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2. RESUMEN PROYECTO (Maximo 250 palabras)

La produccion de banano es clave para la economia colombiana, generando 898 millones de ddlares
en exportaciones, de los cuales el 65% proviene de Uraba. Sin embargo, esta produccion se ve
amenazada por fitopatégenos como Fusarium oxysporumy Colletotrichum spp., causantes de la
marchitez por Fusarium y la pudricién de corona, lo que genera pérdidas econdmicas significativas.

El uso de fungicidas quimicos para combatir estas enfermedades ha sido restringido debido a sus
efectos negativos en la salud y el ambiente, complicando aun mas el control de estos patdgenos.

El proyecto propone estudiar la diversidad y el potencial biocontrolador de microorganismos presentes
en el suelo y fuentes hidricas de los bosques tropicales de Uraba, una zona de megabiodiversidad
poco explorada. Se enfocara en el control bioldégico de Fusarium oxysporum'y Colletotrichum spp. en
banano.

Los resultados seran compartidos con las comunidades locales y académicas a través de exhibiciones
de bioarte que mostraran el crecimiento de los microbios.

Este proyecto busca contribuir al desarrollo de fungicidas bioldgicos y fortalecer la investigacion en el
Politécnico Jaime Isaza Cadavid, alineandose con su plan de desarrollo institucional para 2025.
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3. DESCRIPCION DEL PROYECTO

3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA (Maximo 1.000 palabras)

El cultivo, produccion y comercializacion de banano es una de las principales
actividades econdmicas de la regién de Uraba. Para el afio 2021 las exportaciones de
banano en Colombia sumaron 898 millones de dodlares con un total de 111 millones de
cajas que salieron del pais principalmente hacia paises de la unién europea, estados
unidos y reino unido, asunto que implica la generacion de miles de empleos directos e
indirectos y por consiguiente la activacion de la economia de la zona, que reporta cifras
de ingresos por 584 millones de ddélares en la vigencia del afio 2021 (Augura, 2021), lo
que posiciona a Uraba como el principal productor de banano en el pais, con mas del
65% de la exportacion de esta fruta con respecto a las cifras de indole nacional.

Sin embargo, para el caso especifico de la zona de Uraba, la produccién bananera se
ha visto amenazada por Fitopatdgenos responsables de la pudricion de corona del
banano y la Marchitez por Fusarium ocasionados por Colletotrichum spp. (Henao, 2016)
y Fusarium oxysporum f. sp. Cubense respectivamente. Estas enfermedades estan
generando pérdidas econdémicas a los productores bananeros que pueden ascender
hasta un 30% sobre las utilidades de produccién. (Aguilar, Garcia, Dulanto y Duque,
2013).

En el caso de la pudricién de corona ocasionada por Colletotrichum spp, al ser una
enfermedad de pos-cosecha, los sintomas se presentan luego de la recoleccién de la
fruta, representando una gran amenaza para la produccién nacional y de exportacion
del banano, debido a la afectacion que genera la enfermedad en la calidad del fruto para
su comercializacion.

Por otra parte, Las grandes extensiones de monocultivo de banano facilitan la
propagacion de enfermedades graves como la marchitez por fusarium, la cual,
actualmente presenta una nueva variante del hongo Fusarium oxysporum f. sp.cubense
(Foc, raza 4 tropical (R4T), la cual afecta los cultivares Cavendish (variedad de mayor
cultivo en Colombia), es conocida por su rapida proliferacion y devastacién de la
plantaciones causando enormes pérdidas econémicas a los productores, desafiando la
produccién de exportacion y los medios de supervivencia de los pequefios agricultores
(Maryani et al., 2019, Scheerer et al., 2018).

Otro problema asociado a las enfermedades mencionadas anteriormente se desligadel
tratamiento quimico que se le da a dichos agendes patégenos (Vasanthakumari et
al.,2019); y los efectos que tiene este tipo de productos en la salud humana y el medio
ambiente debido a los altos niveles de residualidad (Droby, 2006). De acuerdo con la
evolucién normativa en la materia, los insumos con los que se producen estos
fungicidas quimicos estan siendo prohibidos en el mercado, por lo que los agricultores
se ven en la necesidad de buscar alternativas eficientes para dicha problematica.

Actualmente, la Comision de la Unidon Europea (2020) establecié estrategias
encaminadas a la obtencion de alimentos mas saludables establecidas en los acuerdos
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de “biodiversidad” y la declaracion pacto verde europeo “estrategia de la Granja a la
Mesa y sistemas agroalimentarios sostenibles”, con el proposito de disminuir el uso de
fungicidas de sintesis quimica en la agricultura hasta un 50% al 2030. Un claro ejemplo,
es la molécula quimica imazalil, ampliamente utilizada para el control de la pudricién de
corona que recientemente fue restringida de acuerdo con el Reglamento (UE)
2019/1582 de la Comisiéon de la Union Europea. Con base en lo anterior, se hace
necesario la busqueda de métodos alternativos que minimicen la afectacién por la
enfermedad y que sean amigables con el medio ambiente.

Por todo lo anterior, se hace evidente la necesidad del cambio de fungicidas de
sintesis quimica, por alternativas bioldgicas para un posible tratamiento de estas
enfermedades, sin que esto comprometa la salud humana y del medio ambiente. En
esta via, se ha venido estudiando el potencial controlador de los microorganismos de
bosque frente a los agentes Fitopatdégenos asociados a las enfermedades aludidas.

En consecuencia, el presente proyecto tendria por alcance la identificacion y estudios
preliminares de antagonismo con microorganismos de bosques y cuerpos fluviales del Uraba
para el control de enfermedades en banano como la pudricion de corona y la marchitez por
Fusarium.

Es importante mencionar que la generacion de nuevos fungicidas biolégicos implica una gran
complejidad técnica, tecnoldgica, de investigacion y experimentacién tanto en campo como en
laboratorio, lo que presupone un conjunto de etapas para lograr este propdésito. En virtud de
esto y para avanzar hacia esta ruta, se propone el desarrollo de procesos de bioprospeccién
de microorganismos de bosque de la subregion del Uraba por parte del Grupo de investigacion
Fitotecnia Tropical del Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid. Posteriormente, se
pretende evaluar el potencial antagénico de los microorganismos aislados para el posible
control biolégico de dichas enfermedades. Este estudio puede ser un insumo importante para
futuras investigacionesen la materia.

Todo el proceso investigativo y reflexivo se proyectara a la comunidad a través de la
técnica de Bioarte, con el fin de sensibilizar sobre lapertinencia de la conservacion de
los bosques en la region de Uraba, puesto que este ecosistema es de vital importancia
para las poblaciones aledafias al mismo, debido ala cantidad de bienes y servicios
ecosistémicos que les brinda no solo a las comunidades sino también al equilibrio
ambiental de la regidon. Bioarte permite enlazar los métodos cientificos y avances
tecnoldgicos con la proyeccién artistica y simbdlica que se puede generar a traves de
una exposicién o galeria viva de microorganismos, en donde los laboratorios se
convierten en estudios artisticos y el conocimiento se transmite con nuevas
herramientas didacticas, buscando diluir de esta forma lasbarreras entre la ciencia, el
arte y la comunidad.

El desarrollo de este proceso investigativo que vincula el estudio de enfermedades en
cultivos agricolas, el potencial biocontrolador de microorganismos de bosque y la
técnica de Bioarte implica el fortalecimiento del componente investigativo dispuesto
como un servicio de extension y proyeccién del Politécnico Jaime Isaza Cadavid
dentro del plan de desarrollo institucional para el 2025.
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3.2 MARCO TEORICO (Maximo 3.000 palabras)
1.1.1 Microorganismos nativos

Los microorganismos de bosque nativo habitan de forma natural en los suelos, aguas y sistemas
ambientales, también pueden estar presentes en la parte interna y externa de todos los seres
vivientes. Los microbios pueden ser de naturaleza beneficiosa o patdgena para las plantas, por lo
tanto, el estudio de estos microorganismos ha cobrado relevancia en las investigaciones
cientificas, puesto que se estima un gran potencial para la generacién de biocompostaje, fijacion
de nitrogeno, biodegradacion, biolixiviacion y la mejora en calidad del suelo. Esta actividad
microbiana proporciona beneficios tanto para el crecimiento y desarrollo de las plantas como para
la sanidad vegetal. Uno de estos beneficios es la capacidad de estos microbios de inhibir la
actividad patégena mediante la produccién de diversos compuestos o metabolitos tales como
antibioticos y sideréforos, asi como diversos mecanismos antagénicos. Estos microbios también
tienen la capacidad de proporcionar y movilizar o facilitar la absorcion de varios nutrientes en el
suelo, asi como para sintetizar y cambiar la concentracion de varias fitohormonas promotoras del
crecimiento (Mirsam H et al., 2022).

Asi mismo los microbios son componentes fundamentales de los suelos que controlan el
funcionamiento de los ecosistemas agricolas y forestales, controlan las reservas de carbono
organico de los suelos, contribuyen a la estabilidad estructural de los agregados de los suelos,
suprimen patdégenos de suelo de plantas y consecuentemente, interfieren en la salud de las plantas
y en su produccion. (Bonanomi et al. 2016)

Algunos de los microorganismos que contribuyen al equilibrio de los suelos, provienen

del reino Fungi, estos constituyen fuentes potenciales de productos biotecnolégicos como
metabolitos, enzimas vy fitoreguladores, teniendo un papel fundamental en el crecimiento,
desarrollo y sanidad de las plantas, sin embargo, actualmente no se tiene informacion sobre la
composicion y diversidad de hongos de los suelos de especies forestales nativas (Bonanomi et al.
2016), esta informacion es muy importante para establecer estrategias, métodos y sistemas que
permitan obtener un aprovechamiento razonable de los bosques nativos y su biodiversidad en el
ambito de control de fitopatégenos en cultivos agricolas.

Segun Arpan (Mukherjee et al., 2021) la combinacion de diferentes microbios o también llamados
consorcios microbianos tienen la capacidad de disminuir el riesgo a que la planta se enferme por
agentes patdgenos externos, razén por la cual es muy relevante avanzar en los estudios cientificos
que permitan seguir identificando el potencial antagénico de dichos microbios y sus diversos usos
en la agricultura, de cara al control de enfermedades.

En este orden de ideas, el uso de microorganismos del suelo y afluentes de agua dulce,
pueden ser potenciales controladores biolégicos de la pudricion de corona, una
enfermedad importante del cultivo de banano.
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1.1.2 Pudricion de corona del banano

La pudricién de corona del banano es una enfermedad importante en las plantaciones de banano,
ya que es responsable de grandes pérdidas en la etapa de poscosecha del fruto. Es una
enfermedad en la que pueden participar distintos géneros de patégenos importantes como
Colletotrichum spp., Fusarium spp., Geotrichum spp., Gliocladium spp., Penicillium spp., Alternaria
alternata, Cladosporium spp, entre otros. Dentro de estos géneros, las especies de Colletotrichum
identificadas en la antracnosis del banano son Colletotrichum gloeosporioides, C. musae, C.
scovillei y C. siamense. Asimismo, las especies reportadas del género Fusarium son un gran
complejo, entre las que se pueden mencionar Fusarium chlamydosporum, F. verticilloides
(Scribano & Garcete, 2016).

En esta enfermedad, los agentes infecciosos permanecen en campo, sobreviviendo en latencia en
el ambiente y con sus esporas diseminadas por corrientes de agua y viento, e ingresan por una
via de acceso a la planta, tal como una herida, dafos en la piel de los frutos o en la corona de las
manos. Esto ocurre generalmente cuando el fruto llega a su madurez, la fruta se cosecha, se corta
la corona, y esta es la herida para la entrada de los patégenos y el inicio de la enfermedad
(Scribano & Garcete, 2016).

En sus primeras fases, la enfermedad se manifiesta con un reblandecimiento de tejidos
superficiales en restos de raquis y corona, avanzando a los pedicelos y a los dedos individuales.
Las lesiones inician en la superficie de la corona y se visualizan como manchas negras irregulares
con bordes oscuros y parcialmente definidos. Asimismo, en el corte de la corona se puede observar
una capa de micelio de colores blancos, grises o rosa (Casquete Mendoza, 2022). Las condiciones
que favorecen la entrada y el establecimiento de los patdgenos suelen ser el manejo brusco con
la fruta, falta de cadenas de enfriamiento, falta de seleccion y clasificacion de la calidad de la
cosecha, falta de lavado y desinfeccion de la fruta antes de ser empacada, materiales inadecuados
de empaque, entre otros (Scribano & Garcete, 2016).

El control de esta enfermedad se puede hacer mediante un plan de manejo integrado. Existen
practicas como la desinfeccién de herramientas de corte constantemente, cortes limpios de las
coronas y la remocion de bracteas de las flores, ya que este es un medio que favorece el desarrollo
de conidios y esporas. Es importante la seleccion adecuada de frutos, y descartar aquellos con
deformaciones, con dafos fisicos y presencia evidente de plagas y enfermedades (Casquete
Mendoza, 2022). Asimismo, se debe desinfectar el fruto una vez cosechado y antes de su
empaquetamiento. Ademas, es importante el lavado de la cosecha con agua clorada y tratamientos
con fungicidas, y mantener menor tiempo de espera entre la cosecha y la refrigeracion de esta. Se
ha reportado (Lopez y Marrero (2008) citado por (Marin Galarza, 2013) ) que temperaturas de 45°C
— 47,5°C durante 15 a 30 minutos logran controlar los hongos Fusarium proliferatum y
Colletrotrichum musae. Sin embargo, mas exposicion a estas temperaturas puede afectar la
apariencia y caracteristicas de la cosecha.

(Scribano & Garcete, 2016) mencionan que son adecuados los tratamientos por inmersiéon o
aspersion con fungicidas de tipo benzimidazoles, imidazoles y triazoles.

Es importante el fungicida sistémico de tipo timanedazol (Mertec) de aplicacion en zonas foliares;
Imazadil (Magnate), que es sistémico, protector y erradicante (Marin Galarza, 2013).
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Como control bioldgico, se utilizan microorganismos antagénicos que compiten con los patégenos
y han demostrado ser eficaces. Se utilizan hongos y levaduras de manera biocontroladas, las
cuales logran una inhibicion del crecimiento del patdégeno, destruccion de hifas y esporas y reducen
el desarrollo de la enfermedad. Sus métodos de accion suelen ser por produccion de compuestos
antibioticos, secrecion de enzimas, parasitismo del patégenos, competencia por nutrientes y sitios
de infeccion, interferencia con factores de patogenicidad, induccién de resistencia a la planta.

Algunos de los microorganismos utilizados para el control de C. musae son Trichoderma harzianum
y Candida oleophila, Pichia anémala para pudricioens por Penicillium spp., y C. musae. El control
biologico puede tener una gran variabilidad en campo debido a las fluctuaciones de condiciones
agroclimaticas, ser un medio no controlado y convivir con diversas especies con diferentes
interacciones entre ellas. Sin embargo, en poscosecha, ha demostrado ser un 90% mas efectivo
cuando se aplica con bajos niveles de fungicidas de sintesis quimica en el proceso. Existen
algunos productos como biopesticidas de casa comerciales disponibles basados en levaduras o
bacterias, como es el caso de cepas de Candida oleophilay Trichoderma sp (Zapata et al., 2018).

Otra enfermedad relevante en el cultivo de banano es la marchitez por Fusarium, que, a diferencia
de la pudricién de corona, no es una enfermedad de pos-cosecha sino que afecta la planta en
etapas mas tempranas de su desarrollo.

1.1.1 Marchitez por Fusarium en banano

Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc) es un hongo habitante del suelo con reproduccion
estrictamente asexual, que produce microconidios, macroconidios y clamidosporas como
estructuras de supervivencia (Pegg et al., 2019). Se considera que el patégeno es hemibidtrofo,
ya que la infeccion inicial establece una relacion biotréfica con el hospedador y luego pasa a ser
necroétrofo ocasionando la muerte al tejido del hospedero (Dita et al., 2018).

La marchitez causada por Foc en banano, es extremadamente dificil de manejar, debido a su
persistencia en el suelo o en el tejido huésped colonizado por las clamidosporas-estructuras de
supervivencia, sumado a la capacidad de crecer como hifas en residuos organicos e invadir y
sobrevivir como enddfito asintomatico en una amplia variedad de plantas no hospedantes
(Hennessy et al., 2005). Actualmente, no existe una forma practica y efectiva de detectar una planta
infectada hasta que se expresen los sintomas externos como la clorosis y marchitamiento de las
hojas, que pueden tardar varias semanas o meses después de la infeccién (Li et al., 2013; Pegg
et al.,, 2019), situacién que propicia la diseminacion involuntaria de la enfermedad, al realizar
labores en plantas infectadas asintomaticas.

La infeccion por Foc inicialmente esta restringida al sistema vascular de las raices y pseudotallo,
donde las clamidosporas en el suelo son estimuladas para germinar por los nutrientes en los
exudados de las raices de banano y los no hospedantes, o por contacto con trozos de residuos
vegetales no colonizados, que al infectar las puntas de las raices penetran la cofia de laraiz y la
zona de elongacion, donde establecen una relacion parasitaria intercelular en la corteza de la raiz,
antes de ingresar a los elementos vasculares del xilema (Dita et al., 2018, Pegg et al., 2019). Una
vez el hongo llega al rizoma, puede distribuirse dentro del pseudotallo en menos de dos semanas,
desencadenando una respuesta de defensa del huésped que involucra la produccién de geles,
tilides y lignificacion que conduce a la oclusion vascular y una alta reduccién del transporte de
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agua y nutrientes; en esas circunstancias, inicia la expresion de los sintomas externos hasta ocurrir
el colapso de la planta (Ploetz, 2015).

Las plantas poseen adaptaciones celulares estratégicas inherentes para mitigar la mayoria de los
estreses bidticos y abioticos y también dependen de sus holobiontes para defenderse de los
invasores parasitos (Moran & Sloan, 2015). Un holobionte es una entidad funcional que se
compone de un huésped multicelular y la microbiota asociada. Es ampliamente conocido que
muchos endofitos tienen la capacidad no solo de resistir la invasion ejercida por hongos patégenos,
sino que también pueden apoyar el crecimiento de las plantas (Etesami & Alikhani, 2017; Sabaté
et al., 2018; Savani et al., 2020).

Se ha observado que, a pesar de los desarrollos significativos y el rendimiento superior de las
plantas cultivadas del tejido, en comparacion con el material de siembra convencional las plantulas
micropropagadas resultan mas susceptibles a la Marchitez por Fusarium (Dita et al., 2014). Por lo
anterior, se puede considerar el control biolégico de la enfermedad mediante el empleo de
microorganismos de bosque como una alternativa promisoria para minimizar las pérdidas
causadas por el patégeno.

Con la presente investigacion se pretende, ademas, concientizar a la comunidad sobre la
preservacion de los bosques y afluentes de la zona de Uraba por medio del arte como dispositivo
de comunicacién y acercamiento con otros lenguajes mas alla de lo técnico y cientifico. En este
sentido, la disciplina de Bioarte permite recrear la vida microbiana en medios de cultivo con gran
potencialidad expositiva debido a la diversidad de formas, colores y texturas. A continuacion, se
detalla un poco mas esta técnica.

1.1.2 Bioarte

El arte y la ciencia no siempre han estado divididos, histéricamente los grandes pensadores han
estado inmersos en diversas disciplinas y campo disciplinares, por lo que ha sido comun generar
relaciones entre las distintas areas del saber, articulando de esta forma las ciencias naturales con
las humanidades, especialmente las artes. Desde principios del siglo XX, muchos microbidlogos
han “pintado” con bacterias. Es tanto asi que Alexander Fleming, el descubridor de la penicilina,
fue un gran artista microbiano y un estudiante de la técnica de pintura con acuarelas, por lo que su
practica artistica se traslado a la ciencia. (Torruellas Garcia et al., 2022)

El artista y cientifico Eduardo Kac nombré al arte hecho a base de microorganismos vivos como
Bioarte o Arte transgénico. El Bioarte tiene como finalidad unir a la ciencia y al arte en un mismo
campo disciplinar, ademas pretende generar interrogantes sobre la forma humana y la vida en
general a partir de la creacion de obras de arte con material vivo, es por esto que el Bioarte se ha
configurado como una de las primeras vanguardias del siglo XX y XXI que viene transformando las
visiones sobre la estética, el arte, la ciencia y la tecnologia.

Entre sus campos de estudio para crear conceptos y modelos estéticos, se encuentran diversas
areas cientificas como la microbiologia, biologia, biotecnologia, estudio de ADN, medicina e
incluso taxidermia, lo que le da un fuerte componente interdisciplinario. Es por esto, que el
Bioarte puede entenderse como una forma de arte que utiliza la materia viva como medio de
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expresion, a partir de diferentes medios, recursos técnicos y conceptualizaciones. (Hanafi &
Gamache, 2019).

Es pertinente mencionar que el Bioarte como cualquier expresion artistica hace uso de la
tecnologia en la época que se desarrolla y, por ende, refleja el contexto sociocultural, politico,
econodmico e histérico de una sociedad determinada. Este tipo de arte transforma los laboratorios
en galerias vivas y disuelve las barreras entre el arte, la ciencia y la comunidad. (Medina, 2007)

El arte en agar es una forma de bioarte en la que se pintan o se dibujan con microorganismos
pigmentados en placas de agar siendo este un medio esterilizado. El agar nutritivo es un medio de
cultivo para bacterias muy utilizado, donde estas forman sus colonias en la superficie y se utiliza
para diferentes fines de laboratorio. Es transparente y con ello, para hacer arte se puede usar una
figura calcable que se pone en el fondo de la caja y se traza con los aplicadores estériles
impregnados de los microrganismos escogidos como una paleta de colores (hasta el momento,
invisibles), o simplemente dibujado sobre la superficie a mano alzada. Se pueden lograr piezas de
arte basados en los tiempos fisiolégicos de los organismos, su interaccion y antagonismo,
condiciones de temperatura, cambios de pH, entre otros (Adkins- Jablonsky et al., 2021).

La mayoria de obras de Bioarte compuestas por cultivos microbiologicos de poblaciones de
bacterias y hongos vivos, se exponen como obras de arte y buscan trasmitir conceptos estéticos,
filosoficos y socio-culturales mediante diferencias fenotipicas y fisiolégicas de los cultivos, asi como
la relevancia del paso del tiempo en su madurez biolégica y su interaccién como tal. Debido a los
protocolos de manipulaciéon de estos organismos y la asepsia que se requiere en su manejo,
muchos de los artistas de bioarte trabajan en medios como laboratorios en lugar de espacios
artisticos convencionales.

Las bacterias generalmente viven en comunidades junto con formas de vida tales como arqueas,
microbios eucariotas, plantas y animales, y su comportamiento dentro de estas comunidades
complejas es diferente a su comportamiento en ambientes controlados de laboratorio o en cultivos
aislados propiamente. Esto sucede porque los organismos se relacionan entre ellos, los efectos
del medio ambiente y las interacciones entre todo lo anterior, lo cual se suele conocer como la
ecologia de microbios. Las bacterias pueden producir formas y colores llamativos al crecer en cajas
de Petri, y los artistas de bioarte pueden basarse en esto para crear disefios propios. Esto se
compone de una experimentacion de cultivos mixtas, que puede tener una profunda relacion
ecolégica y una serie de experimentaciones cientificas asociadas al comportamiento de estas
(Morris & Adkins, 2017)

Con respecto a la bioseguridad, cabe destacar que, al manipular microorganismos y sustancias
quimicas de laboratorio, se deben seguir una serie de protocolos de laboratorio a la hora de hacer
bioarte. Muchas de las veces, se toman muestras de microorganismos no identificados y después
de su aislamiento y formacién de colonias, se les hace su identificacion, por lo que al iniciar son
inciertos los microorganismos con los cuales se esta interactuando y algunos pueden ser
potencialmente peligrosos (Morris & Adkins, 2017).

Algunos de los microorganismos utilizados para el bioarte en agar pueden ser las bacterias como;
Bacillus subtilis, Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Micrococcus
roseus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Serratia
marcescens, Staphylococcus aureus, Vibrio fischeri, entre otras. Ademas, cuando se trabaja con
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hongos, se destaca su textura y formaciones de colonias. En estos casos son reconocidos
Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceous, Aureobasidium pullulans, Candida albicans, Candida
sake, Candida sp., Cladosporium herbarum, Cladosporium resinae, Epicoccum nigrum, Fusarium
sp., Rhodotorula sp., Scopulariopsis brevicaulis. Incluso se han reportado algunos
microorganismos del reino protista, como Euglena gracilis y Physarum polycephalum. (word press
y atahualpa , 2023)

Las ciencias como la microbiologia se suelen percibir con respecto a la poblacion general como
algo distante, y se tiende a tener la vision de que los microorganismos son solo relevantes cuando
se contrae una infeccion, la percepcion publica de los “gérmenes” otorgando una opinién negativa
predominante, donde hay desconocimiento y miedo frente a nuestra relacion con estos
organismos. Una de las grandes dificultades para relacionarse y ser conscientes de todos los
microrganismos con los que convivimos en el dia a dia es que no son visibles para el ojo humano
y herramientas como los microscopios pueden ser dificiles de adquirir, necesitan capacitacion y
guias para posteriormente comprender lo que se observa en los campos. Por ello, es importante
la exposicion a imagenes de microbios de maneras mas ludicas y pedagogicas para mejorar la
percepcién de la microbiota, con la que estamos intimamente relacionados, ya sea en nuestro
propio cuerpo, en el ambiente, para procesos fisicos, y en las comidas y procesos industriales a
los que estamos muy acostumbrados como naturales (McGenity et al., 2020).

En este sentido, el bioarte es una herramienta no solo artistica y derivada de la disciplina cientifica,
sino que puede utilizarse como medio pedagdgico y didactico para generar discusiones en el
observador sobre los microorganismos, su desarrollo, su interaccion, su ecologia. Se vuelve
entonces una importante herramienta divulgativa de forma creativa para facilitar el acercamiento a
los microbios, su muestreo y nuestra relacion con ellos (McGenity et al., 2020). Por esto, es
necesario la implementacién de actividades, programas y curriculos interdisciplinarios que
abarquen las ciencias y las artes, para fomentar competencias esenciales y complementarias, y
brindar una educacion mas integral (Torruellas Garcia et al., 2022).

3.3 OBJETIVOS DEL PROYECTO
3.3.1 Objetivo General
Generar conocimiento sobre el potencial biocontrolador de microorganismos que habitan en
el suelo y cuerpos fluviales de bosques naturales en la subregion de Uraba, para el control de
pudricién de corona y marchitez por Fusarium en cultivo de banano de exportacion.
3.3.2 Objetivos Especificos
- Evaluar el antagonismo de microbios nativos sobre Fusarium oxysporum f.sp cubense

agente causal de la marchitez por fusarium y Colletotrichum spp. Agente causal de la
pudricién de corona en banano.
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- ldentificar molecularmente aquellos microbios que exhiban el mayor potencial
antagonista sobre las enfermedades de banano, asi como 5 microbios qu exhiban
potencial para hacer Bioarte.

- Promover conocimiento en torno al potencial antagdnico de los microbios nativos sobre
Fusarium oxysporum f.sp cubense y Colletotrichum spp. mediante una exhibicion
microbiana y su potencial biocontrolador.

3.4 METODOLOGIA PROPUESTA

3.41

3.4.2

El detalle de la metodologia para cada objetivo especifico se encuentra en Anexo 1. A
continuacion se siguen las indicaciones del formato Institucional para describir la
metodologia:

Diseio (Maximo 200 palabras)

Se llevara acabo metodologia cuantitativa, midiendo el crecimiento in vitro de los hongos
causantes de la enfermedades descritas por efecto de los microorganismos hallados y la
cantidad de enfermedad en banano por efecto de los microorganismos. La colecta de los hongos
y las bacterias se realizaran en el suelo y fuentes hidricas del bosque natural tropical seco,
humedo y muy humedo de la zona de Uraba (ver en anexo 1informacién detallada). El patégeno
Colletotrichum sp. y Fusarium oxysporum f.sp cubense seran suministrados por el Centro de
Investigaciones del Banano (CENIBANANO/AUGURA). El antagonismo de los microorganismos
sobre los patogenos, se hara midiendo el crecimiento de los patégenos mediante el programa
de procesamiento de imagen digital libre Imaged 1.53K (https://imagej.nih.gov/ij/).
Seguidamente, Aquellos aislados bacterianos y fungicos que presenten el mayor antagonismo
hacia el hongo Colletotrichum sp, y Fusarium oxysporum f.sp cubense seran identificados
molecularmente siguiendo la metodologia expuesta por Betancur et al., (2017). Finalmente, los
microorganismos que presenten el mayor potencial antagénico a la enfermedad en banano,
seran exhibidos a las comunidades de influencia de las zonas de estudio mediante la exhibicién
del crecimiento y desarrollo de los microbios en medios de cultivo artificial.

Caracteristicas de los participantes (Maximo 200 palabras)

Los participantes de la investigacion seran docentes, estudiantes y personal técnico del cultivo
de banano y productores de la fruta.

3.4.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de informacion (Maximo 150 palabras)

Se utilizara el diario de campo, el cual servira de instrumento de sistematizacion de la
informacion recopilada de todas las etapas del proceso investigativo. En esta herramienta se
depositan los datos que arrojan el desarrollo de procedimientos técnicos, protocolos, asi como
los comportamientos, antagonismos y variables, de forma periddica y cronoldgica, a través de
un riguroso ejercicio de observacion y analisis permanente.
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3.4.4

El diario de campo estara conformado por textos elaborados por el investigador con
informacion derivada del monitoreo de los procesos y protocolos desarrollados, asi como
fotografias de seguimiento en orden cronoldgico, permitiendo la trazabilidad en las etapas de
investigacion y creacion.

Se determinara el area de crecimiento de Colletotrichum sp 'y Fusarium oxysporum f.sp
cubense en medio de cultivo, empleando el programa de procesamiento de imagen digital libre
Imaged 1.53K (https://imagej.nih.gov/ij/) (Henao, 2022).

Procedimiento (Maximo 250 palabras)
El lugar donde se llevara a cabo la investigacién son:
Politécnico Colombiano JIC: Laboratorio de Bioporospeccion Regional en Medellin

La recoleccion de los datos se llevara a cabo mediante toma de fotografias y analisis de
imagenes en condiciones de laboratorio y de campo; asi como también lectura de la
cantidad de enfermedad en banano con base en escalas estandarizadas.

3.4.5 Analisis de Informacién (Maximo 200 palabras)

La estimacion del porcentaje de inhibicion se calculara mediante la formula: IRC= (R1-R2)/(R1)
*100, donde R1 es el radio del crecimiento de Fusarium oxysporum f.sp cubense y
Colletotrichum spp en el control y R2 es el radio de crecimiento de Fusarium oxysporum f.sp
cubense y Colletotrichum spp en el tratamiento con los microbios de bosque seleccionados. Se
Realizara el proceso por triplicado con cada microorganismo.
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3.5 CRONOGRAMA

TIEMPO (MESES)
ACTIVIDAD 1]2]3]4]5]6]7]8]9]10]11]12

Evaluar el antagonismo de microbios | x |x |x | x | x | X
nativos sobre Fusarium oxysporum
f.sp cubense agente causal de la
marchitez por fusarium y
Colletotrichum spp. Agente causal de
la pudricion de corona en banano.

Identificar molecularmente aquellos X | X | X | X |X
microbios que exhiban el mayor
potencial antagonista sobre las
enfermedades de banano, asi como 5
microbios que exhiban potencial para
hacer Bioarte.

Promover conocimiento en torno al X | X
potencial antagdénico de los microbios
nativos sobre_Fusarium oxysporum
f.sp cubense y Colletotrichum spp.
mediante una exhibiciéon microbiana y
su potencial biocontrolador.

Informes de avance X X X X

3.6 COMPROMISOS DE PRODUCCION Y ESTRATEGIAS DE COMUNICACION (Deberan
coincidir con los requisitos de la convocatoria)

Compromisos de Produccion.
421 Una Publicacién aprobada en revista indexada Publindex MinCiencias: B.
422 Un Producto de Apropiacion Social del conocimiento — Evento cientifico con memorias.
Estrategias de Comunicacion
423 Entrega del Informe Final del Proyecto.
424 Evento de Divulgacion Interna de resultados.
4.2.5 Propuesta de Impacto del Curriculo.
Formacion del Recurso Humano
4.2.6 Estudiante en formacién de pregrado o posgrado.
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3.7 RESULTADOS ESPERADOS
INDICADOR MES DE
OBJETIVO | RESULTADO | RESPONSABLE DE LOGRO CUMPLIMIENTO
Evaluar el 3 microbios Investigadora Listado de los 6
antagonismo de que muestren principal y | aislamientos
microbios nativos mayor coinvestigador microbianos por
sobre Fusarium antagonismo con su
oxysporum f.sp las capacidad de
cubense agente enfermedades reducir el
causal de la crecimiento delos
marchitez por Fitopatdgenos
fusarium y
Colletotrichum spp.
IAgente causal de
la pudricion de
corona en banano.
Identificar Secuenciacion de | Investigadora Identificacion 10
molecularmente la region principal y | molecular delos
aquellos microbios | conservada delos | coinvestigador microbios
que exhiban el | 2 aislados con mayor
mayor potencial microbianos potencial
antagonista sobre | seleccionados antagonista y
las enfermedades de crecimiento
de banano, asi vistoso para
como 5 microbios Bioarte
que exhiban
potencial para
hacer Bioarte.
Promover Exhibicion mediante | Investigadora Exhibicion a la 12
conocimiento en la principal comunidad que
torno al potencial técnica de coinvestigador habita lossitios de
antagonico de los Bioarte del muestreo asi
microbios nativos crecimiento de los como la
sobre_Fusarium microbios comunidad
oxysporum f.sp antagonistas y los politécnica y
cubense y mas en general

Colletotrichum spp.
mediante una
exhibicion
microbiana y su
potencial
biocontrolador.

llamativos
visualmente porsu

potencial parahacer

arte
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3.8 COMPROMISOS DE LAS ENTIDADES EXTERNAS PARTICIPANTES (Si Aplica)
N/A

3.9 COMUNIDAD IMPACTADA CON EL DESARROLLO DE LA PROPUESTA (directa e
indirecta)

3.9.1 Impacto Social: (Maximo 250 palabras)

» Elresultado del presente proyecto permitira formar docentes y estudiantes de la Facultad de
Ciencias Agrarias del Politécnico Colombiano JIC en el area de control biolégico de
enfermedades en cultivos agricolas.

» Generacion de conocimiento para la comunidad cientifica que aborda la investigacion en el
control biolégico de enfermedades en plantas.

» Todo el proceso investigativo y reflexivo se proyectara a la comunidad a través de la
disciplina de bioarte, con el fin de sensibilizar sobre la pertinencia de la conservacién de los
bosques en la region de Uraba, puesto que este ecosistema es de vital importancia para las
poblaciones aledafas al mismo, debido a la cantidad de bienes y servicios ecosistémicos
que les brinda no solo a las comunidades sino también al equilibrio ambiental de la region.

» Bienestar para la salud de los agricultores de banano en Colombia y la sostenibilidad de la
produccion de la fruta de estas plantas, al proyectarse un componente bioldgico en el manejo
integrado de la enfermedad, dadas las actuales y futuras restricciones al uso de fungicidas
convencionales de sintesis quimica.

3.9.2 Impacto al Curriculo: (Maximo 250 palabras)
1.1.2.1 Tematica

Los proyectos de investigacion en Ingenieria Agropecuaria estan alineados con el perfil de
egreso y los resultados de aprendizaje esperados del programa. Estos proyectos permiten
que los estudiantes participen en redes de investigacion aplicada dentro del sistema de
ciencia, tecnologia e innovacion, y refuercen sus competencias para investigar
enfermedades y aplicar esos resultados en la produccion agricola. Esto contribuye a que los
graduados puedan abordar problematicas técnicas bajo normativas vigentes.

En el contexto de la solicitud de ampliacion del programa al Centro Regional Apartadé-Uraba,
estas investigaciones son altamente relevantes. Ayudan a fortalecer la relacion del programa
con el sector agricola, mejorando las dinamicas productivas y la calidad de vida en la region,
incidiendo en su transformacion territorial, especialmente en Uraba.

Los proyectos, que surgen de la dinamica curricular, se implementan en la practica docente
y retornan al curriculo a través de la ensefianza. Estos resultados podrian integrarse a los
cursos de Quimica, Microbiologia, Fitopatologia y Proteccion Vegetal, como capitulos
adicionales o incluso como nuevos cursos. La propuesta sera presentada al Comité de
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Curriculo para que se refleje en las plantillas y guias didacticas, y potencialmente generar
material didactico valioso para nuevos cursos o talleres.

3.10 ASPECTOS ETICOS (Maximo 200 palabras)

Se incluira en el registro del proyecto en la plataforma Universitas el Permiso de Colecta
ANLA para el grupo Fitotecnia Tropical RESOLUCION N° 01845 (15 de octubre de
2021) con fines de investigacion cientifica.

Con respecto a la necesidad de contar con Contrato de Acceso a Recurso Genético y sus
Productos Derivados, , se considera que el presente proyecto NO requiere de un contrato de
Acceso a los Recursos Genéticos y sus Productos Derivados; lo anterior teniendo en cuenta que
las actividades a realizar no configuran acceso a los recursos genéticos y/o productos derivados
de los especimenes objeto de estudio, definidas como: 1-la separacién de las unidades funcionales
y no funcionales del ADN y/o ARN, en todas las formas que se encuentren en la naturaleza. 2. Las
que pretenden el aislamiento de una o varias moléculas, entendidas estas como micro y
macromoléculas, producidas por el metabolismo de un organismo y 3. Siempre que se pretenda
solicitar patente sobre una funcion o propiedad identificada de una molécula, que no se ha aislado
y purificado” . Las acciones a realizar en el proyecto corresponden a ecologia molecular y
sistematica molecular con fines no comerciales y tampoco se pretende

derechos de patente de los productos o procedimientos desarrollados, a partir de los recursos
genéticos y sus productos derivados procedentes del territorio Nacional.

Todos los proyectos que sean aprobados se deben presentar al Comité de Etica Institucional
(CEPI), y seran recibidos para su evaluacion siempre y cuando se envie la siguiente informacion
en formato electrénico al email cepi@elpoli.edu.co.

3.10.1 Consentimiento informado (Anexo).

3.10.2 Cuestionarios o formularios que se utilizaran para recoger informacion de los
participantes.
No aplica

3.10.3 Copia de aprobacion del proyecto por otros comités de ética de investigacion, (aplica
solo en caso de que los tenga).
No aplica

Nota: El comité de ética podra aprobar, aprobar con modificaciones o rechazar las propuestas con
base en este item.
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4.0 FUNCIONES DEL ESTUDIANTE
NOMBRE DEL ESTUDIANTE COMPROMISOS

Isabela Montoya Garcia

Documento de identidad: 1000306394

Apoyo en la preparacion y aplicacion de los

tratamientos, la preparacion de

y en

informes de avance y final.

5. PRESUPUESTO

Tabla 5.1 Presupuesto global de la propuesta por fuentes de financiacion.

FUENTES
CONTEQSQRTIDA OTRAS ENTIDADES *
RUBROS TOTAL
Recur
Flujo de sos Flujo de Recursos
Efectivo Propio| Efectivo Propios
s
Personal(/ntegrantes MAX
equipo Investigador) 19.000.000 40% 19.000.000
. MAX

Equipos 14.000.000 50% 14.000.000
Software
Materiales y suministros 9.000.000 ] 9.000.000
Salidas de campo 10.000.000 | ooy 10.000.000
Publicaciones y patentes
Prestacion de servicios 8.000.000

rofesionales Taxonomia 8.000.000
P molecular
Viai MAX

iajes 20%
Totales 60.000.000 60.000.000
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Tabla 5.1.1. Descripcion mensual del valor de la ejecucion del presupuesto
EJECUCION MENSUAL

RUBROS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zﬁ{:°r22'teseuio 1583, | 1583, | 1583, | 1583, | 1.583, | 1.583 | 1583, | 1.583, | 1.583, | 1.583, | 1.583. | 1.583,

gr quip 333 | 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333
Investigador)

. 14.00
Equipos 0.000
Software
Materiales y 9.000.
suministros 000
Salidas de campo 5600000' 5600000'
Publicaciones y
patentes
Pres.ta_CIon de 8.000.
servicios 000
profesionales
Viajes

3758 | 6.583. | 1.583, | 1.583, | 1.583, | 1.5683, | 1.583, | 1.583, | 1.583, | 1.583, | 1.583, | 1.583,

Totales 3.333 | 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333
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Tabla 5.2 Descripcion de los gastos de personal.
DEDI FUENTES
INVESTIGADOR / , funcioN | RS Contrapartida Otras entidades
COINVESTIGADOR/ | FORMACION
- DENTRO DEL | (hora TOTAL
ESTUDIANTE EN ACADEMICA . .
P PROYECTO / Flujo de Recursos | Flujo de | Recursos
FORMACION . . . .
sema efectivo Propios efectivo Propios
na)
Alejandra Yulieth Ingeniera Investigadora
Clavijo Aristizabal Agropecuaria ppal / 19.000.000 19.000.000
Isabela Montoya EStLIJ:éante Estudiante en 8 0 0
Garcia Agropecuaria formacion
TOTAL 19.000.000 19.000.000
Tabla 5.3 Descripcion de los equipos que se planea adquirir y de uso propio.
FUENTES
Contrapartida .
EQUIPO JUSTIFICACION PCJIC Otras entidades TOTAL
Flujo de Recursos Flujo de Recursos
efectivo Propios efectivo Propios
Observacion
Microscopio detallada, 14.000.000 14.000.000
analisis,
monitoreo de
crecimiento de
microorganism
0s
TOTAL 14.000.000 14.000.000
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Tabla 5.4 Descripcion de software que se planea adquirir y de uso propio.
FUENTES
Contrapartida .

NOMBRE DE | ;,s1iFicACION PCJIC Otras entidades TOTAL
SOFTWARE - -

Flujo de Recursos Flujo de Recursos

efectivo Propios efectivo Propios

TOTAL

Tabla 5.5 Descripcion y justificacion de los viajes para el cumplimiento de la presentacion de resultados del proyecto en
eventos de socializacion.

FUENTES
e . . Contrapartida .
Lugar Jzisglr:‘ii:a Pa(s$a)jes Es:;)dla 'Lti);zl PCJIC Otras Entidades TOTAL
Flujo de Recursos Flujo de Recursos
efectivo Propios efectivo Propios
TOTAL
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Tabla 5.6 Descripcion y justificacion de las salidas de campo.

FUENTES
e o Contrapartida .
Luga_r I'No. Justlfi(jacm Pasajes ($) Estadia ($) T(?tal PCJIC Otras Entidades TOTAL
de viajes n dias - -
Flujo de Recursos Flujo de Recursos
efectivo Propios efectivo Propios
Toma de $ 1.100.000 $
muestras (Transporte | 900.000/viaje
sueloy terrestre * 3 viajes .
afluente en Medellin- 3i:j§*sé
Golfo de bosques Turbo- L
. ; vigjes = $10.000.000 $10.000.000
Uraba /3 Medeliin, 12 dias
estadia 4
dias) * 3
viajes
1 Viaje $3.333.333 x 3 viajes
TOTAL | $10.000.000 | | $10.000.000
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Tabla 5.7 Materiales, suministros y bibliografia.
FUENTES
Conltargglacrtlda Otras Entidades
Materiales* Justificacion ReCUTSo TOTAL
Flujo de s Flujo de Recursos
efectivo Propios efectivo Propios
Preparacion
de medios de
Material cultivo para las
fungible bacterias,
(Reactivos preparacion de
X ’ soluciones, 4.500.000 4.500.000
materiales e o
insumos de Ilmple;a y
laboratorio) tra}bgjo
aseptico
dentro del
laboratorio
Establecimient
Insumos de 0y manejo de
campo plantas en
(Sustratos, Ca}!mpo. .pa[f 4.500.000 4.500.000
fertilizantes, ap |CaIC|on e
. 0s
plaguicidas) tratamientos
en vivo.
TOTAL 9.000.000

Pueden agruparse por categorias, Ejemplo: vidrieria, reactivos, papeleria, suscripciones a revistas, libros, etc.
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Tabla 5.8 Prestacion de servicios profesionales.
FUENTES
. Contrapartida .
Jpode | Justificacion PCJIC Otras Entidades TOTAL
Flujo de | Recursos | Flujo de Recursos
efectivo | Propios efectivo Propios
. Determinacién
Servicio de .
identificacion ?n?c?gggﬂgz
molecular de 8.000.000
hongos y con mayor
bacteri potencial de
acterias biocontrol
TOTAL 8.000.000
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7. ASPECTOS NORMATIVOS ETICA DE LA INVESTIGACION

El Politécnico colombiano Jaime Isaza Cadavid como entidad de educacion superior e investigacion,
viene fortaleciendo los procesos para garantizar el apoyo a grupos e investigadores que buscan la
generacién de nuevo conocimiento, es por tal motivo que se conforma el Comité de Etica de la
Institucion CEPI cuyo objetivo es evaluar el cumplimiento de la normatividad nacional e internacional
relacionada con la ética de la investigacion, garantizando la proteccion animal y humana en la
investigacion y la cualificacion de la produccion cientifica dentro de la institucion.

Los proyectos deben estar ajustados a la normatividad internacional tal como la declaracion de
Helsinki, las pautas éticas para la investigacion biomédica preparadas por el Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas —CIOMS, el Cdédigo Nuremberg y a los
parametros establecidos en la Resolucién 8430 de 1993 expedida por el Ministerio de Salud de
Colombia, la ley 84 de 1989 en los casos que competa.
Adicionalmente se debe tener en cuenta la siguiente normativa (en caso de que aplique):

e Republica de Colombia. Ministerio de Salud. Resolucion 8430. 4 de octubre de1993.

e Republica de Colombia. Ministerio de la Proteccién Social. Resolucién 2378. 25 de junio de
2008.

e Republica de Colombia. Ministerio de Medio Ambiente. Resolucién 068. 22 de enero de 2002.
e Republica de Colombia. Congreso de la Republica. Ley 84. 27 de diciembre de 1989.
e Republica de Colombia. Congreso de la Republica. Ley 576. 15 de febrero de 2000.

e Republica de Colombia. Ministerio de Medio Ambiente. Decreto 1375. 21 de junio de 2013.
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Republica de Colombia. Ministerio de Medio Ambiente. Decreto 1376. 27 de junio de 2013.
Republica de Colombia. Presidente de la Republica. Decreto 309. 25 de febrero de 2000.

Republica de Colombia. Organizacion de las Naciones Unidas. Protocolo de Cartagena sobre
seguridad en la biotecnologia. Ley 165 de 1994.

Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS), Organizacion
Mundial de la Salud - OMS. Pautas éticas internacionales para la investigacion biomédica en
seres humanos. 2002.

International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use. Good Clinical Practice (GCP). Published in the Federal
Register, 9 May 1997, Vol. 62, No. 90, p. 25691-25709.

Council for International Organization of Medical Sciences, International Council for Laboratory
Animal Science. Guia internacional para investigacién biomédica que involucre animales. Pag.
4.2012.

Manila conference on animal welfare, Costa Rica steering committee meeting for ministerial
conference. Universal Declaration on Animal Welfare. 2007. Pag. 2.

Directive 86/609/EEC on the protection of animals used for experimental and other scientific
purposes.

Fecha de entrega: 27 de septiembre de 2024

Firma del Investigador principal: {iil,»
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Anexo

1.

1.

1. Detalle Metodologia
1.1 Aislamiento de microbios nativos:

Se determinaran las coordenadas geograficas de un foco intervenido por acciones
antropicas. Al interior de cada tipo de bosque, se removeran los 3 primeros
centimetros de la capa superficial y luego se introducira un barreno hasta una
profundidad de 30 cm. EL volumen del suelo extraido mediante este barreno
constituira una submuestra realizando 3 submuestras por sitio en cada tipo de
bosque. Las submuestras asi obtenidas seran inmediatamente almacenadas en
condiciones de refrigeracion (4°c) hasta llegar al laboratorio de biologia del centro
regional del politécnico en Uraba. Una vez alli las 3 submuestras seran
homogenizadas y seguidamente se tomara una muestra de100 gramos de suelo la
cual sera diluida en solucion preservante de los microbios, haciendo diluciones
seriadas hasta lograr una dilucion final de 20 microlitros que permita observar el
crecimiento aislado de los microbios.

Para la toma de muestra de los microbios en fuentes fluviales a partir de la orilla de
un rio en cada tipo de bosque se llegara a una distancia equidistante a la distancia
media del ancho del rio y alli se tomara una muestra de 5 ml de agua a 2 metros de
profundidad, esta constituira una submuestra realizando 3 submuestras en cada
afluente. Las submuestras asi obtenidas seran inmediatamente almacenadasen
condiciones de refrigeracion (4°c) hasta llegar al laboratorio de biologia del centro
regional del politécnico en Uraba. Una vez alli las 3 submuestras seran
homogenizadas y seguidamente se tomara una muestra de100 gramos de suelo la
cual sera diluida en solucion preservante de los microbios, haciendo diluciones
seriadas hasta lograr una dilucion final de 20 microlitros que permita observar el
crecimiento aislado de los microbios.

1.2 Evaluacion del efecto antagénico de re-aislamientos microbianos sobre

Fusarium oxysporum f.sp cubense y Colletotrichum spp.

Una cepa de Fusarium oxysporum f.sp cubense y Colletotrichum spp. suministradapor
el Centro de Investigaciones del Banano (CENIBANANO/AUGURA), se incubara en
medio PDA a 25°C durante 5 dias, posterior al crecimiento, se tomara con
sacabocados estéril un trozo circular de aproximadamente 5 mm de diametro de la
parte periférica de la colonia del hongo y se dispondra en el centro de una caja de Petri
con aproximadamente 25 mL de medio PDA solidificado.
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Con el objetivo de evaluar el efecto antagénico de las diferentes cepas, se tomara
biomasa con asa de aro y se inoculara en 4 puntos cardinales (N,E,S,W) de
manera equidistante con linea constante de 1,5cm de longitud en el medio
previamente inoculado con la cepa de Fusarium oxysporum f.sp cubense y
Colletotrichum spp. Se incubaran a 25°C durante 7 dias, para el tratamiento control
se empleara la siembra de los hongos sin presencia de microorganismos
seleccionados de bosque nativo. La estimacion del porcentaje de inhibicion se
calculara mediante la formula: IRC= (R1-R2)/(R1) *100, donde R1 es el radio del
crecimiento de Fusarium oxysporum f.sp cubense y Colletotrichum spp en elcontrol
y R2 es el radio de crecimiento de Fusarium oxysporum f.sp cubense y
Colletotrichum spp en el tratamiento con los microbios de bosque seleccionados.
Se Realizara el proceso por triplicado con cada microorganismo.

1.1.3 Identificacion molecular de las bacterias

Aquellos aislados bacterianos que presenten el mayor antagonismo hacia los
hongos Fusarium oxysporum f.sp cubense y Colletotrichum spp, seran identificadas
molecularmente siguiendo la metodologia expuesta por Betancur et al.,(2017), en la
cual la amplificacion y secuenciacién mediante PCR del locus entero de 16S rRNA
sera llevada cabo usando los primers universales 27F and 1492R de la forma
descrita por Eden et al., 1991. Las secuencias seran cortadas y ensambladas
mediante el software DNA Baser 2.9 y el alineamiento sera obtenido usando la
herramienta online SINA (Pruesse et al., 2012). Arboles de Neighbor- joining de los
aislados y sus parentescos mas cercanos seran generados usandoel software ARB
(Westram et al.,2011) y los LTPs123 disponibles en la base de datos SILVA (Munoz
etal., 2011).

1.1.4 Identificacion molecular de los hongos

Para esta identificaciéon se utilizar4 la metodologia descrita por (De Souza
Sebastianes et al.,2013) en el cual ADN gendmico fungico se extraera como se
describid previamente por Raeder y Broda (1985). La concentracion de ADN se
estimara mediante visualizacion de electroforesis en un gel de agarosa al 1,0 %.
Se utilizara High DNA Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, EE. UU.) como estandar
de peso molecular. La concentracion final de ADN se ajustara 10 ng Il -1 para la
amplificacion de ADNr. La region del ADNr se amplificara mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) usando los cebadores ITS1 (50 -
TCCGTAGGTGAACCTGCGG30) e ITS4 (50 -TCCTCCGCTTATTGATATGC30)
(White et al. 1990). La PCR se llevara a cabo utilizando un Peltier Thermal Cycler
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200 (MJ Research), y las condiciones para la amplificacion del ADN incluiran un paso
inicial de desnaturalizacion de 5 min a 94 C, seguido de 24 ciclos de 30 s a94 C
(desnaturalizacion), 30 s a 55 C (recocido) y 30 s a 72 C (elongacion), y un paso de
elongacion final de 7 min a 72 C. Los amplicones se purificaran usando columnas
GFX (GE Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, Inglaterra) y se secuenciaran en
ciclo usando el kit de secuenciacion del ciclo BigDye Terminator (Applied Biosystems,
Nieuwerkerk, Paises Bajos) y un secuenciador ABI377 (Applied Biosystems) en el
Laboratorio. Los productos de PCR se secuenciaran usando los mismos cebadores
empleados para la amplificacion. Los hongos se identificaran mediante un analisis de
similitud utilizando el conjunto de herramientas BLASTn del paquete BLAST (Astchul
et al. 1990) para comparar los datos de la secuencia inicial con las secuencias
depositadas en la base de datos GenBank Nucleotide Collection (nr/nt). Se realizara
un analisis filogenético para confirmar la asignacion de taxones basada en un analisis
de similitud. Las secuencias ITS de nuestras cepas fungicas recolectadas se
alinearan con secuencias caracterizadas (de articulos de alta calidad) recuperadas
de GenBank usando la herramienta Muscle, que esta disponible como parte del
paquete de software MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011). La identificacion se realizara a
nivel de género a partir de la clasificacion taxonémica de secuencias de cepas bien
caracterizadas que muestren los valores mas altos de similitud con las secuencias
enviadas.

1.1.5 Bioarte

Con los microbios mas vistosos y que no sean perjudiciales para la salud humana se
hara arte. Para crecimiento de hongos se utilizara como medio de cultivo PDA a25° C
durante 7 dias, para el crecimiento de las bacterias, se incubaran cepas bacterianas
coloridas en medio Agar Nutritivo durante 5 dias a 25°C. Posterior al crecimiento, se
procedera a realizar dibujos artisticos en una caja de Petri de 100 x15 mm de diametro
con aproximadamente 60 ml de medio TSA solidificado, el cualservira como lienzo para
proceder a realizar dibujos con cada una de las cepas microbianas seleccionadas vy
utilizando como pincel un asa de siembra previamente esterilizada. Posteriormente se
dejara en incubacion cada obra artistica durante 5 dias, en los cuales podremos ver el
resultado final del crecimiento microbiano plasmado en un dibujo.
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