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RESUMEN

llex paraguariensis St. Hil. es una planta subtropical perteneciente a la familia
Aquifoliaceae, posee follaje siempre verde, porte arborescente y es longeva. Su
distribucion natural abarca los territorios de Brasil, Argentina, Paraguay y Uruguay.
Es una especie de gran interés social, cultural y comercial porque con sus hojas se
elabora la yerba, principal ingrediente del “Mate” o “Tereré”. En Uruguay las
poblaciones naturales de /. paraguariensis representan el limite sur de la distribucion
de la especie, localizandose en areas de refugio o “Hot Spots” ubicadas en el norte y
este del pais. Se tiene escasa informacion sobre el nimero, localizacion y tamano de
las poblaciones uruguayas, asi como de su diversidad genética, pero se cree que pueden
aportar variantes de interés para el mejoramiento y conservacion de la especie. Es el
proposito de este trabajo relevar y georeferenciar las poblaciones de 1. paraguariensis
en el territorio uruguayo, evaluar la estructuracion geografica de la variabilidad
haplotipica en dicho territorio y analizar la diferenciacion entre las posibles
poblaciones bajo la hipotesis de que es alta comparada con la encontrada en el resto
de su distribucion natural. Para ello, se procedid a obtener el ADN de 273 individuos
georeferenciados distribuidos a lo largo de 14 sitios de colecta en bosques relictuales
de Uruguay, agregando 4 muestras de Argentina, Brasil y Paraguay. Se seleccion6
marcadores informativos para las poblaciones colectadas a partir de un conjunto de 30
microsatélites cloroplasticos y se correlacion6 la informacion obtenida con la
ubicacion geografica. Las poblaciones uruguayas aparecen altamente estructuradas y
diferenciadas de las muestras obtenidas de poblaciones de Paraguay, Argentina y
Brasil. Este trabajo ha obtenido informacidén nueva que valoriza el germoplasma
existente en las poblaciones de yerba mate nativas de Uruguay. Los resultados
obtenidos permiten inferir diferenciacion genética significativa y ausencia de flujo de
semillas entre poblaciones con importantes implicancias para la conservacion y
exploracion del germoplasma y suman evidencia acerca del panorama que se viene

conformando sobre la biogeografia de la region en la que se encuentra Uruguay.

Palabras clave: Yerba mate, mejoramiento forestal, biogeografia, genética del

paisaje, conservacion.
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SUMMARY

Geographic structuring of genetic variation of Ilex paraguariensis St. Hil. in

Uruguay

Ilex paraguariensis St. Hil. is an evergreen, long-lived tree, belonging to the family
Aquifoliaceae. Its natural distribution comprises humid-subtropical areas of Brazil,
Argentina, Paraguay and Uruguay. It is a species of major social, cultural and
economic value because its ground leaves are used to prepare traditional beverages
like "Mate" or "Tereré. Uruguayan natural populations of 1. paraguariensis are located
in refuge areas or "Hot Spots" in the north and east of the country. They represent the
southern limit of the species distribution. There is scarce information about the
number, location and size of Uruguayan populations, as well as their genetic diversity,
but it is believed that they can provide variants of interest for the improvement and
conservation of the species. The objectives of this work are to locate and georeference
1. paraguariensis poppulations in the Uruguayan territory, to prove that there is
geographical structure of the haplotypic variability across Uruguay and to show that
differenctiation among those populations is high compared to that found in the rest of
its natural distribution. To test these hypotheses, we obtanined DNA of 273
georeferenced individuals from 14 collection sites in relict forests of Uruguay, adding
4 samples from Argentina, Brazil and Paraguay. A set of 30 chloroplastic
microsatellites where screened to obtain informative markers for the sampled
populations and the information obtained was correlated with the geographical
location. Results showed Uruguayan populations where highly structured and
differentiated from the samples obtained from populations of Paraguay, Argentina and
Brazil. This work representes new information that valorizes existing germplasm in
the native yerba mate populations of Uruguay. The results strongly suggest clear
genetic differentiation and absence of seed flow among populations with important
implications for the conservation and exploration of germplasm. This work introduces
novel information that valorizes existing germplasm in the native yerba mate
populations of Uruguay and adds evidence towards a modern perspective about the

bioegeography of the region in which Uruguay is located.
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1. INTRODUCCION

1.1 RESENA HISTORICA SOBRE LA YERBA MATE

Aunque no existe registros arqueoldgicos del consumo de mate en tiempos
precolombinos, se entiende que quienes traspasaron su consumo a los primeros
colonos espanoles fueron los nativos guaranies, lo que se deduce del hecho de que los
primeros registros que se tiene del cultivo de yerba mate son por parte de los jesuitas
en las misiones hacia el afio 1670. Ademas, con el transcurso del tiempo la produccion
de yerba mate se convirtio en una de las principales fuentes de ingreso de las misiones.
Con la expulsion de los jesuitas de los dominios espafioles en el afio 1767, la yerba
mate dejo de ser cultivada y su aprovechamiento paso a hacerse casi exclusivamente
de forma extractiva a partir de los yerbales del monte nativo hasta las primeras décadas
del siglo XX. En el afio 1897 se reiniciaron con éxito las plantaciones de yerba mate
en las localidades de Nueva Germania, en Paraguay, y Santa Ana, en Argentina por
causa de la demanda generada por los habitantes de la region. Durante este largo
periodo la plantacién de la yerba mate no desaparecid completamente. Durante el resto
del periodo colonial, el consumo de yerba mate estaba muy extendido y se mantuvo
en otras regiones como la del Virreinato del Pert. Durante este periodo, se comprob6
que el trafico de la yerba mate se mantuvo, y que su empleo en lo que es en la
actualidad territorio de Pert y Ecuador era habitual. Pero finalmente, tras la
independencia de las colonias espaiiolas y la adopcion del libre comercio en esa region,
el consumo de mate termin6 por desaparecer tras la entrada del t¢ de la china que se
puso de moda. Hacia 1820, los yerbales entraron en decadencia por causa de la
devastacion generada por guerras entre la corona espafiola y portuguesa, las guerras
de independencia, y la instauracion de una politica de aislamiento y control del
comercio internacional mantenida por el primer gobernante del Paraguay
independiente, favoreciendo entonces el comienzo de la explotacion de los yerbales
naturales en Brasil. En esas fechas, la yerba brasilenia comenzé a distribuirse en los
mercados como yerba de Paranagud, teniendo mejor aceptaciéon que la yerba de

Paraguay porque se suponia de mejor calidad; esto sumado a la devastacion generada



por la guerra de la Triple Alianza en Paraguay hacia 1870, llevo a que el producto
brasilero terminara por sustituir al paraguayo por completo. Finalmente hacia fines del
siglo XIX, a causa de la merma en la calidad y cantidad de producto generada por la
explotacion exhaustiva de los yerbales nativos, se comienza nuevamente a realizar

plantaciones de 1. paraguariensis, en los territorios de Brasil, Paraguay y sobre todo

de Argentina (Giberti, 1992).

1.2 USOS E IMPORTANCIA ECONOMICA, SOCIAL Y CULTURAL DE /lex

paraguariensis

llex paraguariensis es la especie sudamericana el género llex que tiene mayor
importancia econémica ya sea considerada como explotada o cultivada, porque
suministra la materia prima para la elaboracion de la bebida vigorizante
extremadamente popular en Sudamérica llamada “mate” o “terere,” segun se prepare
con agua caliente o fria. Esta bebida se prepara por infusion de las hojas molidas con
agua y tiene un porcentaje de cafeina que va de 0.5 a 2.0 del peso seco (Giberti, 1979).
Si bien el uso mas antiguamente documentado de /. paraguariensis es para la
elaboracion del “mate” (Gonzalez Torres, 1992), también tuvo histéricamente otra
multiplicidad de usos al ser empleada como analgésico, diurético, antiulceroso,
antirreumatico, digestivo y como materia prima para la elaboracion de tinturas
(Martinez Crovetto, 1980). Las formas mas populares de preparar la bebida
energizante a partir de las hojas de /. paraguariensis son la infusion y el cocimiento.
La infusion o “mate cebado” se prepara en un recipiente especial (una calabaza)
denominado “mate” donde la yerba mate se macera con agua caliente y luego se sorbe
utilizando una bombilla. El cocimiento se denomina “mate cocido” y consiste en una
infusion de “yerba mate” con agua a temperatura cercana a la ebullicion de forma
similar a como se prepara el té¢ de la India. En algunas regiones de Paraguay y de
Misiones, se prepara una infusion llamada “tereré”, donde la yerba mate se deja
macerar en agua fria (Bracesco ef al., 2011). Junto con su uso para la elaboracion de
bebidas tradicionales, a principios del siglo XXI, I. paraguariensis adquiere gran
cantidad de usos nuevos como la fabricacion de alimentos, productos farmacéuticos y

cosméticos (Vieira et al., 2008). Desde comienzos de este siglo ha surgido gran
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cantidad de bibliografia citando multiples beneficios de la yerba mate para la salud
entre los que se destacan, la reduccion de la presion arterial, la restauracion del
adecuado metabolismo lipidico, propiedades antiglicolicas y la reduccion del apetito
(Bastos et al., 2007; Heck y de Mejia, 2007). Finalmente cabe destacar que /.
paraguariensis fue utilizada como materia prima para la obtencion industrial de
cafeina hasta la mitad del siglo XX, la cual era extraida por arrastre con vapor de agua

de los brotes tiernos de la planta (Martinez Crovetto, 1980).

Los principales consumidores mundiales de la yerba mate se encuentran en la zona de
distribucion geografica natural de la especie, siendo Uruguay el principal pais
consumidor (RAU, 2000). El comercio de yerba mate es muy importante en América
del Sur, siendo Argentina el primer exportador mundial de yerba mate, mientras que
Uruguay es el pais que tiene el mayor consumo de yerba mate per capita, con un
consumo de 6 a 8 kg de yerba/habitante/afio, seguido por Argentina con un consumo
de 5 kg de yerba/habitante/afio, mientras que Brasil tiene un consumo mucho menor
dado que solo en tres estados se consume yerba mate, aunque mas del 70% de la
poblacién masculina de los estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina y Parana
beben mate diariamente (Bracesco et al., 2011). Uruguay es el tinico pais de la region
donde no existen plantaciones comerciales. A partir de estudios preliminares
realizados por Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), la yerba mate
surge como una especie nativa de interés para la investigacion dado su potencial

productivo en nuestro pais (Bennadji et al. 2007).

El mate ademas, tiene un rol social muy importante, el acto de compartirlo tiene
connotaciones similares a las que tiene la tradicional ceremonia del té en las culturas
de Asia oriental. Por otra lado, la produccion de la yerba mate, que frecuentemente se
hace en predios medianos y pequefios de conformacion familiar, ya sea mediante el
manejo del monte nativo como a partir de plantaciones, es una actividad de gran valor
econdmico y social porque, proporciona una renta segura a partir de una baja inversion
inicial y tiene una funcién de reserva de valor y estabilizacion de las unidades
familiares, representando para los productores una actividad placentera ligada a la

tradicion y a la conservacion de las costumbres locales (Marques 2014). Ademas, el
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manejo del monte nativo para la produccion de yerba mate en predios familiares tiene
un enorme valor medioambiental porque contribuye a la conservacion de relictos
forestales y especies amenazadas, aumenta la conectividad entre fragmentos forestales
y proporciona diversos servicios ecosistémicos (Marques 2014). Por otro lado, debido
a que el cultivo comercial de I. paraguariensis sufre muy poco las oscilaciones
climaticas comparado con la mayoria de los cultivos horticolas y a que la practica
representa una actividad valorada socialmente, es que cumple un rol fundamental en

la fijacion de la poblacion rural (Vidor ef al., 2002).
1.3 DESCRIPCION DE LA ESPECIE Ilex paraguariensis A. St.-Hil

llex paraguariensis, es una planta de la familia Aquifoliaceae, descripta por primera
vez en 1822 por Auguste C. de Saint Hilaire (Brotonegoro et al, 2000; Giberti 2011).
Es una especie diploide con 2n = 40 (Greizerstein, 2004). En condiciones naturales es
generalmente un arbol, raramente un arbusto, presenta follaje perenne y alturas de
hasta 30 m. Desde el punto de vista de la morfologia botanica presenta hojas coridceas
de limbo obovado, a veces oblanceolado, eliptico u oblongo, de 50 - 100 (méximo 250)
mm de largo por 25 - 50 (maximo 100) mm de ancho, margen generalmente aserrado,
apice obtuso-retuso, zona apical plana cerca de la nervadura media (Giberti, 1979).
Las flores son unisexuales y se distribuyen en distintos individuos por tratarse de una
especie dioica (Giberti y Gurni, 2008), estan dispuestas en fasciculos corimboides
axilares, las masculinas 1-11 floras y las femeninas 1-3 floras, son pequenas,
pediceladas, caliz cuadrilobado persistente, corola de cuatro pétalos blanquecinos;
flores masculinas con cuatro estambres, flores femeninas de ovario supero,
cuadrilocular, con dos 6vulos por 16culo. Los frutos tienen forma de drupa globular,
de color rojo o morado al madurar, de 5 a 8 mm de didmetro, con cuatro pirenos cada
uno conteniendo una semilla (Brotonegoro et al, 2000). La floracion ocurre en
primavera, de octubre a noviembre y las flores son de polinizacion entomofila,
principalmente por dipteros e himenopteros. Los frutos maduran entre los meses de
marzo y junio, y su diseminacioén es realizada por aves que de ellos se alimentan
(Giberti, 1992). Las semillas son de germinacion epigea (Brotonegoro et al, 2000) y

presentan dos tipos de dormancia simultanea, una causada por la resistencia mecéanica
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del tegumento y la otra asociada a un embrion inmaduro (Cuquel ef al., 1994).

La distribucion natural de I. paraguariensis abarca las mesetas y bosques de
Araucarias del sur de Brasil y el este de Paraguay, asi como las sierras de las provincias
de Corrientes y Misiones en el nordeste argentino. También se la encuentra en zonas
de menor cota en el este de Paraguay y en el norte de la provincia de Corrientes,
mientras que el limite sur de su rango de distribucion lo conforman poblaciones
limitadas a areas de refugio climatico de vegetacion que se encuentran en el territorio

de Uruguay (Giberti 1979; Grela 2004).

A grandes rasgos, las condiciones ecologicas existentes en el drea natural de
distribucion de la especie (exceptuando a las poblaciones de Uruguay) son
precipitaciones medias de al menos 1200 mm anuales, sin periodos de déficit hidrico,
temperaturas medias anuales de alrededor de 20 a 21 °C y temperaturas minimas
absolutas no menores a 6°C, aunque pueden sobrellevar sin problema nevadas
puntuales que ocurren anualmente en mesetas y serranias del sur de Brasil y en
Misiones (Giberti, 1992) o soportar temperaturas de algo mas de 40°C si la
disponibilidad de agua en el suelo no es limitante (Brotonegoro et al, 2000). Las
poblaciones silvestres de 1. paraguariensis dentro del area central de su distribucion,
se encuentran creciendo en bosques humedos, generalmente cerca de cursos de agua,
bajo condiciones subtropicales a latitudes de entre 18° y 25 ° S. Los suelos sobre los
que se dan estas poblaciones son del tipo oxisol, con texturas de entre medias hasta
finas y pH ligeramente é4cido (de entre 5,8 y 6,8), no tolerando suelos ricos en
carbonatos o con mal drenaje. Es importante destacar que la escasez de agua es la
mayor limitante que se menciona para la supervivencia de las poblaciones dentro del

area central de distribucion (Brotonegoro et al, 2000).
1.4 EL PROCESO DE PRODUCCION DE LA YERBA MATE

La yerba mate se produce a lo largo de una superficie muy amplia y variada y a causa
de ello los sistemas de produccidon que se emplean también son muy variados en cuanto

a la tecnologia utilizada, los costos de produccion y los rendimientos, sin embargo se



pueden distinguir de forma general tres sistemas clasicos. Primero, el “ sistema de
explotacion extractiva del bosque nativo”, que es el sistema mas utilizado en Brasil y
que se caracteriza por no usar tecnologias en cuanto a cuidados culturales ni poda, la
cosecha es manual, los rendimientos bajos y la calidad del producto es variable.
Segundo, el “sistema mixto o de enriquecimiento del bosque nativo”, también muy
utilizado en Brasil, caracterizado por incrementar la densidad de arboles de yerba del
bosque y reponer aquellos que murieron, ademas el sistema incorpora otras técnicas
que aumentan el rendimiento como algunos cuidados culturales y el uso de poda.
Finalmente, el sistema de “yerbales cultivados”, que es el mas utilizado en Argentina,
en la que los arboles se mantienen hasta alturas de unos 3 m mediante podas de
formacion para estimular el rendimiento y facilitar la cosecha. Este ultimo sistema
incorpora técnicas de disefio de plantacion como las curvas a nivel o las cubiertas
vegetales, cuidados culturales como fertilizacion o manejo de malezas, diferentes tipos
de poda y distintas técnicas de cosecha manual o mecanizada. Este sistema es el que
tiene los mayores costos, pero permite alcanzar una calidad mayor y mas estable del
producto obtenido, y producir rendimientos por hectarea entre dos y tres veces

mayores que los otros sistemas (Giberti, 1992; Brotonegoro et al., 2000).

La multiplicacion de las plantas de yerba se puede hacer de forma sexual por semillas
(pirenos) o asexual mediante injertos, acodos, esquejes y miniestacas. La propagacion
mediante semillas es la mas utilizada, a pesar de que las semillas tienen un periodo de
viabilidad muy corto (maximo de 11 meses conservadas a 5°C) y una tasa de
germinacion muy baja generada por embriones inmaduros, mecanismos de inhibicion
de la germinacion y problemas fitosanitarios (Brotonegoro ef al., 2000), lo que ha sido
una de las principales dificultades para la expansion del cultivo a otros continentes
(Giberti, 1992). Ademads, la multiplicacion tradicional mediante semillas tiene la
desventaja de ser genéticamente heterogénea en cuanto a rendimiento, calidad
comercial y tolerancia a plagas y enfermedades (Prat Kricun, 2010). Respecto de la
reproduccién asexual, la reproduccion mediante acodos o injertos es posible pero no
ha despertado interés, la multiplicacion por esquejes es dificultosa y requiere mas

investigacion y no ha habido demasiados avances hasta la fecha en cuanto a la
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propagacion “in vitro” (Giberti, 1992; Brotonegoro et al., 2000). Por otro lado,
estudios sobre la propagacion asexual de clones comerciales de 1. paraguariensis
puestos a enraizar en ambiente controlado obtuvieron resultados porcentuales muy
superiores a los obtenidos con otras técnicas (Prat Kricun, 2010). Otros autores
encontraron que la multiplicacion por miniestacas es una técnica muy eficiente para la
propagacion comercial de clones de . paraguariensis y es recomendada junto con la
fertilizacion nitrogenada para mejorar la productividad del cultivo (Santin et al., 2014;

Wendling et al., 2007).

1.5 DESCRIPCION DEL GERMOPLASMA DE I. paraguariensis St. Hil.
UTILIZADO PARA LA PRODUCCION DE YERBA MATE

Las variedades horticolas que se cultivan en los paises productores de yerba mate de
la region se conocen bajo diversos nombres algunas de las cuales se citan a
continuacion: “Erva de talo roxo”, “Erva de talo branco”, “Erva piriquita”
(Brasil);”’Caa vera”, “Cad mandubi”, “Caa panambi”, “Caa cuati”, “Cali Cad eté”,
“Caa mi”, “Caa chacra”, “Caa-je he-ni” (Paraguay); “Yerba colorada”, “Yerba
seforita”, “Caa mini” (Argentina), etc.. Sin embargo no es clara la correspondencia
entre estas variedades horticolas y las variedades biologicas dentro de la especie /.
paraguariensis, asi como tampoco lo son su conformacion genética ni caracteristicas
productivas (Giberti, 1992). Ademas, el sistema de produccion de yerba mate
extractivo cléasico brasilero, fue muy afectado por la reduccién del bosque nativo
ocasionado por el avance de la produccion agricola y ganadera hacia fines del siglo
XX, lo que llevo a que la especie pasara a ser cultivada en cultivos puros o en
asociacion. Para la ultima década del siglo XX, se estimaba que alrededor de quince
millones de plantines se producian anualmente para plantaciones en la region sur de
Brasil a partir de semilla obtenida de yerbales nativos o implantados pero sin aplicar
criterios de seleccidon y como consecuencia produjeron yerbales con alta tasa de
mortalidad, productividad heterogénea y produccion de baja calidad (Belingheri y Prat
Kricun, 1992). En respuesta al panorama existente a fines del siglo XX en la
produccion de yerba mate en la region, es que se comienza con el mejoramiento del

cultivo, primero en Argentina a partir del afio 1974 y luego en Brasil a partir del afio
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1990. Estos programas se enfocan fundamentalmente en optimizar caracteristicas
silviculturales como, adaptacion al cultivo, produccion de biomasa verde, resistencia
a plagas y enfermedades, deshojamiento y arquitectura de la planta (Sturion y de

Resende, 2001).

Los tres principales programas de mejoramiento de yerba mate en la region son: 1) el
programa que lleva adelante el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), en Argentina (Belingheri y Prat Kricun, 1997; Prat Kricun, 2010); 2) el de la
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensao Rural de Santa Catarina (EPAGRI)
(Floss, 1997); 3) el programa de la Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa) (Sturion y de Resende, 1997). El origen de la variabilidad genética del
germoplasma de /. paraguariensis utilizado en estos programas fue el siguiente, en
primer lugar, el programa de INTA, establecid ensayos comparativos evaluando
rendimiento, calidad y tolerancia a plagas y enfermedades para seleccionar clones
comerciales y madres para produccion de semillas de origen policlonal y biclonal a
partir de 205 accesiones de diferentes especies de Ilex colectadas a lo largo de
Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay, seis de las cuales son accesiones de /.
paraguariensis colectadas de las poblaciones nativas de Uruguay (Belingheri y Prat
Kricun, 1997; Prat Kricun, 2010); segundo, el programa de EPAGRI, que evalu¢ altura
de planta, didmetro de copa, densidad foliar, sobrevivencia y rebrote en 400 progenies
pertenecientes a 22 procedencias de 1. paraguariensis (8 de Parana, 7 de Rio Grande
do Sul, 6 de Santa Catarina y 1 de provincia de Misiones, Argentina) (Vidor et al.,
2002, Floss 1997); finalmente, el programa de mejoramiento coordinado por Embrapa
(Promegem/Embrapa), que buscd aumentar el rendimiento de yerba mate por hectarea
evaluando 14 procedencias colectadas a lo largo del territorio de Brasil y Argentina

(de Resende et al., 2000).



1.6 PERSPECTIVAS

El éxito de un programa de mejoramiento de especies vegetales longevas como /.
paraguariensis se basa en el conocimiento exhaustivo de las siguientes cuatro areas;
1) el producto final de interés; 2) el germoplasma disponible para la obtencion de dicho
producto; 3) las metodologias para la estimacién de los pardmetros genéticos y de
seleccion; 4) los factores ambientales que afectan la expresion fenotipica (de Resende
et al., 2000). El estudio de la biogeografia de una especie es un conocimiento basico
para su uso y conservacion, siendo crucial a la hora de evaluar el germoplasma a
colectar porque permite tener un panorama completo de la variabilidad total de la
especie y su distribucion en el espacio, asi como identificar y localizar variantes raras
(Frankel, 1984; Rao y Hodgkin, 2002). Actualmente las poblaciones naturales de /.
paraguariensis en los paises de la region se han vuelto marginales, principalmente
debido a la disminucion del drea boscosa y el aumento de las areas destinadas a cultivos
y ganaderia extensiva. A partir de estudios preliminares realizados por INIA, la yerba
mate surge como una especie nativa de interés para la investigacion de su potencial

productivo en nuestro pais (Bennadji et al. 2007).

Las poblaciones de I paraguariensis nativas de Uruguay son particularmente
importantes por su ubicacion geografica y por poseer una combinacion de alelos no
presentes en otras poblaciones del area de distribucidn, caracteristicas que las
convierten en una fuente de germoplasma muy valioso para el mejoramiento del
cultivo (Cascales et al., 2014). Sin embargo, pese a que la variabilidad genotipica de
1. paraguariensis utilizada por los principales programas de mejoramiento en la region
es extensiva, ninguno de ellos ha utilizado germoplasma obtenido de las poblaciones
uruguayas, a excepcion de algunas pocas accesiones incorporadas al programa de
INTA en el afio 2006 (Prat Kricun, 2010). El estudio de la estructuracion geografica
de la variabilidad haplotipica de las poblaciones de I. paraguariensis en el Uruguay,
complementara la informacion existente sobre la distribucion de la variabilidad

geografica de la especie y sera de utilidad para la identificacion de las poblaciones de
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mayor valor para el uso y conservacion de la especie.
1.7 HIPOTESIS PLANTEADAS

En base a los antecedentes presentados, las hipdtesis que se presentaran en esta tesis

son las siguientes:

1) Existe estructuracion geografica de la variabilidad de los marcadores
microsatélites cloroplastidiales cpSSRs de I. paraguariensis en el territorio
uruguayo.

2) La estructuracion de la variabilidad genética de I. paraguariensis es similar a
la de otras especies lefiosas con distribucion geografica similar.

3) Los haplotipos cloroplasticos de 1. paraguariensis de Uruguay son exclusivos
con respecto a los detectados en el resto de la distribucion natural de la especie.

1.8 OBJETIVOS

Considerando las hipdtesis anteriores, el objetivo general de este trabajo es caracterizar
la estructura geografica de la variabilidad genética cloroplastidica de [Ilex
paraguariensis en Uruguay para establecer prioridades de conservacion y uso del

recurso genético.
Los objetivos especificos de este trabajo son:

1) Determinar si existe estructuracion geografica de la variabilidad genética de 1.
paraguariensis en Uruguay.

2) Identificar las poblaciones donde ocurren los haplotipos mas divergentes y por
ende de mayor interés para la conservacion y utilizacion.

3) Comparar la estructuracion geografica de la variabilidad genética de I
paraguariensis con otras especies de similar distribucion.
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2.1 RESUMEN

llex paraguariensis St. Hil. es una planta subtropical perteneciente a la familia
Aquifoliaceae, posee follaje siempre verde, porte arborescente y es longeva. Su
distribucion natural abarca los territorios de Brasil, Argentina, Paraguay y Uruguay.
Es una especie de gran interés socio-cultural y comercial porque con sus hojas se
produce la yerba mate, principal ingrediente del “Mate” o “Tereré”. En Uruguay las
poblaciones naturales de /. paraguariensis representan el limite sur de la distribucion

de la especie, localizandose en areas de refugio o “Hot Spots” ubicadas en el norte,
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este y sur-este del pais. Se tiene escasa informacion sobre las poblaciones uruguayas,
pero se cree que pueden aportar variantes de interés para el mejoramiento y
conservacion de la especie. Este trabajo se dispone evaluar la existencia de
estructuracion geografica de la variabilidad haplotipica de I. paraguariensis en el
territorio uruguayo y que la diversidad entre dichas poblaciones es alta comparada con
la encontrada en el resto de su distribucion. Para poner a prueba esta hipdtesis se
obtuvo el ADN de 273 individuos georreferenciados, distribuidos a lo largo de 17 sitios
de colecta en bosques relictuales y se analiz6 la informacion conjunta obtenida de la
amplificacion del ADN con 30 marcadores microsatélites cloroplasticos. Las
poblaciones uruguayas aparecen altamente estructuradas y diferenciadas de las
muestras de Paraguay, Argentina y Brasil. Se observa una fuerte diferenciacion
genética clara y ausencia de flujo de semillas entre poblaciones, con importantes

implicancias para la conservacion y exploracion del germoplasma.

Palabras claves: yerba mate, mejoramiento genético forestal, biogeografia, genética

del paisaje, conservacion.
2.2 SUMMARY

llex paraguariensis St. Hil. is an evergreen long-lived tree belonging to the family
Aquifoliaceae. Its natural distribution comprises humid subtropical areas of Brazil,
Argentina, Paraguay and Uruguay. It is a species of great social, cultural and economic
value because its ground leaves are used to prepare traditional beverages like "Mate"
or "Tereré. Uruguayan natural populations of . paraguariensis at the southern limit of
the species distribution are located in refuge areas or "Hot Spots" in the north and east
of the country. They represent the southern limit of the species distribution. There is
scarce information on Uruguayan populations but it is believed that they can provide
unknown variants for the improvement and conservation of the species. The aim of
this work is to detect geographic structure of the haplotypic variability of I
paraguariensis in Uruguayan populations. Our hypothesis is that the diversity between
these populations is greater than that found in the rest of its natural distribution. To

test this hypothesis, we isolated DNA from 273 georeferenced individuals distributed
12



along 18 locations in relictual forests from Uruguay, including four populations from
Paraguay, Argentina and Brazil. We screened these samples with 30 microsatellite
chloroplast markers. We correlated the haplotype variability found across three loci to
the geographic distribution of the individuals. The Uruguayan populations appear
highly structured and differentiated from the samples obtained from populations of
Paraguay, Argentina and Brazil. Our results show high interpopulation genetic
diversity, clear genetic differentiation and absence of seed flow between populations.
This divergence has important implications for the conservation and exploration of the

species germplasm.

Keywords: Yerba mate, forest improvement, biogeography, landscape genetics,

conservation
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2.3 INTRODUCCION

Entender como el paisaje estructura la diversidad genética de las poblaciones es
necesario para comprender los procesos y patrones de flujo de genes y adaptacion local
que la gobiernan, conocimiento indispensable para el manejo, uso y conservacion de
las especies (Manel et al., 2003). Los principales procesos que modelan la distribucion
de las especies en el tiempo y el espacio son la dispersion, la vicarianza y la extincion
(Futuyma, 2003), procesos que son a la vez regulados por el ambiente y las
caracteristicas biologicas y reproductivas de las especies (Avise, 2000). La
biogeografia estudia como se distribuyen los seres vivos a través del espacio y el
tiempo, reconoce patrones de distribucion y propone un sistema de regionalizacion
biotica del planeta e hipotesis sobre cudles fueron las causas que ocasionaron dichos
patrones de distribucion (Nelson, 1985). La genética del paisaje, es un enfoque surgido
dentro de la biogeografia que investiga como aspectos geograficos y ambientales
estructuran la diversidad genética de las especies a una escala fina de tiempo y espacio
(Smouse y Peakall, 1999). El cambio climatico moderno estd produciendo cambios
latitudinales dentro del rango de distribucion de numerosos taxa, comunidades y
ecosistemas, afectando sobre todo a las poblaciones de la periferia. Estos cambios no
son migraciones que ocurren a lo largo del rango, sino que considerando la hipdtesis
de “frente-centro-retaguardia”, son el resultado del establecimiento de nuevas
poblaciones sobre el frente de avance y de extincion de poblaciones en la retaguardia,
por lo cual, incluso especies que no sufren retraccion de su rango de distribucion, si
pasan por un intenso proceso de rotacion y extincion de poblaciones (Hampe y Petit,
2005). A lo largo de la historia de la Tierra, el cambio climatico ha modelando el rango
de distribucion de las especies en forma recurrente. Durante periodos de clima adverso,
sucede que las retracciones en la retaguardia del rango de distribucidén de una especie
no son totales y algunas poblaciones sobreviven en enclaves del paisaje con clima mas
benigno conocidos como refugios, a modo de poblaciones relictuales (Hampe y Jump,
2011). Las poblaciones relictuales normalmente presentan altos niveles de
diferenciacion genética entre si (Hampe y Petit, 2005, Petit et al., 2003). Los refugios

climaticos son areas del paisaje con caracteristicas particulares de topografia, de
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irregularidades del terreno de pequefia escala (cascadas, manantiales, humedales,
grandes rocas, etc.), de edafologia o de estructura de la vegetacion donde una especie
puede sustentar poblaciones durante periodos de estrés ambiental luego de un cambio
climéatico desfavorable (Dobrowski, 2011). Desde el punto de vista de la biogeografia
se considera relictos a poblaciones que subsistieron en determinadas posiciones del
paisaje donde el clima mas benigno les permitié sobrevivir oscilaciones climaticas
ocurridas desde fines del Terciario, desde el ultimo méaximo glaciar o desde el
Holoceno, segin se clasifiquen en relictos terciaros, glaciales o pos-glaciales,
respectivamente (Cox et al., 1998). Las poblaciones relictuales son de gran
importancia para la sobrevivencia y evolucion de las especies porque normalmente
presentan altos niveles de diferenciacion genética (Comps ef al., 2001; Hampe et al.,
2003; Petit et al., 2003; Martin y McKay, 2004), han sido expuestas a seleccion por
eventos climaticos de mayor intensidad y duracion que el resto de las poblaciones
dentro del rango de distribucion resultando en adaptacion local (Jansson y Dynesius,
2002). A causa de estas caracteristicas peculiares, las poblaciones relictuales pueden
servir como laboratorios naturales para investigar como las poblaciones pueden
reaccionar frente al cambio climatico actual o futuro (Davis ef al., 2005; Hampe y Petit

2005).

Existe evidencia de que las oscilaciones climaticas ocurridas durante el Pleistoceno
afectaron de manera diferente a las poblaciones de una misma especie que se
encontraban a lo largo de un gradiente de latitud, determinado que la variabilidad de
la especie no se distribuya de forma homogénea a lo largo de su rango de distribucion
(Hewitt, 2004). Por otra parte, la distribucioén de la variabilidad de una especie en el
espacio y el tiempo puede ser modelada, y en este sentido, el rango de distribucion de
una especie en un momento dado se puede dividir en tres regiones caracteristicas, el
frente de colonizacion, el centro del rango y la retaguardia. Estas regiones se pueden
caracterizar desde el punto de vista de la distribucion de la variabilidad de la siguiente
manera: el frente de colonizacion, conformado por poblaciones con baja diversidad
inter e intra-poblacional; el centro de la distribucion, que presenta poblaciones con alta

variabilidad intra-poblacional pero baja variabilidad inter-poblacional; y la
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retaguardia, con poblaciones que presentan baja diversidad intra-poblacional pero alta

diversidad inter-poblacional (Hampe y Petit, 2005).

La particular distribucion geografica y el hecho de persistir en condiciones cercanas al
limite de tolerancia climatica para una especie, tiene ciertas implicancias sobre la
demografia y genética de las poblaciones relictuales. Las especies que tendran mas
chances de sobrevivir en estas condiciones poseen varias de las siguientes
caracteristicas. Habilidad para escapar de condiciones ambientales desfavorables (en
vegetales, mediante bancos de semillas), resistir (adaptaciones morfologicas y
fisiologicas) o recuperarse luego de episodios de estrés extremo (crecimiento
indefinido y 6rganos de reserva). Estas especies también poseen un ciclo de vida largo
caracterizado por alta sobrevivencia, longevidad y fertilidad de los adultos o
propagacion asexual. Ademads presentan habilidades para sobrevivir en poblaciones
aisladas en sitios con baja capacidad de carga como mecanismos para asegurar la
reproduccion sexual (auto-compatibilidad, alta fecundidad) y alta conectividad de las

parejas (flujo de polen direccional) (Hampe y Jump, 2011; Kawecki, 2008).

Desde el punto de vista bioldgico, llex paraguariensis A. St. Hil, es una planta de
follaje siempre verde, de porte arborescente, longeva, dioica, de polinizacion
entomofila y de frutos carnosos dispersados por animales. /. paraguariensis es una
especie de la flora subtropical que crece mayormente en regiones con temperaturas
medias anuales de entre 21 a 22 °C, y precipitaciones no menores a 1200 mm anuales,
y su distribucion natural abarca desde el sureste de Brasil, este de Paraguay, nordeste
de Argentina y nordeste y este de Uruguay (Giberti, 2001; Giberti 1997), siendo el
limite sur de su distribucion las sierras del Departamento de Maldonado en Uruguay
(Giberti, 1979). En Uruguay, sus poblaciones naturales se encuentran localizadas en
areas que podrian llegar a ser consideradas refugio de la flora subtropical (Speranza et
al., 2007; Grela, 2004; Ab’Saber, 1977 ), donde es posible en las fases frias de los
ciclos glaciares del Cuaternario, cuando el clima era mas seco hayan encontrado
condiciones benévolas para sobrevivir por lo que podrian ser consideradas poblaciones
de “retaguardia” del rango de distribucion, teniendo en cuenta la hipdtesis de “frente-

centro-retaguardia” presentado por Hampe y Petit (2005).
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En teoria, los periodos aridos ocurridos durante las oscilaciones climaticas del
Cuaternario, provocaron la extincion de la mayor parte de las poblaciones de
numerosos taxa adaptados a ambientes humedos y calidos de las biotas tropicales y
subtropicales en la region sur-este de América del Sur, exceptuando aquellas que se
encontraban en determinadas posiciones del paisaje como laderas de sierras y
quebradas donde el clima se mantuvo mas benigno (Ab’Séber, 1977). Se sugiere, en
lo que respecta a la region biogeografica de Pampas, que las areas del paisaje donde
se encuentra especies de las floras tropicales y subtropicales rodeadas de areas de
vegetacion herbacea puedan ser consideradas refugios del Cuaternario (Ab’Saber,
1977; Grela, 2004; Iriarte, 2006). Un trabajo realizado en Eugenia uniflora, una
especie arborea, longeva, subtropical, de frutos dispersados por animales y con un
rango de distribucion muy similar a 1. paraguariensis, encontr6 un aumento de la
diversidad regional haplotipica y nucleotidica hacia el limite sur de su rango de
distribucion, es decir hacia el territorio uruguayo y una fuerte estructuracion geografica
de la diversidad a lo largo de su rango de distribucion (Turchetto-Zolet et al., 2016).
Otros estudios realizados en Epidendrum fulgens y Vriesea gigantea, dos plantas
herbaceas, perennes, subtropicales y de distribucion similar a I. paraguariensis,
descubrieron una fuerte estructuracion geografica de la variabilidad y un aumento de
la diversidad regional haplotipica y nucleotidica hacia el limite sur de su rango de
distribucion (Pinheiro et al., 2011; Palma-Silva et al., 2009). Dos trabajos recientes en
dos complejos de especies herbaceas, longevas, subtropicales y cuyas distribuciones
abarcan la totalidad del territorio de Uruguay, Turnera sidoides y Petunia axilaris,
encontraron estructuracion geografica de los haplotipos cloroplasticos para las
poblaciones del territorio uruguayo (Speranza et al., 2007; Turchetto at al., 2014). Un
estudio previo sobre la variabilidad genética de . paraguariensis a lo largo de toda su
area de distribucion usando marcadores moleculares nucleares y cloroplasticos
encontr6 que la diversidad dentro de las poblaciones de yerba mate disminuye hacia el
suroeste, es decir, hacia el territorio uruguayo, a la vez que la diversidad genética
regional aumenta en el mismo sentido, siendo las poblaciones de Uruguay las que mas
difieren de todas las demds. Sin embargo estos autores no pudieron encontrar

variabilidad suficiente en el haplotipo cloroplastico, con el muestreo y marcadores
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microsatélites heterdlogos cpSSRs utilizados, como para hacer generalizaciones sobre
la estructuracion geografica de la especie (Cascales et al., 2014). Como es frecuente
observar estructuracion geografica haplotipica y nucleotidica en especies que en
Uruguay presentan poblaciones asociadas a areas de refugio climatico donde también
existen poblaciones de I paraguariensis, y por tener esta especie muchas de las
caracteristicas biologicas y demograficas que caracterizan a las poblaciones
relictuales, se esperaria también observar estructuracion geografica para las

poblaciones de I. paraguariensis dentro del territorio uruguayo.

Considerando las caracteristicas biologicas y reproductivas de la especie, su
distribucion actual y que el estudio de la genética del paisaje tiene el foco adecuado
para discriminar la informacion obtenida a la escala de tiempo y espacio de interés, las
hipotesis de este trabajo son que existe estructuracion geografica de la variabilidad
haplotipica de I. paraguariensis en Uruguay, y que los haplotipos cloroplasticos de las
poblaciones de Uruguay son muy divergentes respecto a los encontrados en el resto
del rango de distribucion natural de la especie. Asimismo se espera encontrar menor
diversidad intrapoblacional de los haplotipos cloroplasticos segun la teoria y los

resultados previos.

Asumiendo que la diversidad genética de las poblaciones naturales de I
paraguariensis en Uruguay es detectable a través del estudio de cpSSRs disponibles y
que el patron de distribucion de la diversidad genética de la especie a lo largo de la
geografia puede describirse a través de la particion de la varianza entre y dentro de las
poblaciones, el objetivo de este trabajo es determinar la estructuracion geografica de
la variabilidad haplotipica de I. paraguariensis en Uruguay a través de cpSSRs e
identificar las poblaciones donde ocurren los haplotipos mas divergentes y por ende

de mayor interés para la conservacion y/o eventual uso en mejoramiento.
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2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Material vegetal

Se tomaron muestras de 18 localidades dentro del 4rea de distribucion de I
paraguariensis, 14 de ellas correspondientes a las poblaciones discontinuas y
relictuales dentro del territorio uruguayo y una muestra de referencia compuesta por
colectas de cuatro poblaciones dentro del area continua del centro de distribucion
(poblaciones 15, 16 ,17 y 18), en los territorios de Argentina, Brasil y Paraguay
(Cuadro 3, Figura 1). Se colectd un total de 273 individuos a los largo de las 18
localidades, todas ellas correspondientes a poblaciones naturales. Entre 1 y 34
individuos fueron colectados por localidad en funcion de los individuos descubiertos
durante las visitas (Cuadro 3, Figura 1). Para la colecta de la muestra se presto especial
precaucion de tomar hojas completamente desarrolladas y sin ningun signo de
afectacion por plaga o enfermedad. A partir de las muestras se confecciond una
coleccion del ADN. La distancia entre minima y méaxima entre las localidades visitadas
fue de entre 2,5 y 1034 km, correspondiendo respectivamente a las distancias entre las

localidades 6 y 7 y las localidades 14 y 15 respectivamente (Cuadro 1, Figura 1).

2.4.2 Prospeccién vy colecta de las poblaciones

Para la prospeccion de la variabilidad de 1. paraguariensis dentro del territorio
uruguayo, primero se inventariaron los sitios donde se tenia informacion proveniente
de colectas de herbario o por comunicacion de expertos de la ocurrencia posible o
verificada de la especie. Luego, segiin el nimero de individuos observados por sitio
en un muestreo preliminar se procedid a la toma de muestra de hoja para el posterior
estudio de la variabilidad existente. El muestreo consistio en tomar 5 o 6 hojas adultas,

y en buen estado por individuo.
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Cuadro 1. Microsatélites cloroplasticos disefiados para I. dumosa e 1. paraguariensis

por Cascales (2014) y alelos resultantes de su amplificacion obtenidos en este trabajo

de Tesis.

Localizacion del Cebador Sentido Tm Secuencia Tamafio  Alelos
cpSSR (c) repetida (pb) observados
rps16- ATAGACGGCTCATTGGGATAGA F 72.9 (A)n 467 |
rpsl6 GAAAGGATTAAGAAGCACCGAA | R 534

trnS(UGA)- AGGTGTGAATATACTGGGCGAT F 72.9 (A)n 263 1
psbZ AATCCTCCAAGCTACCAACAAA | R 534

trnV(UAC)- CGATGAACCAACCAGTCAGTTA | F 72.9 (T)n 390 1
trnV(UAC) CTAGTCCAGAGGCAGACCTACG | R 60.9

ycf4- TCTGTCTTGTTTTGCCACTCAT F 71.9 (A)n 352 1
cemA TGATTTGGTGGTTAGTCCTTGA R 534

rpsl8- AAGAATCGGGGAAGAAGAAATC | F 71.9 (Tn 351 |
rpl20 TGTGGATCACTCGAATAAATGC R 534

trnR(UCU)- CGACTATAACCCCTAGCCTTCC F 74.9 (AT)n 462 |
atpA AATCAAGCGTTTCCGATTCA R 49.3

ndhH- TTCTTGTAGCTGGTGCAGTCAT F 72.9 (A)n 153 |
rpsl5 TTGGTCAGTTGGATATTCGAGA R 53.4

atpH- CGTTCTTCCATTTCTTTGTTCC F 71.9 (TA)n 304 1
atpl CTCAACTCTTGTGGATGTTTCG R 55.3

psbM- CGCTCATTTCATTTAAGACGC F 71.9 (T)n 420 1
trnD(GUC) CCCATTTTGGATTCGGTATG R 514

psbl- GCACTTCATTTCTTGGTGTCAA F 71.9 (T)n 351 )
trnS(GCU) AATCCCTCTCTTTCCGTTTCC R 54.4

trnP(UGG)- CCACATCGTTATTTCCTCCATT F 71.9 (T)n 8 1
psal CCTGCTAAAGACCCAAACCATA R 553

accD- ATTATTTCAGCTCCACGCTTTC F 71.9 (Tn 181 )
psal CTAGTCAAAATGGGATTCTCGG R 55.3

rpl14- CATACCGTTGTCACGTTTGAGT F 72.9 (Tn 447 )
rpl16 TGAAATGGGTGGAGTAACAGAA | R 534

infA- AACTACGTCGGATCTTTCCTGA F 72.9 (T)n 351 1
rps8 CGGGATAGGGATTGTAATTCTG R 55.3

trnH(GUG)- TGCCTTGATCCACTTGGCTA F 72.9 (T)n 177 1
psbA AGTATCGTGCTTTCGTTAGGT R 52.4

rpsl6- TGGTTCAGTCGGTACATAGACA F 72.9 (A)n 37 1
trnQ(UUG) TCAAAGAAATGGGAGCTGGGT R 54.4

trnG(UCC)- CAATGACAGATTCGAGGAACAA | F 71.9 (A)n 305 |
trnG(UCC) GTTTCCACCGAGCTAAAACAAA | R 534

psbC- CCTGTTCTTTCCATGACTCCTC F 73.9 (A)n 447 |
trnS(UGA) ATCGCCCAGTATATTCACACCT R 55.3

trnG(GCC)- GTTGGCCGTGATAGTGTAGTGA F 73.9 (A)n 413 |
trnfM(CAU) TACTTCGTGAAATGGTTCATGC R 534

ycf3- TGCCTCTTTTTCTCCTGAAGT F 71.9 (A)n 305 1
trnS(GGA) AGGATGAAATCGAATCGGGTT R 52.4

trnM(CAU)- TTGCTTTCATACGGCGGGAG F 73.9 (T)n 307 1
atpE TCTCCGACGAGCTAGGACAC R 57.5

psal- TTTAGTTCGACATTCCTTGTGC F 71.9 (T)n 487 1
ycf4 TTTTATGTTCGGTGGAAGCC R 514

rpsl2- TTCTCGATCAATCCCTTTGC F 71.8 (Tn 224 |
trnV(GAC) ATTTCGTACCCTTCGCTCAA R 514

rm5- CTGCGGAAAAATAGCTCGAC F 72.9 (A)n 214 |
trnR(ACG) CAGCCATTTCGGGTTAAGAA R 51.4

trnK(UUU)- GACTTGTGTTGGATTGGCACTA F 72.9 (A)n 158 1
rpsl6 GGAACTCTTAACAACCGAGGAA | R 55.3

trnG(UCC)- TAGCTCGGTGGAAACAAAATTC F 71.9 (T)n 320 1
trnG(UCC) GGAAGGCTAGGGGTTATAGTCG R 59.0

atpA- CTAATTTCGTCGGCTCGAAT F 71.8 (A)n 1 1
atpF ACAACGGGTTTTCCAACAAG R 514

trnM(CAU)- GGATKAGTTGCGTTTGGTTTTC F 71.9 (T)n 362 1
atpE CTAGGACACGAGTAGAGGCCAT | R 59.0
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clpP b- TCAAATTACCACCCTTCCTTTC F 71.9 (T)n 467 1
clpP b TACCAAACGTCTAGCATTCCCT R 55.3
trnR(UCU)- ATCGGAATGAAAAGCGTCCA F 71.8 (TA)n 176 1
atpA GGGAATCAAGCGTTTCCGAT R 53.4

2.4.3 Amplificacién, secuenciacion y etiguetado de los microsatélites cloroplasticos

Para todos los individuos colectados se extrajo el ADN a partir de hojas frescas u hojas
secas en silica de acuerdo con el protocolo de Doyle y Doyle (1987). Los ADNs fueron
conservados en freezer para su posterior uso. De esta coleccion de ADN se
seleccionaron representantes de cada una de las poblaciones colectadas para poner a
punto un conjunto de 30 marcadores cloroplésticos de tipo microsatelite (cpSSRs)
previamente desarrollados in silico para I. dumosa e I. paraguarensis por el equipo de
la Dr. Alexandra Gottlieb en la Facultad de Ciencias Exactas de la UBA. Los cebadores
fueron sintetizados en la empresa Macrogen de manera que a la secuencia de los
cebadores en sentido directo se les agregd la secuencia del MI13 (5'-

CACGACGTTGTAAAACGAC-3"), marcada con FAM y HEX (Beckman Coulter).

Todas las reacciones de amplificacion de PCR se hicieron en un volumen total de 10
u 1, conteniendo 0.2 unidades de Taq polimerasa (Thermo Scientific, USA), 1,5 mM
de MgCl12, 0,15 ¢ M del cebador marcado con M13, 0,01 ¢ M del cebador reverso,
0.1 mM de cada ANTP del buffer.

El programa de amplificacion de PCR consistio en un tiempo inicial de 5 minutos a
95°C, 40 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a una temperatura de annealing
de 53°C, y 30 segundos a 72 °C, esto fue seguido de 10 ciclos adicionales de 30

segundos a 94 ° C, 30 segundos a una temperatura de annealing de 50° C, y 30

segundos a 72 ° C, el paso de elongacion final fue de 5 minutos a 72°C.

Luego los productos de la amplificacion de PCR fueron verificados en gel de agarosa
a 1,5x, los positivos se acondicionaron disponiendo 2 (1 de producto con 8 1 de

formamida y se enviaron para el analisis de los fragmentos a un servicio comercial de

secuenciado (DNA Analysis Facility en Science Hill, Yale University, New Haven,
21



CT). Los cromatogramas recibidos del servicio comercial se analizaron manualmente
con el programa PeakScanner 1.0 © (Applied Biosystems, 2006). A partir de estos
analisis preliminares se seleccionaron tres marcadores (psbI-trnS, rpl14-rpl16 y accD-
psal) en base a polimorfismos detectado en los individuos analizados. Estos tres
marcadores fueron utilizados para realizar el analisis en todos los individuos de las

poblaciones en estudio.

2.4.4 Procesamiento v andlisis de los datos

Se analiz6 la informacion genética obtenida con los marcadores para cada uno de los
individuos conjuntamente con los datos de ubicacion georeferenciada con el paquete
de R, Geneland (Guillot et al., 2005) para estimar el nimero de poblaciones diferentes

y asignar los individuos a dichas poblaciones.

Geneland (Guillot et al., 2005), es un programa que utiliza un modelo estadistico
espacial con la técnica de cadenas de Markov Monte Carlo para estimar nimero de
poblaciones, asignar individuos a poblaciones de origen, mapear limites entre las
poblaciones y detectar/mapear individuos migrantes. El programa se puede operar
usando una computadora personal estandar cargandose como paquete en R, que es un
software estadistico de uso libre con variadas funciones graficas y estadisticas (R Core
Team (2013). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation

for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-project.org/).

Previo al analisis de los datos con Geneland, se procesé la informacion genética y la
informacion espacial en archivos de texto separados utilizando el editor de texto y

codigo de fuente libre Notepad++ .

Finalmente, los mapas de probabilidad posterior de pertenencia a las poblaciones
inferidas producidos por la interface grafica de Geneland georreferenciados, fueron
superpuestos como capa raster a un mapa topografico libre (Kartendaten: ©
OpenStreetMap-Mitwirkende, SRTM | Kartendarstellung: © OpenTopoMap (CC-BY-
SA) utilizando el software libre QGIS (QGIS, 2019).
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Figura 1. Distribucion de los haplotipos plastidiales (circulos coloreados) entre las
localidades colectadas (circulos blancos) de /. paraguariensis. Cada color representa
un haplotipo distinto (secciones de diferente color dentro de un circulo también

representan diferentes haplotipos para una misma localidad).
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Haplotipos encontrados v sus frecuencias para las poblaciones colectadas

A partir del analisis de la secuenciacion de marcadores cloroplésticos polimoérficos
marcados con MI13 psbl-trnS, rpl14-rpl16 y accD-psal, se identificaron cinco
haplotipos citoplasmaticos (Cuadro 2). Los niveles de polimorfismo intra-poblacional
para los haplotipos estudiados fueron muy bajos. La mayoria de las poblaciones
estudiadas presentaba un Unico polimorfismo a excepcion de las poblaciones 9 y 10
que presentaron dos haplotipos distintos cada una (Cuadro 3). El haplotipo 3 fue el
mas frecuente encontrandose en 12 de las 17 poblaciones estudiadas; el haplotipo 5 se
encontro en 5 poblaciones. Los haplotipos 1, 2 y 4 solo se encontraron en una unica
poblacién cada uno. Los haplotipos 1, 2, 3 y 4 solo se encontraron en poblaciones del
territorio uruguayo, mientras que el haplotipo 5 es el tnico observado en las

poblaciones estudiadas en Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay.

Cuadro 2. Longitud de secuencias amplificadas y haplotipos cloroplasticos detectados

para las poblaciones estudiadas de /. paraguariensis con los marcadores polimorficos

disponibles.

' Longitud de secuencia amplificadas por cebador

Haplotipo
psbl-trnS rpl14-rpl16 accD-psal

1 369 395 467
2 370 395 467
3 369 395 468
4 370 395 468
5 369 396 468
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Cuadro 3. Origenes, regiones dendrofloristicas y frecuencias haplotipicas plastidiales

de 18 poblaciones de I. paraguariensis

. , Region dendrofloristica: Haplotipos
Oigepoifio els Lo Gl “Caey
Willink (1973) 1 2 3 5
onor Flora oriental, Nucleo
1) Gruta de ,IOS Helechos, 31038,8_ primario, Cuchilla de 40 | 0 0 0 0
Tacuarembo, Uruguay 56°01'0
Haedo
. on At Flora oriental, Area
2) La Aruera, Tacuarembd, 32004,8_ principal, Cuchilla de 18 0 0 1 0
Uruguay 55°56'0
Haedo
. . o Flora oriental, Area
%Zafjeta.reMn':ts)f’)rl(l:,(T)rrf;’ay ggog;v(s)_ principal, Cuchilla de 2 0 0 1 0
i Haedo
?/)Xr]i’:sxfél]?) l)legiz(;slt‘trgo 32°30'S- Flora orientql. Fuera del 31 o 0 1 0
? ’ 55°07'0 rango, Cuchilla de Haedo
Uruguay
(Sl)kr]i’:S\;lI:) ;nacgrcg Largo 32°32'S- Flora orientql, Fuera del 15 0 0 1 0
? ’ 55°10'0 rango. Cuchilla de Haedo
Uruguay
6) A°. Parao, Cerro Largo, 32°37'S- Flora oriental. Nucleo 3 0 0 1 0
Uruguay 54°22'0 primario. Cuchilla Grande
7) A°. Tacuari, Cerro 32°39'S- Flora oriental. Nucleo 1 0 0 1 0
Largo, Uruguay 54°22'0 primario Cuchilla Grande
8) Paso Pereira, Cerro 32°29'S- Flora oriental, Fuera del 1 0 0 1 0
Largo, Uruguay 55°06'0 rango. Cuchilla de Haedo
9) Tapera de Ayala, TyT, 33°02'S- Flora oriental. Area
Uruguay 54°30'0 principal. Cuchilla Grande | 25 | 9964 | 0.036 | 0 0
10) A°. Yerbal. TyT, 32°56'S- Flora oriental. Nucleo
Uruguay 54°28'0 Primario. Cuchilla Grande 23 |0 0 0-956 0-044
11) A°. de la Abuelita, 32°56'S- Flora oriental. Nucleo 30 | o 0 1 0
TyT, Uruguay. 54°30'0 Primario. Cuchilla Grande
o . oAt Flora oriental. Area
Iﬁzfﬁle‘jgell?nfgo;z;ma’ 24310451‘3"(53- Principal. Cuchilla 5 0 0 1 0
i 0Grande
13) Aigua, Maldonado, 34°15'S- Flora oriental. Area ol 0 0 1 0
Uruguay 54°35'0 Principal. Cuchilla Grande
14) Sierra del Este, 34°16'S- Flora oriental. Area 6 0 0 1 0
Maldonado, Uruguay 54°36'0 Principal. Cuchilla Grande
15) UNA, San Lorenzo, 25°20'S- Prov. Biogeografica 5 0 0 0 1
Gran Asuncion, Paraguay 57°31'0 Paranaense.*
16) S/L, Misiones, 27°09'S- Prov. Biogeografica 2 0 0 0 1
Argentina 54°58'0 Paranaense.*
. . 27°08'S- Prov. Biogeografica
17) Chapeco, SC, Brasil 520420 Paranacnse.* 2 0 0 0 1
18) Faxinal dos Guedes, 26°51'S- Prov. Biogeografica 5 0 0 0 1
SC, Brasil 52°16'0 Paranaense.*

*Tomado de Cabrera y Willink (1973).
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2.5.2 Grupos detectados utilizando GENELAND

El analisis realizado con Geneland generd cuatro grupos a partir de los individuos de
las 18 localidades muestreadas en todas las corridas realizadas. La corrida de MCMC
con mayor probabilidad posterior promedio de pertenencia asignoé las poblaciones a
esos cuatro grupos o clusters con una frecuencia de 62.5 % (Figura 2). Los clusters
generados por Geneland a partir del andlisis fueron los siguientes: 1) localidad 1; 2)
localidades 2, 3,4, 5,6, 7,8, 10, 11, 12, 13 y 14; 3) localidades 15, 16, 17 y 18; 4)
localidad 9 (Cuadro 1, Figuras 3 y 4).
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Figura 2. Registro del nimero de poblaciones a lo largo de la corrida de MCMC con

numero variable de poblaciones e histograma de frecuencias con los valores simulados.
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2.5.3 Haplotipos observados en las poblaciones de Uruguay son divergentes

De los 5 haplotipos cloroplésticos detectados en este estudio 4 se encuentran
exclusivamente en las localidades colectadas dentro del territorio de Uruguay (Cuadro
1, Figura 1). Se ha encontrado 3 haplotipos endémicos de para dos de las localidades
colectadas dentro del territorio de Uruguay. No existe practicamente ningiin haplotipo
compartido entre las localidades muestreadas dentro del territorio uruguayo y las

localidades del area central de distribucion de 1. paraguariensis.

Entonces se puede decir que las localidades colectadas dentro del territorio de Uruguay
presentan haplotipos cloroplésticos de I paraguariensis que no se encuentran en

ninguna otra de las localidades estudiadas del rango de distribucion de la especie.

27



y coordinates

y coordinates

-26

-28

-30

-32

-34

-60

Map of posterior probability to belong to cluster 1

-54

y coordinates

y coordinates

-26
|

=32
|

-34
|

Map of posterior probability to belong to cluster 2

Map of posterior probability to belong to cluster 4

-54

Figura 3. Mapas de probabilidad posterior de pertenencia a cada cluster generado

agrupando localidades de 1. paraguariensis estudiadas (circulos negros).
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Figura 4. Mapa de probabilidad posterior de pertenencia al cluster 2 de poblaciones
de I paraguariensis superpuesto a mapa topografico de la region ubicando las

localidades estudiadas (circulos negros).
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2.6 DISCUSION

2.6.1 Variabilidad registrada en este trabajo para las poblaciones de . paraguariensis

en el Uruguay

En este trabajo se relevaron las poblaciones de /. paraguariensis a lo largo de su
distribucion natural con énfasis particular en las poblaciones del territorio uruguayo, y
se estudio la variabilidad haplotipica mediante microsatélites cloroplasticos. A partir
del analisis de las secuencias obtenidas con los microsatélites se pudieron detectar

cinco haplotipos diferentes.

Respecto a la variabilidad de los microsatélites para el genoma cloroplastico en
especies vegetales se ha reportado baja variabilidad (Kaundun y Matsumoto, 2002).
En el caso particular de la variabilidad detectada con microsatélites cloroplésticos en
especies arboreas la informacion disponible es escasa y variable, por ejemplo, se
reporta altos niveles de polimorfismo en un estudio realizado con un relevamiento
profundo del area de distribucion natural en robles europeos (Streiff ez al., 1998), pero
otros autores trabajando con una especie euroasiatica del género llex, I. aquifolium y
realizando también un muestro exhaustivo a lo largo de todo su rango de distribucion
solo encontraron ocho haplotipos diferentes (Rendell y Ennos, 2003). Respecto de 1.
paraguariensis, en un trabajo previo sobre la variabilidad de las poblaciones silvestres
a lo largo de su rango de distribucion, se encontr6 unicamente dos haplotipos

cloroplasticos (Cascales et al., 2014).

Los resultados obtenidos respecto de la variabilidad haplotipica en este trabajo son de
gran valor para el estudio de la especie y representan la informacion mas completa
obtenida hasta el momento sobre las poblaciones del territorio uruguayo. Sin embargo,
como la naturaleza mononucleotidica de los cpSSR no es Optima para detectar
variacion, la informacion obtenida en este trabajo deberia ser covalidada con un

analisis de la variacion gendmica para obtener conclusiones mas contundentes.
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2.6.2 Estructuracion geografica de la variabilidad de I. paraguariensis a lo largo de su

distribucién natural

Con el muestreo y los marcadores utilizados en este trabajo se pudo identificar 5
haplotipos distintos distribuidos a lo largo de las 18 poblaciones estudiadas. De estos
haplotipos, 4 se encuentran Unicamente en las 14 poblaciones de Uruguay, no
existiendo practicamente ningin haplotipo compartido entre las poblaciones del
Uruguay y la muestra de referencia. De la agrupacion de la variabilidad se obtuvieron
4 posibles agrupamientos que agregan a las poblaciones del territorio uruguayo en tres

grupos y en un grupo restante a las de fuera del pais.

Considerando los resultados obtenidos a una escala regional, se puede decir que
concuerdan con las caracteristicas y distribuciéon de la denominada flora insular
descripta dentro de una propuesta para la clasificacion de las floras del sur-este de
América del Sur (Rambo, 1954). Seglin esta propuesta, la flora insular se compone en
parte por géneros y especies endémicas de la regidon montafosa riograndense, de las
sierras de Uruguay, de las sierras del sur de Buenos Aires y de Cérdoba en Argentina,
que se habrian originado en condiciones de aislamiento durante las oscilaciones
climaticas del cuaternario cuando areas elevadas de la topografia habrian permitido
que se mantuviera un microclima aceptable para la sobrevivencia de especies vegetales
de origen subtropical a modo de islas rodeadas de valles aridos (Rambo, 1954). Estos
patrones descriptos para la flora insular ademds se pueden explicar en base a la
geomorfologia de la region y a eventos climaticos extremos ocurridos durante el
Cuaternario, siendo que las formaciones que conforman el sistema de sierras del norte
y este de Uruguay pudieron generar areas de clima mas benévolo donde pudo
sobrevivir la vegetacion subtropical durante las oscilaciones climaticas del Cuaternario

(Bossi y Navarro, 1991; Veroslavsky, 2006).

Los resultados de este trabajo también coinciden con lo observado a escala regional en
otros estudios realizados sobre la distribucion de la diversidad de especies vegetales
con caracteristicas biologicas y rangos de distribucion similares a . paraguariensis.

En estos trabajos se observéd que el rango de distribucion es discontinuo en sentido
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latitudinal y que la distribucion de la variabilidad entre las poblaciones del norte y del
sur es diferente. Las poblaciones del ntcleo localizadas hacia el noreste del rango de
distribucion, presentan una mayor diversidad dentro de las poblaciones, mientras que
las poblaciones localizadas hacia el suroeste del rango, hacia el territorio uruguayo,
presentan una distribucion fragmentada a lo largo de areas de refugio, exhiben una
mayor variabilidad interpoblacional y presentan haplotipos tnicos (Fregonezi et al.,
2012; Pinheiro et al., 2011; Turchetto-Zolett et al., 2016). Estas observaciones
concuerdan con los resultados presentados en un trabajo previo sobre la distribucion
de la variabilidad de 1. paraguariensis a lo largo de su rango de distribucion (Cascales

etal., 2014).

Teniendo en cuenta la propuesta sobre la flora insular de Rambo (1954), los
antecedentes observados en otras especies de amplia distribucion a lo largo de un
gradiente latitudinal y distribucion geografica similar y considerando el modelo
propuesto por Hampe y Petit (2005), podemos interpretar que en el rango de
distribucion actual de 1. paraguariensis y para el area estudiada se puede identificar
dos regiones; una region de distribucion continua o centro del rango, en el nordeste del
rango de distribucion, donde la diversidad intra-poblacional es maxima mientras que
la diversidad inter-poblacional es minima y otra regiébn compuesta por varias
poblaciones diferentes, donde la diversidad intra-poblacional es muy baja y la

diversidad inter-poblacional es méxima correspondiendo al area de retaguardia.

Al analizar la estructuracion de la variabilidad obtenida en I. paraguariensis dentro
del territorio uruguayo en este trabajo, observamos dos grupos distintos, uno
conformado por las poblaciones de las quebradas de la cuchilla de Haedo al norte del
rio Negro y otro por las poblaciones de la cuchilla Grande al sureste del Uruguay. Esta
misma estructuracion se puede observar también en otras especies con similares
caracteristicas bioldgicas y distribucion dentro del territorio uruguayo. Por ejemplo,
un estudio sobre la estructuracion geografica de la variacion de los haplotipos
cloroplasticos del complejo Turnera sidoides, encontrd que el rango de distribucion
espacial de la especie es discontinuo y que existen areas de refugio climatico asociadas

a los accidentes orograficos de la region, especificamente en la regiones mencionadas,
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donde se conserva una parte significativa de la variabilidad de la especie (Speranza et
al, 2007). En un trabajo posterior se encontraron cuatro clados a partir del andlisis de
haplotipos del territorio uruguayo, sin embargo dos estaban asociados a las sierras de
la Cuchilla Grande y los otros a la cuchilla de Haedo (Moreno et al/, 2018). En otro
trabajo realizado con subespecies del género Pefunia dentro del territorio uruguayo se
encontro otros resultados. Si bien P. axilaris ssp axilaris esta distribuida al sur del rio
Negro y P. axilaris ssp parodii al norte, y ambas subespecies se diferencian
morfologica y genéticamente, sin embargo comparten haplotipo citoplasmatico. Esta
distribucion comtn del haplotipo citoplasmatico podria ser la consecuencia de una
reciente especiacion o haber sido causada por hibridacion introgresiva del polen
debido a que el haplotipo citoplasmatico es de herencia materna y que la especie posee

limitaciones para su dispersion mediante semillas (Turchetto et al., 2014).

2.6.3 Ausencia de migracidén de semilla entre poblaciones cercanas e implicancias

El analisis de los haplotipos en este trabajo reveld la existencia de localidades muy
proximas presentando haplotipos propios de cada una de ellas. Estas localidades
situadas en la zona de “Quebrada de los cuervos”, distan entre si unos 12 km en linea
recta y los haplotipos de los 51 individuos analizados se repartes en dos grupos, uno
para los 28 individuos de Tapera de Ayala y otro para los 23 individuos de Arroyo
Yerbal. Por otro lado, si bien la cantidad de estudios sobre la distribucion geografica
de la variabilidad haplotipica en especies arbdreas no es extensa, no se cita en la
bibliografia ejemplos similares con tal grado de fijacion haplotipica en distancias tan
cortas (Pautasso, 2009). Sin embargo, trabajos anteriores sobre la estructuracion de la
variabilidad en especies vegetales en Sudamérica, encuentran que es mas frecuente
encontrar estructuracion geografica de la variabilidad en marcadores de herencia
uniparental que de herencia biparental, lo que se puede explicar por: diferencias entre
los indices de dispersion de polen y semilla (Caetano et al. 2008; Palma-Silva et al.
2009; Pinheiro et al. 2011); diferentes indices de evolucion entre los marcadores
nucleares y citoplasmaticos (Cabanne et al. 2008; Tellier et al. 2009); o hibridacién
introgresiva de los marcadores citoplasmaticos (Acosta y Premoli 2010; Palma-Silva

et al. 2009). En el caso de la estructuracion de la variabilidad haplotipica encontrada
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en este trabajo para las poblaciones uruguayas de I. paraguariensis, la fijacion
haplotipica podria explicarse por una baja dispersion de los frutos debido a la ausencia
de organismos dispersores o por una baja tasa de reclutamiento de renuevos originada
por alguna de las siguientes causas: escasa produccion de frutos debido al pequenio
tamafio de las poblaciones y a que la especie es dioica; baja tasa de germinacion y
corta viabilidad de la semilla; o una alta mortalidad de los renuevos (Brotonegoro et

al., 2000; Giberti 2001; Giberti, 1997).

Si asumimos una muy baja movilidad de frutos o semillas a causa de escases de
dispersores, tenemos en cuenta que la especie es dioica y las poblaciones naturales son
mayormente pequefias y aisladas, es posible que exista el “riesgo” de introgresion por
polen entre poblaciones cercanas, donde el citoplasma de una pequeiia poblacion o
grupo de individuos en una localidad particular pueda ser capturado por el polen de
una poblacioén vecina que esté en expansion (Potts y Reid, 1988). Las implicancias
practicas para la conformacion de unidades de conservacion de poblaciones pequenas
como las relictuales que tiene la introgresiéon por polen son importantes. Pero la
conformacion de unidades para la conservacion no es una tarea simple, sobre todos si
consideramos que para definir una unidad de conservacion significativamente
evolutiva, se requiere monofilia reciproca para el haplotipo citoplasmatico y
divergencia significativa de las frecuencias alélicas nucleares, o para definir una
unidad de manejo para la conservacion, se requiere divergencia significativa tanto en
frecuencias nucleares como citoplasmaticas (Moritz, 1994; Palsbell et al., 2007).
Desde un punto de vista practico, las unidades para la conservacion, uso y adaptacion
al cambio climéatico de una especie podrian ser definidas de una manera menos costosa
y mas eficiente en base al conocimiento de coémo se distribuye la variabilidad de una
especie a lo largo de todo su rango de distribucion. Para conocer como se distribuye la
variabilidad es importante tener en cuenta como muestrearla o colectarla, por ejemplo,
cuando una especie presenta poblaciones fragmentadas, con alta variabilidad entre
poblaciones y baja variabilidad dentro de poblaciones, deberia considerarse algunos
individuos de tantas poblaciones distintas como sea posible, por otra parte si se trata

de especies con baja variabilidad entre poblaciones y alta variabilidad dentro de las
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poblaciones se deberia considerar muchos individuos de solo algunas poblaciones
(Pautasso, 2009). Cuando la variabilidad de una especie a lo largo de su rango de
distribucién es maxima entre poblaciones y minima dentro de cada poblacion, como
es el caso que se vislumbra a partir de las evidencia que suma este trabajo respecto del
haplotipo cloroplastico de I. paraguariensis en las poblaciones del territorio
Uruguayo, seria recomendable considerar tantas poblaciones como sea posible para el
uso y conservacion, y manejar la variabilidad de cada poblacion por separado para
prevenir cualquier perdida de la riqueza genética local entre tanto no exista mas
informacion sobre la diversidad de la especie. Entonces, si tenemos en consideracion,
la evidencia que este trabajo suma sobre la existencia de estructuracion geografica de
la variabilidad del haplotipo citoplasmatico en las poblaciones uruguayas de 1.
paraguariensis, el descubrimiento de algunas variantes cloroplasticas unicas que dan
indicio de la existencia de variantes genéticas o haplotipicas Uinicas y de gran interés
para el uso y conservacion de la especie, proponemos tener un manejo cuidadoso de
las poblaciones uruguayas para prevenir la pérdida de un posible patrimonio genético

(Ellstrand, 1992; Newton et al., 1999; Pautasso, 2009).
2.7 CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo suman evidencia sobre la existencia de estructuracion
geografica de la variabilidad de I. paraguariensis dentro de las poblaciones del
territorio uruguayo porque: Primero, se detectd cinco haplotipos cloroplasticos, cuatro
de los cuales solo se encuentran en poblaciones uruguayas. Segundo, existe
estructuracion geografica de la variabilidad genética de los haplotipos citoplasmaticos
cpSSR utilizados para las poblaciones de /. paraguariensis del territorio uruguayo.
Finalmente, las poblaciones uruguayas son potencialmente tinicas (haplotipos unicos)

y es importante considerarlas para su uso manejo y conservacion.

Finalmente, podemos concluir que los habitats que constituyen areas de refugio
cuaternario para I. paraguariensis en el territorio uruguayo son potencialmente de gran
valor para la conservacion y uso de otras especies de plantas con caracteristicas

biologicas y reproductivas similares de las que también sobreviven poblaciones
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relictuales y que la conservacion de estos habitats es vital para la conservacion y uso

de estas otras especies también.
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3. DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo se identificaron 14 poblaciones de 1. paraguariensis dentro del
territorio uruguayo. Se registrd la ubicacion y extension de cada una de las
poblaciones, permitiendo ver que, en general, son de escasa extension, estan
conformadas por pocos individuos y ocupan posiciones topograficas de dificil acceso.
Los resultados de este trabajo aportan informacion nueva, objetiva y fundamental para
la conservacion del patrimonio fitogenético nacional, y nos permiten comprender, la
rareza, el valor y la vulnerabilidad de las poblaciones de yerba mate nativas de
Uruguay. Previo a este trabajo, la informacion existente sobre el tamafio y ubicacion
de las poblaciones de I. paraguariensis dentro del territorio de Uruguay era escasa y
dispersa. Un trabajo de tesis sobre la geografia floristica de las especies arboreas del
Uruguay indica la existencia de 9 poblaciones silvestres aunque no las geo-referencia
(Grela, 2004). Existe también, una publicacion del instituto INIA de Uruguay, que
designa a I paraguariensis de forma preliminar junto a otras especies, como
prioritarias para el estudio, pero en la que no se detalla ni el nimero ni la ubicacion de

las poblaciones o individuos considerados (Bennadji, 2007).

Respecto de la proteccion del germoplasma nativo de 1. paraguariensis en el Uruguay
todavia no existen publicaciones especificas, pero si algunos documentos elaborados
para el uso y conservacion del bosque nativo o la proteccion de la biodiversidad del
Uruguay de los que forma parte, entre los mas relevantes se puede mencionar: La Ley
Forestal, ley 15.939 del 28/12/1987 y sus decretos reglamentarios, que regulan todo lo
relativo a forestacion y bosques nativos. Explicitamente, el articulo 24, prohibe la corta
y cualquier operacion que atente contra la supervivencia del bosque nativo, con la
excepcidn de que la corta sea para uso doméstico del establecimiento, o cuando medie
autorizacion de la DGF (Direccion General Forestal) del MGAP (Ministerio de
Ganaderia Agricultura y Pesca) (Uruguay, Poder Legislativo, 1987). Segundo, la
“Estrategia Nacional para la Conservaciéon y Uso Sostenible de la Diversidad
Biologica del Uruguay 2016 — 20207, del MVOTMA (Ministerio de Vivienda
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente), que tiene como mision “conservar y

promover la utilizacion sostenible de la biodiversidad del Uruguay salvaguardando sus
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componentes y procesos, y asegurar el acceso y la reparticion equitativa de los
beneficios que de ella se derivan para maximizar la calidad de vida de todos los
habitantes de las generaciones actuales y futuras” (MVOTMA, 2016). Por ultimo, la
Estrategia Nacional del Bosque Nativo, de la DGF del MGAP, que tiene como
objetivos especificos, “mejorar el marco legal y politica financiera relacionada a la
gestion del bosque nativo para incrementar los beneficios, ampliar las capacidades
institucionales y técnicas de la DGF para fortalecer el sistema de informaciéon y
monitoreo, mejorar la gestion de los bosques con el fin de mantener e incrementar los
servicios ecosistémicos provenientes de los mismos, promover sistemas productivos
mejorados estableciendo incentivos a los propietarios a partir de la valorizacion
econdmica de bosque, promover la proteccion y restauracion de bosques nativos a
través de la DGF, en coordinacion con los gobiernos departamentales, otras
instituciones y los propietarios de los bosques, mejorar los procesos de dialogo y
participacion de la sociedad civil involucrada asi como fortalecer la educacion y

difusion de la importancia del bosque nativo” (MGAP-DGF, 2018).

La produccion de yerba mate en Uruguay, ésta seria posible en algunas zonas de
Uruguay donde convergen las condiciones de clima y suelo adecuadas para su cultivo.
Ya a mediados del siglo pasado Chaves (1961) recomendaba ensayar plantaciones en
sitios con suelos arenosos de los departamentos de Artigas, Salto, Rivera y
Tacuarembd y proyectaba plantaciones de 5000 hectareas para abastecer el mercado
interno de la época, generar puestos de trabajo rurales, desarrollar la industria nacional
y fomentar la cultura agraria. En la actualidad se vienen desarrollando algunas
experiencias a pequefia escala, impulsadas por los Ing. Agr. Andrés Berrutti, Ing. Agr.
Raul Nin y el Sr. Alberto Demicheli sobre el cultivo y produccion de yerba mate de
germoplasma nativo en sistemas que integran el manejo del bosque nativo y la
produccion familiar (Ing. Agr. Andrés Berrutti, comunicacion personal, 10 de abril de
2019). Sin embargo a pesar de las perspectivas promisorias, a la fecha el pais no cuenta
con cultivos comerciales en su territorio (RAU, 2000). Para asegurar la conservacion
del germoplasma nativo de /. paraguariensis, seria recomendable: Comenzar trabajos

que retnan diferentes actores de los Ministerios, Universidad y pequenos productores
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para generar informacidn sobre las comunidades vegetales en las que se integra la
especie en nuestros bosques, sus necesidades ambientales y su fenologia enfocandose
en mejorar el manejo de los bosques. Inventariar la variabilidad genética del
germoplasma de cada una de las poblaciones identificadas en este trabajo para poder
valorar con mas precision el recurso. Proyectar alternativas de uso del bosque o
plantaciones y de produccion rentables que aseguren la conservacion del recurso,
complementando con diferentes actividades como por ejemplo el turismo. Potenciar la
utilizacion sustentable del recurso incorporando técnicas de manejo y produccion
desarrolladas en paises vecinos. Por ultimo, crear conciencia en los pequeios
productores y en la poblacién del valor que podria perderse si no se protegen nuestras

poblaciones nativas.

Los resultados obtenidos en este trabajo suman evidencia a cerca del panorama que se
viene conformando sobre la filogeografia de las poblaciones vegetales en Uruguay. De
la interpretacion de los patrones que surgen del andlisis de la distribucion de la
variabilidad haplotipica de las poblaciones de 1. paraguariensis del territorio uruguayo
se puede inferir concordancia genealdgica con otras especies de plantas con las que
comparte su distribuciéon geografica actual, aportando nueva informaciéon para la
interpretacion de los procesos biogeograficos que pudieron haber ocurrido en la region.
La interpretacion que hacemos a partir del andlisis de los resultados obtenidos en este
trabajo, I. paraguariensis concuerda con los de otros anteriores, realizados en los
complejos Petunia axilaris , Turnera sp y Eugenia uniflora. En estos trabajos se
observd que el rango de distribucion es discontinuo en sentido latitudinal, que la
distribucion de la variabilidad entre las poblaciones del norte y del sur es diferente,
que existe una region continua al noreste del territorio de Uruguay donde la diversidad
dentro de las poblaciones es mayor y otra hacia el suroeste o hacia el territorio
uruguayo con poblaciones de distribucion fragmentada a lo largo de areas de refugio
con mayor variabilidad inter-poblacional y haplotipos unicos (Fregonezi et al., 2012;
Jolochin, 2016; Turchetto et al., 2014). Interpretacion que complementa analisis de los
patrones obtenidos en un trabajo anterior sobre la distribucion de la variabilidad de 1.

paraguariensis (Cascales et al., 2014).
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Este trabajo presenta informacion nueva que valoriza el germoplasma de las
poblaciones de yerba mate nativas de Uruguay. La informacion aqui generada a partir
del analisis del haplotipo cloroplastico nos permite conocer que: existe una fuerte
estructuracion de la variabilidad haplotipica a lo largo de las poblaciones del territorio
uruguayo; las poblaciones uruguayas poseen haplotipos tnicos que no se encuentran
en otras poblaciones estudiadas fuera del territorio de Uruguay; el flujo génico entre

poblaciones cercanas es aparentemente muy reducido.

Los resultados obtenidos en este trabajo son un avance significativo en el conocimiento
existente sobre el germoplasma de las poblaciones de yerba mate de Uruguay y aportan
informacion muy valiosa para generar planes de uso y conservacion de dicha riqueza.
Teniendo en cuenta la evidencia que suma este trabajo sobre que las poblaciones
uruguayas de 1. paraguariensis son fragmentadas, que poseerian alta variabilidad entre
poblaciones y baja variabilidad dentro de cada poblacion, seria recomendable a la hora
de realizar un muestreo cualquiera sea el fin, que se considerase individuos de tantas
poblaciones distintas como sea posible para obtener una buena representacion de la

variabilidad (Pautasso, 2009).

Ademas de la informacion generada en este trabajo a partir del estudio del haplotipo
cloroplastico, se pudo hacer varias observaciones personales respecto de las
poblaciones de I paraguariensis de Uruguay que las hacen peculiares y que
condicionan su manejo y conservacion: Se confirmé que las poblaciones dentro del
territorio uruguayo son pequefias, aisladas y se encuentran confinadas a lugares
particulares del paisaje conocidas como areas de refugio climatico del Cuaternario.
Segundo, casi no se observo renuevos en las poblaciones relevadas (exceptuando a las
poblaciones 1, 9, 10 y 11). Finalmente, qué mientras no se tenga mas informacion
sobre la variabilidad genética de las poblaciones de Uruguay, la evidencia haplotipica
obtenida por el momento muestra un flujo génico aparentemente muy reducido.
Teniendo en cuenta estas caracteristicas, deberia evitarse la introduccion de renuevos

producidos a partir de semilla colectada en otras poblaciones con el fin de repoblar, y
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la variabilidad de cada poblacion deberia manejarse por separado para prevenir
cualquier perdida de la riqueza genética local entre tanto no exista mas informacion
sobre la diversidad existente en las poblaciones uruguayas de 1. paraguariensis

(Ellstrand, 1992; Newton et al., 1999; Pautasso, 2009).
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