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INTRODUCCION

El INCIVA, conjuntamente con la Universidad Santiago de Cali- USC, la Unidad Central del Valle
del Cauca- UCEVA y la Fundacién para el desarrollo social del centro del Valle del Cauca-
FUNCEVALLE, en el afio 2006 presenté, dentro de la estrategia de Bioregi6n, el proyecto “Banco
de germoplasma de bambusoideas del Jardin Botinico “Juan Marfa Céspedes”, con la
reintroduccién de ecotipos caracterizados molecularmente, para la generacién de investigacién e
innovacién, que permita mayor valor agregado para el desarrollo social y empresarial, bajo criterios
de sostenibilidad. La propuesta busca investigar y garantizar las variedades de Guadua y Bambties
que permitan su utilizacién y transformacién y con ello generar nuevas actividades que puedan
fomentar el trabajo y se pueda dar desarrollo social mediante el cuidado de los recursos naturales.

El proyecto se inici6 en el afio 2007, adelantindose varias fases segfin el cronograma establecido y
el compromiso de las instituciones participantes: recoleccién y enriquecimiento de las colecciones
del Jardin Botanico del Valle y la granja El Vijal en el corregimiento de la Iberia- Tulua,
caracterizacién morfométrica, anilisis de ADN y capacitacién empresarial en el 4rea Administrativa
y de Formulaci6én de Proyectos, cultitivo de la guadua, artesanias y construcciones.

El material colectado se ha sembrado en los bancos de germoplasma del Jardin BotAnico y la granja
El Vijal. Con esta coleccién se pretende estimular un crecimiento importante de los conocimientos
sobre el alcance y la distribucién de la diversidad genética dentro de los biotipos para el Valle del
Cauca. Una vez establecida la coleccién, ésta se convierte en un marco de referencia para otros
estudios.

La caracterizacibn molecular de cada uno de los ecotipos de guadua estudiados permitira
caracterizar, estimar la diversidad y establecer la estructura poblacional de los rodales de guadua, y
que en asociacién con estudios de tipo ecolégico y silviculturales, adelantados simultineamente,
haré posible realizar planes de manejo, fomento, uso y conservacién mas eficientes, de modo que se
pueda mantener la diversidad localmente almacenada, en los miles de afios de evolucién de esta
especie. Este conocimiento serviri como apoyo a comunidades e instituciones interesadas en
generar estrategias efectivas de reforestacién, recuperacién, comercializacién y manejo sostenible
de la especie.




1. ANTECEDENTES

En el afio 2003, nueve departamentos productores de guadua identificaron y caracterizaron los
eslabones y actores que intervienen en la cadena de la guadua, el estado actual de los negocios de
construccion, artesanias y laminados. Se elaboré un ejercicio de aproximaci6n a la visién, misién y
objetivos estratégicos de estos negocios en un horizonte de 20 afios. Este proceso, culminé con la
organizacion de los consejos Consultivos departamentales y del Consejo Consultivo Nacional, quien
orient6 la construcci6n, las directrices sobre la estructura y los lineamientos generales del Acuerdo
Marco Nacional. Su elaboraci6n, revisién y concertacién conté con una amplia participacién del
sector productivo y empresarial, de instituciones piiblicas y privadas de caracter departamental y
nacional, de varios Ministerios, de la Cooperacién internacional convocadas y lideradas por los
respectivos Consejos Consultivos departamentales con la direccién, coordinacién y apoyo de la
secretaria técnica nacional.

El banco de germoplasma de bambusoideas se establecié en el afio de 1987 en el Jardin Botinico
Juan Maria Céspedes y de donde se ha replicado, especialmente la coleccién de bambies, en otras
regiones: Cordoba (Quindfo), El vinculo (Buga), Pereira. Este es el dnico banco de germoplasma de
este grupo que existe en el pafs, con més de 40 ecotipos de guadua, siete especies de este genero, dos
de las cuales son nuevas y 27 especies de bambies, perteneciente a los géneros: Dendrocalamus,
Phyllostachys, Meloccanna, Gigantochloa y Bambusa. Sin embargo, tiene un alto grado de
vulnerabilidad tanto a acciones antrépicas como a fen6menos naturales, especialmente a problemas
climéaticos, relacionas con periodos de sequia largo que han afectado a algunas especies.

Estos bancos se convierte de material disponible para adelantar procesos de investigacién e
innovacién, por lo cual es importante no solo contar con uno solo, como es el caso del Jardin
Botanico de Tula, sino buscar replicar y aumentar el numero de clones, ubicAndolos en sitios con
condiciones climéticas y edaficas mis favorables como es el caso de la granja El Vijal de propiedad
de la Unidad Central del Valle del Cauca y ubicada en el corregimiento de la Iberia, municipio de
Tulda, zona cafetera con mejores suelos, adecuada precipitacién y humedad, entre otros.

El Banco de germoplasma de guaduas y bambies, es la base para el desarrollo tecnolégico de esta
cadena productiva, ya que permitird un mayor nimero de investigaciones, la participacién y
capacitacién de un buen numero de actores, la innovacién tecnolégica realizada a partir de los
resultados de cada una de las investigaciones, la mayor diversidad de productos ante la oferta de
nuevos ecotipos y especies de este grupo caracterizados molecularmente.




2. IMPORTANCIA DE LA GUADUA

La guadua est4 integrada estructuralmente al paisaje, a la proteccién y conservacion de fuentes de
agua. Se vislumbra como una alternativa econémica viable, que puede contribuir significativamente,
a la diversificacién agropecuaria, al incremento de las exportaciones de productos con alto valor
agregado, a la generacién de empleo rural, a la construccién de capital social y de relaciones de
convivencia entre las empresas transformadoras, los productores vy los segmentos de poblacién
vinculados con el procesamiento primario. Para ello, es necesario superar los bajos niveles de
tecnologia y de organizacién que predominan en el sector empresarial desde la produccién primaria
hasta la comercializacién por falta de financiamiento para el desarrollo de las iniciativas.

En el departamento del Valle del Cauca, la guadua ha jugado un papel importante en el desarrollo
local y regional por la capacidad productiva y el potencial para generar desarrollo econ6mico, social
y ambiental en todos los eslabones de la cadena. Paraddjicamente, es un departamento con un
sinnGmero de problemas ambientales, sociales y econémicos, principalmente en las comunidades
rurales, donde esta especie hace parte del paisaje, como protectora de fuentes de agua y materia
prima para miultiples usos.

Debido a que la explotacién de los guaduales se realiza informalmente, sin criterios técnicos ni
ecolégicos, por equipos de aprovechadores de guadua, conformados por Guadueros, corteros,
arrieros, coteros y transportadores quienes asumen la totalidad del proceso, desde la solicitud de
aprovechamiento en la respectiva corporacidn, la negociacién del guadual existente en el predio, el
corte y colocacién en el mercado final, la guadua, aunque esti presente en buen nimero de fincas,
ha generado el deterioro ecoldgico gradual y perdida de muchos guaduales. Adem4s, su explotacién
no est integrada al sistema econdmico de las fincas.

El tema del mercado surge como el gran interrogante que frena el crecimiento de las iniciativas. Los
dep6sitos de venta de maderas y productos de guadua tienen una oferta basica para compradores
que aplican estos productos de forma auxiliar en el sector de la construccién. Generalmente, la
calidad ofrecida no satisface los requerimientos de arquitectos e ingenieros que construyen con
guadua debido a que estos consumidores necesitan material para aplicaciones de tipo permanente.
El poco conocimiento sobre técnicas industriales que facilite la elaboracién de mejores productos, la
poca o escasa investigacién sobre mejoramiento genético de la guadua no ha permitido un
adecuado manejo silvicultural de estas especies.

En cuanto a lo social, se presentan escasos niveles de organizacién y de asociacién en todos los
eslabones productivos, lo cual ha generado marcados desequilibrios en los ingresos y en el acceso a
los servicios de seguridad social e industrial, especialmente, en el eslabén de cosecha y poscosecha.

Estas condiciones muestran el compromiso y la oportunidad para establecer un nuevo “modelo”
empresarial basado en el desarrollo de procesos de valor agregado a través de unidades productivas
autosostenibles y con posibilidades de crecimiento que efectiien procesos intermedios de manejo,
adecuacién y/o transformacién de la materia prima y que actiien como proveedores de empresas
que realizan los procesos finales de transformaci6n.

Uno de los mayores problemas que se tiene en la investigacion en el campo forestal y agricola, es la
falta de bancos de germoplasma que permitan la obtencién de material genético facil y adecuado.
En Colombia, son escasos estos bancos, la mayorfa de ellos estidn orientados a la agricultura,
destacdndose bancos de germoplasma muy importantes en instituciones como el CIAT y Corpoica.
En el sector forestal estos son casi nulos. La creacién del banco de germoplasma de Guadua,
permitird desarrollar programas de conservacién que incluyan protocolos de micropropagacién In
Vitro, técnicas moleculares de caracterizacién de lineas, técnicas de regeneracidn, desarrollo de
listas de descriptores y las pruebas que éstas requieren. Dichos programas serin aplicables y




confiables para todo el espectro de variacién genética que se maneje. El banco de germoplasma
proporcionaré el grupo més apropiado para esos estudios suministrando el material ideal para tal
propésito al igual que material adecuado para diversas actividades de las cadenas productivas
asociadas con esta especie. La blsqueda de mejores métodos de propagacién a través del montaje
del vivero y/o de sistemas de propagacién In Vitro, aprovechando la caracterizacién molecular de la
diversidad de biotipos, permitira la reforestacién masiva en la regién, con costos relativamente
bajos de produccién.



3. OBJETIVOS

Recolectar y caracterizar morfometricamente los diferentes ecotipos de guadua existente en el

Valle del Cauca y 4reas circunvecinas.

Enriquecer con nuevo material vegetal las colecciones de guadua existente en el JB de Tulu4d y la
Granja de la Iberia

Evaluar los diferentes pardmetros de crecimiento y desarrollo de los ecotipos introducidos y
replicas de las colecciones del JB y de la Iberia. (Condiciones abiéticas y bibticas)

Estimar la variabilidad fenotipica de los rodales parentales (fuentes semilleras) y de las
colecciones existentes

Crear el banco de ADN de las colecciones del Jardin Botanico y la Granja la Iberia

Promocionar sobre la valoracién cultural, econémica y social de la guadua a organizaciones
comunitarias

IPromczicionar y acompafiar organizaciones o asociaciones empresariales de transformadores de
a guadua

4. PRODUCTOS ESPERADOS

Fortalecimiento de la coleccién del Jardin Botanico “JMC”

Montaje de una nueva coleccién en la Granja El Vijal

Caracterizacién morfometrica y molecular de 40 ecotipos de guadua

Ensayos de adaptabilidad de 20 ecotipos de guadua

Capacitaci6n a tres grupos de guadua (guadueros, artesanos y constructores).
Una empresa organizada y funcionando alrededor de la guadua

2 publicaciones en revistas cientificas

Una cartilla de divulgacién de resultados

Un grupo nuevo de jévenes investigadores de la guadua



5. METODOLOGIA UTILIZADA

Para el logro de los objetivos propuestos el proyecto se dividi6 en los siguientes programas
Programa 1. Recoleccién y siembra de material vegetal.

Se realizaron varios recorridos por diferentes 4reas del departamento y regiones vecinas con el
propésito de recolectar material vegetal de guadua, que enriquezca la coleccién de Jardin
Botéanico “Juan Marfa Céspedes” y sirva de base para el establecimiento de la replica de esta en
la granja El Vijal de la Iberia — Tulua. Esto permitird asegurar una reserva de clones de gran
valor cientifico, ecol6gico, paisajistico y/o econémico. La distribucién de las especies en el
terreno se hara de acuerdo a su tamafio y su reproduccién natural.

En la recoleccién de material recolectado se tendrin en cuenta las caracteristicas morfometrica
de los individuos y el rodal. Entre los pardmetros a evaluar se cuenta: di4dmetro y altura del
culmo, longitud del entrenudo, tamafio del tabique, tamafio aproximado del rodal, especies
asociadas, altura sobre el nivel del mar, etc.

Programa 2. Evaluacién de las colecciones vivas.

Con base en las dos colecciones establecidas se realizaran investigaciones que aporten al
conocimiento de este grupo y permita la competitividad en el mercado. Inicialmente, se
evaluara la adaptabilidad de las especies sembradas en la replica de la coleccién viva de la
Iberia. Los pardmetros a medir son:

» Tiempo de rebrote de renuevos
¢ Crecimiento (Altura y didmetro)
¢ Niimero de renuevos por mata
* Anilisis foliar.

Andlisis de datos cuantitativos

Mediante el uso del programa XLSTAT 2007.6 se desarrollaron las estadisticas simples y el
Anélisis Discriminante (AD) con el propésito de diferenciar los biotipos muestreados. Para esto
tltimo, se estimaron los datos perdidos con base en la media o la moda y no se incluyo a Cotuda
por solo haber muestreado un individuo. Se supuso que las matrices de covarianza intraclase
son iguales y las probabilidades a priori fueron tomadas en cuenta un nivel de significacién del
5%.

Programa 3 Caracterizacién molecular

Igualmente, con base en las colecciones anteriores, se caracterizé molecularmente las especies
de] genero Guadua con un marcador codominante (STR). Este marcador codominante es
altamente reproducible y permite la evaluacién de un ndmero alto de polimorfismos por
reaccién respecto a otros marcadores como RFLP’s o AFLP’s y RAPD’s. Esto permitié
caracterizar molecularmente los ecotipos, estimar la diversidad genética, establecer la
estructura poblacional de los rodales de guadua, que en asociacién con estudios de tipo
ecologico y silviculturales, adelantados simultineamente, hard posible realizar planes de
manejo, fomento, uso y conservacién mas eficientes, de modo que se pueda mantener la
diversidad localmente almacenada, en los miles de afios de evolucién de esta especie. Este
conocimiento servirdA como apoyo a comunidades e instituciones interesadas en generar




estrategias efectivas de reforestacién, recuperacién, comercializacién y manejo sostenible de la
especie.

Programa 4. Capacitacién y educacién.

La guadua presenta oportunidades para mdltiples aplicaciones, algunas de ellas con
caracteristicas de negocios en proceso de consolidacién como el de la construccién y
estructuras; el de las artesanfas y el mas reciente, el de la guadua laminada. Una de las mayores
necesidades de la regi6n es la capacitacion en estos temas para lograr hacer competitivo este
importante reglén de la economia local a nivel nacional e internacional. Para ello, se
programaran capacitaciones en las siguientes 4reas:

Cultivo de la guadua

Reconocimiento molecular de los ecotipos de valor ecolégico, comercial y promisorio
Corte y aprovechamiento de la guadua

Disefios de productos artesanales, accesorios y muebles

Construccién de vivienda con guadua

e & o o @

Igualmente, con el propésito de unificar criterios, se realizar4 una capacitacién interna dirigidas
al personal involucrados en el proyecto.

Programa 5. Desarrollo organizacional y empresarial.

Es importante el fortalecimiento de grupo de artesanos y constructores de muebles que existen
en la regién, esto se debe hacer a través de la conformacién del grupo y del apoyo de las
instituciones en la capacitacién y la organizacién.

Con el prop6sito de elevar y extender la competitividad de la regi6n, se plantea como estrategia
promover el desarrollo de pequefias industrias alrededor de la guadua, especialmente la
construccion, artesanias y muebles, desarrollando la capacidad emprendedora, empresarial y de
gestion administrativa de los empresarios de la regién. Para el logro de los objetivos se tendra el
acompafiamiento y asesoria de FUNCEVALLE, entidad reconocida en la regi6én por el
fortalecimiento y consolidacién de empresas locales. Esta actividad se desarrollar4 a partir de:

o Fortalecimiento, acompafiamiento y asesorfa a organizaciones de productores y
transformadores.

e Capacitacién de las organizaciones en gestién empresarial rural (aspectos administrativos,
contables, financieros, de mercadeo, calidad, entre otros).

Se haré divulgacién de resultados a través de publicaciones cientificas nacionales e
internacionales y publico en general. Como complemento a lo anterior se buscari la
participacién en un evento relacionado con la guadua, donde se socializara los resultados de la
presente investigacién. Ademés, se disefiar4 una cartilla divulgativa con los temas mencionados
en esta propuesta.
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6. RESULTADOS

6.1. RECOLECCION DE MATERIAL.

Se ha recolectado material en los departamentos del Valle del Cauca y Risaralda, con un total de
veintinueve (29) sitios, los cuales se detallan en la tabla 1. El formulario empleado para la toma de
registros de campo se puede analizar en el anexo A.

Tabla 1. Localidades de coleccién de guadua

S -

o COORDENADAS
g ESPECIE MUNICIPIO DEPTO LOCALIDAD ASNM
LAT. LONG.

7

A

1 G.angustifolia ~ El Cerrito Valle Finca Bellavista 03°38'54,2° N 76°12'173"W 1240
0

3
5 N

]

A

1 G. angustifolia El Cerrito Valle Finca San Mateo 03°38'321" N 76°11'31,5"W 1372
0

3

6

1

A

1 G.angustifolia  Sevilla Valle Granja proagrocafe 04°1705,6" N 75°54'09,2"W 1550
0

3

8 e =

I

A

1 G.angustifolia  Sevilla Valle Vereda El Popal 04°15'03,4" N 75°56'20,8"W 1300
0

3

9 — S — — —— e —
I

A

1 G.engustifolia  Blgrande Valle f;:‘.‘:if’ Paewlic, g 04°13'54,3" N 76°02'19,0"W 1000
- ;

4

0

i

A

1 G.angustifolia  Pereira Risaralda Comifamiliar Riseralda 04°4TS8,2" N 75°48'20,0"W 1180
0

4

1 SVSUUN NV BoctSiot. e

I

A

1 G.angustifolis  Santa Rosa Risaralda Finca Guayabito 04°5332,6" N 75937'28,2"W 1620
0

4

2 .

]

A

G.angustifolia  La Virginia Risaralda Ingenio Risaralda 04°53'09,7* N 75054'45,6"W 930
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1 G.angustifolia  La Virginia Risaralda Vereda Cafiaveral 04°49'57,2" N 75°56:05,7"W 920
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1 G.angustifolia  Riofrio Valle Bocatoma de la EPSA 04°08'10,9" N 752138,8"W 132
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| G.angustifolia  Buga Valle PNR El Vinculo. 03°50'10,6" N 76°1749,5"W 993
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| G.angustifolia  Tulud Valle Granja de Tres Esquinas.  04°06'12.7° N 76°12734,5"W 980
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1 G.angustifolia  Tulué Valle Granja E1 Bijal. 04°03'42,0" N 76°06'24,3"W 1340
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| G.angustifolia  Tuluk Valle Quebrada Ia Zorrilla 04%0337,1" N 7606'13,4"W 1345
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| Gangustifolia  Jamundi Valle Urb. Alfaguara 03°1516,3" N 763317,1"W 995
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| Gangustifolis  Jamundi Valie Utb. Alfaguara- 03°1510,4" N 76°33'18,5"W 990
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| Guangustifolis  Jamundf Valle s 0317T7,0" N 673257 A"W 999
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A Gangustifolia  Jamundi Valle A orillas del rio Anchipayd- 03°14'54,0" N 76°34'58,2"W 1020
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G angustifolia Jamundi Valle Club campestre Carvajal 03°13'524"N 76°33'51.4"W 1013

>B-1M|J|O‘—‘

G angustifolia Cali Valle Rio Jamundi 03°1710,6" N 76°3131,4"W 1007

b'—lﬂl‘.ﬂc‘—'

G angustifolia La Tebaida Quindio Vereda El Huerto- 04°25'07, ™" N 75°51'43,4"W 1150

»=luuno~—

G .angustifolia Quimbaya Quindio Finca Maracaibo 04°38'01,9" N 75°46'28,7"W 1277

e O

G angustifolia Alcald Valle Finca El Prado, 04°40'542" N 75°48'21,9"W 1232

PO WnO -

G. angustifolia i 147 O"
Var. bicolor Tulud Valle Q. La Frisolina, 04°00'47,9" N 76°09'26,3"W 1128

P

G.angustifolia Restrepo Valle Vereda San Pablo. 03°49'03,1" N 76°3133,9"W 1401

P -

G. angustifolia

" o, "
Var. bicolor Vijes Valle Vereda La Merced 03°48'07,1"N 76°28'28,1"W 1446

e

1 G.angustifolia Restrepo Valle Urbanizacién Luz Marina ~ 03°48'58,8" N 76°32'20,0"W 1447

O.angustifolia g Valle PNR El Vineulo. 03°50'14,0" N T6°17'57,6"W 988
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Figura 1. Extraccion de riz
i e il

2. )

Como complemento al trabajo de campo, se realizaron estudios de suelos de dos sitios donde se
establecieron las colecciones (Jardin Boténico en el corregimiento de Mateguadua y la Granja El
Vijal en el corregimiento de la Iberia). Igualmente, de cada uno de los predios donde se recolectaron
las quince accesiones de guadua.

Aunque es poca la informacién que sobre suelo se tiene debido a que solamente se posee 9 anilisis
de laboratorio de los 31 solicitados (29 localidades colectadas y 2 colecciones), se puede tener
algunos datos preliminares, tales como:

» El Ph en general es neutro o ligeramente acido y se encuentra entre 5.4 y 6.8, concordando
los sitios de Ph més bajo (fuertemente 4cido) con el encharcamiento de sus suelos, como
son los caso de Santa Rosa de Cabal y La granja El Bijal en el municipio de Tulu4.

» Donde se encuentra la guadua, el contenido de materia orgénica es alto.
¢ Se observa relacion con algunos elementos.
» El Fosforo y el Sodio son muy pobre

» Calcio, potasio, boro, hierro y cobre son elementos importantes en el desarrollo de la
guadua, con altos contenidos de estos elementos.

¢ Oftros elementos como el azufre en su contenido es muy variable. Algunos guaduales
presenta altos contenidos y otros paco.

e Latextura de los suelos son generalmente franco o franco arenoso o franco arcilloso.

En la tabla 2 se relaciona los resultados parciales en cuanto a textura, materia organica y Ph.
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Tabla 2. Andlisis de suelos de drea en estudio

PH

Coleccién Localidad asam.  Textura Relieve (1:2 1?%(;
)

Col Botanico Mateguadua (Tulud) 1100 F-Ar-A 62 340
Col El Bijal La Iberia (Tulug) 1345 F-A 54 650
JA1035  LaHonda (ElCemity 1240 F-A Ondulado 62 330
JA 1036 ElPomo  (ElCemito) 1372 F-Ar-A Ondulado 6 730
JA1038  GranjaLaSirena (Sevilla) 1550 F ~ Ondulado 65 703
JA 1039 El Popal (Sevilla) 1300 F-Ar  Ondulado 66 527
JA 1040 Paila arriba (B/grande) 1000 F-Ar Planoondulado 63 8,09
JA 1041 Comfamiliar (Pereira) 1180 F Ondulado 68 7,40
JA 1042 Guayabito  (Santa Rosa) 1620 F-A Plano 55 816
JA 1043 Ing. Risaralda (La Virginia ) 930 F-A Plano 61 627
JA 1044 Cafaveral  (La Virginia) 920 F-Ar Plano 61 520
JA 1045 Hda Jamaica (Barcelona) 1200 Ar ~ plano o 58 314
JA 1046 Salénica (Riofrio) 1132 Ar-A  Plano A
JA 1047 El Vinculo (Buga) 993 Ar ligeramente plano )
JA 1048 Tres Esquinas (Tulus) 980 F-A Plano .
JA 1049 Lalberia (Tulud) 1340 ArA inclinado
JA 1050 Lalberia (Tulud) P 1.345““;:" ) ligeramente plano L

6.2 REGISTRO MORFOMETRICO.

Se caracteriz6 cada uno de los individuos de guadua colectados, tomandose los registros en los
culmos representativos de cada mata.

Igualmente, se tomaron los registros morfometricos de los ecotipos de guaduas existente en la
coleccidn del Jardin Botanico y del material lefioso del herbario Tulv.

Se evaluaron los siguientes pardmetros: altura y didmetro del culmo, longitud del entrenudo, grosor
de la pared del culmo y ancho de la linea nodal.

El resultado de cada uno de estos registros se puede ver en las tablas 3 y 4. Igualmente la figura dos

muesira algunas partes que evaluaron: didmetro, linea nodal, entrenudo y hoja caulinar y en la
figura 4, algunos de las formas y variedades evaluadas.
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Figura 2. Evaluaciéon morfométrica.
g T o % - LR A 2 it

Figura 3. Variedades y formas de G.angustifolia
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Tabla 3. Caracterizacién morfométrica de la coleccion de guadua del Jardin Botinico de Tulua

COLECCION VIVA DE GUADUA DEL JARDIN BOTANICO
Hoja Lamina

Coleccién  Forma  Althud A:h“:: DAP Euz:“'d“ G“":’ G“‘:::ﬂh‘ canlivar (cw)| Sellar (cm) | Durexa  Reslvench
i (B xh) (AxL) Bacteria

XL076  Cebolla 1191 18 83 343 1 25 349x342  21dl3 730 733

XL091 _ Cebolla 1774 185 18 20 265265 27x95 30

XL 109 500 8 31 340 16 21 123x383  27x18 70,0

XL115 __ Cebolla B 106 200 21 22 35x322  21x202

XL 144 $0 10 90 %3 20 31 ®x253  2x131 70,0

XL206 _ Cebolla 20 16 13 243 2.2 22 225x05  21x132 753

XL 5 20 343 098 18 63x1405  23x12

XL214 95 17 84 363 28 32 393382 18xl4 710

XL233  Macana | 1181 18 110 213 25 27 358x3  19x142 695 75

XL235  Cebolla 1181 14 68 245 1.4 18 31x27 13x128 720 250

XLl Cebolla $0 18 63 172 1.4 20 BaxB2 15xlle | 693 90,0

an: 4 12 26 03 10 61x232  10x248

XL289  Cebolla 50 18 103 174 20 18 44x%6 16315 753 %38

X191 Macens 50 23 126 17.7 28 23 60x4l5  3x15 718 454

XL303  Macens #5018 110 166 24 24 S1x2 12x95 698 600

XL34  Macena 1625 22 116 17.5 22 22 SL6xT5  as5sial 733

XL384  Macena 181 25 101 176 28 19 312x30 _ 19x13 713 ,

XL345  Cebolla 1125 18 103 13,6 22 27 37x62 12x156 732 3.5

XL366  Cobolla 1580 25 110 210 16 2l @S 20143 720 2732

XL375  Cebolla 1167 3 25 205 1,0 14 L0 758

X192 Cebolla 1969 16 78 209 14 L5 3300320 20020 750 £33

XL295 _ Cebolla 1060 16,2 16 18 261x82  14x16]

XL297  Cebolla g 43 18,0 1.8 20 245070 10x130 713

XL%99  Cebolla 2125 15 57 193 14 14 340345 LI5S 7LS 50,0

XLa13  Cebolls 85 14 75 242 15 18 215450 1508 720 21,0

XL416  Cebolla 1600 10 80 19,0 1,3 20 23158 740

XL418  Cebolla 1358 12 72 173 13 18 160:88  10xI5] 748

X542 9% 7 36 162 13 17 160321 10x175 800

1A 1003 18 12 76 228 compacta 27 265010 21x180 69,3

JA 1004 3 43 121 | compacte 15 503275 20d21

JA 1006 s 43 7.5 | computs 12 72052 1id24 753

JA1012  Cebolla 1335 1281 2.0 1.8 19 720040 12u3l 733

JA1013  Cebolls 1335 16 81 16,7 L7 22 312623 274 703 166

JA1016  Cebolla 1300 16 81 183 1.9 20 350a08  16x130 718 y

141019 Cebolla 6 1480 19,1 15 17 24590  L15el3 720 250

JA1020 Cebolls 1475 178 16 14 200405 133140 60,0

JA 1023 Cebolls W 99 »2 18 24 205320 Lexls

JA1026  Macens %0 18 87 30,0 30 27 188810 20x132 763

JA1027 _ Cebolla 1303 17 102 212 19 18 S00w61 24075 7155 p

JA 1028 Cebolle 92 17 123 7.1 28 30 426853 15x128 740 62

JA1029  Cebolla 2120 2455 190 10 18 s20s455 23160 760 ;

JA1031  Cobolla 1460 18 76 280 ) 26 302827 20x38 723

JA 1032 Cebolla 980 20 102 173 22 20 370405 17x40 392

JA1033  varbicolor 1100 15 99 19,3 19 19 400800 1sx62 718
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Tabla 4, Caracterizacién morfométrica de los ecotipos colectados en el aiio 2007

COLECCION 2007
Grosor

Altura Long.  Grosor lLimea Hoja Lamina
Coleccios Farma  Altitud cubme DAP Entremudo pared medal caulinar foliar
J& 1035 Castilla 1240 18 146 17 29 3| .
JA 1036 Castilla 1372 18 178 18,2 29 33
JA 1038 Macana 1550 15 14 19 33 27
JA 1039 Cebolla 1300 0 134 22 1,8 1,3
JA 1040 Cebolla 1000 10 10,2 21 1,7 1
JA 1041 Macana 1180 20 9.6 15 3 13
JA 1042 Cebolla 1620 20 10,2 20 2 2
JA 1043 Cebolla 930 25 9.9 17 2,3 2 a
JA 1044 Cebolla 920 25 9,2 18 13 1,5 _
JA 1045 Castilla 1200 28 16,1 21,2 3.1 3,1
JA 1046 Macana 1132 28 102 14,5 3.1 26
JA 1047 Macana 993 25 134 233 35 34 -
JA 1048 Macana 980 25 124 15,6 2,5 2,5
JA 1049 Cebolla 1340 13 9.7 21,1 2.2 2|
JA 1050 Cebolla 1345 13 7.6 17,3 1,9 19
J& 1051- Cebolla 995 18 12 21,2 2,7 3 572x3586 2x176
JA 1051- Macana 995 18 139 20,4 2,5 26 520x588 18x16,0
JA 1052 Macana 290 23 142 242 3 29 620435 23x19.0
JA 1053 Ceholla 999 9 8,2 18,1 1,4 2,3 3452527 1,1x131
JA 1054 Cebolla 1020 15 125 15,2 24 31 86x592 1,8x180
JA 1055 Cebolla 1013 18 111 19,1 15 2,2 60,8x41,5 15x190
JA& 1056 Cebolla 1007 15 119 19,3 2,2 2,7 488%353 24x17.5
JA 1057 Cebolla 1150 2 115 20 2 2,5 355x63,5 1,8x16,8
JA 1058 Castilla 1277 23 156 273 23 27 72x505 2x131
JA 1059- Cebolla 1232 17 10 15 24 24 523x555 16%138
JA 1059- Cebolla 1232 13 89 33,2 14 28
JA 1060 warbicol 1128 20 124 138 28 2,5 372x52,5 1,5%16,7
JA 1061 Cebolla 1401 18 10,5 26,1 2 2,5 480x690 1,7x148
JA 1062- varbicol 1446 14 117 20,8 2 23 480x376 222175
JA 1062- varbical 1446 10 58 16,5 1,5 16 390x690 16x146
JA 1063 Cotuda 1447 23 15,1 26 2,6 3,1 420590 1,5%13,1

JA 1064 vat bicol 988 12 10,8 18,6 2 2 40,5x351 1,7x146




6.3. ENRIQUECIMIENTO DE BANCOS DE GERMOPLASMA

El material colectado en cada una de las salidas, se ha distribuido en los dos sitios seleccionados
para establecer la coleccién de guaduas, bajo la responsabilidad de los funcionarios de estos centros:
INCIVA para el caso del Jardin Boténico y la UCEVA, para la granja el Bijal. En la tabla 5 se
relaciona los 66 individuos sembrados correspondientes a veintinueve ecotipos, distribuidos en las
dos colecciones.

Tabla S. Relacién de material sembrado

LUGAR LUGAR
ECOTIPO JARDIN TOTAL ECOTIPO JARDIN TOTAL
BoTANICo B BUAL BOTANICO EL BLJAL

TA- 1035 3 2 5 TA10521 1 0 ]
TA- 1036 1 1 2 JA 10531 1 0 1
TA. 1038 2 2 4 JA 1041 1 0 1
TA. 1039 2 2 4 JA 105 1 0 i
Ta- 1040 3 1 4 IA 105 1 0 1
TA- 1041 2 2 4 JAI071 0 i i
TA. 1042 2 2 4 JA 0572 1 0 i
TA. 1043 1 1 A 1058 1 0 i
TA- 1044 2 1 3 A 1091 0 N 1
TA. 1045 2 1 3 A 1092 1 0 i
TA. 1046 3 2 5 JA. 1060 0 1 1
TA- 1047 2 1 3 JA 1061 1 0 1
TA. 1048 i 0 1 JA- 10621 0 1 i
TA- 108 i 0 1 A 10622 1 0 1
TA- 1050 i 0 1 JA 1063 3 1 4
1A 10511 O 1 1 A 1064 0 1 1
A 10512 1 0 1

TOTAL 2 24 66

6.4 EVALUACION DE CRECIMIENTO Y DESARROLLO

Se viene realizando la evaluacién de crecimiento de cada uno de los individuos sembrados tanto en
Mateguadua como en la Iberia. No se relaciona los registros debido a que en la fecha apenas
comienza a emerger algunos rebrotes y solamente se tiene riendas laterales de algunas sepas. El
formulario utilizado para la toma de los respectivos registros se detalla en el anexo B.

6.5 ANALISIS MORFOMETRICO.

6.5.1. Introducciéon

Este anélisis tiene como objetivo principal la ESTIMACION DE LA DIVERSIDAD MORFOLOGICA
DE Guadua angustifolia KUNTH DEL DEPARTAMENTOQ VALLE DEL CAUCA, mediante an4lisis
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morfométrico. Se estimara el grado de correlacién entre variables y anélisis discriminante entre
biotipos. Por Gltimo, con base en los anélisis realizados, se caracterizari los biotipos de Guadua
angustifolia en el Valle del Cauca desde el punto de vista geogréfico, ecolégico y exomorfoldgico.

El guadual es un ecosistema estratégico y clave para la subsistencia de las comunidades que habitan
en el territorio del departamento del Valle del Cauca, es por esto que los resultados de este proyecto,
pueden ser aprovechados por las comunidades y entidades interesadas en promover estrategias de
uso sostenible y conservacién del recurso

El género Guadua incluye aproximadamente 30 especies que se distribuyen desde México por todos
los pafses de Centroamérica y Sudamérica hasta Argentina con excepcién de Chile. En
Centroamérica estdn las especies G. aculeata, G. amplexifolia, G. maclurie y G. velutina; en
Sudamérica algunas de las especies son: G. latifolia, G. amplexifolia, G. weberbaueri, G. capilata,
G. calderoniciana, G. ciliata, G. paniculata, G. superba, G. Tagoara, G. Trinii, G. Paraguayana y
G. angustifolia que predomina en la regién andina de Colombia y Ecuador.

Especies colombianas:
El género Guadua se distribuyen desde México por todos los paises de Centroamérica y Sudamérica
hasta Argentina con excepcién de Chile. En Colombia se han registrado seis, ellas son:

Guadua angustifolia: Predomina en la regién andina de Colombia y Ecuador.

G. amplexifolia: crece en el norte de Colombia y Venezuela.

G. glomerata: se ha encontrado en Colombia, Brasil, Venezuela y Per.

G. paniculata: Esta en Colombia, Oeste de México, Venezuela y Brasil.

G. superba: De Amazonfa colombiana y Venezolana hasta Surinam, Per1 y Bolivia.
G. macrospiculata: Amazonia de Colombia, Brasil y Perti

VVVVVY

Los biotipos: En la guadua hay variaciones morfologicas que han dado origen a los nombres
empiricos de macana, cebolla y castilla, a estos nombres es lo que se denomina biotipo. Por Biotipo
segin Font Quer (1965) se entiende grupo de individuos con el mismo patrimonio hereditario
homocigético o conjunto de fenotipos que corresponden al mismo genotipo o sin6nimo de forma
biolégica y tipo biolégico.

La Guadua angustifolia cuenta con 4 biotipos denominados Cebolla, Macana, Rayada y Castilla. Los
biotipos se han diferenciado de acuerdo con caracteristicas morfologicas externas, costumbres
campesinas, terminologia vernécula, propiedades fisico - mecénicas y condiciones propias de
desarrollo de la planta.

El biotipo Macana se distingue por tener culmos delgados y madera dura, ideal para construccién;
se conoce popularmente con el nombre de guadua macho, posee abundantes ramas inferiores
espinosas llamados ganchos, entrecruzados en tal forma que hace dificil la entrada al guadual. El
biotipo Cebolla se reconoce por sus gruesos tallos y madera blanda, por ello se utiliza
frecuentemente en la elaboracién de esterilla. El biotipo Castilla se diferencia de las anteriores por
tener paredes méas delgadas y alcanza el mayor didmetro, tiene pocas ramas bajas con espinas, se
caracteriza por su poca resistencia, se usa para hacer esterilla, en el Tolima se llama guadua balsa o
hembra y la Rayada se caracteriza por tener rayas amarillas en el tallo y por tener la menor
resistencia.

Variedades de Guadua angustifolia:

G. angustifolia var. angustifolia: De acuerdo con estudio de Gémez, Cruz, Agudelo y Giraldo
(2000) esta variedad quedd conformada por los biotipos denominados Macana y Cebolla. Esta se
distribuye en el norte de Sudamérica y en Colombia en los pisos cilido y templado, en el Quindio
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entre los 995 y 1850 m. También crece en Risaralda, Caldas, Antioquia y Valle. Se usa
principalmente en el sector de la construccién, debido a su resistencia atribuida al grosor de sus
paredes, por presentar un buen comportamiento como columnas y para la obtencién de esterilla.

G. angustifolia var. bicolor: Esta basada en el biotipo llamado Rayada Amarilla. Segin Londofio en
1989 se encuentra en la cordillera occidental en los Departamentos de Cauca, Risaralda y Valle, en
menor frecuencia en la Cordillera oriental y en la cordillera Central en los Departamentos de
Quindio, Tolima y Valle. Sus culmos se usan en construcciones, posee gran potencial ornamental.

G. angustifolia var. nigra: Est4 basada en el biotipo llamado Rayada Negra. En la actualidad esta
variedad se localiza tinicamente en dos lugares del departamento del Quindio, Hacienda Néapoles
ubicada en el Municipio de Montenegro a 1058 m de altitud y en el Centro Nacional para el Estudio
del Bamb(-Guadua, en el Municipio de Cérdoba, forma parte del banco de germoplasma que alli se
tiene, fue transferida desde la Hacienda N4poles. Esta variedad no ofrece buena resistencia para la
construccién y por eso es aprovechada solo para la fabricacion de muebles y artesanias, ademas
posee potencial ornamental.

G. angustifolia var. grandicaula: Esta basada en el biotipo cominmente conocido como castilla o
guadua macho. Esta variedad se encuentra entre los 1100 y 1425 m en el Departamento del Quindio,
en los municipios de Génova, La Tebaida, Montenegro, Quimbaya y Circasia. También puede
encontrarse en los Departamentos de Risaralda, Caldas y Valle del Cauca. Se emplea para la
obtencién de esterilla y como columnas en el campo de la construccién, ademas para la elaboracién
de artesanfas (guitarras, jarrones, tambores entre otras). Posee las paredes del culmo més gruesas
entre las 24 especies de Guadua que se reconocen en el mundo, asf como las hojas caulinares de
mayor longitud. Se le asigné el nombre de grandicaula en referencia al gran didmetro y longitud del
culmo.

A nivel de variedades la nigra anatémicamente no presenta diferencias significativas con respecto a
var. angustifolia y var. bicolor, en cuanto a su morfologfa, el Ginico caracter que permite
diferenciarla es la presencia de rayas longitudinales verdes y negras en el culmo en algunas ramas y
en ocasiones en hojas. Ademds var. nigra tiene un rango de distribucién altitudinal muy restringido
comparado con var. angustifolia y var. bicolor (La variedad grandicaula se diferencia de la var.
nigra por no presentar variegacién en su culmo y de var. angustifolia por tener didmetro, longitud y
hojas caulinares de mayor tamafio (Goémez et al. 2003).

Respecto a la ecologia su mayor grado de desarrollo se da bajo condiciones mesofiticas en alturas
que no exceden los 1.500 m. La temperatura parece ser el factor limitante en su distribucién
latitudinal y altitudinal; no resiste periodos prolongados por debajo de 0°C y no crece bien en 4reas
donde la precipitacién es menor de 1.200 mm. anuales (Mc Clure, 1973). Temperaturas por debajo
de 11 °C con duraciones mayores de 6 horas diarias, son un limitante para su desarrollo (Londofio,
1990).

Guadua angustifolia presenta el mas amplio rango de distribucién, se extiende por las tres
cordilleras, desde el norte hasta el sur a alturas entre 500 - 1.500 m (-1800 m), predominando en
los valles interandinos donde forma grandes sociedades llamadas "Guaduales”.

Los datos fueron tomados de las accesiones del Banco de Germoplasma de Bambusoideae que esti
localizado en el corregimiento de Mateguadua, Municipio de Tuluid (Valle del Cauca),
aproximadamente a 800 metros de distancia de la sede administrativa del Jardin Boténico Juan
Maria Céspedes de propiedad del Instituto para la Investigacién y Preservacién del Patrimonio
Cultural y Natural del Valle del Cauca (INCIVA). Tiene una extensién aproximada de 2 500 m?,
presenta condiciones climéticas propias de bosque seco tropical con una ubicacién altitudinal entre
950 a 1100 metros
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En la tabla 1 se indica el nimero de individuos muestreados por biotipo de la especie Guadua
angustifolia en el Departamento del Valle del Cauca. En este muestreo se puede observar que el
biotipo cebolla fue el mé4s frecuente, 60% aproximadamente.

Tabla 1. Frecuencias absolutas y relativas (%) de los cuatro bictipos de Guadua angustifolia y de dos especies
estudiadas de este genero.

Especie - Variedad (Var.) Categorias  Frecuencias %

G. angustifolia Var. Castilla 1 4 548
G. angustifolia Var. Cebolla 2 44 60,27
G. angustifolia Var. Macana 3 13 17,81
G. uncinata 4 2 2,74
Guadua amplexifolia 5 3 411
Guadua glauca 6 2 2,74
G. angustifolia Var. Bicolor 7 5 6,85
Total 13 100,00

En la tabla 2 se indican las estadisticas descriptivas de las variables analizadas en los cuatro biotipos
(Castilla, Cebolla, Macana y Bicolor) de la especie Guadua angustifolia en €l Departamento del
Valle del Cauca. Se observa en los descriptores cuantitativos de las 73 muestras un amplio rango de
valores lo que indica una gran variabilidad fenotipica en los rodales de guadua estudiados en el
Valle del Cauca. Esto sefiala la existencia de guaduales muy adultos y jovenes, asi como muy
extensos y fraccionados.

6.5.2 Variables de interés relacionadas con el aprovechamiento de la parte aGtil de la
Guadua.

Culmo y el entrenudo, presentaron valores muy altos y bajos. La variable altura total del culmo
confirma la existencia de guaduales con culmos hasta de 30 metros de longitud y de culmos cortos
de 3 metros. El valor de los didmetros tomados a 1.30 m del suelo, evidenciaron la existencia de
poblaciones de Guadua con entrenudos muy gruesos (17,80 c¢m.) y otras con culmos muy delgados
(1,975 cm.). La longitud del entrenudo mostrd un valor méximo de 37,5 cm. (muy espaciado) y
minimo de 12,1 cm. para un promedio de 19,986 cm.

Los valores promedios de las variables cuantitativas dan una idea general de c6mo son las
poblaciones de guadua en el Valle del Cauca. En cuanto a la altura de culmos las poblaciones tienen
un promedio de 16,8 m., los entrenudos un promedio de 20,9 ¢cm., con un didmetro de 9.57 cm.
(Tabla 2).

Los coeficientes de variacién CV mas bajos (<20%) se observaron en las variables: longitud y ancho
de la lJamina foliar y dureza en la coleccién viva y longitud entrenudo y Grosor de la linea nodal en
especimenes de herbario. Estas, posiblemente, no son ttiles para discriminar un biotipo de otro. El
resto de las variables estudiadas mostraron coeficientes de variacion CV mas altos (> 20%)
sugiriendo alta variabilidad en los datos, lo que refleja la dindmica de las poblaciones y la
distribucién de rodales en la Bioregi6n (Tabla 2).
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Tabla 2. Estadistica descriptiva de las variables analizadas en este estudio para los fres biofipos de Guadua angustifofia,
El nimero total de individuos analizados fue 73; no hubo datos perdidos.

Desviacion Coeficiente de

Variable Minimo Méximo Media Al e
tipica variacién
Altitud 18,000  2125,000 1077,209 438,238 0,407
Relieve 1,000 5,000 3,000 0,850 0,283
Altura culmo (m) 3,000 30,000 16,849 5,668 0,336
CAP (cm.) 6,200 55,986 30,056 9,754 0,325
DAP (em.) 1,975 17,830 9,572 3,106 0,325
Longitud Entrenudo (cm.) 12,100 37,500 20,908 5375 0,257
Grosor de la pared (cm.) 0,980 3,820 2,106 0,626 0,297
Grosor de la linea nodal (om.) 1,000 3,400 2,203 0,547 0,248
Base de la Hoja caulinar (cm.) 6,300 72,000 37,820 11,770 0,311
Altura de la Hoja caulinar (cm.) 14,050 69,000 37,897 12,244 0,323
Ancho de la Lamina fofiar {cm.) 1,000 3,000 1,844 0,367 0,199
Largo de la Lamina foliar (cm.) 9,500 20,200 14,446 2,200 0,152
Dureza 69,500 76,250 72,631 1,421 0,020
Resistencia Bacteria (%) 6,200 90,000 43,167 11,534 0,267
CAP (cm.) especimenes herbario 3,500 25,500 13,364 3472 0,260
Longitud Entrenudo {cm.) espacimenes hebario 14,100 43,200 26,061 4,921 0,189
Grosor de la pared (cm.) especimenes de hebaric 0,300 2,165 0,858 0,259 0,302
Grosor linea nodal (cm.) especimenes de herbario 1,000 2,500 1,728 0,247 0,143
6.5.3 Estadistica Inferencial
Matriz de Correlaciéon

La Tabla 3 muestra los coeficientes de correlaci6n (r) entre parejas de variables cuantitativas
medidas en Guadua angustifolia kunth del Valle Cauca.

La altitud mostr¢ valores de correlacién entre -0,483 y 0,022, destacAndose su asociacién negativa
con el grosor de la linea nodal en especimenes de herbario y longitud entrenudo en la coleccién viva.
Esta asociacion indica que a mayor altitud hay un decrecimiento del grosor de la linea nodal y de la
longitud entrenudo y viceversa. También se observan asociaciones positivas con la dureza y la base
de aloja caulinar.

El relieve mostrd valores de correlacién entre -0,0148 y 0,15. Esta variable no mostré ninguna
asociacion con las variables morfol6gicas estudiadas.

La altura del culmo mostré valores de correlacién entre -0,162 y 0,652. Se observaron
asociaciones positivas con la base de la hoja caulinar (r = 0,376), con el grosor de la linea nodal (r=
0,290), con el ancho de la lamina foliar (r = o 207), con el grosor de 1a pared (r = 0,403) y con CAP
y DAP (1.30 m del suelo; r = 0,652). Estas asociaciones directas sugieren que guaduas con hojas
caulinares grandes, mayores grosores de la linea nodal y de la pared, mayores anchos de la lamina
foliar y CAP y DAP mayores poseen mayor altura del culmo.

Las variables CAP y DAP mostraron 1a asociacién méxima (r =1) indicando que una de las dos
debe ser eliminada del anélisis discriminante puesto que no contribuye con nueva informacién para
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separar los biotipos. El rango de valores de correlacion oscilo entre -0,168 y 0,652. Se destacan las
asociaciones positivas con la altura del culmo (r = 0,652), 1a base y la altura de la hoja caulinar (r =
0,538 yr = 0,338), el grosor de la linea nodal (r = 0,586) y el grosor de 1a pared (r = 0,615).

La correlacién del didmetro del entrenudo (1.30 m) con las mismas variables asociadas a la
altura total del culmo, indica que poblaciones de guadua con entrenudos gruesos poseen culmos de
mayor altura. Ademas, la asociacién del relieve con el grosor de la linea nodal, sugiere que los
culmos con didmetros mayores estidn relacionados con entrenudos mas espaciados y estos con
culmos mas altos, y con una mayor probabilidad de encontrase en relieves ondulados.

La longitud del entrenudo mostré valores de correlacién entre -0,265 y 0,318, destacAndose su
asociaci6bn negativa con la altitud (r= -0,265) y la base de la hoja caulinar (r= -0,231). Esta
asociacién indica que a menor altitud y base de la hoja caulinar mayor longitud del entrenudo y
viceversa. Si se tienen en cuenta las asociaciones descritas en el parrafo anterior, se podria pensar
que en Guadua angustifolia a medida que los culmos alcanzan mayores alturas la lamina foliar es
menos alargada mientras que las hojas caulinares son mas alargadas, ya que la base se reduce. Esto
podria estar asociado con la necesidad de temer mayor 4rea foliar para desarrollar mas
eficientemente los procesos fotosintéticos, la captura de carbono, la respiracién y la acumulacién de
biomasa, entre otras, acordes con los requerimientos respecto al tamaiio de la planta. También se
observaron asociaciones positivas con el grosor de la linea nodal en la coleccién viva (r= 0,301) y en
especimenes de herbario (r = 0,318), ancho de la lamina foliar (r = 0,222) y la longitud entre nudo
en especimenes de herbario (r = 0,209). Esto tltimo, indica que con el tiempo las relaciones entre
las variables morfol6gicas en la coleccién de herbario se modifican. Esto sefiala que el uso de
especimenes de herbario como referentes debe ser més cuidadoso.

El grosor de la pared mostré valores de correlacién entre -0,175 y 0,615, destacAndose las
asociaciones positivas con la altura del culmo (r= 0,403), €l CAP y DAP (r= 0,615), el grosor de la
linea nodal (r = 0,605), la base y la altura re la hoja caulinar (r = 0,273 y r = 0,226,
respectivamente).

El grosor de la linea nodal mostr6 valores de correlacién entre -0,236 y 0,605, destaciAndose las
asociaciones positivas con la altura del culmo (r= 0,290), el CAP y DAP (r= 0,586) la longitud
entrenudo (r= 0,301), el grosor de la pared (r = 0,605), la base y la altura de la hoja caulinar (r =
0,243 y r = 0,212, respectivamente) y el grosor de la linea nodal de especimenes de herbario (r =
0,205). Su relacién con la forma de las guaduas se describi6 anteriormente. Es importante destacar
la correlacién negativa que presento con dureza (r = -0,236) ya que esta caracteristica es de valor
industrial. A menor grosor de la l1inea nodal mayor dureza.

La base de 1a hoja caulinar mostr6 valores de correlacién entre -0,233 y 0,538, destacAndose su
asociacion negativa con la longitud entrenudo (r= -0,231) y el grosor de la linea nodal en
especimenes de herbario (r = -0,233). También mostr6 asociaciones positivas con la altura del
culmo (r= 0,376), el CAP y DAP (r= 0,538) la altura de la hoja caulinar (r= 0,497, largo lamina foliar
(r = 0,296) y grosor de la pared (r = 0,243) y el grosor linea nodal en muestras de la
coleccién viva (0,205). Esto tltimo, indica que con el tiempo las relaciones entre las variables
morfologicas en la coleccién de herbario se modifican. Estas alteraciones pueden incluso invertir
estas relaciones como lo indican los coeficientes de correlacién para la variable grosor de la linea
nodal. Nuevamente, esto sefiala que el uso de especimenes de herbario como referentes debe ser
mas cuidadoso.

La altura de la hoja caulinar mostr6 valores de correlacién entre -0,166 y 0,497, destacandose
sus asociaciones positivas con CAP y DAP (r = 0,338), 1a longitud entrenudos (r = 0,226), el grosor
linea nodal (r = 0,212) y la base de la hoja caulinar (r = 0,425).

El ancho de la lamina foliar mostré valores de correlacion entre -0,180 y 0,262, destacAndose
sus asociaciones positivas con la altura del culmo (r = 0,207), 1a longitud entrenudo (r = 0,222) y el
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largo de la lamina foliar (r= 0,262). El largo de la lamina foliar mostré valores de correlacién
entre -0,148 y 0,425, sus asociaciones positivas con CAP y DAP (r = 0,278), con la base y la altura de
la hoja caulinar (r = 0,296 y r = 0,425, respectivamente) y el ancho de la lamina foliar (r= 0,262).

Tanto la base y la altura de la hoja caulinar como el ancho y el largo de la lamina foliar apoyan la
hipdtesis de que estas asociaciones estin relacionadas con la captacién y almacenamiento de
nutrientes indicado antes.

La dureza mostro valores de correlacién entre -0,246 y 0,257, destacAndose su asociacién positiva
con la altitud (r = 0,257) y sus correlaciones negativas con el grosor de la linea nodal tanto de
coleccibn viva (r = -0,236) y de especimenes de herbario (r = -0,246). En este caso, a mayor altitud
mayor dureza y menor grosor de la linea nodal. Por lo tanto, en programas futuros de mejoramiento
estas caracteristicas fenotipicas deben tenerse en cuenta para producir una guadua de calidad en las
cadenas productivas.

La resistencia al ataque de bacterias mostr6 valores de correlaci6n entre -0,252 y 0,077,
destacdndose sus asociaciones negativas de la longitud entrenudos (r= -0,252) y el grosor de la linea
nodal (r= -0,244) ambas de especimenes de herbario. En este caso, a mayor longitud el entrenudo y
mayor grosor de la linea nodal menor resistencia. Esto podria significar que rodales con longitud
entrenudos y grosor de la linea nodal mayores son més susceptibles al ataque de bacterias. Esto
también debe tenerse en cuenta a la hora de disefiar un plan de mejoramiento y manejo de la
guadua en el Valle del Cauca.

En Especimenes De Herbario

El CAP (medido a 1,3 m.) mostrd valores de correlacidn entre -0,075 y 0,246, destacAndose sus
asociaciones con la base y la altura de la hoja caulinar (r= 0,296 y r = 0,425, respectivamente) y
ancho de la lamina foliar (r = 0,262). La longitud entrenudos mostrd valores de correlacién
entre -0,508 y 0,209, destacAndose sus asociaciones negativas con la resistencia bacteriana (r= -
0,252) y el grosor de la pared (r= -0,508) y su correlaci6n positiva con la longitud entrenudos
(0,209). El grosor de la pared mostr valores de correlacién entre -0,508 y 0,235, destacAndose
sus asociaciones negativas con el grosor entrenudos (r = -0,508) y sus correlaciones positivas con
CAP (r = 0,235) y el grosor de la linea nodal (r= 0,233). Por Gltimo, el grosor linea nodal mostrd
valores de correlacién entre -0,483 y 0,318, destacdndose sus asociaciones negativas con la altitud (r
= -0,483), 1a base de la hoja caulinar (r=-0,233), dureza (r = -0,246) y la resistencia bacteriana (r= -
0,244) y sus correlaciones positivas con la longitud entrenudos (r = 0,318), grosor de la linea nodal
(r = 0,205), CAP (r = 0,246) y el grosor de la pared (r = 0,233).
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6.5.4 Anilisis discriminante

En la tabla 4 se indican los valores promedio de las variables estudiadas para cada uno de los biotipos de Guadua
angustifolia. En esta tabla se puede observar que en promedio los biotipos més diferentes son el biotipo castilla y
el biotipo Cebolla, mientras que el biotipo macana es intermedio, pareciéndose més cebolla. DAP, Longitud
entrenudo y grosor de la pared diferencian significativamente a cebolla de castilla y macana. DAP y grosor
de la linea nodal muestran a cebolla como la de menor tamafio, a macana intermedia y a castilla como la de

mayor calibre. El biotipo Bicolor es similar al biotipo cebolla.

Tabla 4. Valores medios de las variables estudiadas en cada uno de los Biotipos de Guadua angustifolia. Donde
1: Castilla; 2= Cebolla, 3= Macana, 7 = Bicolor y en las especies 4 = G. uncinata, 5 = Guadua amplexifoliay 6 =
Guadua glauca. Las variables subrayadas mostraron diferencias significativas mediante prueba unidimensional

de igualdad de las medias de las clases (Tabla 5).

Variable

Especies del Genero Guadua | Variedad de Guadua angustifoilia

1 2 3 4 5 3 7

Alttud 127225 113579 103131 42000 72414 52250 122160
Relieve 375 2,91 3,08 3,00 3,00 3,00 3,00
Altora cuimo () 22,25 16,45 21,38 6,50 9,33 13,50 14,20
CAP (cm.) 50,35 27,95 36,87 795 1800 27,35 31,78
DAP (cm.) 16,04 8.90 11,74 253 5,03 8N 10,12
Longitud Entenudo (cm.) 20,93 20,49 19,48 3415 1880 37,00 17,84
Grosor de la pared (cm.) 293 1.80 282 1.29 286 240 2,04
Grosor linea nodal (cm.) 3,03 2,06 2,48 1,95 1,80 3,15 2,06
Base Hoja cauliner (om.) 46,37 36,58 4242 930 3800 38,50 40,94
Allura Hoja osfinar {om,) 41,05 37,42 37,06 2628 3790 3175 48,84
Ancho Lamina folier (cm) 1,88 178 1,99 2,50 1,73 1,90 1,78
Largo Lamina foliar (cm) 14,11 14,42 14,25 1500 1417 13,05 15,02
Dureza 72,63 72,91 72,32 7132 7246 7050 72,45
Resistencia Bacteria (%) 4317 4286 44,20 4317 4317 4317 4317
CAP (cm.) Espec.Herb. 13,36 13,39 13,52 9,50 12,75 16,58 13,36
I R 26,06 26,08 26,13 375 1812 29,33 26,06
Bt ) 088 083 08¢ 085 161 068 086
it g L) 1,73 1,70 1,7 210 1,01 1,01 1,73

Espec.Herb.




Tabla 5. Prueba unidimensional de igualdad de las medias para cada uno de los Biotipos de Guadua angustifolia. Donde 1:
Castilla; 2= Cebolla, 3= Macana, 7 = Bicolor y en las especies 4 = G. uncinata, 5 = Guadua amplexifolia y 6 = Guadua glauca.

Variable Lambda F GDL1 GDL2  p-valor

Altitud 6 66

Relieve 6 66

Altura culmo (m) 6 66

CAP (cm.) 6 66

DAP (cm.) 0,432 14,440 8 66 <0,0001
Long. Enfrenudo (cm.) 0,537 9,488 6 66 <0,0001
Grosor pared (cm.) 0,414 15,593 6 66 <0,0001
Grosor linea nodal (cm.) 6 66

Base de la Hoja caulinar (cm.) 6 66

Alturade la Hoja caulinar (cm.) 6 66

Ancho de la Lamina foliar (cm.) 6 66

Largo de la Lamina foliar (cm.) 0,952 0,550 8 66 0,768
Dureza 6 66

Resistencia Bacteria (%) 6 66

CAP (cm.) Especimenes del Herbario 0,940 0,702 6 66 0,649
Long. Entrenudo (cm.) Especimenes del

Herbario 6 66

Grosor pared (cm.) Especimenes del Herbario 0,613 6,944 6 66 < 0,0001
Grosor linea nodal (cm.) 6 66

La tabla 6 indica que el biotipo castilla se diferencia significativamente de cebolla, Cebolla de Macana. El Biotipo
Bicolor no mostro distancias de Fisher significativas con ninguno de los biotipos estudiados. Todos los biotipos
de G. angustifolia mostraron diferencias significativas con las especies G. uncinata y Guadua amplexifolia.
Ninguno se diferencio de Guadua glauca, sugiriendo que no existen diferencias significativas entre G.
angustifolia y G. glauca. G. glauca solo se diferencia de Guadua amplexifolia.

Tabla 6. Distancias de Fisher (debajo de la diagonal) y valores de probabilidad (P). Donde 1: Castilla; 2= Cebolla,
3= Macana, 7 = Bicolor y en las especies 4 = G. uncinata, 5 = y 6 = Guadua glauca.

1 2 3 4 5 6 7
0000 0004 0652 <00001 <00001 0055 0.188
2615 0000 0001 0004  <0,0001 01415 1,000
0,835 3024 0000 <00001 00000 0116 0614
4639 2640 3956 0,000 00080 0417 0,007
4556 4493 3614 2,466 0 0,005 0,001
1,790 1545 1541 1,060 2,544 0 0137
1372 0187 0870 2451 2978 1484 0

~ O W -

Este grado de diferenciacion permite continuar haciendo el analisis discriminante, explicando la varianza fenotipica de los biotipos
a pariir de dos factores que conjuntamente describen el 80,9 % de la varianza (Tabla 7 y Grafico 1).
Tabla 7. Valores propios y porcentaje de discriminacion aportado por cada factor.
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F1 F2 F3 F4 F5 F6

Valor propio 2,538 1,715 0,819 0,108 0,051 0,025
D'sc"g,‘z)’ac'én 48203 32633 15588 2050 0,068 0,468

Acumulado (%) 48,293 80,926 96,514 98,564 99,532 100,000

Grafico 1. Valores propios y porcentaje de discriminacion aportado por cada factor.
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En el grafico 2 se observa que los centroides correspondientes a cada biotipo no estén sobrepuestos, sin embargo, la dispersion
de la nube de datos muesira areas sobrepuestas con pocos individuos dentro de ellas.

En la tabla 8 se pone a prueba la capacidad de asignar correctamente los individuos a cada biotipo propuesto observandose un
82% de aciertos.

Tabla 8. Matriz de confusion para los resultados de validacion cruzada.

de\a 1 2 3 4 6 6 7 | Total | B
7 3 0 T 0 0 0 0 2 | 7500%
2 0 41 2 0 0 1 0 44 | 9318%
3 0o 2 0 0 0 1 0 13 | 76.92%
4 0 0 o 2 0 o0 0 2 | 100,00%
5 0 1 o 0 2 0 0 3 | 6667%
6 0o o O 0 0 2 0 2 | 100,00%
7 0 4 1 0 0 0 0 5 0,00%

Total 3 48 12 2 2 4 0 73 | 82.19%
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Grafica 2. Representacion grafica de las observaciones con base en los ejes 1y 2.
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6.5.5 Modelo Descriptivo De Los Tres Biotipos Estudiados De Guadua angustifolia.

Regresion de la variable Forma

En primer lugar, se asigna como variable dependiente al biotipo (forma) respecto a las variables medidas en el
estudio. Luego, se realiz6 una regresién miltiple por etapas para seleccionar las variables que se incluirén en el
modelo por describir mejor cada biotipo (tabla 9). En este anélisis no se incluye el biotipo bicolor por no
diferenciarse de cebolla. Las variables DAP (cm.) / Longitud Entrenudo (cm.) / Grosor pared (cm.) y Dureza
describen el 55,3 % de la variacién de los biotipos.

En segundo lugar, se realiz6 un anélisis de varianza con las variables incluidas para probar el modelo (tabla 10 A

y B). También se estimaron los pardmetros del modelo con sus significancia (Tabla 10 C).

Tabla 9. Resumen de la seleccion de las variables incluidas en el modelo por la regresion sobre la variable Biotipo (Forma).

Donde IN significa variable incluiday OUT Excluida.

No.de Variabl Variable INOUT ~ Estad . R
variables ariables ariable stado MEC R sjustado
1 Altitud Altitud IN 0928 0,134 0,121
. : Longitud
2 Altitud / Longitud Entrenudo (cm.) Entrenudo (cm.) IN 0,858 0212 0,188
Altitud / Longitud Entrenudo (cm.)/ Grosor pared de
3 Grosor pared de especimenes de  especimenesde IN 0,802 0275 0,241
herbario (cm.) herbario (cm.)
Altitud / Longitud Entrenudo (cm.) /
4 Grosor pared (cm.) / Grosor pared Gros(gﬁnp)ared IN 0764 0319 0,276
de especimenes de herbario (cm.) k
Altitud / DAP (cm.) / Longitud
Entrenudo (cm.) / Grosor pared
5 (cm.) / Grosor pared de DAP (cm.) IN 0541 0526 0,487
especimenes de herbario (cm.)
DAP (cm) / Longitud Entrenudo
(cm) / Grosor pared (cm) / Grosor :
4 pared de especimenes de herbario Altitud OUT 0,541 0,518 0,488
(cm.)
DAP (cm.} / Longitud Entrenudo
(cm.) f Grosor pared (cm.) / Dureza
5 { Grosor pared de especimenes de Dpreza QUT 0:008 BH0S: 0,519
herbario (cm.)
. Grosor pared de
DAP (cm.) / Longitud Entrenudo -
4 especimenesde OUT 0513 0543 0,514
{cm.) / Grosor pared (cm.) / Dureza herbario (cm.)
DAP (cm.) / Longitud Entrenudo :
5 (em.) / Grosor pared (cm.) / Base Base de la Hoja OUT 0472 0,586 0,553

de la Hoja caulinar (cm.) / Dureza

caulinar (cm.)
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Tabla 10. (A) Analisis de la varianza con las variables escogidas Calculado contra el modelo Y = Media (Y). (B) Suma de
cuadrados del andlisis Tipo | se indica debajo de la ANOVA. (C) Parametros del modelo con su significancia.

(A) ANOVA
Sumadelos Mediade los
Fuente GOt cuadrados  cuadrados F Arek
Modslo 5 41,488 8,208 17,572 <0,0001
Emor 62 29,277 0,472
Total corregido 67 70,765
(B) Suma de Cuadrados
Sumade los Mediade los
Flieo DL cuadrados  cuadrados J L
DAP {cm.) 1 9,426 9,426 19,961 <0,0001
Longitud Entrenudo (cm.) 1 6,159 6,159 13,043 0,001
Grosor pared (cm.) 1 0,528 0,528 1,119 0,294
Base de la Hoja caulinar (cm.) 1 2,680 2,680 5,675 0,020
Dureza 0 0,000 0,000 0,000 0,000
(C) Parametros del modelo:
Fuente Valor  Desviacion tipica t Pr> ]
Interseccion 11,558 4,339 2,664 0,0100
Altitud 0,000 0,000
Relieve 0,000 0,000
Altura culmo (m) 0,000 0,000
CAP (cm.) 0,000 0,000
DAP (cm.) -0,267 0,039 6,933 <0,0001
Long. Entrenudo (cm.) 0,060 0,016 3,765 0,000
Grosor pared (cm.) 1,103 0,168 6,565 <0,0001
Grosor linea nodal (cm.) 0,000 0,000
Base Hoja caulinar (cm.) 0,021 0,008 2,538 0,0140
Altura de la Hoja caulinar (cm.) 0,000 0,000
Ancho Lamina foliar (cm.) 0,000 0,000
Largo de la Lamina foliar (cm.) 0,000 0,000
Dureza -0,151 0,059 -2,580 0,012
Resistencia Bacteria (%) 0,000 0,000
Especimenes de Herbario:
CAP (cm.) 0,000 0,000
Longitud Entrenudo {cm.) 0,000 0,000
Grosor pared (cm.) 0,000 0,000
Grosor linea nodal (cm.) 0,000 0,000
Ecuacién del modelo:
Biotipo (Y) = 11,5583593866196 - 0,2669203270515*DAP (cm) + 5,97815060994158E-02'Long. Entrenudo (cm.) +

1,10322461981233*Grosor pared (cm) + 0,021375464637597* Base de la Hoja caulinar (cm) -0,15094753230009* Dureza
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6.5.6 Conclusiones

En este estudio, el biotipo cebolla fue el mis frecuente en el Departamento del Valle del Cauca, 60%
aproximadamente del nimero de individuos muestreados por biotipo de la especie Guadua angustifolia.

La correlacién del didmetro del entrenudo (1.30 m) con las mismas variables asociadas a la altura total del
culmo, indica que poblaciones de guadua con entrenudos gruesos poseen culmos de mayor altura. Ademas, la
asociacién del relieve con el grosor de la linea nodal, sugiere que los culmos con didmetros mayores estan
relacionados con entrenudos mas espaciados y estos con culmos mas altos, y con una mayor probabilidad de
encontrase en relieves ondulados.

Tanto la base y la altura de la hoja caulinar como el ancho y el largo de la lamina foliar apoyan la hipétesis de que
estas asociaciones estin relacionadas con la captacién y almacenamiento de nutrientes indicado antes.

a mayor altitud mayor dureza y menor grosor de la linea nodal. Por lo tanto, en programas futuros de
mejoramiento estas caracteristicas fenotipicas deben tenerse en cuenta para producir una guadua de calidad en
las cadenas productivas.

A mayor longitud el entrenudo y mayor grosor de la linea nodal menor resistencia al ataque de bacterias. Esto
podria significar que rodales con longitud entrenudos y grosor de la linea nodal mayores son més susceptibles al
ataque de bacterias. Esto también debe tenerse en cuenta a la hora de disefiar un plan de mejoramiento y manejo
de la guadua en el Valle del Cauca.

Las variables DAP (cm.) / Longitud Entrenudo (cm.) / Grosor pared (cm.) y Dureza describen el 55,3 % de la
variacién de los biotipos.

En promedio los biotipos més diferentes son el biotipo castilla y el biotipo Cebolla, mientras que el biotipo
macana es intermedio, pareciéndose més cebolla. DAP, Longitud entrenudo y grosor de la pared diferencian
significativamente a cebolla de castilla y macana. DAP y grosor de la linea nodal muestran a cebolla como la de
menor tamafio, a macana intermedia y a castilla como la de mayor calibre. El biotipo Bicolor es similar al biotipo
cebolla.

El biotipo castilla se diferencia significativamente de cebolla y cebolla de Macana. El Biotipo Bicolor no mostr6
distancias de Fisher significativas con ninguno de los biotipos estudiados. Todos los biotipos de G. angustifolia
mostraron diferencias significativas con las especies G. uncinata y Guadua amplexifolia. Ninguno se diferencio
de Guadua glauca, sugiriendo que no existen diferencias morfolégicas entre G. angustifolia y G. glauca. G.
glauca solo se diferencia de Guadua amplexifolia.

Con el tiempo las relaciones entre las variables morfoldgicas en la coleccién de herbario se modifican. Estas
alteraciones pueden incluso invertir estas relaciones como lo indican los coeficientes de correlacién para la
variable grosor de la linea nodal. Nuevamente, esto sefiala que el uso de especimenes de herbario como
referentes debe ser més cuidadoso.
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6.6 ESTANDARIZACION DE LA EXTRACCION DE ADN DE LAS ACCESIONES DE
Guadua angustifolia DEL JARDIN BOTANICO JUAN MARIA CESPEDES DE
TULUA- VALLE DEL CAUCA

6.6.1 Introduccion

La Guadua ha sido de vital importancia en aspectos histéricos, econdmicos y culturales en Colombia, y en la
naturaleza actfia como reguladora de la calidad y cantidad de aguas (Castafio & Moreno 2004; Cruz 1994). Como
estrategia para su conservacién se implemento en 1987 el Banco de Germoplasma de Bambusoideae en el Jardin
Botanico Juan Maria Céspedes (Tului — Valle) de propiedad del INCIVA, siendo la tinica coleccién viva de G.
angustifolia en Colombia. Este cuenta con una coleccién de 45 accesiones de G. angustifolia provenientes de 16
departamentos de Colombia (Londofio 1990, Marulanda et al. 2002), conservando asi una gran variabilidad de la
especie.

Como otra estrategia de conservacién de G. angustifolia se creard un banco de ADN de las accesiones de la
colecci6n viva, para ello se requiere de un método de extraccién répido y eficiente que produzca ADN de alta
calidad y concentracién que pueda ser empleado en estudios de biclogia molecular y a su vez permanezca en
buen estado por un largo periodo de tiempo.

Para generar conocimiento en la genética de cualquier organismo la obtencién de ADN de alta calidad es crucial,
pues)de esto depende la fidelidad y reproducibilidad de las pruebas o técnicas ha utilizar (Sunnucks [0 Hales
1996).

Con un ADN de alta calidad, es més facil construir genotecas de ADN y por ende aprovechar al maximo los
muestreos realizados y la colaboracién entre cientificos que no pueden acceder ficilmente a las muestras, asi
como una comparacién mas exacta de datos entre laboratorios (Apfalter et al. 2001).

La informacién sobre las técnicas de extraccién de ADN y preservacién del tejido en Guadua son importantes
porque permitiran iniciar nuevos trabajos sobre caracterizacion de las especies y variedades del grupo, genética
de poblaciones, filogenia, estudios de diversidad genética, entre otros.

Con el fin de establecer un protocolo de extraccibn de ADN que cumpla con las condiciones sefialadas
anteriormente, se considera conveniente realizar la estandarizacién de un método de extraccién de ADN de G.
angustifolia. Ademas, en futuros estudios de G. angustifolia se tomaran estos ADN’s para llevar a cabo otras
técnicas de biologia molecular, laboriosas, con altas inversiones de tiempo y dinero, en donde la cantidad, la
conservacion y calidad del ADN juegan un papel primordial en el éxito de estas técnicas.

En el presente estudio se analizd la calidad y concentracién del ADN extraido mediante tres protocolos y se
estandariz6 aquel con los mejores resultados para la creacién del banco de ADN a partir de las accesiones de la
coleccién viva de G. angustifolia.

6.6.2 Métodos de extraccién de ADN

Numerosos métodos, entre otros los descritos por Dellaporta et al. (1983), Doyle & Doyle (1987), Guillemaut y
Marechal (1992), Honeycutt et al (1992) y Hoisington et al. (1992), han sido desarrollados para diferentes
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especies de plantas, sin embargo, la mayoria requieren una alta inversién de tiempo, material vegetal y reactivos,
o producen bajo rendimiento de ADN.

Marulanda et al. (2002) evaluaron los métodos de extraccién de Dellaporta et al. (1983), Gilbertson et al. (1901) y
Hoisington (1992) para llevar a cabo un anélisis de AFLP en G.angustifolia, obteniendo el ADN de mejor calidad
para su estudio con el método de Hoisington (1992). Potosi et al. (2006) ensayaron los protocolos de Dellaporta
et al. (1983) adaptado para arroz y el kit de extraccién de Quiagen para caracterizar la diversidad de G.
angustifolia mediante RAPDs estableciendo como método de extraccion el de Dellaporta et al. (1983) adaptado
para arroz con modificaciones para G. angustifolia.

6.6.3. Materiales y métodos
Area de estudio

El Banco de Germoplasma esta localizado en el corregimiento de Mateguadua, Municipio de Tulu4 (Valle del
Cauca), aproximadamente a 800 metros de distancia de la sede administrativa del Jardin Bot4nico Juan Maria
Céspedes de propiedad del Instituto para la Investigacién y Preservacién del Patrimonio Cultural y Natural del
Valle del Cauca (INCIVA). Tiene una extensién aproximada de 2500 m?, presenta condiciones climéaticas propias
de bosque seco tropical con una ubicacién altitudinal entre 950 a 1 100 metros, por lo que en él se encuentran en
su mayoria individuos del género Guadua (Londofio 1990).

Material vegetal

Se colectaron hojas jévenes y en buen estado (evitando la presencia de patégenos, hongos y liquenes) de las
accesiones del Banco de Germoplasma de Bambusoideae del Jardin Botinico Juan Maria Céspedes, Tului- Valle
del Cauca. El tejido foliar fue depositado en bolsas de papel que se almacenaron inmediatamente en tarros
plasticos con silica gel con indicador de cobalto.

Procesamiento de las muestras

Con las muestras en el laboratorio se procedi6é a macerar finamente el tejido vegetal empleando nitrégeno
liquido, con el fin de fraccionar facilmente las células y conservar la molécula de ADN al evitar que enzimas como
las ADNasas lo degraden. El macerado se conservo a -80°C hasta el momento de la extraccién del ADN.
Extraccién de ADN

Para extraer el ADN de G. angustifolia se evaluaron tres protocolos seleccionados por su facilidad y seguridad al
efectuarlos:

- Kit de extraccién de ADN de Quiagen (Dneasy Plant Mini Kit) (Anexo 1).

- Protocolo de Micro extraccion de ADN Dellaporta (1983) con modificaciones para arroz y
posteriormente adaptado para Guadua angustifolia por Potosi et al. 2006, con nuevas modificaciones en
este trabajo (Anexos 2y 3).

- Protocolo de extraccién de hojas frescas de Cucurbita (Brown & Myers 1998) adaptado a tubos de 1.5mly
tejido seco (Anexo 3).
Cada protocolo se llevé a cabo con tres muestras (1, 5 y 6), comparandose la calidad y concentracién del ADN
obtenido.
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Cualificacién y Cuantificacién del ADN

El ADN fue cualificado por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, observando el grado de
degradacion que hubiera en cada muestra, asf como también la prueba con diluciones, pues la sobresaturacién
del ADN crea “ruido” y hacia parecer una muestra buena, como altamente degradada.

La concentracion del ADN fue determinada en un espectrofotémetro multifuncional Genios (TECAN, Austria).
En una placa de metacrilato especial para hacer mediciones con luz UV, se colocaron 10ul de ADN de cada una
de las muestras diluido en 190 ul de buffer AE, para un total de 200ul por muestra, lo mismo se efectué con ADN
estidndar de Salmén a una concentracién de 50 ng/ul, siendo esta la dilucién control, a su vez se colocaron 200ul
de buffer AE como blanco y 200ul de ADN estindar. La placa fue previamente preparada y posteriormente se
instalé en el espectrofotémetro, en donde se midi6 la absorbancia a 260 nm y 280 nm. El célculo efectuado para
llegar a la concentracién de cada muestra fue:

Concentracién de ADN = [((Absorbancia de la muestra - Absorbancia del blanco)x densidad éptica) x factor de
dilucién Ix calibracién del TECAN

Densidad 6ptica= 50
Factor de dilucién= 20
Calibracién del TECAN= 2

También se estim6 la concentracién mediante la visualizacién en los geles de agarosa al 0.8%, teniendo en
cuenta que en teoria en este gel con 2ul de ADN lamda (ADN de concentracién conocida), las bandas se
visualizan a partir de una concentracién de 20ng/ul.

AnaAlisis de Datos:

Con el ADN extraido y cuantificado, se construyeron matrices de datos por protocolo de extraccién para
comparar la efectividad de cada uno. Dichas matrices fueron visualizadas en gréficas de lineas simples y planos
de 3 dimensiones (3D) usando como software Microsoft Excel® (2003). En la Graficacién en 3D, fueron usados
como ejes: El tiempo que tomé cada extraccion de ADN, el costo de cada extraccién y la cantidad empleada de
ADN en nanogramos. Esta metodologia, es una adaptacién de la usada por Cortés (1997).

En dicha grificas, se seleccionaron aquellos protocolos y tejidos més efectivos en cuanto a la preservacion,
calidad y cantidad de ADN, tiempo empleado, la facilidad y costo del protocolo.

6.6.4. Resultados y discusién

Con los tres protocolos se logro obtener una muy buena calidad de ADN al evidenciarse la presencia de una
banda Gnica con ausencia de barrido en los geles de agarosa al 0.8% en las muestras 1y 5 (figuras 1, 2y 3). En la
muestra 6 aparentemente se obtuvo ADN a muy baja concentracion con todos los protocolos evaluados, lo cual
descarta que se deba a algin protocoloc como tal, quizi el tejido empleado no se encontraba en buenas
condiciones en el momento en que se llevaron a cabo las extracciones.
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Figura 1. Evaluacion del ADN obtenido mediante el kit de Quiagen en gel de agarosa al 0.8%

Figura 2. Evaluacion del ADN obtenido mediante el protocolo de Dellaporta et al. (1987) adaptado
para arroz en gel de agarosa al 0.8%
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Figura 3. Evaluacion del ADN obtenido mediante el protocolo de Cucurbita en gel de agarosa al 0.8%

en cuanto a la concentraci6n se observé disparidad entre los resultados obtenidos mediante el tecan y aquellos
estimados mediante la visualizacién en agarosa al 0.8%, por ejemplo, mientras con el espectrofotémetro se
obtuvo una concentracién de 78,8 ng/ul de adn de la muestra 6 extraido con el protocolo de dellaporta et al.
(1983), mediante la estimacién visual no se detecto ninguna banda; lo mismo sucedié con el protocolo de
cuctrbita y con la muestra 1 empleando el protocolo de quiagen (tablas 1y 2).

En general, se considera que la cuantificacién mediante espectrofotémetro no es muy confiable, puesto que son
muchas las variables que interfieren en la misma como son la visibilidad de la placa empleada (que no esté
rayada o muy utilizada), que se realice una buena dilucién del adn antes de la medicién, la calibracién del
espectrofotdmetro, entre otras. a su vez, autores como csaikl et al (1998) emplean esta metodologia para la
evaluacién de la pureza del adn, no para la cuantificacién, en cuyo caso utilizan fluorémetro. debido a ello, se
decidi6 tomar como referencia las concentraciones obtenidas mediante la visualizacién en los geles de agarosa al
0.8%.

La tabla 1 muestra las concentraciones (ng/ul) de adn obtenido mediante tecan en las muestras con cada
protocolo evaluado. se observa que todos los protocolos tienen grandes variaciones (cv = 34% - 57%). el
protocolo de dellaporta et al. (1983) adaptado para arroz con modificaciones para g. angustifolia mostré en
promedio el mejor rendimiento y el protocolo cucurbita el peor.
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Al analizar la concentracién de ADN producida por los dos duplicados conjuntamente, Dellaporta et al. (1983)
mostrd concentraciones 2 0 4 veces més altas que Quiagen y de 8 a 23 veces la de cucurbita, ademas, mostrd el
menor coeficiente de variacién (22%)

Tabla 1. Conceniraciones (ng/ul) de ADN obtenido mediante TECAN en las muestras con cada protocolo
evaluado

Promedio
O
A A L

Protocolo 1 1 5 5 6 6 Desviscibi
estindar

Quiagen 126 44,6 56,6 34,2 23,2 13,4 30,770017,66
Dellaporta et al. (1983) 150,6 81,0 111,2 61,0 76,4 78,8 93,17(1032,54
Cucurbita 10,0 No 204 No 15,7 No 15,37005,21

La Tabla 2 muestra las concentraciones (ng/ul) de ADN obtenido mediante la visualizacion en agarosa al 0.8 %
en las muestras con cada protocolo evaluado. Se observa que todos los protocolos tienen grandes variaciones (CV
= 64% - 92%). El protocolo de Quiagen mostr6 en promedio el mejor rendimiento y el protocolo Cucurbita fue el
peor.

Tabla 2. Concentraciones (ng/ul) de ADN obtenido mediante la visualizacion en agarosa al 0.8 % en las
muestras con cada protocolo evaluado

Promedio +

Protocolo 1 1 5 5 6 6' Desviacion
estandar

Quiagen 50 80 80 100 10 20  56,67+36,15

Dellaporta et al. (1983) 50 80 50 50 20 0  41,67+2787

Cucurbita 20 No 30 No 0 No 16,67+15.28

Al analizar la concentracion de ADN producida por los dos duplicados conjuntamente, Quiagen mostr6 la mayor
concentracién seguido de Dellaporta et al. (1983), en ambos se estimaron concentraciones de 2 a 5 veces mas
altas que la de Cucurbita. Con ambos protocolos se obtienen concentraciones de 40 a 60 ng/ul aproximadamente
por 20 mg de tejido empleado (Tabla 2). Otra ventaja de ambos protocolos respecto al de Cuctirbita, es que no
requieren ni de CTAB ni de cloroformo, reactivos que deben ser manipulados cuidadosamente en una cimara de
extraccién por su gran efecto toxico e irritante (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion entre las metodologias de extraccion empleadas.

Dellaporta
et al. (1983)
Protocolo Cucurbita Quiagen adaptado
Tejido
vegetal 20mg - 1g 20mg 20mg
Tiempo >1 dia 3 horas >1 dia

36



Lisis CTAB 5X AP1 SDS

Purificacion  Cloroformo Intercambio
de ADN fenol AP2- AP3 aniénico

Ademis, el ADN extraido mediante Dellaporta et. al (1983) conservado a -80°C se mantiene de buena calidad
por mas de un afio, mientras que aquel extraido mediante el uso de CTAB y PVP dura aproximadamente 4 meses
en buen estado. Como consecuencia de ello resulta mucho més seguro llevar a cabo la extraccién del ADN de un
gran volumen de muestras por el protocolo de Dellaporta et al. (1983).

Por otro lado, como se observa en la tabla 3 con el protocolo de Quiagen se extrae ADN en menos tiempo
comparado con el requerido por los protocolos de Dellaporta et al.(1983) y de Cucurbita. Sin embargo, el kit de
Quiagen es muy costoso econémicamente cuando se emplea para extraer un gran volumen de muestras,
situacién en la que el protocolo de Dellaporta et al. (1983) adaptado para arroz con modificaciones para G.
angustifolia por Potosi et al.(2006) resulta mucho méas econémico.

Debido a la eficiencia, calidad y concentracién con la que se extrae ADN mediante el protocolo de Dellaporta et
al. (1983) adaptado para arroz con modificaciones para G. angustifolia por Potosi et al.(2006) de un gran
volumen de muestras como es el caso de un banco de germoplasma, se llevo a cabo la estandarizacién del mismo
efectuandose modificaciones al protocolo de Potosi et al.(2006) (Anexo 3) que incrementaron la calidad, pureza
y concentracién del ADN

6.6.5.Conclusiones

En general, se concluye que los métodos que producen un ADN de buena calidad y concentracién son el “Kit” de
Quiagen y el protocolo de Dellaporta et al.(1983) adaptado para arroz con modificaciones para G. angustifolia
por Potosi et al.(2006). Sin embargo, para llevar a cabo la creacién del banco de ADN a partir de la coleccién viva
es méas conveniente emplear el protocolo de Dellaporta et al. (1983) adaptado para arroz con modificaciones para
G. angustifolia por Potosi et al.(2006), bajo las modificaciones realizadas en el presente trabajo, ya que esto
permite tener una buena calidad de ADN que perdure mas en el tiempo.
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6.7 CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS ACCESIONES DE Guadua
angustifolia (Poaceae: Bambusoideae) DEL. BANCO DE GERMOPLASMA DE
BAMBUSOIDEAE DEL JARDIN BOTANICO JUAN MARIA CESPEDES DE TULUA
- VALLE DEL CAUCA

6.7.1 Creacién del banco de ADN de Guadua angustifiolia
Introduccién

El conocimiento de la ecologia y biodiversidad de los guaduales es un prerrequisito para la proteccién, el manejo
sostenible y conservacién efectiva de estas fuentes. Para llevar a cabo lo anterior en los guaduales, es necesario
estimar algunos pardmetros tales como niveles de diversidad genéfica entre poblaciones, patrones de
reproduccién, relaciones de parentesco, magnitud del flujo genético entre poblaciones. Estos son inferidos a
partir de los marcadores Microsatélites. Este marcador es altamente polimorfico, reproducible y por ser
codominante permite la estimacién de las heterocigosidades sin requerir asumir Hardy-Weinberg.

La variabilidad genética de una especie, potencia la capacidad de respuesta a cambios no direccionales o a
excesivas presiones antropogénicas. Con el estudio de esta variabilidad genética, es posible detectar posibles
centros de alta diversidad en el género Guadua y asf, emprender planes urgentes que promuevan la recuperacién
y el mantenimiento de la estructura y la diversidad de los bosques de guadua.

Los estudios moleculares encaminados a determinar los sectores de mayor importancia para la conservacion y la
dispersién de las poblaciones existentes son fundamentales, teniendo en cuenta que esta especie es de
reproduccién apomictica, con un porcentaje mayor de reproduccién asexual, tiende a reducir la variabilidad
genética local y a provocar un descenso en la fertilidad de su semilla producida por reproduccién sexual. Por otro
lado, se incrementa la diferenciacién genética entre localidades promoviéndose el incremento en la diversidad, y
como consecuencia, provocando, posiblemente, diferencias fenotipicas de importancia comercial.

Como estrategia para su conservacién se implemento en 1987 el Banco de Germoplasma de Bambusoideae en el
Jardin Bot4nico Juan Maria Céspedes (Tulua — Valle) de propiedad del INCIVA, siendo la tinica coleccion viva de
guadua en Colombia. Este cuenta con una coleccién de 45 accesiones de G. angustifolia provenientes de 16
departamentos de Colombia (Londofio 1990, Marulanda et al. 2002), conservando asi una gran variabilidad de la
especie.

En el presente informe se presentan los avances en la creacién del banco de ADN de G. angustifolia con el fin de
aportar herramientas y conocimientos que contribuirdn a la creacién e implementacién de estrategias de
conservacién para la especie. Y los avances en la estandarizacién de la caracterizacién molecular para la especie,
determinando asf 1a variabilidad a nivel molecular mediante el empleo de marcadores microsatélites.

6.7.2 Colecta de muestras
Se colectaron hojas jévenes y en buen estado (evitando la presencia de patdgenos, hongos y liquenes) tomando la
precaucién de que fueran del mismo individuo,de 60 accesiones del Banco de Germoplasma de Bambusoideae

del Jardin Botanico Juan Maria Céspedes, Tului- Valle del Cauca. El tejido foliar fue depositado en bolsas de
papel que se almacenaron inmediatamente en tarros plasticos con silica gel con indicador de cobalto.
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El Banco de Germoplasma de Bambusoideae est4 localizado en el corregimiento de Mateguadua, Municipio de
Tulud (Valle del Cauca), aproximadamente a 800 metros de distancia de la sede administrativa del Jardin
Botanico Juan Maria Céspedes de propiedad del Instituto para la Investigacién y Preservacién del Patrimonio
Cultural y Natural del Valle del Cauca (INCIVA). Tiene una extensién aproximada de 2 500 m2, presenta
condiciones climaticas propias de bosque seco tropical con una ubicacién altitudinal entre 950 a 1 100 metros
(Londofio 1990).

6.7.3. Procesamiento de las Muestras

Con las muestras en el laboratorio se procedié a macerar finamente el tejido vegetal empleando nitrégeno
liquido, con el fin de fraccionar ficilmente las células y conservar la molécula de ADN al evitar que enzimas como
las ADNasas lo degraden. El macerado se conserva a -80°C hasta el momento de la extraccién del ADN.

6.7.4. Extracci6on del ADN

El ADN se extrajo siguiendo el protocolo de micro extraccién de ADN Dellaporta (1983) modificado para arroz y
posteriormente modificado para G. angustifolia (Potosi, et al.). Para la evaluacién del ADN se utilizaron geles de
agarosa al 0.8 % y fluorescencia de luz ultravioleta, obteniéndose ADN de buena calidad en todas las muestras, al

verificar la presencia de una banda Gnica con ausencia deBarrido (Figura 1). Lo que significa que no esta
degradado el ADN.
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Figura 1. Evaluacién del ADN en gel de agarosa al 0.8%

La concentracién del ADN se estimo directamente en los geles de agarosa al 0.8% teniendo en cuenta que en
teoria en este gel con 2ul de ADN, las bandas se visualizan a partir de una concentracién de 2ong/ul. En
promedio se obtuvo una concentracién de 50ng/ul en todas las muestras. Adicionalmente se cuantific la
concentracién de ADN por espectrofotometria.
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6.7.5. Evaluacién de microsatélites

Previa a la evaluacién de los microsatélites, se corrobor6 que el ADN extraido mediante este protocolo amplifica
a partir de cebadores especificos mediante una reaccién en cadena de la polimerasa a partir de los cebadores
universales NS7 y NS8, los cuales amplifican una regién de 377pb.

Adicionalmente se realizaron pruebas de estandarizacién de las condiciones apropiadas para la amplificacién de
13 primers microsatélites en cuatro muestras representativas de la variabilidad de la especie (375, 345, 391, 416).

Se parti6 de una reaccién de PCR de 25 ul de volumen final con los siguientes componentes:

Reactivo Concentracion Volumen por individuo (ul)
Buffer 1X 25
MeCl» 2mM 2.0
dNTPs 0.1mM 0.5
Primers™ 0.072 mM 0.18
TAQ 34U 02
ADN 20ng'ul 5
H,O ---- 14.44
Total 25

Para la amplificacién se empleo el siguiente programa: 94°C 1minuto; 35 veces (94°C 30segundos; 54°C 45
segundos; 72°C 45 segundos); 72°C 10minutos, 4°C 5 minutos.

Para evaluar el producto de PCR se utiliz agarosa al 1.0% y fluorescencia de luz ultravioleta, verificindose su
calidad por la presencia de una banda tnica.

De los 13 microsatélites analizados mediante este protocolo, solo dos amplificaron, el Bam 2-11 y el Bam 2-13. Sin
embargo el Bam 2-13 no tuvo muy buena sefial y amplifico en las tres muestras de G.angustifolia, pero no, en
aquella que se considera como Guadua sp (Figura 2 y 3). Por su parte, el Bam 2-11 tuvo una muy buena sefial y
amplifico en las cuatro muestras evaluadas.

Bam17-2 }

‘Bam2-.‘|3 o3t

{  Bams }{

Figura 2. Evaluacién del microsatélite Bam 2-13 en un gel de agarosa 1.0 %
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Figura 3. Evaluacién del microsatélite Bam 2-11 en un gel de agarosa 1.0 %
6.7.6. Conclusién

Con los resultados de la amplificacién se comprueba que el método de extraccién a parte de producir buena
cantidad de ADN este es de buena calidad ya que no interfiere para la amplificacién.

6.8 PROTOCOLO ESTANDARIZADO DE EXTRACCION DE ADN

6.8.1 Protocolo utilizado

El ADN se extrajo siguiendo el protocolo desarrollado en los laboratorios Humboldt CIAT. Para la evaluacién
del ADN se utilizaron geles de agarosa al 0.8 % y fluorescencia de luz ultravioleta, obteniéndose ADN de buena
calidad en todas las muestras, al verificar la presencia de una banda tnica con ausencia de barrido (Figura 1)
Protocolo de extraccién de ADN

1, Pulverizar con nitrégeno liquido tejido foliar joven recién cortado.

2. En un tubo eppendorf de 1,5 ml colocar material vegetal pulverizado hasta la marca de 500 ul y resuspender
con 750 pl de buffer CTAB (2X), (2% de CTAB, 100 mM de tris base pH 8,0, 10 mM de EDTA y 0,7 M de NAC1
agregar agua hasta 500 ml y autoclavar). Adicionar 30 ul de 2-B mercaptoetanol. Agitar suavemente e incubar
por 30 minutos a 65 °C.

3. Agregar 300 ul de acetato de potasio (3 M, pH 4,8), mezclar suavemente e incubar en hielo por 15 min.
Centrifugar 10 min a 14 000 rpm y transferir el sobrenadante a otro tubo.

4. Adicionar 500 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), mezclar suavemente por inversién del tubo y
centrifugar 10 min a 14 000 rpm.

5. Cuidadosamente pipetear la fase superior en tubo con 500 pl de Isopropanol frio para precipitar el ADN.
Incubar en hielo durante 60 min.

6. Centrifugar en 5 min a 14 000 rpm y descartar el sobrenadante.
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7. Lavar el pellet de ADN dos veces con 500 ul de Etanol al 70% frio. Descartar el Etanol y permitir que el ADN se
seque al aire libre por 30 min.

8. Resuspender el ADN en 30 a 50 pl de buffer TE (10 mM de Tris-HC1, 1mM de EDTA pH 8,4) 0 agua estéril y
almacenar a -20 °C.

6.8.2 Cuantificaciéon de ADN

La calidad del ADN fue determinada a través de la relacién de absorbancia A260/A280. La concentracién de
ADN se evalud en geles de agarosa al 1% por comparacién con marcadores estindar de ADN de A no digerido,
visualizados con Bromuro de Etidio bajo luz UV.

Figura 1. Evaluacién del ADN en gel de agarosa al 0.8%
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TABLA DE CUANTIFICACION DEL ADN

Muestra Concentracion de Muestra Concentracién de
ADN(ng/ul) ADN(ng/ul)

1 452 | 31 62,9
- 70,2 32 17,9
8 405 | 38 98.3
1 303 | 34 65,7
5 o8 | 95 89
M 60,4 36 30
i 72 | ¥ 459
8 5|38 674
9 arg | 39 i
10 8.4 40 60,4
1 o
2 21,8
3 76,8
- 45,7
o 34,6
16 38,9
17 89
18 23,6
2 56,6
20 346
21 67,8
2= 86,4
. 67,4
H 274
= 453
26 56,7
= 72,5
28 81,3
=2 39,6
30

44,5




6.8.3 Conclusiéon

El método de extraccibn de ADN desarrollado en HUMBOLDT — CIAT, es eficaz en otras condiciones de
laboratorio, lo cual permite concluir que es un método 6ptimo, utilizable para la extraccién de ADN de cualquier
especie de Guadua o biotipo.
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6.9. ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE PCR
6.9.1 Introduccioén

La Guadua ha sido de vital importancia en aspectos histéricos, econémicos y culturales en Colombia y en la
naturaleza act(a como reguladora de la calidad y cantidad de aguas (Castafio & Moreno 2004; Cruz 1994). Como
estrategia para su conservacion se implemento en 1987 el Banco de Germoplasma de Bambusoideae en el Jardin
Boténico Juan Maria Céspedes (Tulua — Valle) de propiedad del INCIVA, siendo la tGnica colecci6én viva de G.
angustifolia en Colombia. Este cuenta con una coleccién de 45 accesiones de G. angustifolia provenientes de 16
departamentos de Colombia (Londofio 1990., Marulanda et al. 2002), conservando asf una gran variabilidad de
la especie. En el presente estudio se pretende identificar las condiciones optimas para realizar la reaccién en
cadena de la polimeraza (PCR) para la amplificacion de sectores especificos del genoma de guadua angustifolia
(marcadores microsatélites) de esta manera en futuros anélisis se pueda caracterizar y corroborar esta
variabilidad a nivel molecular mediante el empleo de estos marcadores microsatélites con el fin de aportar
herramientas y conocimientos que contribuirén a la creacién e implementacién de estrategias de conservacién de
la Guadua.

En el presente informe se reporta el uso del ADN extraido en técnicas de biologia molecular basadas en la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) asi como la estandarizacién de las condiciones de PCR de los
marcadores microsatélites que serdn empleados en la caracterizacién molecular de las accesiones de G.
angustifolia del Banco de Germoplasma de Bambusoideae.

Con los avances de la biologia molecular se descubrieron metodologfas que permiten revelar polimorfismos en
la secuencia de ADN nuclear y de organelas que pueden ser empleados como marcadores altamente informativos
de la estructura y dindmica de los genomas a nivel de las poblaciones y los individuos (Bachmann 1994). Antes
de la existencia de estos marcadores moleculares los estudios genéticos se llevaban a cabo en organismos que
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podfan cruzarse ficilmente bajo las condiciones controladas de laboratorio, como la bacteria Escherichia col, el
maiz Zea mays, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y el ratén Mus musculus. Tanto los patrones de
transmisién a través de las generaciones como las bases genéticas de caracteres taxonémicos y fisiolégicos fueron
deducidos en estas especies, sin embargo, mediante este tipo de an4lisis no se logra abarcar la complejidad y
diversidad de los elementos genéticos dentro de un genoma ni es posible de llevarlos a cabo en cualquier tipo de
especie. Por el contrario, los estudios genéticos mediante marcadores moleculares proveen evidencia estructural
directa y sustancial de muchos genes y sus productos génicos y pueden ser empleados en cualquier organismo de
1a tierra (Avise 1994).

Los marcadores moleculares permiten identificar similitudes o diferencias entre individuos a nivel de la
secuencia del ADN, por lo que son herramientas muy tGtiles en la ecologia, en la evolucién y en la taxonomfa, asf
como en la conservacién (Parker et al.1998). Con estos se pueden describir y observar las poblaciones naturales
con la menor interferencia posible, identificar individuos y su genotipo en donde los caracteres morfol6gicos no
fueron de ayuda, detectar cuellos de botella y otros eventos demograficos en la historia de las poblaciones,
estimar su diversidad genética y su tamafio efectivo, detectar procesos deterministicos como la seleccién,
conocer el sexo de los individuos, sistemas de apareamiento asi como relaciones de parentesco, estructura de las
poblaciones, tasas de dispersién, (Frankhan et al. 2002, Bachmann 1994, Parker et al. 1998), rastrear el origen
filogenético y la existencia de diferencias ecolégicas entre razas o especies, caracterizar variedades,
germoplasmas, genes de resistencia asi como hacer un mapeo genético y el aislamiento de genes responsables de
respuestas adaptativas especiales (Barrera 1996, Chasan 1991, Bachmann 1994).

Cabe anotar que el desarrollo de los marcadores moleculares fue posible gracias a la implementacién de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), ya que uno de los prerrequisitos para muchas de estas técnicas es la
disponibilidad de grandes cantidades de un segmento especifico de DNA. Estos se obtenfan a menudo después
de un trabajo intensivo y tedioso de clonacién y reclonacién (Klug & Cummings 1999; Avise 1994). En 1986 K.
Mullis desarrollo una técnica denominada reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Innis & Gelfand 1990), la
cual permite la amplificacién directa de segmentos de DNA especificos sin clonacién, y puede utilizarse en
fragmentos de DNA que estén presentes, inicialmente, en cantidades muy pequefias. La PCR se basa en la
replicacion de un segmento de DNA utilizando DNA polimerasa y cebadores, oligonucledtidos (secuencias cortas
de nucleétidos) que hibridan con la cadena complementaria a la secuencia a replicar (Hillis et al. 1996). Hay tres
pasos fundamentales en la reaccién de PCR, yla cantidad de ADN amplificado producido est4 limitado, en teoria,
por el nimero de veces que se repiten estos pasos (Mathieu- Daude et al. 1996). Primero, el DNA que se quiere
amplificar se desnaturaliza o separa en cadenas sencillas, este no necesita estar purificado o clonado puede
provenir de DNA gendmico, muestras forenses, sangre seca o semen, pelos, restos momificados, fésiles, etc.
Segundo los cebadores hibridan al DNA de cadena sencilla, estos son oligonucle6tidos previamente fabricados
que se unen a las secuencias flanqueantes del segmento que se desea amplificar. Generalmente se utilizan dos
cebadores diferentes; cada uno de ellos tiene la secuencia complementaria a una de las dos cadenas del DNA.

Estos se alinean con sus extremos 3’ encarados ya que hibridan a cadena opuestas. En tercer lugar se presenta la
extensién de los cebadores por una DNA polimerasa, la cual tiene la cualidad de ser resistente al calor. La més
empleada es la Taq polimerasa, enzima que es aislada de la bacteria termoresistente Thermus aquaticus (Klug &
Cummings 1999; Rychlik et al. 1990)). Cada grupo de tres pasos (desnaturalizacién el producto de doble cadena,
hibridacién de los cebadores y extensién por la polimerasa) se denomina ciclo. Empezando con una molécula de
DNA, el primer ciclo produce dos moléculas de DNA, dos ciclos producen cuatro, tres ciclos producen ocho, ete.

El proceso es automético y se utiliza una maquina denominada termocycler que puede programarse para realizar
un numero predeterminado de ciclos, produciendo grandes cantidades de segmentos de DNA amplificado en
unas pocas horas (Hillis et al. 1996, Klug & Cummings 1999).

Tanto la desnaturalizacién de la doble cadena de ADN como la hibridacién de los cebadores y la extensién de los
mismos se llevan a cabo a temperaturas especificas, debido a ello y a que la PCR en si es una reaccién enzimatica,
se requiere ajustar las condiciones bajo las cuales es posible obtener una buena concentracién y calidad del
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segmento de ADN que se desea amplificar. Esto implica estandarizar la concentracién de ADN a utilizar, de los
cebadores, de la Taq polimerasa, del buffer que mantiene el pH de la reaccién y del MgCl2 que es necesario para
el funcionamiento de la enzima, asf como establecer las temperaturas optimas de denaturacién del ADN, de
hibridacién de los cebadores y de funcionamiento de la polimerasa, especialmente la temperatura de
alineamiento de los cebadores, ya que de esta depende la especificidad con que se amplifica la regién de interés
(Wu et al. 1991; Innis & Gelfand 1990; Mathieu- Daude et al. 1996).

Debido a ello, cada vez que se empieza con un nuevo juego de cebadores se requiere cierto tiempo de anélisis y
experimentacién en donde se logre obtener el protocolo y las condiciones a seguir en la PCR para obtener el
segmento de ADN que se desea estudiar a una concentracion y calidad adecuada y sin contaminacién de otras
regiones.

En Guadua angustifolia, Marulanda et al. (2002) y Potosi et al (2006) emplearon los marcadores AFLP
(polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados) y RAPD (DNA polimérfico amplificado
aleatoriamente), respectivamente, con el fin de estimar la diversidad genética de la especie y caracterizar
genéticamente los biotipos reportados a nivel morfolégico, siendo las tinicas investigaciones llevadas a cabo en
Guadua mediante marcadores moleculares. Marulanda et al. (2002) reportaron una diversidad genética no
significativa para la Guadua en el eje cafetero y no lograron caracterizar molecularmente los biotipos, mientras
que Potosi et al.(2006) encontraron una alta diversidad genética en la cuenca Cauca, y a su vez, logro caracterizar
y diferenciar genéticamente los biotipos.

Aunque los estudios de Marulanda et al. (2002) y Potosi et al. (2006) son bastante informativos, los marcadores
empleados en los mismos (AFLPs y RAPDs, respectivamente) solo permiten responder algunas de las preguntas
sobre las poblaciones de G. angustifolia. A su vez, estos, al ser dominantes, no estiman directamente (sin asumir
equilibrio Hardy — Weimberg) las frecuencias génicas, la variabilidad y no permiten hacer una buena asignacién
de parentales (Frankhan et al. 2002). Adicionalmente, a la hora de identificar o genotipificar cada uno de los
individuos de forma especifica los AFLPs requeririan de un gran ntimero de polimorfismos (Parker et al.1998).

A diferencia de los AFLPs y los RAPID, los microsatélites, secuencias de no mas de seis bases de largo repetidas
en tindem (Goldstein & Schlbtterer 1999),son altamente polimérficos y de herencia codominante (Parker et
al.1998, Chambers & MacAvoy 2000), por lo que son muy utilizados en la identificacién y seguimiento de
individuos, en estudios de asignacién de parentales (Castro et al. 2006) y anilisis de pedigri, en estudios de
dispersi6n de plantas (Ouborg et al. 1999), sistemas de reproduccién (Young & Hammock 2007), flujo génico y
migracién, introgresién, en filogeografia, en la deteccién de cuellos de botella, en la estimacién del tamafio
efectivo, diversidad genética y la estructura de las poblaciones (Wilson & Provan 2003) y en la caracterizacién de
variedades o cultivares facilitando su identificacién y seleccién (Frankhan et al. 2002, Chambers & MacAvoy
2000, Barrera 1996).

6.9.2. Colecta de muestras

Se colectaron hojas jévenes y en buen estado (evitando la presencia de pat6genos, hongos y liquenes) de 60
accesiones del Banco de Germoplasma de Bambusoideae del Jardin Bot4nico Juan Marfa Céspedes, Tulu4- Valle
del Cauca. El tejido foliar fue depositado en bolsas de papel que se almacenaron inmediatamente en tarros
plésticos con silica gel con indicador de cobalto.

El Banco de Germoplasma de Bambusoideae est4 localizado en el corregimiento de Mateguadua, Municipio de
Tulu4d (Valle del Cauca), aproximadamente a 800 metros de distancia de la sede administrativa del Jardin
Botanico Juan Maria Céspedes de propiedad del Instituto para la Investigacién y Preservaci6n del Patrimonio
Cultural y Natural del Valle del Cauca (INCIVA). Tiene una extensién aproximada de 2 500 m2, presenta
condiciones climaticas propias de bosque seco tropical con una ubicacién altitudinal entre 950 a 1 100 metros
(Londofio 1990).
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6.9.3. Procesamiento de las muestras.

Con las muestras en el laboratorio se procedié a macerar finamente el tejido vegetal empleando nitrégeno
liquido, con el fin de fraccionar ficilmente las células y conservar la molécula de ADN al evitar que enzimas como
las ADNasas lo degraden. El macerado se conserva a -80°C hasta el momento de la extraccién del ADN.

6.9.4. Extraccién del ADN

El ADN se extrajo siguiendo el protocolo de micro extraccién de ADN Dellaporta (1983) planteado por Potosi et
al. (2006) con modificaciones para G. angustifolia realizadas en el desarrollo de este proyecto. Para la evaluacién
del ADN se utilizaron geles de agarosa al 0.8 % y fluorescencia de luz ultravioleta, obteniéndose ADN de buena
calidad en todas las muestras, al verificar la presencia de una banda tinica con ausencia de barrido (Figura 1)
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Figura 1. Evaluacién del ADN en gel de agarosa al 0.8%

6.9.5. Cuantificacion del ADN

La concentracion del ADN se estimo directamente en los geles de agarosa al 0.8% teniendo en cuenta que en
teoria en este gel con 2ul de ADN, las bandas se visualizan a partir de una concentracién de 2ong/ul. A su vez
se realizo una comparacion respecto a un ADN estandar de concentracién conocida. En promedio se obtuvo
una concentracién de 8ong/ul en todas las muestras.

6.9.6 Evaluacién de la amplificacién del ADN

Generalmente el ADN extraido con muy buena calidad y concentracién puede contener restos de reactivos
empleados en la extraccién, como el etanol, asi como polisaciridos y proteinas que inhiban su desempefio en
reacciones claves en analisis de biologia molecular como la reaccién en cadena de la polimerasa (Csaikl et al.

1998).

Debido a ello, se evaluf la pureza y capacidad de amplificacién del ADN extraido mediante el protocolo de Potosi
et al. (2006) con modificaciones para G.angustifolia realizando ensayos de PCR con los cebadores universales
NS7 y NS8, los cuales amplifican una regién de 377 pares de bases aproximadamente. Para evaluar el producto
de PCR se utiliz6 agarosa al 1.0% y fluorescencia de luz ultravioleta, verificAndose su calidad por la presencia de
una banda finica. En el gel se observé una banda con un tamafio entre 300 y 400 pares de bases indicando la
efectiva amplificacion de los cebadores con el ADN extraido.

6.9.7 Estandarizacién de las condiciones de PCR para los marcadores microsatelites
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Debido a que los microsatélites que se emplearan para la caracterizacién molecular de las accesiones de G.
angustifolia del Banco de Germoplasma de Bambusoideae no han sido estandarizados, se procedi6 a hacer una
evaluacion de las condiciones apropiadas para la amplificacién empleando 10 accesiones representativas de la
variabilidad de la especie. Las condiciones iniciales bajo las cuales amplificaron los microsatélites en AT
GENETICS fueron: 1X Ultra Therm buffer, 0.2 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada primer, 1.5mM MgCl2, 0.05 U
Ultratherm DNA polimerasa, 0.0125 U Vent DNA polimerasa para un total de reaccién de 12.5 ul. La
denaturacion inicial del ADN se llevo a cabo a 95°C por 3 minutos, la amplificacién de los fragmentos se realizo
en 35 ciclos como el siguiente: 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos. Al final de
los 35 ciclos se llevo la temperatura a72°C por 5 minutos.

A pesar de contar con estas condiciones de amplificacién fue necesario ajustarlas al contexto bajo el que se
trabaja en el laboratorio de biologfa molecular del Instituto de Investigacién en Recursos Naturales Alexander
Von Humboldt, en donde se esté realizando el trabajo de investigacién, ya que tanto los componentes y
concentraciones de los reactivos como los termocicladores (maquina automatizada que realiza la PCR) cambian
de un laboratorio a otro, ocasionando modificaciones en la calidad de las amplificaciones.

Debido a ello se llevd a cabo la estandarizacién de 15 marcadores microsatelites con 10 accesiones
representativas de la variabilidad de G. angustifolia siguiendo los lineamientos de (Innis & Gelfand, 1990, Wu et
al. 1991, Rychlik et al. 1990) y partiendo de las siguientes condiciones: buffer () 1X, 2mM de MgCl2, 0.1 mM de
dNTPs, 0.072mM de primers (por efectos practicos se combinaron el forward y el reverse), 3 U de TAQ y
2o0ng/ul de ADN para un volumen final de reaccion de 25 ul. El programa del que se partié fue: 94°C iminuto; 35
veces (94°C 30segundos; 54°C 45 segundos; 72°C 45 segundos); 72°C 10minutos, 4°C 5 minutos. Para evaluar el
producto de PCR se utilizé agarosa al 1.0% y fluorescencia de luz ultravioleta, verificindose su calidad por la
presencia de una banda Gnica. Se realizaron geles al 1.5 % de 60oml. Se sirvié 8ul de producto+ 2ul de bluejuice;
4.2 ul de Mix. Los individuos empleados en la estandarizacién fueron los siguientes:

Cédigo de Extraccibn | Codigo de Accesién Especie Regi6n de origen
1 375 G.angustifolia Cauca

2 345 G. angustifolia Santander

3 301 G. angustifolia Narifio

8 1003 G. amplexifolia Meta

17 282 G. paniculata Cérdoba

25 201 G.angustifolia Meta

26 Bambusa bambos

31 1029 G.angustifolia Antioquia

38 1027 G. angustifolia San Juan de Rio Seco
55 Bambusa vulgaris

La PCR se realiz6 en un volumen total de 25 ul por muestra conteniendo 10X de buffer, 2smM de MgCl. ,smM de
dNTPs, 10mM de primers( forward y reverse combinados), 3 U de Taq polimerasa y 4ng/ul de ADN. La
denaturacién inicial se llevo a cabo a 94°C por 1 minuto, luego se dejo a esta misma temperatura por 30
segundos, 1a hibridacién de los primers se efectu6 a 54°C por 45 segundos, la extensién se realiz6 a 72°C por 10
minutos. Este proceso se repitio 35 veces desde la segunda denaturacién. La extensién final se efectué a 72°C por
10 minutos y finalmente se dejo a 4°C por 5 minutos.

De los microsatélites analizados mediante este protocolo, solo dos amplificaron sin bandas inespecificas: el Bam
2-11 y el Bam 2-13. Sin embargo el Bam 2-13 no tuvo muy buena sefial y amplifico en las tres muestras de G.
angustifolia, pero no, en aquella que se considera como Guadua sp (Figura 1y 2). Por su parte, el Bam 2-11 tuvo
una muy buena sefial y amplifico en cuatro de las muestras evaluadas.
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gura 2. Evaluacién del microsatélite Bam 2-11 en un gel de agarosa 1.0 %

Los microsatélites Bam 1- 15, Bam 9-2 y Bam 1- 1 (Figura 3) amplificaron claramente en una sola muestra, sin
embargo, en esta se observan dos bandas con el Bam 1-15 y el Bam 9-2, indicando una posible contaminacién del
ADN. El Bam 9- 2 amplific6 con buena calidad para la muestra 31, siendo el tinico sistema de los estudiados que
amplifico en dos muestras. En el Bam 1-15 amplificaron muchas bandas inespecificas en la mayorfa de las

muestras, por lo que serfa recomendable incrementar la temperatura de alineamiento en este sistema (Innis &
Gelfand, 1990).
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Figura 3. Evaluacién de los microsatélites Bam 1-1, Bam 1-15 y Bam 9-2 en un gel de agarosa 1.0 %
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Figura 4. Visualizaci6n del producto de PCR de los microsatélites Bam 2-1, Bam 1-22, Bam 1-14 y Bam 1-11 en gel
de agarosa al 1.5%.

El juego de primers Bam 2-1 que debe amplificar en las muestras de G. angustifolia, amplifico en todas menos
en la 38. A pesar de que la amplificacién presenta baja sefial, es posible que se obtenga un buen patrén de bandas
en los geles de acrilamida. El fragmento amplificado por este sistema oscila entre 200 y 300 pares de bases.

El juego Bam 1-22 amplifico con buena sefial en las especies de Bambusa, en ninguna otra muestra amplifico.
Tal vez en acrilamida salgan bastantes bandas inespecificas. Su tamafio oscila entre 100 y 200 pares de bases.

El juego Bam 1- 14 amplifico Ginicamente en B. vulgaris. El Bam 1-1 no amplifico en ningtin individuo del
genero Guadua y tampoco de Bambusa (Figura 4)
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Figura 5. Visualizaci6n del pfoducto de i-"CR de los microsatélites Bam 1-1, Bam 2-8, Bam 2-2 y Bam 2-7 en gel
de agarosa al 1.5%.

Para el juego de primers Bam 2-8 que deberfa amplificar para las muestras de G.angustifolia no se reporto
ninguna banda, tal vez sea necesario reducir la temperatura de hibridacién o modificar el protocolo para este
sistema

Los primers Bam 2-2 amplificaron exitosamente en todas las muestras del genero Guadua menos en la 38,
reportando un tamafio del producto entre 400 y 500 pares de base en todas las muestras menos en la 8,
correspondiente a G. amplexifolia. Este sistema parece ser muy informativo para el género.

El Bam 2-7 amplific6 tenuamente las muestras 8, 25 y 3, serfa conveniente verificar el producto en geles de
acrilamida (Figura 5).
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Figura 6. Visualizacién del producto de PCR de los microsatélites Bam 1-15, Bam 9-2 y Bam 10-2 en gel de
agarosa al 1.5%.

El Bam 1-15 amplifico en las dos especies de Bambusa, sin embargo, las bandas en la muestra 26 tal vez no sean
del micro como tal sino bandas inespecfficas, ya que respecto a la banda amplificada en la muestra 55 hay una
diferencia de aproximadamente 500 pares de bases, la cual es muy grande para un microsatélite. A su vez, la
doble banda observada en la muestra 55 puede ser inespecifica. Se piensan confirmar estos resultados en geles de
acrilamida. (Figura 6)

El Bam 9-2 también amplifico inicamente en las dos muestras de Bambusa, presentando mayor sefial en la
muestra de B. bambos.

El Bam 10-2 solo amplifico en la muestra 55, es decir, en B. vulgaris. (Figura 6)
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Figura 7. Visualizacion del producto de PCR de los microsatélites Bam 2-12, Bam 17-2, Bam 1-8, Bam 1-5 en gel
de agarosa al 1.5%.

Los juegos de primers Bam 17-2 y Bam 1-8 amplificaron las muestras correspondientes a Bambusa. Sus
tamafios oscilaron entre 200 — 300 pb y 100- 200pb respectivamente.

Bam 2-12 no amplificaron en ninguna de las muestras, se debe modificar el protocolo de para estos sistemas.

Bam 1-5 solo amplificé en la muestra 55, es decir, en B.vulgaris (Figura 7y 9)

o
wh



BamHi Bam 12

Figura 8. Visualizacién del producto de PCR de los microsatélites Bam 2-7, Bam 2-4, Bam 1-11, Bam 11-2 en gel
de agarosa al 1.5%.

El Bam 2-4 no amplificé en ninguna muestra, se deben replantear las condiciones de amplificacién.

El Bam 1- 11 amplific6 en la mayoria de muestras menos en la 3, 31y la 38 correspondientes a G. angustifolia,
sin embargo este sistema parece ser bastante informativo para la familia, pues amplifica tanto en Bambusa como
en Guadua. Las bandas que se distinguen debajo del marcador de peso son por la formacién de dimeros de
primer durante la reaccién. A su vez, cabe anotar que la regién que amplifica este sistema es de 600 a 700 pares
de bases aproximadamente para Guadua y de 300 pb para Bambusa.

El Bam 11-2 solo amplific6 en B. vulgaris (Figura 8)
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Figura 9. Visualizaci6n del producto de PCR de los microsatélites Bam 1-5, Bam 2-13, Bam 2-11, Bam 1-3 en gel
de agarosa al 1.5%.

El Bam 2-13 amplific6 en todas las muestras de G.angustifolia, aunque en la 31y la 38 la sefial es muy baja. A
su vez, se obtuvo producto para la muestra 17 correspondiente a G. paniculata pero no para G. amplexifolia . El
producto est4 entre 200 y 300 pares de bases. (Figura 9)

El Bam 2- 11 amplific en todas las muestras del género Guadua.

El Bam 1- 3 solo amplific6 en B. vulgaris.
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Tabla 2. Lista de microsatélites que amplificaron en esta estandarizacién.

Microsatélites | G. angustifolia | G. amplexifolia | G. paniculata | B.bambos B. vulgaris
Bam 2-1(0) X

Bam 1-22 (P) X
Bam 1-14 (Q)
Bam 1-15 (M) X
Bam g-2 (N) X
Bam10-2 (R)
Bam 2-2 (U) X X X
Bam 17- 2 (H)
Bam 1-8 (I)
Bam 1-5 (K)
Bam 2-13
Bam 2-11
Bam 1-3
Bam1-11 X X X X
Bam11- 2
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6.9.8 Conclusiones y Recomendaciones

Al parecer existen dos grupos de cebadores microsatélites, uno que amplifica muy bien para G. angustifolia y otro
grupo que amplifica para B. bamboos y B. vulgaris (Bam 1- *, y Bam 2- ¥)

Bam 2-2 Es especifico para el género Guadua.
Solo cinco cebadores microsatélites amplificaron para G. angustifolia (2-1, 2-2, 2-11, 2-13 y 1-11)
Bam 1-11 es un cebador que amplifica tanto para el genero Guadua como para Bambusa.

Bam 2-4 y 2-12 no amplificaron en ninguna muestra

Se considera necesario ajustar el protocolo de PCR incrementando la temperatura de alineamiento y la
concentracién de MgCl2 en aquellos sistemas que amplificaron, de tal forma que se pueda aumentar la sefial y
calidad del producto de PCR. En los sistemas en que no se observo resultado alguno es conveniente replantear
gran parte del protocolo partiendo por variar la temperatura de alineamiento principalmente (Rychlik et al.
1990). Se sugiere por la naturaleza de cada sistema microsatélite optimizar independientemente las condiciones
de PCR.

Es necesario estandarizar el protocolo de PCR independientemente, para los cebadores bam1-*y  2-*, ya que
presentan comportamientos diferentes en la amplificacién y en los individuos analizados. Adicionalmente, se
sugiere continuar con este estudio, ya que hubo muestras que no amplificaron para ning(in sistema microsatélite
(Bam 2-4y 2-12)
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6.10 CAPACITACION

Esta orientada a los habitantes del corregimiento de La Marina en el municipio de Tulu4, lugar equidistante de
las dos colecciones que se vienen trabajando y con una gran riqueza en guadua.

Se termino la capacitacién en artesanfas con una intensidad de 50 horas y la participacién de 23 alumnos. Esta
capacitacién fue orientada por el Instructor Humberto Mejia del Sena — Buga. El listado de alumnos
participantes se relaciona en el anexo E.

El siguiente es el contenido del curso:

Cosecha y poscosecha de guadua

Elaboracién de ensambles, uniones, cortes y perforaciones, pines de unié6n, tabla de guadua.

Proceso de secado al aire y al fuego

Sellado o cristalizado

Inmunizacién de guadua y bambt

Lijado y acabado final

Servilletero, antorcha (portavelas a lamparas), pebetero, perchero sencillo, perchero ensamblado,
pesebre, frutero, lapiceros, marcos para fotos, portal4piz, lampara.
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Figura 4. Alumno en practica ura 5, Gru
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Complementario a lo anterior se realiz6 el curso de bisuterfa con una intensidad de 30 horas, contando con el
mismo niimero de alumnos. Esta capacitacién dictada por la Instructora Beatriz Eugenia Tenorio Reyes artesana
tuluefia de gran experiencia, la cual fue organizada por FUNCEVALLE y Camara de comercio de Tulua con el
apoyo de la Secretaria de Agricultura Municipal SEDAMA.

Flgurg“ 6. Curso de bisuteria
1 R R
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Actualmente, con una intensidad de 500 horas y orientada por el Sena, se viene realizando la capacitacién sobre
construcciones en guadua. Cuenta con la asistencia de 25 alumnos.

Igualmente se han dictado dos talleres, por parte del INCIVA, en silvicultura de guadua.
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Se hizo una gira por los municipios de Salento y Cordoba en el departamento del Quindio, con el proposito de
que los alumnos pudieran ver de primera mano las bondades de esta especie y la serie de trabajo que viene
realizando los artesanos de esta region del pais.

Figura 7. Visita de los alumnos a Salento- Calle artesanal

6.11. ORGANIZACION EMPRESARIAL

Ha sido orientada por FUNCEVALLE. dirigida hacia el fortalecimiento asociativo que comprende aspectos
relacionados con la formacién empresarial, economia campesina, asociatividad y cooperativismo.

Con el apoyo de Camara de Comercio de Tulud y FUNCEVALLE, se viene trabajando en la organizacién como
empresa y se esti en el proceso de legalizacion.

Apoyo a las actividades administrativas desarrolladas en el Jardin bot&nico Juan Maria Céspedes.

En el mes de diciembre se logré la constitucién legal de la Asociacién de Futuros Artesanos de La Marina
FUTUARTE, registrindose ante Camara de Comercio de Tului, seguidamente se inicio el estudio del
Reglamento Interno de la Asociacién, con el propésito de reglamentar los diferentes aspectos internos y
administrativos del grupo asociativo.

Igualmente con la Fundacién de Comerciantes de la Marina, Camara de Comercio de Tulua y Funcevalle se viene
trabajando en el desarrollo de la primera muestra empresarial y comercial rural de La Marina en la cual
participaran 26 comerciantes, artesanos, prestadores de servicios turisticos de la zona de influencia. Entre este
grupo de expositores se cuenta con la participacién de Futuarte. Dicho evento se realizari del 4 al 7 de enero de
2008, en el marco de las festividades que tradicionalmente realiza este importante corregimiento.

Para este evento se espera que FUTUARTE cuente ya con el portafolio de productos que puede ofrecer.

6.12.DIVULGACION DEL PROYECTO

A través del peri6dico de la cAmara contigo de Tulu4, se han realizados dos publicaciones: la primera en el mes
de marzo donde se hace una presentacién del proyecto y se hace énfasis en la coleccién de bambusoidea del
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Jardin Boténico y la segunda publicacién en el mes de julio relacionada con la capacitacién relacionada con
artesanias y que contd con el apoyo del SENA. El contenido de cada una de estas publicaciones se detalla en los
anexos C y D., respectivamente.

Paralelo a lo anterior se viene realizando algunas actividades complementarias que contribuyen a la divulgacién
del proyecto, dentro de estas se menciona el apoyo al PRAES de la Institucion Educativa La Marina, cuya
muestra fue presentada en Expociencia Tulu4 2007 con muy buena acogida.

Asi mismo se ha desarrollado una propuesta de revista impresa para publicar los resultados del avance del
proyecto ejecutado hasta el momento. Dicho disefio en tamafio carta cerrado, con 28 paginas interiores en papel
bond, 4 a color y 24 impresas a una tinta con terminado final cocidas con grapas. Dicha revista tendré un tiraje
de 1000 ejemplares.
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7.EVALUACION DE RESULTADOS DEL PROYECTO

PRODUCTOS ESPERADOS

PRODUCTOS OBTENIDOS

OBSERVACIONES

Fortalecimiento de la coleccién
del Jardin Botanico “JMC”

Se ampli6 la colecciéon del JBJIMC
en 42 individuos de 29 ecotipos

Montaje de una nueva
coleccidn en la Granja El Vijal

Se sembraron 24 individuos de 20
ecotipos

Caracterizacién morfometrica y
molecular de 40 ecotipos de
guadua.

Se realizd la caracterizacién
morfométrica de 73 individuos de 5
biotipos de G. angustifolia y dos de
especies diferentes como outgroup
(G. amplexifolia y G, glauca) y se
inicio la estandarizacién de
protocolos de extraccién de ADN y
de PSR para definir marcadores
moleculares de G. amplexifolia

Se cre6 un banco de tejidos y un
banco de ADN de 66 individuos
correspondientes a 29 nuevos
ecotipos de guadua y de 60
individuos provenientes del JBJMC

Ensayos de adaptabilidad de
20 ecotipos de guadua

Si bien se ha tenido una
sobrevivencia del 100% del
material sembrado, no se tienen
registros de crecimiento por la falta
de aparicion de nuevos culmos.

Los resultados no logrados se debe
a que era posible realizarlo en el
tiempo del proyecto original a cinco
afios, pero continud de esa manera
en la propuesta final de solo un
afio

Capacitacién a tres grupos de
guadua (guadueros, artesanos y
constructores

Se capacit6 un grupo de artesanos
de la Marina, un grupo de
constructores de La Marina y un
grupo de guadueros de Buga.

Una empresa organizada y
funcionando alrededor de la
guadua

Se cred la Asociacion de Futuros
Artesanos de la Marina “Futuarte”
con NIT 900188960-8 inscrita en
la Cdmara de Comercio de Tului

2 publicaciones en revistas
cientificas

Se estan elaborando tres articulos
cientificos

Una cartilla de divulgacién de
resultados

Se tiene en edicibn una cartilla
divulgativa

Un grupo nuevo de

investigadores jévenes

Se apoyé un trabajo degrado de
una estudiantes tesista de Univalle
y se financiaron trabajos
independientes de dos estudiantes
una de la USC v uno de UNIVALLE




