac¢do genética

A estatistica-F (Tabela 5) mostrou que, em relagdo a Fjs, que mede o desvio relativo
entre a heterozigosidade observada e a esperada dentro de populacdes, os locos NDH-B e 6-
PGDH-B apresentaram valores negativos (-0,0343 e -0,0619, respectivamente), indicando um
leve excesso de heterozigotos nesses locos. Todavia, a média de todos os locos foi positiva
(0,4159), mostrando excesso de homozigotos nas populagdes estudadas.

Os valores de Fsr variaram amplamente, sendo de 0,0005 em NDH-B e 0,1007 em 6-
PGDH-A. A média foi de 0,0355, indicando baixa diferenciagdo genética entre as populagoes.
A maior variabilidade ocorreu dentro de populagdo (96,45%). Esses resultados sdo similares
aos obtidos por Gauer & Cavalli-Molina (2000) que, utilizando a técnica RAPD, constataram
que 85% da variabilidade da espécie ¢ intrapopulacional e apenas 15% interpopulacional.
Gregianini & Winge (2000) obtiveram resultados semelhantes, utilizando proteinas de reserva
das sementes para verificar a variabilidade intra e interpopulacional.

Segundo Hamrick et al.(1992) os niveis de variagdo genética nas populagdes florestais
podem ser explicadas pela sua historia de vida e caracteristicas ecoldgicas. Espécies como a
erva-mate, que se distribuem em ampla regido de ocorréncia e sdo de reproducdo aldogama
obrigatdria, caracterizam-se por apresentar alta variabilidade genética e intenso fluxo génico.
Entretanto, a baixa divergéncia encontrada entre as populagdes analisadas pode ser devido a
recente fragmentacdo das populagdes desta espécie, ndo havendo tempo suficiente para gerar
significativa diferenciagdo genética.

Conforme os resultados obtidos, evidencia-se que, para fins de conservacao do
germoplasma, deve-se amostrar um maior numero de individuos dentro de populagdes, a fim
de assegurar uma maior representatividade da variabilidade genética da espécie.



TABELA 5. Estatistica-F para os sete locos polimorficos nas populagdes naturais de 1.
paraguariensis.

Locos F]S FST F]T
GOT-4 0,1599 0,0093 0,1677
PGI-B 0,1770 0,0222 0,1953
NDH-A 0,7366 0,0213 0,7422
NDH-B -0,0343 0,0005 -0,0337
6-PGDH-A 0,4098 0,0195 0,04214
6-PGDH-B -0.0619 0,0175 -0,0433
G-6PDH-A 1,000 0,1007 1,000
Média 0,4159 0,0355 0,4366

A diferenciagdo genética entre populagdes também foi examinada utilizando anélises
de agrupamento (Figuras 1 e 2). Conforme os dendrogramas, as populagdes de Quatro Barras
e Jaguariaiva, do Parand, apresentaram maior similaridade genética, enquanto que Barao de
Cotegipe, do Rio Grande do Sul, foi a mais divergente. O grau de diversidade genética pode
estar relacionado com a distancia geografica.

FIGURA 1. Dendrograma baseado nas distancias genéticas de Nei (1972), para as populacdes
de Quatro Barras (QB), Bardo de Cotegipe (BC) e Jaguariaiva (J).
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FIGURA 2. Dendrograma baseado nas distancias genéticas de Gregorius (1974), para as
populacdes de Quatro Barras (QB), Bardo de Cotegipe (BC) e Jaguariaiva (J).
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CONCLUSOES

A maior variabilidade genética da erva-mate encontra-se dentro das populacdes,
podendo estar relacionada a caracteristica reprodutiva da espécie (aldgama), que permite
intenso fluxo génico entre populacdes. Embora a espécie possua uma ampla regido de
ocorréncia natural, a baixa divergéncia entre as populacdes pode ser devido ao recente
isolamento, provocado pelo extrativismo e degradagdo das florestas.

A diversidade genética entre as populagdes da regido norte e sul de ocorréncia natural,
evidenciam o efeito da distancia geogréfica, refletindo o historico dessas populagdes.
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