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Ambientes domésticos de la Costa Ecuatoriana como reservorios

de levaduras potencialmente patégenas.
Evelyn Johanna Sufia Solano y Bryan Fabricio Vega Lema

Palabras clave: Ambientes domésticos, levaduras, patdgenos,

termorresistencia.

Resumen

Introduccion: Las enfermedades infecciosas son una de las principales causas
de mortalidad mundial, transmitidas por microorganismos presentes en entornos
humanos. La urbanizacion ha alterado la exposicion humana a estos
microorganismos, afectando la salud inmunolégica. Los ambientes domésticos,
como lavaplatos y desagues, son reservorios de microorganismos extremdfilos,
capaces de sobrevivir en condiciones extremas.

Objetivo: Determinar la diversidad de levaduras -cultivables que colonizan
ambientes domeésticos extremos en la region litoral de Ecuador.

Metodologia: Se recolectd muestras del biofilm, desagle y secador de platos,
seguida del aislamiento primario que fue cultivado en Sabouraud Dextrosa. Cada
aislado fue caracterizado de forma morfoldgica, fisiolégica y bioquimica. Previo a
la caracterizacién se evaluaron los factores de virulencia y, a partir de técnicas
moleculares se logro identificar la especie a la cual pertenece.

Resultados: Se seleccionaron 10 departamentos, de los cuales se obtuvieron

28 aislados de cepas microbianas. A partir de estas cepas se tomaron 12
levaduras y se determinaron los diferentes factores de virulencia, entre los cuales
se incluyeron hemolisina, proteasa y lipasa. La amplificacién de la region ITS
mediante PCR revel6 que las cepas mas comunes eran de los géneros Candida
metapsilosis y Kodamaea ohmeri.

Conclusién: Se destaca la prevalencia de levaduras patdogenas en ambientes
domésticos, lo cual tiene implicaciones para la salud humana en la region costera
de Ecuador.

Suia Solano, Evelyn Johanna; Vega Lema, Bryan Fabricio.



4 Universidad
% Catdlica
de Cuenca

ACADEMIC DEPARTMENT OF HEALTH AND WELLNESS

FACULTY OF BIOCHEMISTRY AND PHARMACY

Domestic Environments of the Ecuadorian Coast as Reservoirs of

Potentially Pathogenic Yeasts

Evelyn Johanna Sufia Solano and Bryan Fabricio Vega Lema

Keywords: Domestic environments, yeasts, pathogens, thermoresistance

Abstract

Introduction: Infectious diseases are one of the leading causes of global mortality,
transmitted by microorganisms in human environments. Urbanization has altered
human exposure to these microorganisms, affecting immune health. Domestic
environments, such as dishwashers and drains, serve as reservoirs of
extremophile microorganisms capable of surviving in extreme conditions.

Objective: To determine the diversity of cultivable yeasts that colonize extreme
domestic environments in the coastal region of Ecuador.

Methodology: Samples were collected from biofilms, drains, and dish dryers,
followed by primary isolation, which was cultured on Sabouraud Dextrose agar.
Each isolate was characterized morphologically, physiologically, and biochemically.
Before characterization, virulence factors were evaluated, and molecular
techniques were used to identify the species to which it belongs.

Results: Ten locations were selected, from which 28 microbial strain isolates were
obtained. From these strains, 12 yeasts were identified, and various virulence
factors were determined, including hemolysin, protease, and lipase. PCR
amplification of the ITS region revealed that the most common strains belonged to
the genera Candida metapsilosis and Kodamaea ohmetri.

Conclusion: The prevalence of pathogenic yeasts in domestic environments is
highlighted, which has implications for human health in the coastal region of
Ecuador.

Suia Solano, Evelyn Johanna; Vega Lema, Bryan Fabricio.
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. INTRODUCCION

Entre las causas mas frecuentes de mortalidad en todo el mundo, son las
enfermedades infecciosas, las mismas que pueden ser transmitidas, por el
contacto directo de un conjunto de comunidades microbianas, que incluye
bacterias, hongos, y virus, presentes en los entornos que son ocupados dia a dia

por la humanidad (1).

La proliferaciéon de estos microorganismos se debe a multiples factores, como el
disefio del edificio, la ocupacion, la presencia de animales no humanos y la

proximidad a espacios verdes.

La urbanizacién ha sido una de las causas que ha modificado la exposicion
humana a microorganismos, que dependen cada vez mas del microbioma interior,
lo que ha suscitado preocupaciones sobre la salud inmunolégica humana, en parte
debido a la hipdtesis de la higiene, estos microorganismos toman como

reservorios ambientes domésticos como: lavaplatos manuales, desague y biofilm.

En los ultimos anos se ha descubierto que estos ambientes se encuentran
colonizados por microorganismos extremofilos que son un tipo de
microorganismos que se caracterizan por su capacidad para sobrevivir y crecer en
ambientes extremos, como las altas y bajas temperaturas, pH acido o alcalino,

elevada presion hidrostatica, altas concentraciones de sal, entre otros (2).

La interaccidon entre el microbioma interior, que incluye estas levaduras
extremdfilas, y la salud humana son un area que requiere una mayor comprension,
por lo que se realizd un estudio en diez departamentos con las mismas
caracteristicas urbanas, dando como resultado la aparicion de diferentes

morfotipos de levaduras.

Suia Solano, Evelyn Johanna; Vega Lema, Bryan Fabricio.
11
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1.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

Los ambientes domeésticos estan colonizados por una amplia variedad de
microorganismos, los cuales se desarrollan a medida que los electrodomésticos
son utilizados, dando lugar a condiciones adecuadas para la proliferacién de
dichos microorganismos. Los extremdfilos se clasifican en diferentes categorias
segun el tipo de condicidbn extrema a la que se adaptan, como termdfilos
(colonizan ambientes a altas temperaturas para multiplicarse activamente),
aciddfilos y alcaléfilos (se multiplican en ambientes muy acidos o muy alcalinos),

y psicréfilos (se multiplican activamente a bajas temperaturas).

En algunos casos, estos ambientes presentan caracteristicas ambientales
“‘extremas” que favorecen la colonizacion, multiplicacion y diseminacion de
microorganismos llamados “extremofilos” (“amantes de los extremos”). Por
ejemplo, los bafios y las cocinas son ambientes particularmente propicios para el
desarrollo de estos extremdfilos debido a la presencia de condiciones favorables
como la humedad intermitente, las fluctuaciones de la temperatura y la presencia

de detergentes y desinfectantes (1).

Entre estos microorganismos extremdfilos destacan los hongos levaduriformes, y
particularmente aquellos potencialmente patégenos para el ser humano, entre los
cuales se destacan especies como Exophiala dermatitidis, Candida parapsilosis,

Exophiala phaeomuriformis, Exophiala oligosperma y Sarocladium Killiense (2).

Estas levaduras pueden propagarse y proliferar en condiciones relativamente
desfavorables para cualquier otro microorganismo debido a su extraordinaria
capacidad de supervivencia y a la posibilidad de expresar factores de virulencia
como, por ejemplo, adhesinas, enzimas hidroliticas, biopeliculas etc. Es por ello
que se les considera una potencial amenaza para la salud de quienes habitan
dichos ambientes domésticos, y que estdn expuestos al contacto —directo o

indirecto- con estos patdégenos potenciales (1).

Suia Solano, Evelyn Johanna; Vega Lema, Bryan Fabricio.
13
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1.2.- JUSTIFICACION

Pese a que en otras latitudes ya se ha establecido su presencia en entornos
domésticos y se han descrito algunas de sus caracteristicas, existen escasos
estudios sobre levaduras extremas en Latinoamérica. En efecto, las
investigaciones sobre este tema se desarrollan desde aproximadamente 10 afnos,
particularmente en el contexto de la region del Mediterraneo europeo. Por otra
parte, las caracteristicas ambientales condicionan el crecimiento de diversos tipos
de levaduras por lo que se puede encontrar variaciones de especies entre una

region y otra.

Es por ello que se hace necesario generar la evidencia cientifica necesaria para
contribuir a conocer mejor la dimensién de dicha problematica en nuestro pais.
Esto permitira, asi como evaluar la probabilidad de riesgos la cual se expone la
poblacion especialmente personas inmunocomprometidas, al tener un contacto
diario con dichas levaduras extremofilas; de igual forma se podran sugerir

estrategias para establecer un adecuado control de estos microorganismos.

La identificacion de estas levaduras extremdfilas cultivables, presentes en
ambientes domésticos, ayudara al analisis y la generacién de conocimientos
acerca de sus caracteristicas, naturaleza y comportamiento. Su posterior
clasificacion contribuira a diferenciar las especies patdégenas de las que no lo son;
con ello se podra establecer un correcto diagnostico y tratamiento en los casos en

los que se produzcan afecciones a la salud.

Con la informacion que se obtendra se podra analizar el nivel de riesgo que
representa la exposicion de las personas a estos microbiomas domésticos
extremos; también se podra evitar la propagacion y desarrollo de estas levaduras
extremdfilas. De igual manera, se podran proponer las estrategias a seguir para la

prevencion de patologias causadas por estos microorganismos.

Suia Solano, Evelyn Johanna; Vega Lema, Bryan Fabricio.
14
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Los resultados obtenidos durante la investigacion generaran conocimientos mas
concretos y especificos, que serviran de punto de partida para futuras
investigaciones sobre el posible uso de estas levaduras en el campo
biotecnologico, asi como los mecanismos de virulencia que pueden expresar este

tipo de microorganismos.

1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA:

¢ Estan colonizados los ambientes domésticos extremos de viviendas ubicadas en

la region de la costa ecuatoriana por levaduras?
¢, Cuan patégenos podrian llegar a ser estos microorganismos?
¢ A qué especies pertenecen estas levaduras?

¢ Cuales son las caracteristicas fenotipicas especificas que distinguen a estas

levaduras?
.3.- OBJETIVOS

1.3.1.-Objetivo General:

Determinar la diversidad de levaduras cultivables que colonizan ambientes
domeésticos extremos en la region litoral de Ecuador.

1.3.2.-Objetivos Especificos:

Aislar levaduras a partir de ambientes domésticos extremos en la costa
ecuatoriana.

Caracterizar los aislados de levaduras, a nivel macroscépico y microscopico,
tomando en cuenta su morfologia, fisiologia y bioquimica.

Determinar la patogenicidad potencial de estos aislados de levaduras domésticas.
Identificar a qué especies pertenecen los aislados obtenidos y caracterizados en
las etapas anteriores.

Determinar las relaciones filogenéticas entre estos aislados y otras especies

conocidas de hongos levaduriformes.

Suia Solano, Evelyn Johanna; Vega Lema, Bryan Fabricio.
15
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l.4.- MARCO TEORICO.

Los microorganismos extremo tolerantes y extremdéfilos son seres vivos que han
evolucionado y se han adaptado a ambientes desfavorables, considerando como
“favorable” todo aquello que —como seres humanos- nos resulta familiar: un rango de
temperaturas entre 15 y 35°C, un pH neutro, la presencia de humedad y agua liquida, etc.
Evidentemente, se trata de una categoria “antropocéntrica”. Los extremdfilos, por el
contrario, no solo tienen la capacidad de multiplicarse y sobrevivir bajo condiciones
“adversas” o “extremas” (elevada presion hidrostatica, altas o bajas temperaturas, escasa
humedad, elevada radiacion electromagnética, alcalinidad, acidez etc.), sino que lo hacen

de manera muy eficiente y rapida (9).

Usualmente, encontramos este tipo de microorganismos en habitats como glaciares,
fuentes termales, desiertos, en el fondo del océano, etc. Si bien estos ambientes son los
que consideramos “extremos” por excelencia, en los ultimos afios se han descrito otro tipo
de ambientes extremos en el interior de nuestros hogares: los denominados “ambientes
extremos domésticos”. Entre estos encontramos a los calefones, las estufas, los
lavaplatos, las lavadoras, las duchas y los lavamanos. Se trata de ambientes que estan
colonizados por todo tipo de microorganismos, muchos de ellos extremdfilos. Ampliar la
informacion sobre estas formas de vida nos puede dar un indicio de la posible
patogenicidad que pueden presentar, los factores de virulencia que expresan y la forma en

la que evolucionan para adaptarse a un ambiente hostil (9).

La presencia de microorganismos extremo tolerantes o extremdfilos en los entornos
domésticos mencionados se explica, principalmente, por la contaminacion que se origina
a través del agua corriente, los alimentos, el aire disperso, los animales domésticos, las
personas (habitantes) y las particulas de polvo que actian como vectores para la

diseminacion e inoculacion (9).

Todo tipo de microorganismos forman parte de estas comunidades microbianas
domésticas. Entre las especies de hongos que frecuentemente se encuentran en el polvo
doméstico podemos destacar a aquellas pertenecientes a los géneros Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus (3). Se ha establecido que las colonias de organismos fungicos

alcanzan concentraciones de hasta 1079 células por gramo de polvo. La variacion entre

Suia Solano, Evelyn Johanna; Vega Lema, Bryan Fabricio.
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especies depende, principalmente, de la fuente de contaminacion de la cual proviene, y

del clima de la region en la que estan establecidos (10).

Otra de las principales fuentes de contaminaciéon, mediante la cual varios
microorganismos logran ingresar al interior de casas y edificios, es el suministro de agua
potable. Al ingresar a través del grifo, los microorganismos logran establecer colonias en
el lavaplatos, pero también en electrodomeésticos como lavaplatos automaticos y
lavadoras. Especies de los géneros Aspergillus, Cryptococcus, Fusarium, Phoma,
Candida spp., Cystobasidium spp, entre otros, estan presentes en el agua potable
proveniente de fuentes superficiales; por otro lado, en el agua potable proveniente de
fuentes subterraneas podemos encontrar especies de los géneros Cladophialophora,
Exophiala, Rhinocladiella (11).

La interaccion de factores externos, como los tratamientos fisico-quimicos empleados
para potabilizar el agua, y factores internos, como la temperatura, el uso de productos de
limpieza que contienen lejia y peréxido de hidrégeno, la desecacion o la variacion del pH,
han desempefado un papel fundamental en la adaptaciéon y evolucion de especies de

levaduras en entornos domésticos extremos (11).

Estas especies pueden llegar a desarrollar mecanismos capaces de biotransformar
compuestos formados por carbono e hidrégeno, incluso fenoles; en otros casos, los
microorganismos se adaptan de manera que llegan a adquirir termotolerancia, y una
mayor resistencia al estrés oxidativo. Estas caracteristicas tienen una correspondencia
directa con la patogenicidad en seres humanos, pues en nuestros 6rganos y tejidos se
encuentran compuestos y condiciones similares a los que estan presentes en los
mencionados ambientes. Es por ello que muchos de estos extremofilos se comportan en
ocasiones como microorganismos oportunistas, llegando a causar alergias e infecciones
superficiales de piel ufas y cabello en la poblacion vulnerable y en personas

inmunocomprometidas (11).

En el caso particular de los lavaplatos, se creia que las posibilidades de un desarrollo
microbiano eran muy limitadas, debido a las elevadas temperaturas (cercanas a los 80 °C)
y al uso de productos de limpieza (detergentes y desinfectantes); sin embargo, se ha

evidenciado la presencia de colonias de levaduras en las gomas de estos artilugios (11).
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El predominio en la mayoria de los casos es de las levaduras negras, pertenecientes a las
especies E. dermatitidis y E. phaeomuriformis. Se trata de especies de patdgenos
oportunistas, caracterizadas por su termotolerancia, su gran eficiencia para aprovechar los
escasos nutrientes y recursos de su entorno. Ademas, son capaces de resistir acidos,
elevadas concentraciones de sal y estrés mecanico. Finalmente, cuentan también con la

capacidad para biotransformar surfactantes presentes en productos detergentes (3,4, 11).

E. dermatitidis, la especie mas virulenta del género, se caracteriza por tener un intenso
color marron (dematiaceo, debido a la produccion de melanina), presentarse tanto en la
forma de levadura como de filamentos, y tener preferencia por las altas temperaturas. Su

patogenicidad se atribuye principalmente a tres factores de virulencia:

en primer lugar, la formacion de biopeliculas con gran cantidad de biomasa que favorece

su adhesion y colonizacién de tejidos;

En segundo lugar, la presencia de melanina en su pared celular que le posibilita la

resistencia a antifungicos y le permite evadir las defensas del hospedador.
iii.
Por ultimo, la sintesis de material extracelular que asemeja a una capsula.

Esta especie es la responsable de causar una amplia gama de afecciones en individuos
inmunocompetentes, entre las cuales destacan infecciones pulmonares, micetoma
eumicotico, feohifomicosis, y también infecciones cutaneas que pueden agravarse y

diseminarse hacia otros érganos (6).

En los ambientes domésticos extremos también se evidencia la presencia de C.
parapsilosis (14). La importancia actual de los hongos del género Candida es muy
destacada, puesto que son los responsables de las infecciones fungicas mas comunes a
nivel mundial. Por ejemplo, en hospitales de paises desarrollados representa alrededor

del 15 % al 20 % de todas las afecciones de la sangre. En Latinoamérica la candidemia
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(invasion de la sangre por parte de levaduras del género Candida) llega a ser mortal en el
41y 54% de los casos (6).

Candida parapsilosis, Candida orthosilopsis y Candida metapsilosis son las especies que
forman parte del complejo de hongos denominado Candida parapsilosis sensu lato. Estas
levaduras llegan a causar afecciones a recién nacidos y se asocia principalmente a
infecciones producidas por catéteres y alimentacion parenteral en adultos. La incidencia
de estas especies se ha elevado considerablemente en los ultimos afos, convirtiéndose
en la tercera causa mas frecuente de candidemia. En Chile, en particular figura como la

segunda causa mas comun (13,14).

Entre otras especies frecuentes en los ambientes domésticos extremos destaca también
Rhodotorula mucilaginosa, la cual se describe como un microorganismo mucoide de forma
ovalada, incapaz de desarrollar pseudohifas. Esta especie se encuentra formando parte
de microflora de las membranas mucosas, ufias, piel y tracto respiratorio superior;
también se ha descrito su presencia en el suelo, aire y aparatos domésticos como cepillos
de dientes y cortinas de duchas (2) (15) (16).

Si bien no es considerada como un patégeno virulento, la importancia de R. mucilaginosa
radica en que puede causar infecciones en personas inmunodeficientes, que presenten
catéteres intravenosos, o en pacientes con insuficiencias renales sometidos a dialisis.
Ademas, la especie se ha relacionado con infecciones oftalmicas, meningitis y fungemia
(15) (16).

Fusarium spp, es otro de los microorganismos fungicos mas comunes en los lavaplatos.
Es un género constituido por especies de hongos filamentosos que se encuentran
principalmente en el suelo y las plantas. Estos hongos son considerados como patégenos
oportunistas debido a su habilidad para crecer a una temperatura de 37°C. En pacientes
inmunodeprimidos, llegan a ocasionar infecciones sistémicas que presentan un alto riesgo
de mortalidad (17).

En estos ambientes domésticos extremos se encuentran también los hongos
Aureobasidium melanogenoum, y Magnusiomyces capitatus. Este ultimo es un hongo
patdgeno oportunista que se encuentra en el suelo, la arena de la playa, las heces de

aves de corral y la pulpa de madera. Pertenece al orden Saccharomycetales, y es
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considerado una especie emergente en términos de infecciones fungicas. Los pacientes
con neutropenia, neoplasias hematolégicas en tratamiento de quimioterapia,
corticosteroides o antibidticos de amplio espectro tienen un alto riesgo de contraer

infecciones causadas por hongos de esta especie.

También se han reportado factores predisponentes como cirugia, abuso de drogas,

catéteres y tratamiento con dosis bajas de azoles (18).

La presencia inicial de M. capitatus en el organismo puede derivar hacia una infeccion
invasiva y la propagacién a través del torrente sanguineo, dando lugar a diversos tipos de
infecciones. La tasa de mortalidad relacionada con esta infeccion es elevada, sin importar
el tratamiento antifungico administrado. Ademas, se han evidenciado algunos casos de

infecciones superficiales y sistémicas en pacientes inmunocomprometidos (18).

Estas levaduras extremo resistentes oportunistas componen la microflora en los
lavaplatos. Debido a su capacidad de adaptacion, tienden a formar biopeliculas, las cuales
favorecen su viabilidad al ejercer una funcién protectora contra agentes desinfectantes,
compuestos antifungicos y dano fisico por estrés mecanico. Esta capacidad de formar una
matriz protectora constituye un importante factor de virulencia que juega en contra de los

habitantes humanos del mismo entorno (3) (4) (6).

Una vez colonizados, los lavaplatos se convierten en una fuente de contaminacién para
otros objetos, incluyendo platos, cubiertos y superficies, ya que estas levaduras pueden
propagarse a través de bioaerosoles. Ademas, también existe la posibilidad de que
contaminen las manos de las personas que manipulan estos dispositivos, lo que

representa un medio potencial para el desarrollo de infecciones fungicas (4) (19).

.4.1.- Antecedentes:

Los extremofilos pueden sobrevivir a condiciones extremas de temperatura, pH, salinidad,
presion, radiacion. Este grupo de organismos incluye bacterias, arqueas, hongos y otros
microorganismos. Pese a que dichas condiciones parecieran ser ajenas a nuestra realidad
y a nuestro entorno, los ambientes extremos pueden presentarse en nuestros hogares; es
por ello que es importante estudiarlos y conocer la diversidad de microorganismos que alli

habitan.
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La construccion de viviendas favorece el desarrollo de nuevos ambientes, que tienden a
ser colonizados por microorganismos. Pese a que existe una buena cantidad de
informacién con respecto a la microbiologia de los ambientes extremos domésticos,
todavia son evidentes algunas lagunas en el conocimiento de la diversidad de los
microbios alli presentes. Particularmente escasa es la informacion relacionada con la
diversidad de hongos levaduriformes (levaduras) que colonizan este nicho artificial o
antropico. Esto puede ser relevante, puesto que la presencia de hongos en el aire y en las
superficies domésticas puede estar relacionada con una serie de impactos negativos en la
salud humana, tales como enfermedades infecciosas que afectan el sistema respiratorio y

reacciones alérgicas (3).

El trabajo publicado por Zupane y sus colaboradores revel6 la presencia de reconocidos
patdgenos oportunistas pertenecientes a las especies Exophiala dermatitidis, Fusarium
dimerum, Candida parapsilosis, Exophiala phaeomuriformis, Exophiala oligosperma y
Sarocladium killiense, en lavaplatos automaticos y determind su dispersion hacia el resto
de los ambientes de las cocinas. Los aislados fueron identificados mediante métodos

moleculares y microbioldgicos (4).

Las levaduras negras pertenecientes al género Exophiala, implicadas a infecciones al ser
humano, causan infecciones cutaneas, subcutaneas o sistémicas. Estas especies se
pueden presentar en ambientes domeésticos, particularmente en superficies hiumedas
como ventanas, lavabos, duchas, baferas, azulejos del bafio, asi como en sus juntas de
sellado y sistemas de ventilacion y aire acondicionado. Si estos sistemas no se mantienen
adecuadamente o sufren filtraciones de agua, pueden crear un ambiente propicio para el

crecimiento de estas levaduras (5).

En un estudio realizado por Zalar en 2011, en muestras provenientes de lavaplatos
automaticos se logré aislar, hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Candida,
Magnusiomyces, Fusarium, Penicillium y Rhodotorula. Sin embargo, con mayor frecuencia
se aislaron levaduras negras como Exophiala dermatitidis y Exophiala phaeomuriformis,
las cuales son causantes de patologias sistémicas en el ser humano y con mayor
prevalencia en pacientes con fibrosis quistica, cuyos pulmones son colonizados por estas

levaduras (6).
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En un trabajo similar realizado por Monika Novak y sus colegas en Eslovenia se tomé
muestras de cajones para detergentes y sellos de goma para puertas a partir de los
cuales se logré aislar cepas de las especies Fusarium oxysporum y Fusarium solani,
Candida parapsilosis y Exophiala phaeomuriformis. Estas especies son conocidas como
patdgenos oportunistas ya que producen infecciones de ufas, piel y ojos en personas

sanas (7).

En una investigacion dirigida por Prem Krishnan, en 2018, se aislé de sellos de goma de
lavaplatos automaticos cepas de hongos pertenecientes a los géneros Candida,
Cryptococcus y Rhodotorula. Este estudio puso de relevancia cuéles son las especies
clave que contaminan los ambientes domésticos y representan una amenaza de la salud

publica al ser agentes patdgenos oportunistas (8).

En un estudio previo que analizé la microbiota presente en diferentes ambientes
domésticos realizado por Jerneja Zupandi¢, en 2018, se investigé la diversidad microbiana
en diferentes superficies y electrodomésticos mediante técnicas de secuenciacion masiva
de ADN. Los investigadores identificaron una amplia variedad de microorganismos en los
lavaplatos, muchos de ellos pertenecientes a especies patdgenas oportunistas como
Exophiala dermatitis y Saprochaete/Magnusiomyces los mismos que se propagan desde

los lavaplatos hacia las cocinas (27).

En una investigacion sobre la ecologia de Exophiala dermatitidis, llevado a cabo por
Polona Zalar y sus colaboradores, en 2017, se examiné la presencia y el comportamiento
de este hongo en una variedad de entornos naturales y artificiales, utilizando técnicas de
muestreo y analisis molecular. Los resultados mostraron una mayor frecuencia de su
aparicion en habitats interiores creados por el hombre como los lavaplatos y las cocinas
(28).

La relacion entre la durabilidad de electrodomésticos y la probabilidad de contaminacion
microbiana en entornos domésticos fueron parte del trabajo investigativo de Neda
Amirzadeh. En dicho trabajo se dejo claro que el 31% de lavadoras contaminadas estaban
ubicadas en las cocinas, las mismas que a medida que fueron desgastadas dieron paso a

condiciones adecuadas para la proliferacién microbiana (29).
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I.1- Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo mixta, observacional y descriptiva.

Il.2.- Poblacién y muestra

11.2.1. Universo - Poblacion:

No es un estudio de caracter epidemiologico por lo cual no aplica. Al azar se
escogié diez departamentos de clase media, los cuales estuvieron localizados en

la regidn litoral (Ecuador).

1.2.2 Muestreo y muestra: Se establecieron puntos de muestreo en tres areas
del lavaplatos: desagtie, biofilm, y secador.

11.3- Criterios de seleccion:

11.3.1 Criterios de inclusién: Se incluy6 a departamentos localizados en la
region litoral, con caracteristicas urbanas similares (clase media), los cuales

contaban con lavaplatos de acero inoxidable.

Il 3.2 Criterios de exclusion: Se excluyd los departamentos no

pertenecientes a la zona y aquellos que no contenian un lavaplatos manual.

I1.4.- Definicién y clasificacion de las variables

Tabla 1: Definicion conceptual y operacional.

Variables Definicién Clasifica Indicador Escala
cioén
Especie a | Clasificacion Cualitativ | Secuenciacio | Identificacion taxondmica,
la que | biologica de un | a- n del material | lo que incluye el reino, filo,
pertenece. [organismo en la ] genético. clase, orden, familia,
. ) ordinal. ) .
jerarquia género, especie.
taxondémica
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Crecimient | Multiplicacion Cualitativ | Crecimiento Crecimiento en  Agar
o] en | celular en | a- determinado Sabouraud Dextrosa, Agar
diferentes | medios que dinal de forma | Papa Dextrosa, Agar
medios de [ contienen oranat visual. Sabouraud Dextrosa con
cultivo. nutrientes Yema de huevo, Agar
necesarios, Sabouraud,Dextrosa con
condiciones leche semidescremada,
adecuadas de Chromogar Candida, vy
pH, temperatura Agar  Sabouraud con
y ambiente para sangre desfibrinada.
el crecimiento
optimo de los
organismos bajo
investigacion.
Expresion | Presencia o [ Cualitativ | Formacién de | Presencia o ausencia.
de factores | ausencia de | a- ordinal. | halos en
de ciertas medios de
virulencia. | estructuras o] cultivo

enzimas en un
microorganismo
que estan
relacionados con
su capacidad
para causar
enfermedad 0
dafo

en un

hospedador.

diferenciales.
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Capacidad
de

penetracion

Se refiere a la
habilidad de un

microorganismo

para invadir y
atravesar las
barreras
protectoras  del
hospedador,
como las
membranas
celulares, los
tejidos o los
sistemas de
defensa del
organismo.

Es un aspecto
importante de los
de

que

factores

virulencia
contribuyen a la
capacidad de un

microorganismo

para causar
infeccioén o
enfermedad.

Cualitativ

a-

ordinal.

Determinado
de

visual (con la

forma

ayuda de un

microscopio).

Penetra/no penetra.

Forma
pseudohifas,

forma.

hifas

(0]

no

o

las
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Temperatur
a Optima de

crecimiento

Se refiere a la
temperatura a la
cual un
microorganismo
especifico puede
crecer y
reproducirse de
manera Optima.
Cada

microorganismo

tiene una
temperatura
Optima de
crecimiento

particular que
corresponde  al
rango de
temperaturas en
el que muestra la
maxima tasa de
crecimiento y
actividad

metabolica.

Cuantitati
va-

continua.

Crecimiento,
(determinado
de forma

visual).

grados centigrados (C°).
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Ubicacion

filogenética

Se refiere a la
posicion de un
organismo o]
grupo de

organismos en el
arbol filogenético
de la vida. Se
determina
mediante analisis
comparativos de
su material
genético, como
el ADN o el ARN,
asi como de
caracteristicas
morfolégicas vy
otros datos

relevantes.

Cualitativ

a.

Analisis
comparativo
de la
secuencia de
ADN
correspondien
te a un
marcador
molecular

especifico.

Esquema.
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Morfologia | Se refiere a las | Cualitativ | Determinado | (Azul, rojo, verde,
de la | caracteristicas a- de forma | magenta, amarillo,
colonia. fisicas y visuales | nominal visual. naranja, blanco, celeste y
que presenta una | discreta. lila). (Lisa, rugosa vy
colonia de plegada). (Intenso, opaco,
microorganismos apagado o ausente).
en un medio de (Entero, ondulado,
cultivo. Estas lobulado, erosionado,
caracteristicas flamentoso y rizado).
incluyen el (Plana, elevada, convexo,
tamano, la forma, pulvinate 'y umbonate).
el color, el (Puntiforme, circular,
aspecto, la rizoide, irregular y
textura entre filamentoso). (Suave,
otros. rugosa, arrugada, seca
con aspecto polvoriento).
(Humedo o seco).

Morfologia | Se refiere a la | Cualitativ | Determinada | (Fusiformes, estrelladas,
celular. forma yla de forma | prismaticas, aplanadas,
estructura de las | -nominal | visual (empleo | elipticas, globosas o0

células. Incluye | discreta. | de redondeadas).

el tamano, la
forma, la
organizacion

estructural y la
apariencia de las

células.

microscopio).

(Unicelular o pluricelular).
(Presencia o ausencia).

(Gemacion o ascosporas).
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Modo de | Se refiere a la | Mixta. Nutricién, Observacion en el
vida. forma en que los metabolismo, | comportamiento de
microorganismos ambiente de | crecimiento y
interactian con crecimiento. caracteristicas
su entorno vy morfoldgicas.
obtienen los
recursos
necesarios para
sobrevivir y
reproducirse.
Diversidad | Variedad y | Mixta. Numero  de | Comunidades complejas y
de la | abundancia de especies que | diversas o simples.
comunidad [ diferentes tipos colonizan un
microbiana. | de determinado

microorganismos
que coexisten en
un determinado
habitat o]
Esta

diversidad puede

ambiente.

evaluarse a
diferentes

niveles, como el
nivel de
especies,

géneros, familias
u otros grupos

taxondémicos.

habitat.
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Fuente: Elaboracién propia.

I1.5- Metodologia
Aislamiento primario

Para la recoleccion de muestras, los ambientes domésticos seleccionados
compartian caracteristicas similares, especificamente fueron departamentos de
familias de clase media. Estos departamentos contaban con cocinas equipadas
con mesones de granito o marmol, asi como lavaplatos manuales fabricados en
acero inoxidable. Las muestras se tomaron en diferentes areas de los lavaplatos
manuales, incluyendo los bordes, la batea y la base. Para este propdsito, se utilizé
un hisopo estéril impregnado en una solucion salina. Las muestras obtenidas
fueron introducidas en tubos que contienen solucidn salina estéril, donde
posteriormente se llevé al laboratorio, las muestras se diluyeron en forma seriada
(desde 10" hasta 10*), luego 100 pl fueron tomados de cada dilucion, luego se
distribuyd de forma uniforme sobre la superficie del medio de cultivo agar
glucosado de Sabouraud utilizando una varilla conocida como "rastrillo”. La
temperatura de incubacion fue de 25 °C, el tiempo fue acorde a la visualizacion de
colonias. Estas colonias fueron transferidas a un medio fresco mediante el proceso
de repique, con el objetivo de purificar los aislados y obtener cultivos puros. Se
registro todas las caracteristicas de la morfologia macroscépica de las colonias,
estos aislados se mantuvieron en tubos con agua estéril, con el objetivo de ser

conservados para su posterior analisis y estudio.

Medios de cultivo

Agar Sabouraud Dextrosa, Agar Sabouraud Dextrosa con Yema de huevo, Agar
Sabouraud Dextrosa con leche semidescremada, Chromogar Candida, Agar Papa
Dextrosa (PDA) y Agar Sabouraud con sangre desfibrinada son los medios de
cultivo destinados para el analisis de la morfologia de las levaduras y la deteccién

de posibles factores de virulencia.
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Evaluaciéon macroscépica y microscopica de los aislados de levaduras

Se evaluo las caracteristicas de las colonias de cada aislado. Los criterios a tomar
en cuenta fueron: el borde, la elevacion, el color, la textura, el brillo, el pigmento y
la forma de las colonias. Para el analisis microscépico, se realizé suspensiones de
cada aislado en solucion salina y se examind bajo el microscopio utilizando
aumentos de 100X y 400X.

Estimacion de la temperatura éptima de crecimiento

A los cultivos frescos cuya densidad optica fue de 0.5 en la escala McFarland
obtenidos a partir de las suspensiones cada uno de los aislados, se les realizd
diluciones seriadas (desde 10-3 hasta 10-6), de las mismas se inoculé 10 pl en la
superficie de 5 réplicas de medio agarizado (Sabouraud Dextrosa). Cada una de
las placas se incub6 a diferentes temperaturas, especificamente a 5, 12, 20, 30 y
37°C. Después de un periodo de cultivo de 48 horas, se comparo la biomasa que

formé cada colonia en las diferentes placas y su tamanio.

Expresién de factores de virulencia

Se realizdé una evaluacion de la sintesis de hemolisinas utilizando un medio agar

enriquecido con sangre humana desfibrinada al 2,04% v/v y glucosa al 3% (20).

Para evaluar la actividad de fosfolipasas, se preparé un medio Sabouraud
dextrosa suplementado con yema de huevo liofilizada al 3% v/v, cloruro de sodio y

cloruro de calcio (21).

El andlisis de proteasas se hizo empleando un agar nutritivo suplementado con

leche semidescremada pasteurizada al 1% (22).

En cada instancia, se procedi6 a la inoculacién de los medios con una suspension
de cada cepa de levadura, que debia estar ajustada a una densidad 6ptica de 0.5
unidades McFarland. La incubacion se ejecutd con la temperatura 6ptima de

crecimiento correspondiente, el posterior analisis se basé en la observacion de la
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formacién de halos alrededor de las colonias, lo cual fue un indicio de la actividad

enzimatica.

Se siguié el protocolo de Cullen para evaluar la capacidad de penetracion de
sustratos agarizados (23)(24). Se prepard diluciones en serie de 10-1 hasta 10-4 a
partir de una suspension de levadura en solucion salina ajustada a 0,5 unidades
McFarland. Se extendié 5 ul de cada dilucidn sobre la superficie del medio

Sabouraud dextrosa.

Los cultivos se incubaron durante 5 dias a la temperatura Optima para cada
aislamiento. Las células de la superficie se eliminaron mediante un lavado suave
con agua destilada y frotando suavemente con los dedos humedos. Luego, se
corto el agar en rodajas finas con un bisturi estéril y se observo bajo un

microscopio Optico con aumentos de 100x y 400x% (23).

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN genomico de los aislados de levaduras, se utilizo la técnica
de lisis alcalina (24). Una suspension de levaduras fue mezclada con una solucion
de SDS al 0.025% y NaOH al 0.025 N. La suspension se incubo a 95 °C durante
20 minutos en un termobloque THERMO SCIENTIFIC. Posteriormente, el lisado
obtenido se centrifugd a 12.000 x g y se conservé a -20 °C hasta su uso (24).

Amplificacion de la region ITS

La regién ITS fue amplificada mediante PCR utilizando los cebadores ITS1 (CTT
GGT CAT TTA GAG GAA GTA A) - ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GV) (24).
Cada mezcla de reaccion de 25 pl incluy6: Master Mix (12.5 pl), cebador ITS1 (2.0
l), cebador ITS4 (2.0 ul), agua ultrapura (6.5 ul) y ADN (2.0 pl).

La amplificacion se hizo con un termociclador Bioneer con el siguiente perfil
térmico: desnaturalizacion inicial que fue a 95 °C por 5 min, seguido de 38 ciclos

de amplificacion (desnaturalizacion a 58 °C por 1 min, alineacion a 72 °C durante 1
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min y elongacion a 72 °C durante 10 min), y una elongacién final a 72 °C durante

10 min.

Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La amplificacién de la region ITS se verificd mediante electroforesis en gel de
agarosa, tefiido con SYBR Safe. El gel se preparé al 1.5% (p/v) en buffer TBE, y la
electroforesis, se realizé a una corriente constante de 90 voltios. Los productos de
amplificacion se visualizaron mediante un transiluminador de rayos UV utilizando
SYBR Safe (24).

Secuenciacién y analisis de secuencias con BLAST-N

Los amplicones que se generaron por PCR fueron enviados a la empresa
Macrogen (Seul, Corea del Sur) para su secuenciacion mediante el método de
Sanger automatizado. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las
secuencias depositadas en las bases de datos de acceso publico y gratuito
(GenBank, EMBL-EBI) utilizando el algoritmo BLAST-N (25).

Ubicacion filogenética

Para determinar la ubicacién filogenética de las cepas de levaduras, se empled el
software Mega 11 en su versidon mas actualizada (26). Se alinearon las secuencias
nucleotidicas correspondientes a la regidon ITS de cada cepa con las secuencias
de especies previamente identificadas disponibles en GenBank. A partir de estos
alineamientos, se construyeron arboles filogenéticos utilizando los distintos

modelos matematicos proporcionados por el programa.

Procesamiento, analisis, resumen y presentacion de la informacién (Tablas,
Graficos, Técnicas de analisis estadistico)

La presentacion de los resultados se realizé mediante paneles fotograficos donde
se ilustrd los resultados obtenidos para cada cepa, asi como tablas que resumen

los datos generados.
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Procedimientos éticos

No aplica, por no tratarse de un trabajo de investigacion con seres humanos o con

animales.

Suia Solano, Evelyn Johanna; Vega Lema, Bryan Fabricio.
35



CAPITULO I
RESULTADOS Y DISCUSION



. Universidad
% Catolica
de Cuenca

e

. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Descripcion de los sitios de muestreo

Las areas seleccionadas para el muestreo corresponden a los lavaplatos
manuales, pertenecientes a diez departamentos al azar, ubicados en la regién
costa de Ecuador. Los lavaplatos presentaron caracteristicas comunes entre si,
siendo significativo el empleo de materiales como granito, cerdmica, cemento y
acero inoxidable, en los cuales se encuentran empotrados los lavaplatos. En las
Figuras 1 y 2 se muestran como ejemplo las areas especificas donde se
recolectaron las muestras en dos de los diez lavaplatos que fueron considerados
para este estudio. Se optd por estas areas ya que era notable la presencia de
biofilms oscuros y diversas manchas que eran parte del contorno de los

lavaplatos, lo que sugeriria la presencia de microorganismos.

Figura 1. Area de muestreo en las cocinas equipadas con lavaplatos del departamento identificado como
#2. A) Biofilm formado en los contornos. B) Desaglie. C) Secador de platos.
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Figura 2. Area de muestreo en las cocinas equipadas con lavaplatos del departamento identificado como

#7. A) Biofilm formado en los contornos. B) Desagtie. C) Secador de platos.

2. Aislamiento primario: Descripcion

Los aislamientos primarios fueron realizados en agar Sabouraud Dextrosa y Agar
Nutritivo. Las primeras colonias se obtuvieron al cabo de una semana de
incubacion a temperatura ambiente. Destaca claramente la presencia de una
amplia gama de microorganismos (bacterias, hongos filamentosos y levaduras)
(Figura 3). Las colonias obtenidas presentaron una variedad de morfotipos, color y
texturas. La coloracion blanca fue dominante en las muestras obtenidas, asi

también una clara dominancia de texturas lisas y rugosas.
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Figura 3. Crecimiento de levaduras en Agar Sabouraud

3. Purificacion de aislados

A partir de los aislamientos primarios realizados se purificd, mediante sucesivas
repiques (o subcultivos), un total de 28 aislados. En la tabla 3 se detalla la
cantidad de aislados obtenidos en los diez departamentos segun el area de

muestreo correspondiente.

Con el empleo de un microscopio 6ptico, y una vez purificados los aislados, se
logré distinguir entre bacterias y levaduras en base a su morfologia. Las
levaduras fueron conservadas en aislamientos puros, en tubos contenidos con

agua destilada ésteril hasta identificarlas y caracterizarlas.

Tabla 2. Aislamientos de colonias segun zona de muestreo y departamento.

Area de Departamen Medio N de Total
muestreo to aislados
Desagle 1 Agar Sabourud 1
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Biofilm Agar Sabourud

3
Lavado Agar Sabourud
Desague Agar Sabourud
Biofilm Agar Sabourud

6
Lavado Agar Sabourud
Desague Agar Sabourud
Biofilm Agar Sabourud

4
Lavado Agar Sabourud
Desague Agar Sabourud
Biofilm Agar Sabourud

4
Lavado Agar Sabourud
Desague Agar Sabourud
Biofilm Agar Sabourud

3
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Lavado 5 Agar Sabourud
Desagtie 6 Agar Sabourud
Biofilm 6 Agar Sabourud

0
Lavado 6 Agar Sabourud
Desague 7 Agar Sabourud
Biofilm 7 Agar Sabourud

2
Lavado 7 Agar Sabourud
Desague 8 Agar Sabourud
Biofilm 8 Agar Sabourud

2
Lavado 8 Agar Sabourud
Desague 9 Agar Sabourud
Biofilm 9 Agar Sabourud

2
Lavado 9 Agar Sabourud
Desagle 10 Agar Sabourud
Biofilm 10 Agar Sabourud

2
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Lavado

10

Agar Sabourud

Total: 28

4. Seleccion de aislados para estudios posteriores

Se selecciond 12 aislados de levaduras, en base a claras diferencias morfolégicas

(= morfotipos). Esto sirvid de base para explorar la diversidad de levaduras que se

encuentran colonizando los ambientes domésticos.

En la tabla 3 se muestran las caracteristicas que presenta cada uno de los

aislados seleccionados (Anexo 1).

Tabla 3. Aislamientos de colonias segun zona de muestreo y departamento.

Fenotipo Colonias

Aislado Forma Color Brillo Textura Borde Tamaio Elevacio Transpa— Consistencia
n
rencia
M2-1 C N.P B L E P P (0] SUAVE
M2-2 C P (CREMA) S R E P U 0} DURA
M2-5 C P(BLANCO) S L E P E 0} SUEVE
M2-6 C P(BLANCO S R E P U (0] SUAVE
M3-3 C P (BLANCO) S L E M E 0} SUAVE
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M3-4 C N.P B L E M E o} SUEVE
M4-1 P(BLANCO) S R R M U o DURO
M5-1 C N.P S L E P P o} SUAVE
M9-1 N.P S R O M U o} DURA
M9-2 C N.P B L E P C o SUAVE
M10-1 Cc N.P S L E P E o} SUAVE
M10-4 N.P S R R M U o} DURA

Forma: C= circular ; R= rizoide; F= filamentosa; |= irregular; Color: A= amarillo; C= crema; R= rosado; N=
naranja; B= blanco; Textura: L=lisa; R= rugosa; Tamano: G= grande; M= mediano; P= pequefio; p =
puntiforme; Transparencia: O= opaca; T= transparente; B= brillo; brillante; S= sin brillo; Borde: E= entero; R=
rizoide; F= filamentoso; O= ondulado; L= lobulado; r= rizado; Elevacion: C= convexa; P=plana; E= elevada;

U= umbilicada; Consistencia: D= dura; S= suave; M= mucoide.

Las caracteristicas morfolégicas pueden observarse en las Figuras 5 y 6, en
donde se visualiza que la mayor parte de colonias son opacas, y en cuanto a su

consistencia el 80% presenta una consistencia suave y el 20% dura.
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Figura 5: Aislamientos de cepas puras en Agar Sabouraud Dextrosa.

Figura 5: Aislamientos de cepas puras en Agar Sabouraud Dextrosa.

M2-1 M2-2 M2-3 M2-4 M3-1 M3-2

M4-1 M5-1 M9-1 M9-2 M10-1 M10-2

Figura 6: Morfologia macroscépica de las colonias de cada aislado.
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En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas de las células, cada cepa se
diferencia una de otra; sin embargo la mayor parte de los aislados presentan

pseudohifas (Figura 7).

M2-1 M2-2 M2-3 M2-4 M3-1 M3-2

M4-1 M5-1 M9-1 M9-2 M10-1 M10-2

Figura 7: Morfologia celular de las células de los aislados puros.

5. Crecimiento de levaduras frente al efecto de la temperatura

Los aislamientos puros fueron incubados a diferentes temperaturas, con la
finalidad de establecer una temperatura éptima para su crecimiento (Tabla 4)
(Anexo 2).

Tabla 4: Cantidad de biomasa de los aislados de levaduras cultivados a diferentes temperaturas

durante 48 horas.

Cadigo Temperatura de crecimiento.

de
25°C 30°C 37°C 40°C
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aislamiento.
M2-1 +++ ++++ - -
M2-2 +++ ++++ ++ -
M2-3 +++ ++++ - -
M2-4 +++ ++++ ++ -
M3-1 +++ ++++ +++ ++
M3-2 +++ +++ ++++ ++
M4-1 +++ +++ ++ ++
M5-1 ++++ +++ - -
M9-1 +++ +++ +++ ++
M9-2 +++ +++ + }
M10-1 ++ +++ ++ +
M10-2 ++ +++ +++ +++

+ = Crecimiento escaso

++ = Crecimiento medio
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+++ = Crecimiento abundante

++++ = Crecimiento excesivo

Cada aislado se comport6 de forma diferente al

cultivarlos a diferentes

temperaturas, se logra evidenciar que la temperatura éptima para el crecimiento

del 100% de estas cepas es a 30°C. La cepa (M9-1) crece hasta los 40 °C de

manera similar a como lo hace a temperaturas inferiores; sin embargo, la cepa

(M2-4) deja de crecer de manera abundante a 37 °C.

Al incrementar la temperatura a 37°C, las cepas (M2-1, M2-3, M5-1) no

presentaron crecimiento evidente; por otra parte, si se aumenta la temperatura a

40°C, se puede ver claramente que 6 cepas son incapaces de crecer (M2-1,
M2-2, M2-3, M2-4, M5-1, M9-2) (Figura 8).

Figura 8: Produccion de biomasa a diferentes temperaturas .

Aislado Temperatura
M2-4
25°C 30°C 37°C 40 °C
e n n “
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Dilucion 102

Dilucién 103

Dilucién 10

sifioffo

Aislado Temperatura
M9-1
25°C 30°C 37°C 40 °C
Sin diluir

Dilucién 101

Dilucion 102

&
£
@
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Dilucién 103

Dilucién 10

6. Expresion de los factores de virulencia

Los factores de virulencia permiten a las levaduras causar infecciones en algun

hospedador, en caso de comportarse como patégenas. Su estudio se llevo a cabo

con la finalidad de detectar la expresion de estos factores en cada una de las 12

cepas seleccionadas.

a. Actividad hemolisina

Todos los aislados tuvieron la capacidad de producir una hemalisis parcial

(hemdlisis alfa), ya que la zona de crecimiento presenta un halo de

coloracion verdosa (Figura 9).
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M2-1 @+ M222 +
o

® &

"
M2-4 + M3-1+ M3-2+

O 9 0 O

M4-1 + M5-1 + M9-1 + M9-2 +

M10-1+ M10-2 + + CONTROL

. ® ® o

Figura 9: Actividad hemolisina presente en todos los 12 aislados purificados y cultivados en Agar Sangre.

b. Actividad proteasa

Con el fin de determinar la actividad proteasa se prepard un medio de cultivo que
contenia, Agar SD, el cual fue suplementado con leche descremada. Al cabo de
120 horas de incubacién se evidencid que solamente dos aislados tuvieron

actividad proteasa (Figura 10).
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M2-3 M2-4 +

M4-1 M5-1

M10-1 M10-2 + CONTROL

® o ©

Figura 10: Actividad proteasa de los aislados M2-2, M2-4 de 12 aislados purificados y cultivados en Agar SD
suplementado con leche descremada.

c. Actividad fosfolipasa

Para la determinacién de la actividad lipasa se preparé un medio de cultivo
que consiste en Agar SD suplementado con yema de huevo. Al término de
la incubacién durante 120 horas se determiné que ninguno de los 12

aislados presenté la capacidad de producir lipasas (Figura 11).
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M10-1 1\110-

Figura 11: Ausencia de actividad lipasa de los 12 aislados purificados y cultivados en Agar SD

suplementado con yema de huevo

d. Capacidad de penetracion en el sustrato

Desde el punto de vista experimental, la capacidad que tiene una cepa de
hongos para penetrar tejidos se evalua en medio agarizado. Una vez que
se han desarrollado, se determina si pudo penetrar y hasta qué profundidad
lo hizo. Para ello, se realiza un corte transversal en el medio sobre el cual

crecio cada cepa y se observa al microscopio.

Once de los doce aislados fueron capaces de penetrar el agar (Figura 12y
13). La figura 14, muestra los resultados del ensayo de penetracion que
obtuvimos mediante microscopia Optica con un lente de 10x y 40x.
Claramente se observa la penetracion de hifas al interior del medio (Figura
13 y Anexo 4). En algunos casos, la distancia de penetracion supera las
1000 micras, como es en el caso de las cepas M2-2, M2-4, M9-1, M10-2.

Sin embargo; el resto de cepas oscila entre los 95 y 900 micras.
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Figura 12: Capacidad de penetracion de los aislados
antes del lavado.
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M10-1 M10-2

Figura 13: Capacidad de penetracion de
los aislados después del lavado.

Figura 14: Capacidad de penetracion de levaduras bajo microscopio 6ptico con lente de 10x y 40x.

Los resultados que se obtuvieron en cada ensayo se detallan de manera resumida

en la Tabla 5.
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Tabla 5: Factores de virulencia expresados por cada una de las 12 cepas aisladas.

Factores de virulencia

Capacidad
Caédigo de . .
Hemolisina Proteasa Fosfolipasa de
aislado. .

penetracion
M2-1 + - - +
M2-2 + + - +
M2-3 + - - +
M2-4 + + - +
M3-1 + - R +
M3-2 + - - +
M4-1 + - - +
M5-1 + - - +
M9-1 + - - +
M9-2 + - - -
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M10-1 + ] _ N

M10-2 + ] _ N

Actividad positiva (+)

Actividad negativa (-)

7. Amplificacion por PCR de la region ITS del genoma de los aislados

El genoma de los 12 aislados puro se extrajo mediante el método de lisis alcalina.
A partir de ese material se amplifico la regidén ITS (espaciador transcrito interno)
mediante PCR. Los resultados se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa (Figura 15). Las bandas que corresponden a los fragmentos de
amplificacion se encuentran ligeramente por debajo del marcador de 500 pb, lo
que indica que la longitud de los amplicones presentan un tamafno entre 400 a
500pb.

M2-2 M2-3 M2-4 M3-1 M3-2 M5-1 M9-1 M9-2 MI0-1 MI0-2

1000pB

lwnui;l,
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Figura 15: Amplificacion de la region ITS mediante el genoma de los 12 aislados y subsecuente electroforesis

en gel agarizado.

Los amplicones obtenidos fueron enviados a secuenciacion a la empresa

Macrogen Inc (Seul, Corea del Sur). Los resultados se presentan en el Anexo 5.

8. Analisis de secuencias (Blast-N)

Para el estudio de similitud entre secuencias nucleotidicas se emple6 el programa

Blast-N. Las secuencias obtenidas a partir de nuestros aislados fueron

comparadas con secuencias almacenadas en el GenBank.

La tabla 6 muestra los resultados obtenidos al hacer este analisis (Anexo 6).

Tabla (6) Resultado del analisis de las secuencias de nucledtidos pertenecientes a la region ITS.

Aislado Especie % % No. de Longitud
filogenétic |identidad |Cobertura |Acceso de la
amente secuencia
mas analizada
cercana

M2-1 Candida  |100,00% |65% MG009521. | 350
metapsilosi 1
S

M2-2 Rhodotorul | 80,20% 98% KY814728. |200
a 1
mucilaginos
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M2-3

Trichosporo
n asahii
YGC-16

99,73%

74%

MW534718
A

500

M2-4

Phlebia

acerina

100,00%

59%

OM955744.
1

100

M3-1

Kodamaea

ohmeri

92,21%

96%

EF196811.1

80

M3-2

Candida
intermedio
aislado
4Y142

100,00%

60%

MT138731.
1

250

M4-1

Kodamaea
ohmeri SB6

97,60%

72%

MF061602.
1

230

M5-1

[Candida]
haemuli,
S49AF

100,00%

62%

KY112738.
1

300

M9-1

Kodamaea
ohmeri,
CU19015.6

100,00%

53%

MT482661.
1

250
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M9-2 Candida  |99,22% 73% GQ280290. | 350
metapsilosi 1
s ZA019

M10-1 Trichosporo | 94,72% 82% MZ133617. | 300
n 1
asteroides
BPI003

M10-2 Candida |100,00% |79% GQ280290. |300
metapsilosi 1
s ZA019

De acuerdo a la secuenciacion de la region ITS del genoma de los aislados, el
género fungico que mas comunmente se encuentra colonizando los ambientes
domeésticos en la region Litoral es Candida correspondiendo al 41,66% del total de

cepas que fueron seleccionadas.

Tres de nuestras 12 cepas estan emparentadas con Candida metapsilosis; en
algunos casos (cepas M2-1 y M10-2) la identidad es del 100%. Por otro lado,
cuatro de las 12 cepas estan relacionadas con la especie Kodamaea ohmeri , lo

cual representa el 25% del total de cepas seleccionadas.

Los demas aislados estan relacionados con las especies incluyen Rhodotorula
mucilaginosa y Trichosporon asahii, con porcentajes de identidad del 80.20% vy

99.73%, respectivamente.
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Discusion

La finalidad de nuestro proyecto de tesis fue evaluar, mediante métodos
microbioldgicos y moleculares, la posible presencia de levaduras termoresistentes
sobre superficies que estan ubicadas en lavaplatos domésticos y sus alrededores.
Los resultados que logramos obtener muestran que efectivamente cada superficie

se encuentra colonizada de manera abundante por una diversidad de levaduras.

Nuestro estudio incluyé 12 aislados capaces de multiplicarse de manera optima a
30°C. De estos, seis aislados tuvieron la capacidad de crecer a 40°C. De igual
manera, se evidencido que 11 de los 12 aislados son capaces de penetrar medio
agarizado, una evidencia de su potencial como patdgenos oportunistas. En base a
nuestro conocimiento de literatura especializada, este trabajo se trata de una de

las primeras investigaciones realizadas en la region costa ecuatoriana.

Uno de los descubrimientos mas notables fue la elevada diversidad morfolégica
de las colonias de bacterias y levaduras. Esta diversidad es similar a la reportada
por Gilbert y Hartmann en el 2024, en donde se hizo una revision de literatura,
con la finalidad de recopilar y analizar diversas fuentes para entender cémo los
microorganismos se comportan en ambientes cerrados, como los ambientes

domésticos (30).

Estos microbiomas domésticos se ven influidos por multiples factores, como el
disefio del edificio, la ocupacion, la presencia de animales no humanos, la higiene
y la proximidad a espacios verdes. Los microorganismos como las levaduras estan
presentes en areas que son construidas con la finalidad de ser habitadas por
seres humanos. Su presencia se atribuye a las actividades que se realizan dentro
de estas areas, como la manipulacion de carnes, verduras, frutas, el lavado de
utensilios y otros enseres. Los factores ambientales y fisicos aportan un nicho

Optimo para su proliferacion.

Teniendo en cuenta que la regidn costa ecuatoriana presenta una temperatura

ambiente que varia entre los 25°C y los 36°C, no es de extrafar que 9 de 12
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aislados fueran capaces de multiplicarse a 37°C,; sin embargo, la capacidad de
crecimiento de 6 aislados disminuyé conforme se incremento la temperatura a
40°C. De hecho, unicamente 6 aislados presentaron una capacidad de crecimiento
a esta temperatura, relativamente elevada, indicando la presencia de especies

termoresistentes (31).

La temperatura habitual del cuerpo humano oscila entre los 36°C y 37°C,
temperatura similar a la que proliferan estas levaduras, siendo este un posible
factor de riesgo para la salud humana ya que, en caso de ser patdgenas
potenciales, podrian multiplicarse en los érganos y tejidos de las personas. Esta
capacidad de termotolerancia le permitiria colonizar nuevos nichos organicos,

como lo son los seres humanos, produciendo asi diversas patologias (30).

En este estudio se encontré que los ambientes domésticos estan colonizados en
gran parte por levaduras del género Candida, muchas de las cuales son conocidas
patdbgenas oportunistas en humanos, capaces de proliferar en los fluidos

corporales y penetrar tejidos (32).

Los factores de virulencia indican la capacidad que tiene un microorganismo para
producir una infeccion en diferentes tipos de hospedadores. En el presente estudio
se evidencid que todos los aislados evaluados producen hemolisinas. Estas
enzimas son responsables de la destruccidén de hematies y una consecuente

liberacion de hemoglobina produciendo anemias hemoliticas (33).

En cuanto a la actividad proteasa, dos de los 12 aislados (M2-2,M2-4) la
presentaron. Estas enzimas son capaces de hidrolizar el enlace peptidico,
llevando a la degradacién de proteinas. Se trata de un factor de virulencia crucial
pues, en caso de ingresar a nuestro organismo, produciria la hidrdlisis de
proteinas importantes como las inmunoglobulinas, el colageno, y ciertas enzimas,

entre otros (34).
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Ninguna de las cepas incluidas en el estudio fue capaz de producir fosfolipasas no
obstante, no seria de descartar que, tal vez, las condiciones en las que fué
evaluada la produccién de estas enzimas no fueron 6ptimas. Se trata de un factor
de virulencia que juega un papel importante en la degradacion de lipidos,

pudiendo contribuir con graves infecciones en pacientes inmunodeprimidos (34).

En cuanto a la capacidad de penetrar sustratos agarizados, 11 de los 12 aislados
fueron capaces de hacerlo. Esta habilidad constituye un factor de virulencia
importante, pues la activacién de crecimiento en forma de hifas y la diseminacién

de las mismas podria culminar en una infeccién grave (35).

Los resultados de analisis de secuenciacion de nucledétidos, demostraron que de
los 12 aislados 5 pertenecen al género Candida, 3 al género Kodamaea, 2 al
geénero Trichosporon, y 1 al género Rhodotorula. Algunas especies pertenecientes
a estos géneros son conocidas patdogenas o patdégenas oportunistas. Como
sabemos, este tipo de patdbgenos son muy peligrosos para personas
inmunocomprometidas. Tal vez las especies del género Candida son los mejores
ejemplos de esto. En un estudio firmado por Furlaneto en el 2018, se aclaré que la
mayor parte de infecciones del torrente sanguineo son producto de diversas

especies del género Candida (36).

En forma similar, un estudio llevado a cabo por Thambugala Kasun en 2024,
reporté que Kodamaea , Rhodotorula, y Trichosporon se cuentan entre los géneros
de hongos que mayor cantidad de infecciones causan en seres humanos. Estas
infecciones fungicas representan una gran amenaza para millones de personas

inmunodeprimidas (37).

Pese a la novedad de algunos de los resultados reportados en este estudio cabe
destacar ciertas limitaciones. La primera de ellas es que, al ser un trabajo
realizado en base a métodos dependientes de cultivos, solo se pudo evidenciar el
1% de la biodiversidad microbiana de un ambiente. En efecto, las condiciones de

cultivo no nos permiten cultivar el 99% restante (39).
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Sin embargo, gracias a este método se pueden observar las caracteristicas
fisiologicas y fenotipicas de los aislados microbianos, aspecto que no se lograria
dilucidar de otra manera (38). La segunda limitacion, fue que, al tratarse de un
estudio observacional y descriptivo se incluyd en el estudio un conjunto
relativamente modesto de diez departamentos; hubiera sido conveniente trabajar
con un mayor numero de apartamentos para poder extrapolar nuestros resultados
a toda la regién. No obstante, pese a las limitaciones mencionadas, esta
investigacion aporta informacion muy relevante para el estudio de levaduras
extremdfilas domésticas y su posible impacto en la salud humana, particularmente
en una region del mundo que no ha sido estudiada hasta la fecha en relacién con

este tema.

Para concluir, a través de este proyecto de investigacion hemos determinado la
presencia de levaduras extremofilas en ambientes domésticos de la costa
ecuatoriana. De los aislados purificados 12 seleccionados para su caracterizacion
en extenso, presentaron resistencia a temperaturas moderadas (37°C), y 6
crecieron a 40°C. Asimismo, todos los aislados fueron capaces de penetrar un
sustrato agarizado, lo cual representa uno de los factores mas importantes para el
desarrollo de infecciones fungicas, porque podria llegar a afectar tejidos
profundos. Como hemos mencionado anteriormente, hasta donde hemos
consultado la literatura especializada, este estudio representa el primero en su

estilo que se realiza en ambientes domésticos de la costa ecuatoriana.
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IV.1.- CONCLUSIONES

e Se determind la presencia de al menos 12 aislados de levaduras en
ambientes domésticos de la Costa Ecuatoriana. Entre los mismos, destacan
cepas relacionadas filogenéticamente con las especies Candida
metapsilosis, Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon asahii, Phlebia
acerina, Kodamaea ohmeri, Candida intermedio, Kodamaea ohmeri,
Candida haemuli, Kodamaea ohmeri, Candida metapsilosis, Trichosporon

asteroides, Candida metapsilosis.

e Estas levaduras presentaron factores de virulencia como actividad

hemolitica , proteolitica y capacidad de penetrar el medio agarizado.

e El 100% de los aislados fueron capaces de proliferar a 37°C, misma
temperatura a la que se encuentra el cuerpo humano, siendo esto una
posible amenaza para las personas inmunocomprometidas. De igual
manera, el 50% de los aislados son termoresistentes, siendo capaces de

crecer a 40°C.
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IV.2.- RECOMENDACIONES

e Adentrarse en el estudio de los aislados obtenidos a partir del

muestreo en lavaplatos manuales.

e Amplificar el numero de muestras, para un posterior analisis de la

diversidad microbiana.

e Garantizar el libre acceso a esta informacion para posteriores

estudios, fomentando el interés en el area.
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Anexo 1. Aislados puros.
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Anexo 3: Crecimiento de las levaduras a diferentes temperaturas.

25°C 30 °C

37°C 40 °C
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Anexo 4: Capacidad de penetracion de levaduras vistos bajo el microscopio con
lente 6ptico de 4x, 10x y 40x.

Aislado M2-1.

Aislado M2-2..

Aislado M2-3.

Aislado M2-4
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Aislado M4-1
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Aislado M5

Aislado M9-1

Aislado M10-1
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Aislado M10-2
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Anexo 5: Analisis de secuenciacion.

M2-1.

12T Lixt

1

>H240625-003_023_12_ITS1.abl 1409

2 GGACGGCGATTCGAGAAGTTGCTCCCTGCATACTAAATCCATACCATGTG
3 TCCCCATCCCCCCCGAAAACCCTGCTCGGTGGGCCACGGCCTGCCAGAGT
4 TCAAACTCAACCAAATACTATTCATCGTCAACTTGATTAACTAATAGTCA
5 AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC
6 GAAATGCGATAAGTAATATGAATCGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCT
7 TTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAG
8 CGTCATTTCTCCCTCAAACCTTCGGGTTTGGTGTTGAGCGATACGCTGGG
9 TTTGCTTGAAAGAAAGGCGGAGTATAAACTAATGGATAGGTTTTTTTTTC

10 CACTCATTGGTACAAACTCCAAACATTCTTCCAAATTCGACCTCAAATCA

11 GGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATAAAACCGGGGGGAAAAAACA

12 GGTGTGGTCTTTTTCTTTAGGTACTGGAAAAACGGACTATCTCTGGARAT

13 AACGCGATTTTGACCGAGTTGAAAAAGTCATGATCAGAGATCGGTCTTAT

14 GTCGGTGCTAGCGCCACTAGTGGTTTGATAATCGCCTTTGGCGATTTTTT

15 AAAGTTATAGCAGCTGTTATGCCTGTGCGTCTAAACCCTCGAGGTAATAC

16 TCGCACCATATAGTTTTAGGGGACGCGACACACCGGCACTGATGTCCGCG

17 CTATGTGAGTAACTGCCTGTCACCTGTGGACTTGCCAGGGAGCAGCAGTA

18 GTCCCAGTTAATTTGAATTCTGTCAACCGCTATTGGTGACGCGCTGCCAT

19 CAAACAGGGCTGTGGCCTCTGCCTCAAATTATTGAGCTAGATCCATCCTA

20 TCCTTGTACATGTTATGACGTAGGCGTATCGCCTCGAATACACTGGCAGG

21 AAGTGTCGCAGTGGTTCAGATTTGTGATGAAAGCCACGACGGCTTACATT

22 ACCGAAGCACGTGGCAGTGTATGAGTGCGCGCGAGTGCGCGGCAATACCG

23 AGCCATTAGATCCTTCACTCAATGTCCAAGATCTATATAAGTGCGATGTG

24 TTTCGACGTGCATGTAGCTGATACAGTGCTTGCTGGTGGCTCTGAGATTC

25 GGTTGCATGCGTCGTGATCAGGATAATGATCTGTCGTCGACCTCTAAGGG

26 GCGTCGCACTGCTATATCTAGGCATCAGTTCGTGCGCATCAGCATCATAT

27 CTGTTACTCGTGTCGTCTCTGTCGATATCATTCGTTGCTCTAGCAGACCG

28 CTCGAGCGTACCATTTCGGCGGTGTCTCGTCCAGTGTCTGCACACTCGTA

29 CATCGATCCAAGATGTGGCTGATCTGCGACTCATTGAACAACTCAGTCGA

30 CGAGACGAC

M2-2 .
18_ITS1.txt

1 >H240625-003_I@2_18_ITSl.abl 585
2 CTAAGGGTGAATTCGGTCGATCAGCTTACCTTGGAGTGCACAACTCTCTC
3 TTTCTAACCCTGTACACTTGTGTGTCATATTAACTCTCGAAGGAGATCTG
4 ACTCCTATTGAATTGTTAAGACAAAGGCTTTAAATGTGTTAGATTTTATA
5  ACTAAATTTTACTTTCAACTTCGGATCGCTTGGCTCTGGCATCCATGAAG
6  AACCCCCCGAAGGGCCTGTGATTAGTGTGAATTGCCGAATTCAGTGACTC
7 GGCAAATCTTTGAACACTGCTTGCGCTCCGTGGAATTCCGTGGACCATGE
8  CAGCACGAGTGTTTTGCCGACTTCAATCCTCAGCTTTCTTAGGATTGACG
9  AGGAACTGGGCTTGCAAGAATTGTTGGCCTTTACGGTCTAGCTCGTTCGT

10 AATGCAGTAACACCCGCAATGGAACTTCCGATTGACTTGACTTACTAGAC

11 TATTCGCTGAAGACTTCTGGTCATCCGACTATAGCCGAGTTGCGTTGCGG

12 AMATTCTAATCGGAATGCCTACGTTAAATGATTAGATCTCAACTCAGGTA

13 GGACTACCCGCTGACCTTTGACGTTCAGAATACAC

M2-3
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19_ITS T xt

1 >H249625-003_K02_19_ITS1l.abl 1675

[ RN S N SR N]

GTGGCTTGGTGATTGCCTTTATAGGCTTATAACTATATCCACTTACACCT
GTGAACTGTTCTACTACTTGACGCAAGTCGAGTATTTTTACAAACAATGT
GTAATGAACGTCGTTTTATTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAT TGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAGCTTGCGETC
TCTGGTATTCCOGAGAGCATGCCTGTTTCAGTGTCATGAAATCTCAACCA
CTAGGGTTTCCTAATGGATTGGATTTGGGCGTCTGCGATCTCTGATCGLT

9 CGCCTTAAAAGAGTTAGCAAGTTTGACATTAATGTCTGGTGTAATAAGTT
10 TCACTGGGTCCATTGTGTTGAAGCGTGCTTCTAATCGTCCGCAAGGACAA
11 TTACTTTGACTCTGGCCTGAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAG
12 CATATCAATAAGCCGGGAGGAAAAGTTTTAAGATTAGATCACAAATCAGA
13 TACGACTACGAGCAGACCCAGGCTATTAATTCAGGAAGGAATAAGAGATT
14 GGGGGGAGCEGCEAGAGGGATCTACTAGCGTAGCGAGGACT CGGTGGAGC
15 CAGCGGGCCAGTTTGCGGTCGACAGCGAGGGGGAAGAAATTTGCTGAGAA
16 CAAGACGCTGTGTGGGTGTAAAGAGARAGGGATAAAAGGEGGCCGAAAGG
17 CTGAAAGGCAGTTCAGCTGGTCCCCTGCGAGTTCGTAGAGAATGGTTGAG
18  AGATCGCCGGACCCAATGTAGAGTGAATCGTAGGCCCTGGAGCGGGATAG
19 CAATAGAATGGGOGCGGGGAAGTAGCTGCGOGTTGGTGTGGGAGCCGTGA
20 TGGLTTGETGCTGGOGHGCAGAAGT TGAGGACAAGCCACTAAAGAAGGGGG
21 TGGGATGCAATGGTCGGTAGGGAGGGCGCTGGGGAAGGGGT CAAGGTACG
22 AGAACCTCTGGATAGGGTATTCCGGGEGECGATGGGGAAGAGTGGEGEGG
23 CTGATGAAAGAGTCGGGGGGGGGLTGATGTCGTCGAACACCTGGGTTATC
24 TCGGCGGACTATCTAGCATTCACGCATCTCGACGGGAACCAAATGGAGAG
25 AGATCATATCGATGGCATCAATGACACGGTCGTCACAGTGGCGCGAATTG
26 ACGTCAATCGTCTCGAGACTCGACGATTGGGGTCGGCGACGAACGTTGGC
27 GCGCGCATCGCATATCGCGCCGAGTCGACGCTCGTGCTCGATCGAGACGG
28 AATCGACACACACTCGCAACCGCGCATCGGTGAACTCACTCTGTCCGTCT
29 TGCAGGAATATGACGTGGGGCAAGGTGGGGTAGTGAACGGT CCATCGGAT
30 CATGAGGGAACAGGAATCGAATGGCGTAGGTTTTACGATAAATTGGCGTG
31 AGATGGTGTCACGCCTCGACATGGACGACGCGGATGACGGGAGTTGACCG
32 GTGTGGAACCCCOTGCATTTCGCACGTCGAGGTGACGTATCGCTCGTCGA
33 TTCGGCGATTCTCOTGOGGGCGTGGEEGETGTGAATGTGGGCCGATGCGT
34 GGAATGGCGAGGCGGAAAATTGTGGGAGAGCTGTGTATCAAAAGAGAGAA
35 TCGGGAATTGCTCGTGTTGAAAAAC

M2-4

20_ITS1.txt
1 >H240625-003_M02_20_ITS1l.abl 588
2 GGGATTTATTATTGTATTCACTGTTTTGAAGCAACACAATTAACCATTTA
3 ATATTTCAATAACCTAAAAAAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
4 GTTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTATCATGACT
5 TGCAGACGTGAATCATCAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTGAGGTATT
6 CCTCAAGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGGCTCCCTTCAAACCCCCGGGTTT
7 GGTGTTGCCTTCCGAAATATCACAGTTGTCGCAATACGTTACTTCAACTT
8 TATTCTTTCGCCCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA
9 TCAAAAACCCGGAAGGAAAAGTCCGCGCTGCTCTGTGTTCTGCTTAGATC
10 GTTCGTAGAACATATTAATCAGCGACCGAACTTCAGATTGACTTTGCGTC
11 ATAGTCTATTCGCTGATGATTCTACTTTACAAGATTCGAGTTGCGTTAAA
12 TGATGCTCCTAATCCTATAGTCTATTATTTGATTAGATCTCGGTCAGTAG
13 GACTACCCGCTGAACTTCAACTATACGCTGGACCCATG

M3-1.

79



21_ITS1.txt

1 >H240625-003_002_21_ITS1l.abl 380
2 GAAGGGGGAAATCGTATTTTAACTGCCGTTCTTGAAACCTCACTCTCTCT
3 TTCTAAACATGTCTTTATGTAAAATTCCTAACACTTTCTTCACAGAGCTT
4 CTGGTTCTCGCATCGAAAATGAACGCATCTAATTGCTTTCCTAACTTCCA
5 ATCGCAACTCTTGGAATCATCGAATCTTTGACCGCACTTTGGACCATTGG
6 GTATTCCCAATGGTATGCTTGTTTGAGAGAATACTTCCCTATTCCTCACG
7 GATTGTATTGTGTTTCCCCGAAAACAATGACGACAGTACTCTCCTGAACG
8 GTTCCGTCACTACTCTCCTTTTATTTCCTCAAATCAAGTAGGACTACCCG
9 CTGAACTTAATCATATCAATAACCGGAGGA
22_ITS .txt
1 >H240625-803_A84_22_ITS1.abl 1400
2 GGGATTTATTATGTTTACTTTGTTTTGAGCAACACTAATAACCATTAATA
3 TTTCAATAACTTAGAAAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC
4 TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTATCATGACTTGCAG
5 ACGTGAATCATCAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTGAGGTATTCCTCA
6 AGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGGCTCCCTTCAMACCCCCGGGTTTGGTGT
7 TGCCTTCCGAAATATCACAGTTGTTGCAATACGTTACTTCAACTTTATTC
8 TTTCGCCCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAA
9 ACCGGGGAAGAAACGCTTGTGCGGAACTAGGCTTGCTACTTAGGACCACA
18 GAAACGCATCAGAAGGCAGGTCGAATCTGACGCGCGGCTCGATCTACGAA
11 GTGCTACCGAGAAGACTTCGATATCTCTAGGTTTCATTAGCGGTAAGTAC
12 GCTAGGGTCTGCAGTACCCATATGACCCCCTACAACCAGCGTTTGCGAGG
13 CCTGCCTTGTTTGCTACTGCTAAAATCACGGCCCGEGCAGCACAATGACT
14 ATATCTACCTTCGTTTGGCAACGAAGAGGTCACGCTAGCTAGTTACATGT
15 TAGGAGGACGATAGACAACGGGGCGGACGTGCATGGTTAACCTAAGACAG
16 TCCTGCTCTGAGACTACTGTGCTGCGCCACGGACTGGCAGCCTCGTTGEC
17 TGGGTCTATCGTCTTTCTGTGTACTGGATAATAGGCTTCGAACATTCCCT
18 AAAACGTGCGTGCGCCGRCCAGCTGCCGGCCTGAGATCCTGATGGCCCCG
19 AACTCCCTAATCGTCCAAATCCAAGATCAGTGCTTTGGACGTCACGTCAT
20 GTTATCGTAGACTCACTCTGATTCACAGTCTACCGCTCAGACTTAGAATC
21 TGATTCGTTGTAGGGTCTGCCCACTCGTGCTCTCCGACGACATGCTCAGG
22 TCATATAGCTTTATCACCGCTGACTACGTGTTGGCTCGGGGCGECCACGE
23 GGCAGATATGTGAAACATCCTGTGGTTTAGCCCCTCCCTGAGGCCACGGA
24 TGCTTGTGTCGGTGTCACGGCATCCAATGAAACTTCACCGCGACGACCCG
25 TTACCGTGGCCCTGAATGTCACGCTGAATCGAGGGTGAGTCGAGTTGGTC
26 TCTGAGGGAGGCTTCTTCGGCGGCTTAATCGGCCGAGGATCTTCACTGAT
27 CTGGGTCGCGTCACTCTCACGGTCATGTGGGGATTGCGGTCGACGCACTG
28 GGTTCGCGATCAATCTCACGCCTCGTGAAAGTGAGGTTGGACGAATCCTC
29 CGCTTTTCTCCTTCAACGCCACCAGCTGTACGTTGGTCGAGTCTCACCAC
30
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23_ITS1.txt

1

>H240625-003_C04_23_ITS1.abl 480

2 GGTAAATTTATTTTTCTTACCCACTTGTTTTTTCCTACAACAAAACAAAT
3 TCTATTTTAAAAACAATTTCTTTCCAAGTAAATTTCTTCAAAACTCCTCA
4 ACAACCGGATTCTCTCTGGTTTCTACGCATTCGATTGTAAGTAACGTCAG
5 TCGTAAATTGCGTATCTCGTCAATCACGTAATACGTCAAGCCTACTACGG
6 GTGATTCATACGAATACTTTTGAACGCACATTCGCACCATTCGGGTATTC
7 CCAATTGGTATGCTTTGTTTCGAGCGAATACTTCCCTAATCCTCACGGAT
8 TGTATTGTGTTTGCACGAAAATAATGACGACAGTACTCTACAAAACGGTA
9 CCGTCAGTACACTCATTTTTTTTCCTCAAATCAAGTAGGACTACCCGCTG
10 AACTTAAGCTATCTAACCCCGGGAAAAAAAGACGCCTTGTGCTTTTTTCT
11 TCACTAATGCACCTCGAAAGAGGGGGGGTG
M5-1
24_ITS1.txt
1 >H240625-003_E04_24_ITS1.abl 2510
2 GGGGATAAATCTTTTCAAACTTTGTTTTGATTAAAAGCAACCACCGTTAA
3 GTTCAAAAATCTAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGC
4 ATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAGTATGACTTGCAGALCGT
5 GAATCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCCTTGGGGCATTCCCCAAGG
6 CATGCCTGTTTGAGCGTGATATCTTCTCACCGTTGGTGGATTTGTTTCTA
7 AATATCATGCCACAGTGAAGTCTACGCTTTCACTGCTTTTTCCCCTCAAA
8 TCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGCCCGGAAGGAA
9 ACTGAACTTAAGCATATCAAAGAACCGCAAAAAARAAACGGAGACATATC
10 GTATATTCGCGACATATAATGACCGCCAGAGAGCGAAAGTGCCTCGGATT
11 CGACCATCGAGCAGGTAGTACGTGCGTAAAGTAAACGTAACTAGAACCTT
12 ACTAGAAATGACTTTCCGGAACCATACAGCCTAAGGGGCTACAGCAGGTA
13 ACGACTGGGTACAAAACGGGTAAATGGGCTCCCGGGGAGATTCCCTTTAT
14 GCCCCCOTGTTTCATAAATCCTTTAGTTATTTTGCCAATTCCCGGCCTAA
15 ACATACCTTTCGCGGGGTTGATCAAAAAAGGGAAGCGTTTCGTTCTTGGA
16 AAGGGGACTTCGTGAAACACACACTCTCCTTTCGCCGAGCTGGCAGCGTT
17 TACAAAGGCGAAAGCGCTGAGGTCCAGCCGAGAGGGCGGAGAAGTCGGGA
18 AATCACACCAGTGCTGGTCATATTAACGACGGTCGGCTTTTCCTCTCAAC
19 TCTTTTCCCAGACAGGGTGGGOACGGAAAATATTAAGATCTCTTTATACG
20 AATGAGGGTCCTGTTTTACATGGGTGGGAGCATCACGGTCAATAGGTCTG
21 CGGCGCGTTCTGCCTCGAGGCTCGTCGACGGTCGCCTGGGGCTCGCCTCC
22 TTGGTCCAAAAACTCCTTCGCAGGGAACGTCGTCGGTATCGAAAAACAAC
23 AATCCTTCGAGTCGTCCGGGCGAAAAGTGGGAGGTAGGAAGAGCCCCTCT
24 AAACGCCCATCOGGGAAGGGTCTTATCCACCACCCACCAAAATCGATCGC
25 CTTTAGAGTCACTTCGTCGCGTCTCTCTCGCGCGATAGCTCAACGGAGAA
26 CCCAATTTTTGTTGAATGGACGACGCCAACGCATCACAAATGGGGCGCGA
27 CGTGGTACAATCAGGAACCCCTCGTCCTCGTCCGGTCCCACATGGGGGGG
28 CAGAAGGATGGCGCCGACCTCCTCCTCTCATCACGTTTTAACGTTGGLCG
29 CGCGGGTGACAAAATCGATCCTCTTTTCCTGTCCCAGACGGCAGAGGTTC
30 GTTTCGCGTCGTCACGCTCTTTGCATCTGTTACTTTCGCCCGCATCAGAA
31 TACACATCGTTTGATGGCTCCATCAGAAGGCACACATGGGTAATGGTTAC
32 AATCCTTTCTCTCGGCCGCGCGCGCTGACCTCTGCAATCGCGACGGAGGA
33 GAGTCATCTCGTTCAGGAGTGCTGTCGAGGAACATCCATCGAGAGGTCGG
34 TGCTTAGTCTCAGAAATGGTCTCAAGCACATCTCTCTATTGGTCTTGTGG
35 GCAGTCTGTTGGCGACGGCTCAACCATCCTCGAAGGGCGCGCCGCTATCT
36 GTTCCCATCGGCCTTCGTGCTCAAGGAAGGTATGTATCGCTGTGTTACCA
M9-1
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25_ITST.txt

W oo N U R WN R

e el
bW RS

>H240625-003_604_25_ITS1.abl 605
GGTAAATCTATTTTTTTACCCAACTGGTTTTTTCCTTAAACAAAACAAAT
TCTATTCTAAAAACAATTTCTTTACAAGTAAATTTCTTCAAAACTTCTCA
ACAACGGATTCTCTTTGGTTACTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATACGTAATACGAATCGCAGCTACTCGGAATCATCGAATCTTCGAACG
CACATCGCACCATCGGGTATTCCCAATGGTATGCTTGTTTGAGCGAATAC
TTCCCTAATCCTCACGGATTGTATTGTGTTTGCACGAAAATAATGACGAC
AGTACTCTACAAAACGGTACCGTCAGTACACTCATTTTTTTTCCTCAAAT
CAAGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCTAAACCCGGGAAGAAAA
ATTCGGTTGGTCTTTAACTATGCCTTAAGGCACAAGAACACTTATCTTGA
CGTGGAGAATGATTTGTCTTGTCTCTTGTTTTTGATATTCTACTTAATAA
GTTTCGAGTTGCGTTAAACGCTGCTCCTAATCTTCTGGTCTATTTTTTCA
TTCTATCTCGACTCACGTATGAGTACCGCTCAGGTTAGAATATTCGCTGA
CCTTA

M9-2

3_1T57.txt

~H248625-803_M21_3_ITS1.abl 1970

GGGAAAAAAAAT GEGAAAAGGTTGCTCAACTTGCAATCCTTTCTTTAATT
ACACATGTTGTTTTTTTTTTTTTTTGAAAACTTTTGCTTTTGGTGGGCCC
ACGGCCTGLCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTTCATTCAATCTGTCAA
CTTTGATTAACTAATAGTCAAAACTCCTCAACAACGGATCTCTCGGTACT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATCGCAGA
TATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTC
CAMAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCAAACCTTCGGGTTT
GGTGTTGAGCGATACGCTGGGTTTGCTTGAAAGAAAGGCGGAGTATAAAC
TAATGGATAGGGTTTTTTTTTTCCACTCATTGGTACAAACTCCAAACATT
CTTCCAAATTCAACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAAAAACGGGGGGAAAAAAAAATATGCTGCGTAACTTTTAAATTTCT
ACTAATAAGGTCCTGAGAAAAAAAACTTTCCGACATGATACGGCTGACGG
TATGTGGCATATCACATAGTGATGTGGGTCAGGATGATACTTCCATGTTC
CAAATTAGCACGACGGTATGGTTGGTGGCCAGTAGGTAGGGAGC TGCGGT
GACGAGGGATTGAACGTCGTAAGACTCTCCCTGAGTCACTGTGCAAGGTA
CCETAAGCAACCTATTAATGCGACGTGCGCTAGCAGAGTATGAATGCAAG
CGGCGAAAGGACTGAAATGTGCATCCTCGCAGTGGTTATCATCAATATCA
AGGTTCTACTCAGTCTGCATTGGGTATCTAACTAGTTCATGACCGTCGAA
GCAGATTCGTCAGTACGCACACAATCACATGCATACTCGTACTAAGTTGT
GTCTACGTACTCACCGCTCCAGCGCAGTTGTTGATAGACGTGCGCTCGTG
ATGCACAATCAGGTATGGATCAGACACGCAGGCGTACACGCAGGAGTCAG
CTATACTCGTTTCACGTCATGTCGCTGACGCGCAGGGTCAGAATTATAGC
GTGGTCCTACGATCGGTTTCTACGCTGCTGTGAGATACAGTGTTTCTTAC
GTAGACGCATAGTCGCGGTACGATTGTAACATCGAACGGTCGATTCAGAT
GTCGGTTCACGTTCCAGAAGATGCACTGTGCGACAATCGAGTCGTACTTG
GCTGACATGCACATACCATAGGGCATTAGTCGCTGATTGGCGGCACGCTC
GCGTGTGACGTACGTATAGAGGGACGCGATCAATAGTACATCTCTGGGAC
TATATCGTCCATACTATGTAGATTGCGCTTGATCTACGTCTGATGCCACG
CCGCATAGGGTAGTGGCTGGATGATGGCGTTGACGAGATAGCTCTGATAT
GGTCTCGAGCAAGTCATTTCGACCTGACTCAGTAGCGGTATCGCGAAGTG
ATGACGTACGGTGATCGCAGAGACGGTTCACGTCATCGTGTTGTGTCGLG
TCGTCTGTGCTATCTCTATCAGCGATCGACGGCGTCAGAGCTCGAATCAC
ACACTCTGATATGAATGCCGGATGCGATAATGTCGCGCTCTACTTGCGAT
GACCAGCTCTCGCATCTGTGCGTGAGTGTTCGGATATGTAGTCGCGGGTG
AGATGTGTAGTACCTGCAGAGTAGGACGATAAGUGAATGTACACGAGACG
CACACGGCTCGTTGGCTTTCTAGACTTCTGAGCTATGACGACGTCGACTG
ACGACAAGATACATCGTAATGATCATCCTAGAATCCGTGCGTCTGAGTGA
TCGACAAGTGACACTATACGTACTTCGTATCACGACTACATAGAGTCAGC
AAGCGCAAAGTATGTGAAAGACTTTACGCAGTGATTAGATCAATAGCACG
CGCTCTATACGACATACATC

M10-1
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6_ITS1.txt

1 >H240625-003_C23_6_ITS1.abl 1094
2 GGAAAAATGAAGCCTTAAATGGCTAAAAACTAATATCCACTTCACACCTG
3 TTGAACTGTTATACTACTCTGACGCAAGTACGAGTCTTTTTACAAACAAT
4 GTGTAACGAACGTACGTTTTCATATAACAAAATCAAAACTTTTCAACAAT
5  CGGATACTACTTTGGCTTCACGCATACGATTGAAGAACGCAGCGAATCGC
6  GATAAGTAATGTCGAATTCGCAGAATTTCAGTCGAATCATCGAATCTCTT
7 GAACGCAGCTCTGCGCTACTCTGGTATACCGGAGTAGCATCGCCTTGTTT
8  TCAGTCGTCATTGAAATCCTCAACCACTAGGGTTTTCCTAATGGGATTTG
9 GATTTTGGGGCGTCTGCGATCTCTGATCGGCTCGCCTTAAAAGAGTTAAG
10 CAAGTTTTGACATTAATGTCTTGTGGTAATAAGTTTCACTGGGTCCATTG
11 TGTTGAAGCGTGCTTCTAATCGTCCGCAAGGACAATTACTTTGACTCTGG
12 CCTGAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAACCGG
13 GAAAAAAAAAAATATCGTTTTAAAGATTATAATCTCTGTTTAAGGGTAGC
14 GACGAAAAAAACTGAACTGTAAGCATACATAACAAACTCTGGAAAAAAAA
15  CTCTATGTGTGGGGAGAGAGAAAAGGATAGTGGTCGGGGGTGCCCTGCGG
16  GTAGCAGCAGGTATCCCTAGATTGTCAGGGAGTTCGACTCGATTGCCGAG
17 GTTGTCACGAGATTGATCACCCGCCACCGCAAGACCAGTGGTCCCACTAT
18  CATGGGACGCCATACCGAAGTTAGTCATATTGCGCGGGCGTAACGTAGCC
19 TGCGTATGAGGTAACGAACCGCGGGATAGACGAACTCTGGGGAGTGTGCG
20 TCATAGTGTAGTATGAGACACAATATTGTGGATGTCGCGAATCACGAAGT
21 GCGATGAGAGAGCAGGACAGGGCAAAGAAGGTCCTTACACCCTAGCACTC
22 ATAGCGTAAGTGACAGTTCAGGAAGGGAGGTGTGACGTTGATGCAGGCGC
23 GCGTAGGCTTTGAGAAAGCGTGAGTCACATATTTCACTATATGG
M10-2
7_ITS1.ixt
1 >H240625-003_E23_7_ITSl.abl 1020
2 GGACGGATATATCGAGAAGTCGCTCCCTTGCATACACAATACATACCATG
3 TGTAAAATCAAAAACGAAAACTATGCACGGTGGGCCCACGGCCTGCCAGA
4 GACCAACAAACCAAAAAAACTTTAATTGTCAACACGATTAACTAATAGTC
5 AAAACCAAAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC
6  GAAATGCGATAAGTAATATGAATCGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCT
7 TTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAG
8 CGTCATTTCTCCCTCAAACCTTCGGGTTTGGTGTTGAGCGATACGCTGGG
9 TTTGCTTGAAAGAAAGGCGGAGTATAAACTAATGGATAGGTTTTTTTTTT
10 CCACTCATTGGTACAAACTCCAAACATTCTTCCAAATTCGACCTCAAATC
11 AGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGGGGGGAAAAAAAA
12 CATGTAGATATAGCGAGCTTACACCTAAGATAGAGAGAAAACTCGCTGAC
13 TTCATCTAACATAACTATGCACTGGATTTTGGTAATGCGGTCGCCAGACC
14  GTGATCGGTTCCCTGGCGAATTCGGTACCCCTGATCAAGATGACGTAGTG
15 AGGTACGCGATGCGCCAGCGCACAGTCTGTTGATGGGATAATACTCACTG
16 GCATCCGGCATAGAGCAATTCTGGGCGATTTCGAACATAGTGTAACAATC
17 GCCCAGTGCACAGTAGTCCTGCCGTTGTTGGATGATGAAGCATGTAGTCA
18  GATAGTAGCTTAAGCGCTTCTCTGCGGGCGGGTGACTTCTGTATGATGCA
19 GTTGAGAGTAGTCAATTAACTAGTAGACCGAGTGAGCCAGAATAGTGGGT
20 ACTAGATTCTGCGAGGCTGTGGAGCGCGTAGATCACCTTGATTCACGTGT
21 GTTTAATAGACTCCACACCACAGGCACAGGCCTATGCGGCATAGATGCAC
22 ATATTGTTGCGGGTGACATG
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Anexo 6: Secuencias y espectroferograma de los 12 genomas aislados.

Genoma M2-1

1 0 3 a =0 &0 To B0 0 oo 110
GOAC GGCGATTC G AGAA GTTGCTCC CTGC ATA CT AAATCCATACCA TG T@CCCCATCCCCCCC GAAAC CCTGC T C GGTGGM € ACGGC CTECCAGAGTTC AAMCTCAACCAAAT

< LN e NI W asaseaaassat Nesol M W= MM A AR M i

o 130 140 150 160 170 180 190 200 2o 0 20 0
ACTATTC AT OGT CAACTT G ATT AACT AAT AGTCAAAACT TT CAACAACGGA TCT CTT GGTT CTCGC A TCGATGAAGAAC GEAGCGAAT G GAT AAGT AATATGAAT CECAGAT AT T CGT GAAT

250 260 70 250 250 300 EITY 320 330 0 as0 360
CATCGAAT CTTTGAACGCACAT TGCGCCCTTT GOTATT CCAAAGGGCAT GCCTGTTTGAGCAT CATT T CTCCCTCAAACCTTCAGGTTTAOTGTTGAGC GAT ACGCTGGGTTTGCTTGAAAG

P AR AN A VAR AAAAAAN VA VAN AN N AV AN A

im0 350 390 400 410 A0 430 A0 450 AGD 470 Az
AAAGGCGGAGT AT AAACTAATGOATAGGTTTTITTTTCCACTCATTGOTACAAACT CCAAACATTCTTCCAAMTTCGACCTCAAATCAGGT AGGACTACCCGCT GAACT TAAGCTATAAAACC G

VAW WA A AN A e A A MM A PP ANV AN WVt
490 300 sie 520 530 si0 550 360 m 50 590 600
WGGGAAAMAAC A GETAT GGTCT TTTT CTTT A G 6T ACT GGAMACGEACTATETCT G GAATAACEE GAT TTT G ACC GAGTTE AAAMGT CATIATEOVGAG AT COBTOTATGTE

Genoma M2-2

10 20 30 40 50 60 0 &0 50 100 1a 120
CTA AGG G TGAT TOG GT OGATC AGCT TAMC TTGG AGIGOLCAWC TCTCTC TT TCTAACCC TGTACACTT GT GIGTC ATAT TAAMCTCTCGAAG GG ATCT GAC TCCTAT TGAATTGTTAAGLCAANG G

130 140 150 160 170 180 150 200 o 20 40 250
CTTTA AATGTGTT AGATTTTAT AACT AAATTTTACTTTCAACT TCGGATCGCT TGGCTCTGGCAT C CATG AAG AACC OC OC G AA GOGCCTGE GATT AGT GT GAATTGC UG AAT TC AGTGACTC GAC A

380 390 400 410 420 430 40 450 460 470 480 A0 300
CTTTACGGT CTAGCT CGT TCOT AAT GCAGT AACACCC GCAA TG GAA CTTC CGATTGACT TGA CT TACT AGACTATTCGCTGA AGACTTCTGG TCATCCOACTATAGCC GAGTTGCGTTGCGGA A

slo s 330 S0 550 360 5T0 A0
ATTCTAATCOO AATGOCTA MO TT AAATOATT A GATC TC AA CT CAGGTA OOACT ACCC GCTGACCTTTGACOT TC/G A AT A CAC
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Genoma M2-3

o] i A0 50 &0 i &0 50 100 110 120
G TECTTGGTE ATGCCTTTAAGGCTTATAACTATATCCACT TACACCTG TG AMCTGTTCTACTACT TGACGCAAGTCGAGT ATTTTTACAAMMCAATGT GTAAT GAACGTCGTT TT AT TAT AACAA

ooV AWV WA AV ANW WA A A A A VWV W VA

130 40 150 160 170 180 130 200 110 0 30 40 50
AATAAAACTTT CAACAACGGATCTCTTGGCTCT COGCAT COATG AAGAAC GCAGCGAATTGC GAT AAGTAAT GTGAAT TGC AGAATTCAGT GAATCAT CGAATCTTTGAACGCAGCTTGC GCTCTC

A WA AN A A A A AP VA A W WA A ANV AR

260 1m0 280 290 300 310 30 330 340 %0 360 Ex]
TGGTATTCCGGAGAGCAT GCCTGTTTCAGT GTCAT GAAAT CTCAACCACTAGGGTTTOCTAATGGAT T GOATTTGGGCGT CT GCOGATCTCTGATCOCTCOCCTTAANAGAGTTAGCAAGTTTGACAT

A AAAAAAAAR AN A A AV WAAAAMAA AW P ANV NN NNV Y A AN

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
TAATGT CT GGT GTAATAAGT TTCACT GGGT CCATTGTGTT GAAGC GT GCTTCT AATCGTCOGC AAGGACAATTACT TTGACT CTGGCCT GAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT A

AV VAR ANV AN VA AR N AN ANV A YV AN APV

510 50 530 540 550 260 570 550 90 600 610 620
TCATLAGT OGO AGGAAMAOTTTTAAGAT T AGATCA CAAA TCAQATAC QACTACGAGCAGACCC BGC TATT AA TICAGO A AOG AATAAGAGATTO GG GOGAT GO CGMIA QO GATCTA

Genoma M2-4

0 20 EL] 40 0 60 0 &0 b 100 110 120
GEATTTATTATTGTAT TCACTG TT T TG& GCA ACLCAATTAAC CATTIAAT AT TN CAAT AACCT AAAAAAAT CAAAACTT T CRACAACGGAT CT CT TGGTTICT CGCAT CGAT GAAGAACGCAGC

OV WO AN A N s AN A AN - WA W A AV

130 140 150 180 17 180 150 200 20 20 230 40
GAAT TGCGATACGTAT CATGACTTGCAGACGTGAAT CATCAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTGAGGTATTCCT CAAGGCATGCCTGT TTGAGCGTCGGCTCCCTTCAAACCCCCGEGTT

250 260 T 250 %0 300 310 3w 330 40 s 360 Exl]
TGGTGTTGCCTT CCGAAAT ATCACAGTTGT CGCAAT ACGT TACT TCAACTTTATTCTTTCGCCCTCAAAT CAGGT AGGACT ACCCGCTGAACT TAAGCAT ATC A AMACCC GGAAGGAAMNGT COG C

VANV WA A AN WA AN AR A A AN AN WAV M e~

%0 90 a00 410 a1 430 440 a0 460 470 %0 490
GCTGCTCTAGITCTOC TTAGATCGT TCGT /GAAC ATATTA ATCA GCGACCGAACTTCA GATTGACTTTGCGTCATAGTCTATTCG CTGATGATTCTACTTTACAAGATT CGAGTTG CG

00 S0 520 230 A0 150 S50 L] 250
TTAAATGATGCTCCTAATCC TATAGT CTATTAT TTGATTAGATCTCGGT CA GTAGGACT ACCCGCTGAACTTCAA CTATACGET GGAC CCATG

Genoma M3-1
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10 0 30 40 50 60 0 &0 50 100 110 120
GAAGOOGGMATCG TAT TTTAACTGC CG TTCTT G A A ACCTC ACTCT CTCT T TC TAAAC ATGTCTTTAT GTA AAATTC T AACACTT TCTTC AC AGAGCT TCT GGT TCT CGCATCG AAA ATGANMT

Genoma M3-2

10 0 i 40 E L] i w 0 100 e 120
GEATTTAT TA TATT MCTITGTT T T GA GCA ACACTAAT AACCAT T AAT AT T CWAT AACTT AG AAAAAT CAAAACT TT CAACAACGG AT CT CT TGGT T CT CACAT CGATGAAGAACGCAG

RN AN AN N M A AN AN AW WY A

130 140 150 160 170 180 1%0 00 0 20 30 20
COAAT TGCGATACGT AT CATGACTTGCAGACGT GAATCAT CAAT CTTTGAACGCACATTGCGCCTTGAGET T TCCTCAAGGCATGCCTGTTT GAGCGTCGGCT COCTT CAAACCCCCG GGT

AW W AN AN WA A AN AN AN A ANAAMM A A A AAAAARAA AN A A

250 260 70 280 290 300 il 3 330 340 350 360
TTOOTOTTGCCTT CCOAAAT ATCACAGTT GTTGCAAT ACOT TACTTCAACTTTATTCTTTCOCCCTCAAAT CAGOTAGOACT ACCCOC TOAACTT AAGCAT IOV AA ACCEO0AAGAAA COCTTG

AAVAAAMMA ARV AMAMANVA AWM MM WA AR WA W AN A i~

im 380 %0 Ao 410 420 430 40 430 460 470 480 450
TGECGGEAACT AGGOITGC TACT TA GG CA CAGA AACGCATCAGAAGGCAGGTOGA A TN GACIGE GG CTOGACT ACGAAGIGC TACCGAGA GA CTTCGATATCCTAGGI TTCATIAGC

Genoma M4-1

86



10 0 30 “ 50 0 o 50 b 100 110 120
GETAAMTTTATTTTT T TACCALCTTGTTTTTTE TAC MCA A A ACAAATTCT AT TTTA AAAACAATTT CT TT € CAAGTAAMTTCT TG AAACTC CTCAACA A GGATT CTCTCTG GTTTCT

AN AN DA I NN Sl AN NN AAMA M N AN 20N A AN NN Az NN Pt iV

130 140 150 160 1m 180 199 200 210 220 230 240 280
ACGC ATTCG ATTGT AAGTAACGT CA GTCGTA AATTGC GIVTC TCGTCAATCAC GTAATACGIC MGCCT ACTACGOGTGATTCATACG A ATACTTTTG AACGCACATT OGCAC CATTOG GGT ATT €

SN P AP AN N AAAALANS AN AN MANNAN A AN A AR ANAA AN A PRAN AN AN

260 270 %0 290 300 310 0 330 340 350
CCAATTGGT ATGCTTIGTTTCGAGCGAAT ACTT CCCT AAT CCT CACGGATT GT ATT GT GTTT GCACG AAAAT AAT GACGACAGTACT CTACAAAACGGTACCGTCAGT

AWM AAAMANNSANAAN N AN AANNAMAAAAN AN AAAANANAARAAAA A AR AN

360 370 380 390 400 10 20 430 440 a%0 460 470 Aas0
ACACTCATT TTTTTTCCTCAAAT CAAGT AGGACTACCCGET GAACTTAMGE TAC TAAC CGGGAAA AAAA GAGCC TTGTGCITTTTTCTTC ACT AATGCAC € TOGANGAG G O66HG TG

AN AN AN AN,

Genoma M5-1

o m o 40 i L ™ 0 0 100 e 120
CG@MEATAM ACT TTTRAACTT TAGTTTT QA TTAALMA @CAACCACCH TTAAGT TCAAAAAT CTAAAACAAAACTTTCAACAACGOAT CTCTTGOTTCTCOCAT COATGAAGAACAC AGCOAATT

AN A MMM W A A A WA WWJ\'VNWWIWH,{'&'\ AN AV VY

150 170 250
Leisle R \TAC GTAGT AT G \CTTGC:\O ACGTOAATCATCO! \ ATCTTTGAACGCATATTGC OCET TOGOGC, \TTC ooy \;\GCIC ATGCCTG 'l'T'l' GAGCOT O, \T ATCTT CTCr\C ooT TGGTGG:\TTTCITTTCTA

VAW ARV

260 270 280 250 300 10 3z0 330 340 3% kL im0
AATATCATGCCACAGTGAAGTCTACGCTTTCACTAGCTTTTTCCCCTCAAAT CAGOTAGGACTACCCACTAAACTTAAGCATATCA AAA OGO AAGOAAACT GAACTT AAGCAT ATC AAAG A

AN WA AN AN ANV A A A A AV A ,ocﬁc’\fj\

E 30 400 4lo A0 430 440 &30 460 A% 480 A%
ACOGC AAAAAAAAAA CGOAGACAT AT OO TAT T COCGACATAT AATGAC CGCC A GAGAGCGAAAG TGO C TG AT TCG A CC AT CGAG C AGGT AGT ACGT GUGT AAAGE AMMOE AA CTAGAA

Genoma M9-1
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10 20 30 40 0 60 o &0 90 100 110 120
GG TAAATCTATTTTT TT A CEWCT G TTT TTECTTAAACAA AACAA AT CTATTCTAAAAACAATTT CTTT ACAAGTAATTTCTTOAAACTT CTCAACAACGGATTCTCTTTG GTTACTCGCA

PN AR AL BN A~ S A A A AV A AN ARAN A AN A A WA A et aA A

130 140 150 160 170 130 190 200 e 220 30
T CGATGAAGAACGCAGCG AAMATGCGAT ACGT AATACGAAT CGCAGCTACT CGGAAT CAT CGAAT CTTCGAACGCACAT CGCACCATCGGGT ATT CCCAAT GGTATGCTT GTT

0 30 %0 70 250 m 300 30 30 330 30 350
TOAGCGAATACTT CCCTAAT CCTCACGOATT GTATT OTGI TT GCACGAAAAT AAT GACGACAGTACT CTACAAAACGOT ACCOT CAGTACACT CATTTTTTTTCCTCAAATCAAGT AGGA

ANAW AN AMANMAMAAA AWM A A A AN AN A AN A AN A A A A A A

360 370 380 390 400 a0 am 430 40 450 60 47 a5
CTACCCGCTGAACT TAAGCT ACT AAACIGGOGAAGAAAAATT WGTTG GICT TTA AC TAT GCCTTAAGGC ACAAGA ACACTT ATCTTGAC @ G GA GAATGAT TTGTCT TGT CTCTTGTTTT TGA T

AN AV .-'N”LAJ\.{L

490 00 510 520 530 40 150 260 570 580 550 H00
ATTCT ACTTAAT AAGTTT COAGTTO COTTAAC OC TOC TCCTAATC TTC TOGTCT AT TTTTTC AT TET ATC TCGACT CACGTATGOTAC € GCTCAOE TAGA T TOOCTG.CCTTA

Genoma M9-2

w0 20 30 a0 0 50 o 50 £ 100 110 120
GGG AAAAA AAAT ABAAAAG GTTGCTCAA CTIGE AATC CT TT €T TT AT T A CACA TETGT TTTTT TTTTTTTTTG AAAAT TTTGCT T TTG G TEGGCC CACG G C € TGC CAGAG AT AAACT CAAC

PSR AL ASLOL ANV e e el m A s NI 3o oGNP AN A e AN

130 190 150 160, 170 180 190 200 210 220 230 240
CAAATTTTT CWT T € AATCTET CAACTT TG AT T AACT AAT AGT CAAAACTE CTCAACAACGGAT CT €T € GGT ACT CGCAT CG AT GAAGAACGCAG CGAAATGC G AT AAGT AAT AT GAAT

) a7e az0 390 200 a10 azo az0 410 azo as0
TGAGCGAT ACGCTG GGTTTGCTT GAAAGAAL AGGCBGAGT AT AAACTAAT GGATAGIGT TTT TTTTTTCCACTCATT G GT ACAAACTE CAAACAT TCTTCCAAATTC AACT

WIAWAWAANAANANNAA AN AN A AN AN A NANAAAANAANANANNANANN AN AN AN A,

470 450 450 s00 s10 20 530 sa0 ss0 ss0 70 80
TECAAAT CAG GTAG GACTACCE G CTGAACT TAAGCAT ACLAAAAT GGGGGEAAALALAAL TATET G CGT AAGTTTALAT TTOT (TAAT AAGGT COTG A GALALAAAAA CTTTE € GATGAT

AANA AP ANANBNANNANN AN AN

Genoma M10-1
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0 20 30 a0 0 &0 70 #0. w0 100 1o 120
GG AAAAATGAAGETT A A AT GGCTAMA AACTAL TATC CACT TCACA €€ TGTTGAAC TGTT AT A €T A €T CTG ACGC AAGT ACGAGT CTTTT T ACAAACAA TG TGT AACGAACGH ACGTT TT CAT

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
A TAACAAAATOLAAACTT T TCAACA AL G GATACTACTT TGGCTTC ACGC ATACGATIO AAGAACGCAG COAAT OOCG AT AAGT AATGIOGAATT CGC AGA ATT TCAGICG A AT CAT CGAAT

AN st A WY o MM W o A AN AN g WA VA Ao WA e VUV AN i

230 260 270 280 290 300 310 320 az0 340 350 360
CTET TG AACGCAGCTC TG CACTACT CTG GT AT AC GG AGT GC ATOGC CITGT TTTCAGICGT CATIG AAATECT CAAC CACT AGGOTTIT CCT A AT EGATTITGG ATTTTGEGC GT CTGC

aso amo 00 s10 s20 s30 sa0 550 s60 s70 £
GCAAGS ACAATT ACTT TG ACT CTG GCCTO AAATCAG OTAG GACTACCCGCTA AACTT AAGCAT ATCAAAAACCOOOAAAAAAAAAAA TAT CGF TT TAAAGATT AT AATC T

WA AW AN AN AN ANANAAAA A AMAAMN A A

Genoma M10-2

10 Ed 30 40 0 &0 o B0 M0 100 ne
GOACGGATATATC GAGL AGTCGCTCCCTTGCAT A € ACAATACAT AC CATG TG T AAAATCAAAAAC GALAAL TATGC AC GGTGGAC CACGGOCT GOC AGAGA CC AAC A AACCAAA A

120 130 140 1350 160 170 180 190 200 210 120 230
AAACTTT AAT TOTCAAC AT AACT AAT AGH CAAAAC CAA AACAACGGATCT CTT GOI'T CT CGCAT COATAAAGAACGC AGC GAAT OC GAT AAGT AAT ATGAAT OGCAGAT ATT CGT GAAT

%0 160 m 250 90 300 3o 3w 330 30 350 360
CATCOAATCTT TGAACGCACAT TECGCCCTTTOOT ATT CCAAAGGGCAT GCCT GTTTOAGCGTCATT TCTCCCTCAAMACCTTCGGATTTGAT GTTGAGC GAT ACGCTGOGTTTGCTT AN

AN A A AN A A AN NN AN AN W ANV A R

30 350 i 400 a1 Az 430 440 450 460 470 450
AGAAAGGCGGAGT AT AAMACTAATGGAT AGGTTTTTTTTTTCCACT CATTGGT ACAAACT CCAAACATTCTT CCAAATTCGACCT CAAATCAGGT AGGACT ACCCGCTG ACT TAAGCATTCUAAAG

450 500 s10 520 530 540 550 560 570 580 550 600 610
CEEOGAMAAAAAC AT GTAGATAT/GC GAGCTTA CACC TAGAT AGLGAGMA ATTCETEAC TTCAT TACAT AMCTAT GCATG GAT TTTGGT AATGCGE TOGCCAGA COGTGATC GGTT CCC
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