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RESUMEN

El paso del tiempo afecta negativamente a los monumentos arqueolégicos a nivel
mundial. Entre estos monumentos destaca el Complejo Arqueoldgico Ingapirca,
cuyo deterioro es evidente. Los responsables del deterioro pueden ser los agentes
fisicos (condiciones ambientales) o bioldgicos. En estos ultimos se encuentran los
microorganismos que causan deterioro como resultado de su metabolismo

(biodeterioro).

Hasta la fecha se conoce practicamente nada acerca de los agentes y procesos
microbianos que participan en el deterioro del CAIl. Por ello, el objetivo de esta
investigacion es aislar, caracterizar e identificar algunas bacterias cultivables
presentes en las rocas del CAl. Para lograrlo se implementé un disefio de tipo mixto,
observacional y experimental, para lo cual se tomaron muestras de la superficie de
las rocas, se inocularon medios de cultivo, se aislaron las bacterias heteroétrofas
capaces de multiplicarse a bajas temperaturas (psicrofilas o psicrotolerantes), se
caracterizaron sus propiedades fenotipicas y fisioldgicas bacterianas (color,
tamafio, forma, clasificacion, capacidad de psicrotolerancia y disolucion de
minerales poco solubles), y finalmente se identificaron mediante técnicas de

biologia molecular.

Los resultados muestran que los aislados bacterianos poseen variedad de
caracteres fenotipicos, mostraron capacidad de tolerar el frio (psicrotolerancia), ya
gue nueve de las diez cepas bacterianas son capaces de crecer en temperaturas
bajas, medias y altas. Y tres de las doce tienen la capacidad de disolver minerales

poco solubles (biolixiviacion).

Mediante la aplicacion de métodos moleculares, fuimos capaces de identificar de
manera preliminar a estos aislados. Esta informacion que fue contrastada con la

publicada en las bases de datos cientificas.

Palabras clave: Biodeterioro, psicrotoleracia, biolixiviacion, fenotipicas,

cladograma.
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ABSTRACT

Time affects negatively archaeological monuments worldwide. Among these
monuments, the Ingapirca Archaeological Complex (CAl) stands out, which
deterioration is evident. The causes for deterioration can be physical (environmental
conditions) or biological agents. Within biological agents, it is included
microorganisms that provokes deterioration as a result of their metabolism
(biodeterioration). To date, virtually nothing is known about the microbial agents and
processes involved in CAl deterioration. Therefore, the objective of this research is
to isolate, characterize and identify some cultivable bacteria present in CAI rocks.
To achieve this, it was implemented a mixed observational and experimental,
samples were taken from the surface of the rocks, it was inoculated cultivation
means, it was isolated heterotrophic bacteria capable of multiplying at low
temperatures (psychrophilic or psychrotolerant), it was characterized their bacterial
phenotypic and physiological properties (color, size, shape, classification, capacity
for psychrotolerance and dissolution of poorly soluble minerals), and finally they
were identified using molecular biology techniques. The results show that the
bacterial isolates possess a variety of phenotypic characters, such as the ability to
tolerate cold (psychrotolerance), since nine of the ten bacterial strains are able to
grow in low, medium and high temperatures. And three of the twelve ones have the
ability to dissolve poorly soluble minerals (bioleaching). By applying molecular
methods, it was able to preliminarily identify these isolates. This information was

contrasted with published data in scientific databases.

Keywords: Biodeterioration, psicrotolerance, bioleaching, phenotypes, cladogram.
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l. INTRODUCCION
Los monumentos arqueoldgicos culturales son la herencia cultural mas antigua del
mundo. Representan los modos de vida, organizacion, arquitectura y costumbres
de distintas culturas a lo largo del mundo. Mantener las condiciones propias de los
monumentos es el trabajo que muchas instituciones llevan adelante; sin embargo,
factores externos como la humedad, el viento, las precipitaciones (lluvias, granizo),
los insectos y la colonizacion microbiana, hacen que las estructuras de los
monumentos arqueoldgicos presenten cambios indeseados: Estos cambios se
manifiestan como biopeliculas, manchas, pigmentos en las paredes y meteorizacion

de las rocas (1,2).

Todos estos cambios indeseados estan relacionados con la colonizacién de las
rocas por organismos como hongos, bacterias y liguenes, muchos de los cuales
secretan &cidos organicos que reaccionan directa o indirectamente con los
elementos quimicos de las rocas. Esto modifica sus propiedades y resulta en
compuestos quimicos solubles que desencadenan los procesos de biodeterioro de

los monumentos arqueologicos (3).

Las investigaciones realizadas en otros monumentos arqueoldgicos del mundo
indican los dafios causados por microorganismos, los posibles tratamientos para
mejorar sus condiciones y la identificacion de microorganismos que revisten las
superficies arqueoldgicas. Pero la enorme mayoria de estos estudios han sido
realizados en zonas humedas y calidas (tropicales), generalmente a baja altitud,
donde las condiciones ambientales propician el crecimiento microbiano. Por lo tanto,
hay un enorme vacio sobre el conocimiento de biodeterioro de los monumentos que
se encuentran en zonas mas frias y a mayores alturas. Por ello en la presente tesis
se pretende caracterizar a algunas de las especies de bacterias que crecen en la
superficie de las rocas del monumento Arqueoldgico Ingapirca, uno de los mas
emblematicos e importantes del Ecuador, situado a mas de 3000 metros sobre el
nivel del mar (msnm) (2,4,5).

A los aislados obtenidos se les evalud las capacidades de psicrotolerancia y

biolixiviacion, aspectos que realzan la importancia de esta investigacion puesto.

Alisson Torres Medina 1
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Esto se debe a que, ademas de considerar los posibles dafios que causan en las
rocas, estos microorganismos psicrotolerantes podrian ser una importante fuente
de enzimas, proteinas, polimeros y demas compuestos activos a temperaturas
relativamente bajas, 1o que es actualmente un foco de investigacion en la industria

farmacoldgica, biotecnologica, alimentaria, y minera, ente otras (6).

Alisson Torres Medina 2
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l.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.
Situacion problematica:

La estructura de los monumentos arqueoldgicos de nuestro pais estda compuesta
principalmente por rocas de diferente composicion mineraldgica. El paso del tiempo,
las condiciones medioambientales y el crecimiento de microorganismos
colonizadores, han hecho que dichas rocas hayan experimentado cambios

importantes en sus caracteristicas estéticas y estructurales.

Los microorganismos son los protagonistas de estos cambios, y a ese fendbmeno se
le denomina “biodeterioro”. Microorganismos como los hongos, las algas, las
bacterias, los liquenes y los protozoos, deterioran las estructuras debido a su
multiplicacion y actividad metabdlica, causando en las rocas erosion alveolar,

desprendimiento laminar, recubrimiento de biopeliculas, y pigmentacion, entre otros

().

Las bacterias experimentan una rapida adaptaciéon al medio en el que se
desarrollan, pudiendo crecer en ambientes con temperaturas relativamente altas o
bajas. Esa capacidad de tolerancia a extremos de temperaturas hace que se
dificulte su control. Por lo tanto, es importante conocer las particularidades
fisiologicas de las bacterias que colonizan las rocas de los monumentos, para poder

comprender el papel que juegan en su biodeterioro (2).

Las investigaciones relacionadas con el biodeterioro de monumentos en distintos
lugares del mundo, muestran que los microorganismos pueden producir
modificaciones en las rocas por accidbn mecéanica o quimica. Por ejemplo, el
crecimiento microbiano puede ejercer presion en las paredes que poseen pequefias
grietas en las rocas, causando su fragmentacion. Por otro lado, los microorganismos
son capaces de secretar metabolitos secundarios como ciertos acidos organicos,

que reaccionan con los minerales de las rocas provocando su meteorizacion (3,7).

Alisson Samantha Torres Medina 4
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Actualmente, las técnicas de prevencion y control del crecimiento microbiano, para
reducir al maximo la colonizacion de las superficies de los monumentos, no son lo
suficientemente eficaces como para disminuir los efectos nocivos de los
microorganismos. Por este motivo, es necesario investigar qué microorganismos
estan colonizando las superficies pétreas y cOmo participan en su deterioro. A partir
de este conocimiento se podrian implementar nuevas técnicas de proteccion, que

se adecuen a las condiciones en las que se esté desarrollando el biodeterioro (4,8).

La informacion cientifica publicada evidencia que las temperaturas elevadas, la
humedad, y la radiacién solar, entre otros factores, propician el biodeterioro en los
monumentos arqueoldgicos de zonas tropicales localizados a baja altitud; sin
embargo, hasta la fecha no se han publicado resultados de estudios realizados en
monumentos situados a mayor altitud, como aquellos que se encuentran en la
Cordillera de Los Andes, donde las temperaturas son generalmente bajas y las

condiciones medioambientales son muy variables (9).

En nuestro pais, el Complejo Arqueoldgico Ingapirca, perteneciente a las culturas
ancestrales “Cafari e Inca”, se encuentra ubicado en la Provincia del Cafiar, a una
altitud de 3160 msnm. Posee una admirable edificacién central (denominada “El
Castillo” o “La Elipse”) construida a base rocas de andesita, y constituye uno de los
monumentos mas conocidos Yy visitados del pais (5). Las condiciones climatologicas
de la zona en la que se encuentra este Complejo Arqueolégico, pueden incidir de
forma variable en su biodeterioro. Es por ello que nos planteamos estudiar los
microorganismos “cultivables” que colonizan las rocas del monumento Ingapirca y

gue podrian formar parte de los responsables de su biodeterioro.

Los resultados obtenidos aportaran informacion cientifica novedosa, puesto que las
investigaciones publicadas sobre el biodeterioro en monumentos arqueoldgicos han

sido realizadas en sitios con altitudes inferiores a las que se encuentra el complejo

Alisson Samantha Torres Medina 5
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de Ingapirca y en ambientes tropicales humedos. Ademas, los resultados aportaran
informacion para futuras estrategias en el mantenimiento y preservacion de este

valioso patrimonio cultural del pais.

1.2.- JUSTIFICACION

El deterioro de los monumentos considerados como patrimonios culturales tiene un
fuerte impacto en la sociedad, por lo que es una prioridad conocer sus causas. Sin
embargo, en el Ecuador —hasta donde hemos podido consultar la bibliografia- no se
han publicado hasta la fecha estudios sobre el biodeterioro de nuestros
monumentos. De alli nace la necesidad de generar nuevos conocimientos en esta

area.

Por otro lado, las investigaciones publicadas en los ultimos afios sobre el
biodeterioro de monumentos arqueoldgicos en América Latina, se centran en el
estudio de monumentos localizados en zonas tropicales humedas, y ninguno se

refiere aquellos construidos en zonas altas, con climas frios.

Significado o importancia de la solucion del problema

Debido a los procesos de deterioro que experimenta uno de los monumentos mas
importantes de nuestro pais, el Complejo Arqueoldgico Ingapirca, hemos disefiado
un proyecto que pretende aislar, cultivar, caracterizar e identificar algunas de las
bacterias que colonizan las piedras del Castillo o Templo del Sol, una de las
construcciones mas emblematicas del complejo. Debido a las bajas temperaturas
que caracterizan a la zona, se cree que las bacterias que colonizan el monumento
podrian ser psicrotolerantes, es decir, capaces de multiplicarse a temperaturas
inferiores a los 20°C. Es por ello que su estudio, ademas, genera un especial interés,
ya que estos microorganismos tienen muchas aplicaciones en las industrias

alimentarias, farmacéuticas, textiles, entre otras.

Alisson Samantha Torres Medina 6
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Aporte:

Es importante destacar que los resultados obtenidos podrian aportar informacion
cientifica muy valiosa a las instituciones gubernamentales encargadas de la
administracion y cuidado del patrimonio arqueoldgico. De hecho, con los datos que
se generen se podrian disefiar estrategias de intervencion y control del biodeterioro

de este monumento.

Los beneficiarios directos de la investigacion seran:

La Universidad Catolica de Cuenca, ya que los resultados a obtener tendrian gran
valor para la colectividad cientifica, y se generaran nuevas publicaciones indexadas
que llevaran el nombre de la institucién, lo que benéfica a la categorizacién de las

carreras y en general de la Institucion.

Los participantes en la investigacion como docentes, investigadores y estudiantes
de la Universidad Catodlica de Cuenca de las carreras de Biofarmacia y Bioquimica
y Farmacia de la Unidad Académica de Salud y Bienestar; quienes, a partir de la
aplicacion de métodos de analisis, procedimientos y técnicas de experimentacion,

podran adquirir nuevos conocimientos y desarrollar nuevas habilidades y destrezas.

Por otro lado, se encuentran los beneficiarios indirectos que son:

Los 17 millones de habitantes del Ecuador que podran disfrutar del magnifico
monumento arqueoldgico de Ingapirca en buenas condiciones, ademas, de permitir

que las futuras generaciones también puedan seguir disfrutandolo.

Otro beneficiario indirecto importante del mantenimiento del Complejo Arqueoldgico
Ingapirca, son las comunidades cercanas al complejo, ya que una parte de la
economia local se desarrolla a partir de la gran cantidad de turistas nacionales y

extranjeros que visitan el monumento.

Alisson Samantha Torres Medina 7
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Beneficios:

Los medios de comunicacion también se beneficiaran del desarrollo de esta
investigacioén, ya que al tratarse de una joya arqueoldgica que representa las
culturas Cafari e Inca, los resultados seran ampliamente difundidos por los distintos

medios de comunicacién del pais.

Las empresas que suministran los implementos, herramientas, reactivos y equipos

necesarios para la realizacion de este proyecto.

El Instituto Nacional de Patrimonio Cultural, que podra usar los resultados para
tomar decisiones, basadas en evidencia cientificas sobre el adecuado manejo,

cuidado y control del biodeterioro de los monumentos Arqueolégicos Nacionales.

Asimismo, la experiencia y conocimiento que se adquirira al ejecutar las diferentes
actividades del proyecto, contribuyen en la formacion profesional, ya que se
obtendrd destreza en la aplicacibn de técnicas de microbiologia y biologia
molecular, las cuales se aplican actualmente en varias ciencias y tienen gran

relevancia en el area de las ciencias de la salud.

1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA:

¢, Qué bacterias colonizan las superficies de las rocas del Complejo Arqueoldgico

Ingapirca y qué relacion tienen con su biodeterioro?

I.2.2.- HIPOTESIS: por las caracteristicas ambientales en la zona de ubicacion del
Complejo Arqueoldgico Ingapirca, se lograra aislar bacterias heterotrofas y

psicrotolerantes, a partir de las rocas con las que esta construido.

Alisson Samantha Torres Medina 8
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[.3.- OBJETIVOS

[.3.1.-Objetivo General:

Caracterizar aislados bacterianos psicrotolerantes, cultivables, que colonizan las

rocas del Complejo Arqueoldgico Ingapirca (CAl).

[.3.2.-Objetivos Especificos:

- Aislar bacterias heterotrofas y psicrotolerantes a partir de muestras de superficies

de las rocas del CAl;

- Determinar las caracteristicas fisiolégicas mas relevantes de los aislados

bacterianos seleccionados;
- Evaluar la capacidad biolixiviante de este grupo de aislados bacterianos;

- Identificar por medio de métodos moleculares las cepas bacterianas que forman

parte de este grupo;

- Determinar las relaciones filogenéticas de los aislados bacterianos seleccionados

con otras especies relacionadas.

[.4.- MARCO TEORICO
1.4.1.- Antecedentes:

De la busqueda en bases de datos de publicaciones cientificas sobre biodeterioro
de monumentos arqueolégicos culturales, destacan varias investigaciones

realizadas en monumentos de este tipo en distintos sitios del mundo:

En su tesis doctoral, Diaz Herraiz (10) estudié procesos de biodeterioro en tres
tumbas de necropolis etrusca en la region de Toscana (ltalia) y una tumba
necropolis Romana en Andalucia (Espafia). Las muestras se obtuvieron a partir de
superficies que mostraban manchas blancas; las mismas fueron observadas por

microscopia electrénica de barrido, espectroscopia de energia dispersiva de rayos

Alisson Samantha Torres Medina 9
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X, métodos moleculares, cultivo y caracterizacion microbiana. En cada una de las
tumbas analizadas se lograron cultivar distintos tipos de microorganismos, entre
ellos; actinobacterias, cianobacterias, alfa-proteobacterias y hongos. Algunos de
ellos correspondian a especies poco conocidas.

Estudios realizados en el 2003 en las majestuosas edificaciones construidas por las
civilizaciones Mayas en México, determinaron las causas del biodeterioro de los
templos ubicados en las ciudades de Uxmal y Tulum (11). Para su estudio, los
autores combinaron varias técnicas de microscopia con la dispersion de rayos X
(EDAX), aplicados a las muestras de superficies del material rocoso de los templos,
observando que las mismas presentaban pigmentaciones negruzcas y verdosas. En
sus resultados destacan el crecimiento de bacterias, hongos y algas. Los autores
determinaron que los metabolitos organicos secretados por hongos y bacterias,
representaban el principal causante del biodeterioro de las rocas, conjuntamente
con otros agentes externos, en los que mencionan la sal de mar y la humedad de

las ciudades.

En el afio 2016, se realizaron estudios sobre el biodeterioro de ceramicas
arqueoldgicas del valle de Antinaco (Argentina) (12). En ese trabajo, los autores
analizaron las superficies de las ceramicas por medio de procedimientos como:
microscopia Optica, microscopia electronica de barrido, espectroscopia por
dispersién de rayos X. Esto permitio identificar varias especies de cianoliquenes en
las superficies, asi como bacterias y hongos en las hendiduras vy fisuras, mismos

que tienen evidente incidencia en el biodeterioro de las ceramicas.

En Venezuela se estudiaron las posibles causas del biodeterioro del monumento
religioso “San Antonio de Padua”. Los autores indican que las condiciones
ambientales inciden claramente en el deterioro del monumento; ademas, realizaron

cultivos a partir de muestras del templo, que permitieron identificar cinco taxones de

Alisson Samantha Torres Medina 10
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microorganismos entre los cuales estan: gramnegativos, levaduriformes vy
filamentosos. Los autores plantean que estos microorganismos pueden provenir del
deposito de las heces de aves que invaden el monumento y de las biopeliculas
microbianas que se han formado con el paso del tiempo (13).

En otro estudio realizado en varios monumentos arqueolégicos de Malinalco
(México), se observo deterioro en las superficies rocosas, siendo la presencia de
manchas lo que més llamo la atencion de los autores. En las muestras tomadas de
la superficie se lograron identificar cianobacterias y microalgas que formaban
biopeliculas sobre las superficies pétreas. Estos microorganismos producen
pigmentos y polisacaridos que causan las manchas y los principales procesos de
biodeterioro (14).

En otra region del territorio mexicano, se estudio la infraestructura del castillo de
Chapultepec. En las muestras analizadas a partir de biopeliculas de superficies
pétreas del Castillo, se identificaron un gran nimero de hongos filamentosos
pertenecientes a los géneros Mucor, Cladosporium, Aspergillus, Alternaria,
Aureobasidium, Rhodotorulas y bacterias pertenecientes a los géneros Kokuria,
Bacillus, Pantoea. Todos estos microorganismos fueron asociadas a procesos de
biodeterioro de las estructuras, provocado principalmente por la formaciéon de

biopeliculas y secrecién de acidos organicos corrosivos (15).

Perd es una nacion conocida por poseer el grandioso monumento Machu Picchu,
gue es uno de los monumentos arqueoldgicos mas visitados y reconocidos a nivel
mundial. Para garantizar su preservacion, un grupo de investigadores estudio el
impacto que causan los liguenes y la comunidad microbioldgica al invadir las rocas
del monumento. Este estudio identificd a los agentes bioldégicos como los agentes

causales de grandes dafios irreversibles en las rocas; ademas, establecieron que la
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mejor opcién para el control de la invasion microbiana era combinar los efectos de

biocidas con el laser de limpieza (16).

En el 2018, un interesante estudio de las antiguas piedras caliza en distintos sitios
de Egipto permitié identificar, mediante técnicas microscopicas y microbiologicas, a
15 cepas fangicas pertenecientes a cinco géneros. Ademas, se estudio la capacidad
de disolucion de carbonatos que poseen los hongos, encontrando que las cepas
fungicas Aspergillus niger y A. terreus causan un dafio mayor sobre las rocas, en

comparacion con las otras especies identificadas (17).

Hasta donde hemos consultado, no hemos encontrado publicaciones que
mencionan a bacterias psicrotolerantes y heterétrofas, causantes del biodeterioro
en monumentos arqueoldgicos ubicados en regiones montafiosas, frias y himedas,
tales como las que caracterizan al sitio donde se encuentra el Complejo

Arqueoldgico Ingapirca.

1.4.2.- Marco referencial:
1.4.3.- Biodeterioro

El biodeterioro es la destruccion, dafio o cambio indeseado de estructuras y
materiales de cualquier origen (madera, papel, cemento, rocas, etc.) causado por la
accion de organismos vivos. En general, los dafios se presentan como cambios
fisicos de las estructuras, en los que se puede observar decoloracion de superficies,
incrustaciones, recubrimiento de biopeliculas, erosion alveolar y desprendimiento

laminar de las rocas (1,7).

Existen varios factores que influyen en el proceso de biodeterioro, entre los que
cabe destacar la composicion mineralégica de la roca, material que conforma la

estructura, afecciones fisico-quimicas, condiciones  medioambientales.
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Dependiendo del numero de factores que actuen, el proceso de biodeterioro puede

acelerarse, y producir dafios notorios en un periodo corto (18).

Al momento de realizar estudios de biodeterioro, es importante tomar en cuenta
cada uno de los aspectos que afectan de forma directa o indirecta a la estructura
del monumento. Para ejecutar un plan de cuidado que abarque todas las
problematicas que inciden en el biodeterioro de monumentos, se deben analizar por
separado todos los factores que puedan estar involucrados como la radiacién solar,
la humedad, la temperatura, asi como el metabolismo de los microorganismos
colonizadores, posibles cadenas tréficas que se pueden establecer entre insectos,
roedores y microorganismos, e incluso aguellos mecanismos de cuidado y control

mediante el uso de compuestos quimicos e insecticidas (3,8).

Agentes causales del biodeterioro

Los protagonistas en el proceso del biodeterioro son los microorganismos. Cada
uno de ellos coloniza las rocas en diferente orden, dependiendo de los
requerimientos nutricionales y metabdlicos. De hecho, los microorganismos
muestran diferentes formas de colonizacion que se traduce en diferentes tipos de
dafios. Los hongos, bacterias y cianobacterias son los primeros microorganismos
colonizadores y los segundos las algas, liguenes, musgos y plantas (19,20). Cada
uno ejerce una funcion en el proceso de biodeterioro de las rocas de los

monumentos, que explicaremos a continuacion:

Hongos

Los hongos son microorganismos quimioheterétrofos que obtienen la energia a
partir de compuestos organicos. Por ello tienen la capacidad de invadir zonas
escondidas en las rocas (18). Una de las caracteristicas peculiares de los hongos

es su capacidad de dispersarse en el ambiente, lo cual se debe al mintsculo tamafio
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de sus esporas, logrando llegar a sitios escondidos o de dificil acceso. Los hongos
poseen multiples estructuras, que les permiten resistir y mantenerse
metabdlicamente activos aun en condiciones desfavorables, como en presencia de
radiacion UV y desecacion. Estas caracteristicas los hacen capaces de sobrevivir a

condiciones ambientales extremas (6,9).

Los hongos pueden causar biodeterioro de las estructuras de materiales pétreos a

través de los siguientes mecanismos:

El primero es la accion mecanica producida por el crecimiento y penetracion de las
hifas de los hongos en la superficie rocosas, generando de esta manera grietas,
poros u orificios, que pueden llegar a alcanzar zonas profundas que debilitan la
superficie, quebrantdndola y formando fisuras. Estos dafios mecanicos crean
ambientes propicios para que otros factores como el agua, viento y contaminantes

ambientales actden en conjunto favoreciendo el deterioro de los monumentos (17).

El segundo es la alteracion quimica del mineral. En este caso el dafio es causado
por la accién de los productos metabdlicos como los acidos organicos como el acido
gluconico, citrico, oxalico, y fumarico. El 4cido oxdlico reacciona con el carbonato
de calcio para formar oxalato de calcio monohidrato y oxalato de calcio dihidrato.
Ambos compuestos son sales de color blanquecino que migran por las estructuras
pétreas y les dan un aspecto antiestético a los monumentos de importancia cultural
(21).

Por otro lado, los hongos producen melanina, que causa la modificacion de la
coloracién de las paredes, cambiando el aspecto original de las superficies. La
melanina también les brinda defensa ante la agresion quimica externa, haciéndolos
resistentes al efecto de compuestos antimicéticos empleados en la erradicacion de

microorganismos colonizadores (19).
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Liquenes

Los liquenes son estructuras que se originan de la relacion benéfica entre
cianobacterias (fotoautétrofos) y hongos (quimioheterétrofos). Los hongos que se
unen a las algas para formar los liquenes son del grupo ascomicetes y las algas

verdes son cianobacterias (22).

Los liqguenes poseen caracteristicas de supervivencia particulares, que les permiten
vivir en ambientes en los que los hongos y algas de forma individual no podrian; por
esa razon, pueden desarrollarse en diferentes ambientes y materiales como
maderas, plasticos, papel, rocas, entre otros. Los liguenes forman una estructura
palpable macroscépicamente en superficies y complementan el crecimiento de

biopeliculas que recubren las rocas (23,24).

La morfologia de crecimiento de los liquenes puede variar muy significativamente:
desde una costra (crustaceos), dificil de desprender de la superficie, pasando por
forma de hoja (foliaceos), que se deprenden facilmente, hasta aquellos que crecen

en forma de ramas (fruticulosos) (9,24).

Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas capaces de

multiplicarse de forma rapida. Se clasifican en diferentes grupos segun su forma

(cocos, bacilos, espirales), segun su movilidad (méviles o inméviles), por la
estructura de su pared celular (gram positivos y gram negativos), y por su

metabolismo (autétrofos y heterotrofos) (6,21).

Por ser microorganismos de facil crecimiento pueden invadir facilmente la superficie
de las rocas en los monumentos y afectarlas por la formacién de pétinas platinas de

varios colores. La colonizacién bacteriana en las rocas se ve favorecida por
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diferentes factores como la humedad, el viento y las condiciones medioambientales

que facilitan su multiplicacion (20).

Como ya se indicé las bacterias pueden clasificarse en varios grupos con
caracteristicas conocidas y definidas. Pero algunos estudios mencionan que son
cuatro los tipos principales de bacterias que afectan las rocas calcareas de

monumentos rocosos:

Bacterias nitrificantes

Son un grupo de bacterias con metabolismo quimolitotréfico, multiformes y
unicelulares, que se adaptan facilmente a distintos ambientes debido a que son
poco exigentes en cuanto a sus requerimientos nutricionales. De todas las bacterias
nitrificantes, las que principalmente se encuentran en suelos y superficies son las
pertenecientes a los géneros Nitrospira, Nitrobacter y Nitrosomona (19). Las
bacterias nitrificantes  constituyen los principales microorganismos
quimiolitoautotroficos colonizadores de las superficies deterioradas de material

rocoso.

Las bacterias nitrificantes actian por medio de la secrecién de enzimas (amoniaco-
monooxigenasa Yy nitrito-oxidorreductasa), degradando el amoniaco y los nitritos
presentes en las rocas, los cuales son derivados de los desechos metabdlicos de

otros microorganismos, roedores, aves o fertilizantes (11,25).

El proceso de biodeterioro inicia por la sintesis de enzimas bacterianas de los
géneros Nitrosomonas y Nitrosovibrios, las cuales oxidan los iones de amoniaco
para formar trioxido de nitrogeno. Posteriormente las bacterias pertenecientes a los
géneros Nitrobacter o Nitrococcus convierten el trioxido de nitrogeno en acido
nitrico, que reacciona con el carbonato de calcio para producir nitrato de calcio. Este
altimo es mas soluble, lo que genera la rapida destruccién de las rocas, al disolverse

facilmente ante la presencia de agua y viento (25).
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Actinomicetos

Pertenecen al grupo de bacterias Gram negativas. Tienen la capacidad de
adaptarse a distintos medios, tanto ambientales como hospitalarios, incluso estan
asociados a distintas patologias humanas. Sin embargo, en el ambiente, tienden a
vivir en comunidad con otros microorganismos de metabolismo similar y en lugares

gue contengan compuestos quimicos para la obtencion de energia (13,26).

Los actinomicetos pueden alterar las rocas mediante la secrecion de compuestos
organicos como los acidos citrico y oxalico, que participan en reacciones quimicas
con el carbono, calcio y otros minerales del material rocoso, haciendo que las rocas

se vuelvan susceptibles al efecto de los demas factores ambientales (19).

Los actinomicetos incluyen un subgrupo conocido como Streptomyces. Se trata de
bacterias ampliamente investigados por la comunidad cientifica farmacéutica, por
sintetizar una amplia gama de compuestos con principios activos antibiéticos. Entre
estos compuestos se encuentran los macroélidos, estreptomicina, cefalosporinas y
otros; ademas, muchos Streptomyces tienen la capacidad de disolver fosfatos, lo

cual tiene efectos negativos para estas estructuras (27).

Cianobacterias

Las cianobacterias son bacterias gram negativas, inméviles, con metabolismo
fotoautoétrofo, lo que les permite vivir y adaptarse a ambientes como el agua, el suelo
y las superficies. Estdn asociados con el biodeterioro, ya que son los primeros
invasores de las superficies rocosas y estan presentes en mayor proporcién debido

a la facilidad con la que obtienen energia (28).

Las cianobacterias pueden deteriorar las estructuras de los monumentos, ya que

producen compuestos como clorofila, carotenoides, xantofilas, ficocianinas y
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ficoeritrinas. Estos compuestos pigmentan las estructuras de diferentes colores
como verde, naranja y rojo, cambiando las caracteristicas estéticas de las rocas.
Cabe destacar que estos compuestos brindan proteccion a las cianobacterias frente
a agentes externos como la radiacion UV, la humedad y otros factores ambientales
(29).

La colonizacién de cianobacterias en las rocas, también provoca un aumento de la
presion interna en las fisuras de las rocas, debido a la absorcion de humedad, que
con el paso del tiempo provocan que el polvo, acaros o agua se filtren y afecten ain
mas las condiciones de las piedras. Ademas, las cianobacterias también sintetizan
acidos organicos que reaccionan con los minerales de las rocas de los monumentos

formando sales que les dan un aspecto desagradable (6,29).

Bacterias oxidantes de azufre

Las bacterias con propiedades oxidantes de azufre, obtienen energia a partir de la
oxidacion de compuestos reducidos del azufre (como los sulfuros), originando la
produccion de acido sulfurico. Eso lo hacen con la ayuda de oxigeno y compuestos
nitrogenados (nitritos, nitratos). Las bacterias pertenecientes a los géneros
Thiobacillus, Sulfolobus, Thermothrix, Beggiatoa y Thiothrix, oxidan azufre y son las

que se encuentran comunmente en ambientes naturales (30).

El proceso de obtencién de energia de estas bacterias es complejo y se basa
principalmente en el hecho de que oxidan el azufre elemental del acido sulfarico con
la ayuda de aceptores finales de electrones como el oxigeno o ciertos compuestos
nitrogenados. Ese proceso afecta a las propiedades de las rocas cuando el acido
sulfurico reacciona con el carbonato de calcio para formar el sulfato de calcio; este
compuesto quimico tiene aspecto de yeso y es mas soluble que el carbonato de

calcio, lo que debilita el material rocoso (7,30).
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Las bacterias oxidantes del azufre han sido asociadas con el biodeterioro de los
monumentos, ya que el sulfato de calcio, hace que las propiedades del material
rocoso se vuelvan polvorosas, de facil arrastre y que generen una sobrepresion en
las fisuras o poros. Ademas, estas bacterias producen coloraciones negruzcas con

aspectos desagradables (30).

Biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos que se mantienen en
constante interaccion ecoldgica y crecen en las superficies. Estan compuestas por
polimeros que sintetizan los propios microorganismos para mantenerse en
comunicacién, adherirse facilmente a las superficies, brindar soporte y resistencia,

mejorar su adaptacion y crecimiento (7).

Generalmente las biopeliculas son heterogéneas (compuestas por varias especies
de microorganismos), donde cada microorganismo tiene un metabolismo y una tasa

de crecimiento diferente (31).

En los monumentos de roca, los primeros microorganismos invasores son los
hongos, las bacterias y las algas, ya que por sus propiedades metabdlicas no
necesitan de muchos nutrientes para sobrevivir y multiplicarse en el material rocoso;
luego colonizan los liquenes, las plantas y los musgos. Las comunidades
microbianas que forman las biopeliculas, crean microambientes que les permiten

adaptarse y complementar su crecimiento en la superficie (32).

Las biopeliculas son una amenaza para la preservacion de monumentos
compuestos de roca, ya que ademas de modificar el aspecto estético de superficies
por la presencia de pigmentos, su crecimiento causa sobrepresién en las

superficies, creando fisuras, grietas o poros que se desprenden facilmente de la
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matriz rocosa. Asimismo, al estar en comunidad ecolégica con muchos
microorganismos, las biopeliculas hacen que los biocidas y demas compuestos

quimicos no funcionen adecuadamente, dificultando su erradicacién y control (33).

Microorganismos heterotrofos

Los microorganismos heterotrofos (hongos y bacterias) son aquellos que tienen la
capacidad de obtener energia a partir de la oxidacion de sustratos organicos (como
la glucosa, u otros carbohidratos); es decir, se benefician de los “nutrientes”
organicos que otros organismos producen o que encuentran en el medio en que

crecen como suelos, aguas, rocas, madera, entre otros (34).

Numerosos estudios han empleado estos microorganismos para la remediacion de
aguas y suelos contaminados por compuestos quimicos letales como el cianuro,
diésel, petréleo, entre otros, siendo capaces de degradar estos compuestos para

obtener energia y multiplicarse (35).

Algunos autores los denominan “microorganismos patdégenos”, ya que aprovechan
el alimento del sustrato en el que crecen causando deterioro de las estructuras,
mediante la liberacion de &cidos organicos que resultan del metabolismo
microbiano. En los procesos de biodeterioro de monumentos arqueolbgicos
rocosos, son los principales responsables de la meteorizacion de las rocas, los
acidos organicos resultantes generan manchas de distintos colores y cambios en

las propiedades estructurales de las rocas (6,20).

Psicrotolerancia microbiana

La psicrotolerancia es la capacidad que poseen ciertos microorganismos de crecer
a temperaturas por debajo de los 20°C, aunque a tasas inferiores a las que

presentan por encima de esta temperatura. De alli la diferencia con los verdaderos

Alisson Samantha Torres Medina 20



. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

psicrofilos: los primeros son “tolerantes al frio” y los segundos “amantes del frio”.
Los microorganismos psicrotolerantes crecen normalmente en ambientes de
temperatura bajas, pero las temperaturas éptimas de crecimiento generalmente son

superiores a los 20°C, es decir pueden crecer en zonas frias y calidas (36).

Para poder multiplicarse a estas temperaturas, los microorganismos
psicrotolerantes adaptan su metabolismo, morfologia y procesos de crecimiento.
Esto se debe a que, al bajar la temperatura, los compuestos liquidos se convierten
en gel, haciendo que disminuya su fluidez, afectando su capacidad de reproducirse,

alimentarse e interactuar con otros microorganismos (37).

Uno de los mecanismos que desarrollan los microorganismos psicrotolerantes para
soportar las bajas temperaturas, es aumentar el contenido de acidos grasos
insaturados en la membrana celular, con el fin de aportar fluidez y mejorar el

transporte de sustancias a través de ella (36).

Otros mecanismos de adaptaciéon son la disminucién del metabolismo y la
modificacién de la conformacion de las proteinas, que reducen las interacciones
covalentes y mejoran la disposicién de la membrana mejorando la captacion de

nutrientes (37).

La produccion de exopolisacaridos también es un mecanismo de proteccion que
poseen estos microorganismos para mejorar su ambiente de desarrollo y protegerse
de agentes externos (36).

En el area de la biotecnologia hay gran interés en las enzimas que producen los
microorganismos psicrotolerantes, y su estudio puede brindar resultados favorables
en la produccion de alimentos, detergentes y farmacos. Principalmente porque las
enzimas (peptidasas, lipasas y galactosidasas) producidas por bacterias
psicrotolerantes pueden actuar eficientemente a temperaturas bajas, en las que
otras enzimas se encuentran inactivas. Actualmente los productos generados por

las bacterias psicrotolerantes y psicrofilas, son empleados en proyectos de
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investigacion, por la peculiaridad de contar con principios activos que les brindan

caracteristicas favorables para su estudio (36).

Es importante mencionar que desde hace varias décadas los estudios de las
bacterias extremdfilas son una prioridad para los investigadores. Basta con recordar
que la enzima ADN polimerasa empleada actualmente para realizar las pruebas
PCR (llamada Taq polimerasa), fue descubierta por primera vez en la bacteria
Thermus aquaticus, nativa de aguas termales, que tiene la capacidad de soportar y

mantenerse funcional a temperaturas muy altas (38).
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I.1.- Disefio de investigacion.

Se trata de una investigacion basico-orientado, con un disefio observacional y de tipo

descriptivo.

[I.2.- Poblacion y muestra.
[1.2.1. Universo - Poblacion: El principal foco de estudio son las bacterias presentes

en las superficies de las rocas del Complejo Arqueoldgico Ingapirca, que se estudian
con la finalidad de conocer sus caracteristicas de crecimiento e incidencia en el proceso
de biodeterioro que experimenta el complejo. Para ello se parte del analisis de las

muestras tomadas del mismo monumento.

[1.2.2 Muestreo y muestra: Las muestras se obtuvieron del templo principal del
complejo Arqueoldgico Ingapirca denominado “Elipse”, “Castillo” o “Templo del sol”.
Para ello, luego de observar las fachadas se eligieron las rocas que presentaron
deterioro evidente, pigmentacion y biopeliculas de microorganismos. A partir de las
mismas se tomoO cuatro muestras representativas en cada una de las cuatro

fachadas (este, oeste, norte y sur).

Figura 1. Puntos de muestreo.
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I1.4.- Definicion y clasificacion de las variables

1. Especie Bacteriana
Definicion: Grupo de poblacién bacteriana con gran similitud fenotipica y genotipica.
2. Temperatura Optima de crecimiento

Definicién: Maximo rendimiento de biomasa de bacterias al cultivarlas in vitro a

distintas temperaturas.
Escala de medicion:

- Poco crecimiento: +
- Medio crecimiento: ++

- Alto crecimiento: +++
3. Capacidad de disolver minerales poco solubles

Definicion: Capacidad para disolver minerales poco solubles mediante la produccion
de exometabolitos in vitro (en el medio de cultivo NBRIP/NBRIC).

Escala de medicion:
Forma halos de disolucién:

- Si
- No

4. Porcentaje de identidad de la secuencia nucleotidica con secuencias

almacenadas en base de datos.

Definicién: Comparaciéon de dos secuencias nucleotidicas correctamente alineadas

mediante el empleo de algoritmos especificos.

Escala de medicion:

- Porcentaje de similitud de 0 a 100%.
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I1.5.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencion de datos.

Los datos recolectados durante la investigacion, fueron ingresados en bases de
datos empleando como herramienta Excel 2016, en donde se elaboré matrices de

informacién resumida en tablas.

Ademas, algunos datos obtenidos por la investigacion, se procesaron mediante el
uso de la estadistica descriptiva que resumio la informacién por medio de tablas,
graficos, fotografias y cuadros estadisticos para la presentacion de los resultados
finales de forma fécil y clara.

Técnicas e instrumentos:

Colecta de las muestras y cultivo

Las muestras fueron recolectadas en diferentes sitios de la fachada del templo
principal “El Eclipse” del Complejo Arqueoldgico Ingapirca, Se escogid las rocas
tomando como referencia la presencia de pigmentos, biopeliculas, fisuras y erosion
en las rocas. Por tratarse de un monumento emblemético se emplearon técnicas de
recolecciéon no abrasiva, mediante hisopado de aproximadamente 10 cm? de la
superficie de cada roca. Los hisopos fueron depositados en tubos de fondo cénico
con solucién salina 0.8 % estéril y trasladados en contenedor hermético al

laboratorio.

Para evitar cualquier tipo de contaminacion se trabajé con todas las medidas de

esterilidad, y haciendo uso de equipos e implementos de bioseguridad.

A las muestras se les realiz6 diluciones seriadas 1/10 y 1/100 con solucion salina 'y
a cada muestra se la cultivd en los medios agar nutritivo (diluido a ¥4 de su
concentracion original de nutientes), PDA y Czapeck. Para la siembra, se inoculd
100 pyL de cada muestra en los medios de cultivo y con la ayuda de un rastrillo
microbiolégico (espatula de Drigalsky) se distribuy6 la muestra con movimientos

circulares por toda la caja.
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Cada caja Petri sembrada fue incubada por cinco dias a 12°C.

Aislamiento, purificacion de colonias y conservacion

El aislamiento de las colonias bacterianas se realizé por la técnica de cultivo en
estriado con un asa bacterioldgica previamente esterilizada, tomando cada colonia
bacteriana y cultivAndola en cajas Petri del mismo medio de crecimiento. El
aislamiento permitid asegurar la pureza de las colonias bacterianas a partir de las

caracteristicas macroscoépicas que se observo.

Caracterizacion fenotipica

A las colonias bacterianas purificadas se les asignd codigos de caracterizacion,
segun el fenotipo que fueron presentando durante su crecimiento, en donde cada

colonia adquirié un caracter, para lo cual se establecio:

Color: blanco (B), crema (C), rosado (R), naranja (N), amarillo (A) y transparente
().

Textura: brillante (b), opaco (0) y mucoide (m).

Borde: regular (R) e irregular (1)

Tamafo: pequeiio (P), mediano (M) y grande (G).

Andlisis microscépico de tincién Gram

En primera instancia se estandarizd la tincibn Gram, empleando la técnica
establecida por el investigador Hans Christhian Gram; se utilizd cepas de referencia
ATCC para verificar la eficiencia de la tincion: Escherichia coli 25922 (Gram
negativa) y Staphylococcus aureus 25923 (Gram positiva). El procedimiento se

realizé de la siguiente manera:
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1) Se hizo el frotis de la muestra y se la fijé en el portaobjetos a la flama; 2) Se cubrio
el portaobjeto con cristal violeta durante un minuto, después se lavé delicadamente
con agua destilada; 3) Se cubrié con yodo-povidona (Lugol) durante un minuto,
seguido de su lavado; 4) La decoloracién con alcohol-acetona por 15 segundos,

lavando; 5) Se cubrié con safranina por 30 segundos y se lavo.

Luego se observo los portaobjetos en el microscopio con aumento 100X, con lo cual
se establecié la morfologia de cada bacteria (bacilos, cocos, coco-bacilos o
espirilos), ademas su clasificacibn en Gram positivas (azul-violeta) o Gram

negativas (rosadas).

Para continuar con todos los procedimientos de investigacidn se escogio diez

colonias bacterianas puras.

Crecimiento bacteriano a diferentes temperaturas

El estudio de crecimiento en las bacterias a varias temperaturas se llevé a cabo con
el objetivo de determinar la temperatura 6ptima de crecimiento, y conocer asi la
capacidad fisiologica y adaptativa que poseen las bacterias para crecer a

temperaturas relativamente altas, medias y bajas.

El estudio se realizé en el medio de cultivo de agar nutrido ¥4 a temperaturas de
4°C, 12°C, 20°Cy 30 °C. Previo a la siembra se prepar6 una solucion homogenizada
para cada bacteria, en donde se tomé una colonia bacteriana y se la suspendi6 en

200 pL de agua destilada.

El proceso de la siembra se hizo con la inoculacién de 5 pL de cada solucion
bacteriana; mismas que se las distribuy6 de forma simétrica por la caja Petri. Luego
de la siembra, se incubaron las cajas durante cinco dias, al cabo de los cuales se
observé el tamafio y densidad de las colonias y se compard con la misma cepa

cultivada a otras temperaturas.
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Capacidad de disolucién de minerales inorganicos poco solubles

(fosfatos/carbonatos)

La capacidad de disolucién de fosfatos y carbonatos de los aislados bacterianos
obtenidos de las muestras de la superficie de las rocas del complejo arqueolégico
Ingapirca, fue determinado en los medios de cultivo NBRIP y NBRIC. El medio de
cultivo NBRIP es un medio agarizado de doble capa, el cual fue enriquecido con
Cas(P0Oa4)2 (un mineral poco soluble) en la capa superior, y empleando como fuente
de carbono la glucosa (39). En el caso del medio de cultivo NBRIC fue enriquecido
con otro mineral poco soluble, el carbonato de calcio (CaCOs), y con glucosa como
fuente de carbono y energia. El indicador de la capacidad de la disolucién de
fosfatos y carbonatos, fue la formacion del halo de disolucion alrededor del

crecimiento de las colonias.

La inoculacién fue realizada con una suspension bacteriana homogénea compuesta
por 200 pyL de agua destilada y una colonia bacteriana; de esa suspension se tomé
5 uL y se inocul6 en la placa Petri, distribuidas de forma separada. Las placas fueron
incubadas a temperaturas de 20°C por cinco dias.

Extraccion de ADN genomico y amplificacién por PCR

El ADN gendmico de las bacterias fue extraido mediante lisis por ebullicion a una
temperatura de 100°C; para ello, se suspendi6é una colonia bacteriana en 200 uL de
agua destilada y se calenté en un bafio Maria durante 10 minutos (40). El

sobrenadante de esta suspension se usé como fuente de ADN gendmico.

El proceso de amplificacion mediante PCR de un fragmento interno del gen que
codifica para el ARN ribosomal 16S (16S ADNr) fue realizado con el ADN gendmico
de las diferentes cepas puras. Para ello empleamos el kit Go Tag Green Mastermix
de Invitrogen. La mezcla de reaccioén incluyd: 12,5 uL de Master Mix; 5,5 yL de
Primer Fd1 (5 AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3); 5,5 pyL de Primer rd1 (5’ CTG
CTG CSY CCCGTAG 3’); 1 uL de ADN gendmico y 6,5 uL de agua destilada estéril

Alisson Torres Medina 29



. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

y libre de nucleasas. El proceso de amplificacion PCR fue realizado en el
termociclador SimplyAmp de ThermoFisher, el cual se programé con un perfil
térmico que consistidé en: un primer ciclo de desnaturalizacion total a 94°C por 1
minuto; seguido de 35 ciclos a 94°C por un minuto, 55°C por un minuto, 72°C por

dos minutos y por ultimo un ciclo de elongacion final a 72°C por 6 minutos.

Las muestras amplificadas fueron analizadas mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1,5 %. Estos geles fueron preparados mezclando 0.75 g de agarosa con
50 ml de buffer (TAE o TBE) y luego fundido en microondas hasta que se obtuvo
una soluciébn homogénea y transparente, a la cual se agreg6é 5 uL de SYBR Safe

(Invitrogen). La mezcla fue depositada en el molde hasta que gelifico.

La corrida del gel consisti6 en la colocacién del gel en el equipo de electroforesis, al
que se cubri6 completamente con buffer. Posteriormente se tom6 10 pL de la
muestra amplificada y se mezclé con una microgota de tampdn de carga Blue Juice
™ en cada pocillo se coloco la mezcla de la muestra, incluidos los controles positivo
y negativo. Continuando se conecté el equipo de corrida por aproximadamente 45

minutos.

Con el fin de mejorar los resultados se estandarizé y optimizé la amplificacion del
gen 16S rDNA. Para ello, y tomando en cuenta los resultados del ensayo preliminar,
se uso un nuevo juego de primers universales: (REVB (también llamado 1492 R) 5'
GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3 y 7f (también llamado 27f-YM): 5' AGA GTT
TGA TYMT GGC TCA G 3'donde: Y es equivalente aC o T) (41) y ADN genémico
de E. coli ATCC 25922, diluido en 1/10, 1/100 y 1/500. A partir de la informacién
obtenida es que realizamos la amplificacion de la region 16S (PCR) de las bacterias

seleccionadas del complejo arqueologico Ingapirca.
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Cuantificacion del ADN amplificado y secuenciacion de los amplicones

La cuantificacion de los productos de amplificacion (amplicones) se realizd con el
fin de enviar a secuenciar la cantidad de ADN exigida por la empresa Macrogen.
Para ello se utilizé el fluorometro Qubit y el kit BR DNA el cual, por medio de la
emision de fluorescencia, permite cuantificar la concentraciéon de ADN en cada una

de las muestras. Asi se envid a secuenciar a la empresa Macrogen (Corea).

Andlisis de secuencias y construccién de cladogramas

Una vez obtenidos los datos de la secuenciacion del ADN bacteriano, se procedio
a ingresar las secuencias en la herramienta BLAST Search (42) disponible en la
pagina del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Esta herramienta compara
las secuencias generadas con las que estan disponibles en la base de datos
GenBank. Una vez obtenidos los resultados, se escogieron las especies bacterianas
cuyas secuencias nucleotidicas presentaron el mayor porcentaje de identidad. De
cada uno de estos “hits” se tomaron datos como: su identificacion, el numero de
pares de bases secuenciadas, porcentaje de identidad y codigo de acceso al
GenBank.

Las secuencias del gen 16S se procesaron en la plataforma bioinformatica Mega X,
con la finalidad de construir cladogramas que muestren las relaciones evolutivas

(filogenia) entre ellas.

[1.5.1.- Procedimientos estadisticos y analisis de datos

Técnicas estadisticas: las tablas fueron realizadas a través del programa Excel, en
el cual se ingresaron todos los datos obtenidos por los estudios realizados. El

cladograma fue construido empleando la plataforma bioinformatica Mega X.
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Aislamiento primario de cepas bacterianas heterotrofas y psicrotolerantes

El monumento mas importante del Complejo Arqueoldgico de Ingapirca es de
estructura oval, con paredes de mas de cuatro metros de altura y fue construido
empleando bloques de andesita verde, mineral de origen volcanico (Figura 2 Ay B).
Estas rocas presentan signos evidentes de deterioro causado, principalmente, por
organismos macroscopicos (liquenes, musgos, plantas vasculares) y microscopicos

(hongos, bacterias, algas) (Figuras 2C y 3 A-E).

Como puede observarse en las imagenes, en la prospeccion inicial de las rocas del
monumento observamos todo tipo de fisuras, grietas, manchas y biopeliculas en las

superficies de estos blogues de piedra (Fig. 2A, B, C).

Figura 2. A. Estructura del templo “Eclipse” del Complejo Arqueoldgico Ingapirca, B. Paredes del CAly C.
Condiciones de las rocas del templo “Eclipse” del complejo Arqueoldgico Ingapirca.
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Figura 3. A, B, C, Superficies de las estructuras rocosas del templo “Eclipse” del monumento arqueoldgico
Ingapirca; D, E, superficies de rocas bajo el microscopio estereoscopico.

A partir de las muestras colectadas de las rocas, mediante métodos no abrasivos,
se realizd el aislamiento primario de los microorganismos alli presentes mediante
inoculacién con hisopo y rastrillo microbioldgico (espatula de Drigalsky) en
diferentes medios de cultivo, e incubacion por varios dias a una temperatura de
12°C. De los medios de cultivo escogidos para la siembra, el medio agar nutritivo
fue el que permiti6 el mayor crecimiento y diversidad bacterianos (Figura 4B),
seguido del medio PDA (Figura 4A) y el medio Czapek (Figura 4C); en todos estos
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medios de cultivo se observaron variedad de colonias bacterianas con formas,
tamafos y colores diferentes, con la particularidad de que en cada medio de cultivo
crecieron morfotipos distintos, lo cual sugiere que la composicion de los medios
selecciona en favor de una u otra especie (Figura 4A, B, C). A partir de estos
aislamientos primarios, se lograron obtener aislados bacterianos puros (axénicas),

mediante sucesivos repiques en medio agarizado (Figuras 4D, E).

Figura 4. Cultivos primarios en medios de cultivo A) PDA; B) Nutritivo; C) Czapek. D, E) Aislados purificados.
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Morfotipos de aislados bacterianos del Complejo Arqueoldgico Ingapirca

De todos los aislados que se lograron purificar hasta lograr cultivos axénicos, y que
fueron capaces de multiplicarse a 12°C, se escogi6 10 cepas bacterianas puras para
ensayos posteriores, tratando de incluir la mayor diversidad fenotipica posible

(Tabla 1y Figura 4B). La mayoria de estos aislados eran bacterias Gram-negativas.

Tabla 1. Caracteristicas de bacterias del CAl.
Aislado No. Color Textura | Borde | Tamafio Gram
IP003.3 Naranja | Brillante | Regular | Pequeiio | Coco-
gramnegativo
IP001.8.2 Blanco | Brillante | Regular | Pequeiio | Coco-
gramnegativo
IP004.28 Rosado | Brillante | Regular | Pequefio | Coco-
gramnegativo
IPO01.5 Amarillo | Brillante | Regular | Pequefio | Bacilo-
gramnegativo
IP0O01.26 Rosado | Opaco Regular | Pequefio | Coco-
grampositivo
IP002.21 Crema Brillante | Regular | Pequefio | Bacilo-
gramnegativo
IP001.23 Blanco | Brillante | Regular | Pequeiio | Coco-
grampositivo
IP004.5 Blanco | Mucoide | Irregular | Grande | Coco-
gramnegativo
IP002.14.1 Crema Brillante | Regular | Pequefio | Coco-
grampositivo

Psicrotolerancia de los aislados bacterianos seleccionados

Pese a que todos los aislados escogidos fueron capaces de multiplicarse a 12 °C,
Su crecimiento en medio agar nutritivo a otras temperaturas fue muy variable (Tabla

2). Por ejemplo, algunos de ellos crecieron mejor a 20 °C, mientras que otros fueron
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capaces de crecer mejor incluso por debajo de la temperatura a la que fueron

aislados, es decir, a 4 °C.

Por otro lado, se observo claramente diferencias en la pigmentacion de las colonias

bacterianas en funcion de la temperatura de cultivo (Figura 5). Particularmente
interesante fue la observacion de que los aislados IP001.8.2, IP001.23 e IP002.14.1

presentan el fenémeno de “swarming” o de expansion de colonia a temperaturas

superiores a los 12°C, lo cual caus6 una clara deformacion de la forma de sus

colonias.

Tabla 2. Crecimiento bacteriano a diferentes temperaturas en medio Agar

Nutritivo.

Aislado No. 4°C 12°C 20°C 30°C
IP003.3 ++ +++ +++ +
IP001.8.2 + ++ +++ +++
IP004.28 +++ ++ ++ ++
IPO01.5 + + +++ ++
IPO01.26 ++ ++ +++ ++
IP002.21 ++ ++ +++ +++
IP001.23 ++ ++ +++ ++
IP004.5 ++ ++ +++ ++
IP002.14.1 + ++ +++ ++++

(-) sin crecimiento; una cruz (+) poco crecimiento, dos cruces (++) medio
crecimiento y a partir de tres cruces (+++) abundante crecimiento.
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Figura 5. Crecimiento de aislados bacterianos puros en medio agar nutritivo; A) 4°C;
B) 12°C; C) 20°C; D) 30°C.
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Disolucion de minerales inorganicos poco solubles

Pese a que todos los aislados seleccionados se multiplicaron en los medios
empleados para valorar la capacidad de disolver minerales inorganicos poco
solubles, la mayoria de ellos fueron incapaces de disolver el fosfato de calcio y el
carbonato de calcio con los que se suplement6 el medio NBRI, a 20 °C (Tabla 3 y
Figura 6). Solo dos de los diez aislados evaluados (IP002.21 e IP001.23) formaron
un halo de disolucién similar en los medios de cultivo NBRI(P) y NBRI(C), mientras

que un aislado (IP001.8.2) solo fue capaz de disolver el carbonato.

Tabla 3. Biolixiviacion bacteriana determinada en medios NBRIP y NBRIC

. NBRI.P . Halo de NBRI.C. Halo de
Aislado No. Crecimiento disolucion Crecimiento disolucion
a 20°C a 20°C

IP003.3 + - + -
IP001.8.2 ++ - ++ **
IP0O04.28 - - - -
IPO01.5 ++ - ++ -
IP0O01.26 - - - -
IP002.21 +++ * + ok
IP001.23 +++ * T+ *kk
IP004.5 + - ++ -
IP004.22 + - - =
IP002.14.1 - - - -

Crecimiento bacteriano: (-) sin crecimiento; (+) poco crecimiento;(++) crecimiento medio; (+++) crecimiento
abundante.

Didmetro de los halos de disolucién: (-) sin halo; (*) 1 mm; (**) >2 mm; (***) >=3 mm.
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Figura 6. Crecimiento bacteriano y disoluciéon de minerales inorganicos in vitro. a) Medio NBRIP; b)
Medio NBRIC

Optimizacion de reacciones de PCR para amplificacion del gen 16S rDNA

Con el fin de establecer las condiciones 6ptimas de amplificacion del marcador
molecular 16S rDNA, llevamos a cabo una serie de pruebas preliminares. En la
primera de ellas se trabajé con ADN extraido de algunas de las bacterias de CAl
(2.21; 3.3; 1.23). Los resultados obtenidos muestran varias bandas de ADN (Figura
7A). Esto sugiere que se amplificaron regiones inespecificas del genoma. En virtud
de este resultado, decidimos estandarizar la reaccién de PCR, modificando primero
el par de primers empleados (27f-YM y 1492 R), y usando ADN gendmico de una
cepa de coleccion (E. coli). Como puede verse en la Figura 7B, esto permitio obtener
s6lo una banda, de la longitud esperada (aproximadamente 1500 pb). De igual

forma, variamos la dilucion de este ADN que se utiliz6 como blanco de amplificacion
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(“ADN diana” o “ADN molde”), diluyendo la solucién original 1/10, 1/100 y 1/500 con
agua destilada estéril; con ese cambio se observo claramente que usando el ADN
gendmico a una dilucion de 1/500 se obtienen resultados 6ptimos, resultando una
Unica banda de amplificacion perfectamente diferenciada (Figura 7B). Combinando
los valores optimos de ambas variables logramos amplificar el gen que codifica al
ARNr 16S a partir del ADN gendémico de todos los aislados seleccionados (Figura
7C).

e - O 221 2 103

O Ol e L) .
M — S

C

Figura 7. Resultados de la amplificacién del gen 16s ADNr. A) Primer intento de amplificacion por PCR (M:
Marcadores de longitud molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, ADN de aislados 2.21, 3.3, 1.23);
B) Segunda estandarizacion PCR empleando la dilucién de ADN de E.coli ATCC 25922 y nuevos primers (M:
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marcadores de longitud molecular; C-: control negativo); C) Amplificacion regién 16s ADNr a partir de ADN
genomico de bacterias del Complejo Arqueoldgico Ingapirca con dilucién 1/500 (M: marcadores de longitud

molecular, C-: control negativo, C+: control positivo).

Secuenciacion de ADN y andlisis de secuencias nucleotidicas

Los fragmentos de amplificacién (“amplicones”) fueron secuenciados exitosamente
por la empresa coreana Macrogen Inc (Anexos 1). A partir de dichas secuencias, y
una vez verificada la ausencia de contaminacion con otros aislados mediante
observacion de los electroferogramas (Anexos 2), se realizo el analisis de similitud
con las secuencias de ADNr 16S depositadas en GenBank, mediante empleo del
programa Blast-N (43). Los resultados de dicho analisis se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Identificacién molecular de aislados bacterianos seleccionados del Complejo
Arqueoldgico Ingapirca

L I " . Longitud
0, 0
Codigo de  Especie filogenéticamente méas cercana % de secuencia % de

aislado /Cédigo de acceso a GenBank identidad (pb) cobertura

IP003.3 Sphingomonas faeni / MW960264.1 98.21% 1011 100%
Arthrobacter phenanthrenivorans/

0 [
IP004.5 KRO85846.1 100% 1005 100%
Frondihabitans peucedani / 0 0
IP004.22 MW507699.1 99.13% 1084 100%
IP001.8.2  Frigoribacterium faeni / NR_026511.1 99.79 959 99%
IP001.26 Arthrobacter agilis / KF924209.1 99.54% 1130 99%
[Brevibacterium] frigoritolerans / o o
IP002.14.1 MK240438.1 98.16% 925 99%

IP004.28 Arthrobacter bussei / MN080869.1 99.90% 1079 100%
IP002.21 Pseudomonas lutea / MK883054.1 99.63% 1137 100%

Arthrobacter nitroguajacolicus /
IPO01.5 KE358248.1 97.83% 1139 99%

IP001.23 Pseudomonas koreensis / MT634604.1 96.64% 1093 92%

Como se puede ver en la Tabla 4, la mayoria de las cepas aisladas estan
filogenéticamente relacionadas con especies de Actinobacterias pertenecientes a

los géneros Arthrobacter, Frigoribacterium, Frondihabitans y Brevibacterium. Tan
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solo dos cepas pertenecen a las clases alfa (Sphingomonas) y gamma

(Pseudomonas) del filum Proteobacteria.

Las secuencias nucleotidicas fueron analizadas empleando la plataforma
estadistica Mega X. Ello nos permitié alinear las secuencias mediante el programa
Muscle (44) y generar un cladograma, que se presenta en la Figura 8. En el mismo

se evidencian las relaciones evolutivas entre las cepas bacterianas seleccionadas.

3.3

|: 2.21
1.23

Aquifex aeolicus NR 1147962

010

Figura 8. Cladograma de secuencias nucleotidicas de los aislados bacterianos del complejo arqueoldgico

Ingapirca.

Discusion

El biodeterioro de monumentos arqueoldgicos en zonas de alta montafia, causado
por microorganismos psicrotolerantes, practicamente no ha sido estudiado hasta la
fecha. Por tal razon, en el presente estudio, nos hemos planteado conocer las
caracteristicas fenotipicas de los microorganismos —en particular las bacterias- que
son responsables de dicho proceso. Los resultados obtenidos confirman que las

rocas del monumento principal del Complejo Arqueoldgico de Ingapirca estan
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colonizadas en forma abundante por diversas especies bacterianas, algunas de las
cuales son capaces de multiplicarse a bajas temperaturas. Por otro lado, hemos
demostrado que algunas de estas bacterias disuelven activamente sustratos
minerales, lo cual podria explicar —en parte- el extenso grado de deterioro del
material pétreo. Hasta donde hemos podido revisar, se trata del primer trabajo en
su estilo en la regidon andina que evalla el biodeterioro de sustratos minerales a tal

altitud, y uno de los pocos que se han realizado a nivel mundial (1,33,45).

La abundancia y diversidad de especies bacterianas que hemos podido poner en
evidencia no es un hecho totalmente inesperado. En efecto, estudios realizados en
diferentes sitios del mundo, mencionan haber identificado varios microorganismos
como agentes causales del biodeterioro de monumentos arqueoldgicos. Este es el
caso de México, en donde un grupo de investigadores estudié las superficies
rocosas de algunos templos Mayas e identificaron a varios géneros de hongos y
bacterias que colonizan las rocas y causan el biodeterioro de las mismas; o el de
Espaiia e Italia, donde varias de las tumbas de importantes civilizaciones antiguas,
se encuentran revestidas por comunidades de microorganismos que fueron
identificados por procedimientos de investigacion similares a los llevados a cabo por
nosotros (11,17,45).

Sin embargo, a diferencia de lo que se ha hecho hasta la fecha, es la primera vez
gue se consideran parametros fisiologicos microbianos, tales como la temperatura
Optima de crecimiento. Esto se debe a que los trabajos que se han realizado
previamente han estado centrados, de manera mayoritaria, en monumentos que se
encuentran en regiones humedas y calurosas, como las selvas centroamericanas o
asiaticas (17,15,21,33). En estos ambientes se suelen encontrar microorganismos
mesodfilos, cuyas temperaturas 6ptimas de crecimiento raramente son inferiores a
los 20 °C. Por el contrario, en regiones con climas frios, como los que prevalecen
en las alturas de las montaflas andinas, generalmente se encuentran

microorganismos adaptados a dichas condiciones. Destacan los psicrofilos y los
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psicrotolerantes, capaces de multiplicarse activamente por debajo de los 10 °C y los
20 °C, respectivamente (3,7,34). Estos microorganismos son capaces de catalizar,
de manera directa o indirecta, procesos como la lixiviacién de sustratos minerales
inorganicos; esto, a su vez, ocurre en el origen natural de los suelos, pero también

en el biodeterioro de monumentos construidos a base de estos mismos minerales
(9).

Uno de los mecanismos causantes del biodeterioro es la produccién y secrecion de
acidos orgénicos, producto del metabolismo microbiano. De hecho, ciertas bacterias
gue se asocian ampliamente con el biodeterioro, obtienen energia a través de la
oxidacion directa de la glucosa, lo cual genera como resultado la produccion de
grandes cantidades de &cido glucénico. Este compuesto es capaz de cambiar el pH
de las soluciones, volviéndolas &cida, lo cual causa a su vez la disolucion de
compuestos poco solubles como los fosfatos, carbonatos y otros (27). Entre este
grupo de bacterias que producen acido glucénico se encuentran las Pseudomonas,
y su presencia en la superficie de las rocas del monumento principal de Ingapirca
podria explicar, en parte, su deterioro (46,47,48).

Por otra parte, y como ya se expuso en la seccion de resultados, varios de los
aislados bacterianos considerados en este trabajo son psicrotolerantes. Se trata de
microorganismos que son capaces de multiplicarse activamente a temperaturas por
debajo de los 20 °C, y alcanzar densidades microbianas elevadas. Esta
caracteristica les confiere la capacidad de colonizar ambientes frios, donde
participan en todo tipo de procesos y de interacciones ecoldgicas (49). Las
temperaturas bajas obligan a las bacterias a adaptarse a traves de la modificacion
de sus propiedades de replicacion, crecimiento, expresion de genes y de proteinas;
se supone que esto lo hacen con la finalidad de sus probabilidades de supervivencia
frente a las condiciones externas adversas. Algunos estudios relacionan el
crecimiento y adaptacion microbiana a bajas temperaturas, con varios mecanismos
como la disminucion de las interacciones internas de las proteinas (es decir, un

aumento de su “flexibilidad” molecular), el aumento del contenido de acidos grasos
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no saturados en su membrana, la expresion de ciertos genes, produccion de
exopolisacaridos y disminucion de la pigmentacion bacteriana, etc. En el caso de
las modificaciones de la membrana celular, se trata de mecanismos que permiten a
las bacterias aumentar la fluidez de la misma, con la finalidad de poder replicarse y
obtener nutrientes, sin la demanda de mucha energia y aprovechando las fuentes

de energia disponibles en su entorno (49,50,51,52).

Entre los resultados que llamaron nuestra atencién destacan las diferencias
observadas en relacion con la produccion de pigmentos a diferentes temperaturas.
Como ya hemos dicho, algunos autores han sefialado que esto se debe a un
mecanismo de adaptacién a las condiciones externas (temperatura, humedad, luz);
es decir, cuando los microorganismos se enfrentan a temperaturas bajas, puede
variar la pigmentacién, pese a que algunos pigmentos en especial los carotenos le
brindan proteccién a la bacteria frente al dafio que causa la radiacién UV en su ADN.
Sin embargo, se ha sugerido que las variaciones de la pigmentacion también
pueden deberse a que los pigmentos modulan la rigidez de la membrana,

favoreciendo su fluidez a bajas temperaturas (49,50,53,54).

Otro resultado interesante fue la observacion de la variacion de la morfologia de las
colonias en funcién de la temperatura de crecimiento. Esta variacién, que se
manifestd generalmente por encima de los 20 °C, como proyecciones amorfas de
las colonias hacia su periferia, normalmente se asocia con el fenomeno de
“swarming” (50,51). Se trata de una propiedad que ciertas bacterias han adquirido
durante su evolucion, aparentemente como una forma de obtener nutrientes
suficientes para su crecimiento y multiplicacion. Es decir, este fendmeno se

manifiesta fundamentalmente como un mecanismo de supervivencia (55,56).

Los resultados de esta investigacion muestran que varias de las especies

bacterianas identificadas coinciden con los resultados de trabajos anteriores,
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relacionados con el biodeterioro de monumentos arqueoldgicos. Por ejemplo, en
uno de ellos, realizado en el Valle histérico Paulista (S&o Paulo, Brasil), se
identificaron Actinobacterias y Proteobacterias pertenecientes a los géneros
Arthrobacter y Sphigonomas, respectivamente. Pese a que se emplearon métodos

metagendmicos para su identificacion, llama la atencion la coincidencia (57).

De igual manera, en un estudio efectuado en Granada (Espafia) sobre el
biodeterioro de la fuente de los Leones de Alhambra, se emplearon técnicas de
biologia convencional y molecular. Esto permitid; encontrar una gran variedad de
microorganismos entre los cuales se encuentran especies del grupo de las
Proteobacterias, tales como Pseudomonas y Sphigonomas, similares a algunos de
los aislados encontrados en el complejo Ingapirca (58).

Con los resultados analizados se puede asociar a las Proteobacterias con los
procesos de biodeterioro, ya que en varias investigaciones se han encontrado
bacterias de este grupo como organismos colonizadores de las estructuras de
monumentos. De alli que sea interesante estudiarlas con mayor profundidad, por
presentar reincidencia de dichos microorganismos en monumentos argueoldgicos

de importancia cultural.

En sintesis, los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que las
bacterias heterétrofas, psicrotolerantes, que colonizan la superficie de las rocas con
las que esta construido el monumento principal del Complejo Arqueoldgico de
Ingapirca, tienen la capacidad de disolver minerales a bajas temperaturas. Esto
podria ser una de las causas del biodeterioro que se evidencia en este monumento,
y contribuye a comprender los mecanismos microbianos que podrian estar
causando el proceso de biodeterioro de dichas rocas. Se trata de informacién
potencialmente relevante, que serd util al momento de definir estrategias de

restauracion y proteccion de este y otros monumentos.
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IV.1.- CONCLUSIONES

- Se aislé un grupo de bacterias heterétrofas, cultivables y psicrotolerantes,
qgue colonizan la superficie de las rocas con las que se construyo el
monumento principal del Complejo Arqueoldgico Ingapirca.

- Se caracterizé los aislados bacterianos psicrotolerantes cultivables, que
colonizan las rocas del CAl. Asi se determind que estas bacterias poseen
diversidad de fenotipos y de caracteristicas fisiologicas interesantes como la
psicrotolerancia.

- Algunos de estos aislados fueron capaces de disolver sustratos minerales
relativamente insolubles, lo cual se asoci6 con la produccion de &cidos
organicos.

- Se identifico, por medio de métodos moleculares, a los aislados puros
cultivados a partir de las muestras de las superficies de rocas del Complejo
Arqueoldégico Ingapirca.

- Se determin6é que las bacterias procedentes del Complejo Arqueoldgico

Ingapirca estan relacionadas desde el punto de vista filogenético.
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IV.2.- RECOMENDACIONES

Informar a las autoridades responsables del cuidado del Complejo
Arqueolégico Ingapirca, que varias de las bacterias presentes en las
superficies de las rocas tienen la capacidad de disolver compuestos
minerales poco solubles, lo que es de vital importancia por estar asociado

con la meteorizacion de las rocas.

Comunicar a la comunidad cientifica la capacidad de psicrotolerancia que
presentan los aislados de las rocas del Complejo Arqueolégico Ingapirca,
propiedad que es de interés por los nuevos compuestos que se pueden

sintetizar a partir de bacterias psicrotolerantes.

Recomendar que los estudiantes e investigadores de la Universidad Catodlica
de Cuenca y de otras instituciones, hagan uso del banco de bacterias
aisladas del complejo arqueoldgico Ingapirca. Son bacterias psicrotolerantes,
caracteristica que es de importancia en la industria (farmacéutica, ambiental,
etc.) por la produccion de enzimas y compuestos estables a bajas
temperaturas. Ademas, algunas de las bacterias producen pigmentos que
también merecen ser estudiados, por tratarse de compuestos quimicos o
principios activos que pueden ser de utilidad en distintas areas como nuevos

farmacos, en agricultura, biotecnologia y mas.
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Anexo 1. Secuencias Nucleotidicas

>IP003.3  (1323)
ACGAGCTACACCGTGGTCGCCTGCCTCTCTTGCGAGTTAGCGCAACGCCT
TCGGGTGAATCCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCTG
GGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGCC
TTCATGCTCTCGAGTTGCAGAGAACAATCCGAACTGAGACGGCTTTTGGA
GATTAGCTCACACTCGCGTGCTTGCTGCCCACTGTCACCGCCATTGTAGC
ACGTGTGTAGCCCAGCGCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCA
CCTTCCTCCGGCTTATCACCGGCGGTTCCTTTAAAGTGCCCAACTAAATG
ATGGCAACTAAAGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT
CTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTGCAGGTCCCC
GAAGGGAAGAAATCCATCTCTGGAAGTCGTCCTGCCATGTCAAACGCTGG

TAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTG

CAGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCA
GGCGGATAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCCAAACACCAAGTGTCCGG
ACAGCTAGTTATCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCACCGTCAATACATGTCCAGTCAGC
CGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCGAATATCTACAAATTTCACCTCTACA
CTCGGAATTCCACTGACCTCTCCATGATTCAAGCGATGCAGTCTAAAAAG
GCAATTCCGGAGTTGAGCTCTGGGCTTTCACCTCTTACTTACAAAGCCGC
CAACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCAAAAAAACGCTTGCTCCCTCCC
TAATAACCGCGGCTGCTGGGCACGGAATTTGCCGGAACTTATTCTCCCGG
TACTGTCATTATCAACCCCGGGTAAAAAAAACTTTTACAACCCTTAAGGC

CTTTTTCAATTCAAGCGGGCATTTGTGGGAAAAAGGCTTTTCCCCATGGC
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CAAAATCCCCCAAGGTCCCCCCCCGAAAAAAATTGGGGGGGGGGTCTAAA
TCCCCTGGGGGGGTGAAAAAAACCCCCCTTAAAAAAACAAAAAGGGGGGG
GGCGGGGGGGGCCCCTTTTCCACACCACCCCACCCAAAAACCCCCACCCG
GGGGCCCCCCCCCCCGGGGGAAAAAAAATTTTTGGAATAAATTTTCCCCC

CCCCCGGGTTAAAAAACCTTTTT

>IP004.5  (1288)
GAAACTGGCAGTCACTTCGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTAGGCCACC
GGCTTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACT
CCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCT
TTTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCTTTGTACCGGCCAT
TGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCG
TCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTCCCCACC
ATCACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA
CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAAC
CGACCGCAAGCGGGGCACCTGTCTCCAGGCGTTACCGGTTCATGTCAAGC

CTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGC

TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACT
CCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGAAAACGTGGAAT
GTCCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATC
TAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTAATGCCC
AGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCAC

CGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACATCACTCTAGTCTGCCCGTA




. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

CCCACCGCAGATCCGGAGTTGAGCCCCGGACTTTCACGGCAGACGCGACA
AACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCC
CTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGC
AGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTACAACCCGA
AAGGCCGTCATCCCTCAAGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTG
TGCAATATTCCCCACTGGTGCCTCCCTAAGAATCTGGGGCGGGGTTTCAA
TCCCCCGGGGGGCGGGCACCCCCTCAGGCGGGGACCCCCGLCTTCGLCCTG
GGTAGCCCTTTCCTCCCCCACAAGCTGAAAGGGCGGGGGGTCCTTCCAAA

ACCAAAAAAGATTTTCCCCCCCCCCCGGGGGGGAGAAA

>IP004.22  (1533)
AGGCATCGTATCACCTTCGACAGCTCCCTCCACAAGGGTTGGGCCACCGG
CTTCGGGTGTTACCGACTTTCATGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCC
GACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGAGACCGACTTT
TTGGGATTCGCTCCACCTCGCGGTATTGCAGCCCTTTGTATCGGCCATTG
TAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTTCCCACCAT
AACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATACCG
ACCTTGCGGGGCGACCATCTCTGGACGTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTG

GTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGT

GCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCC

AGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTGCGACACAGAAACCGTGGAATGGCC




. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

CCTACATCTAGTTCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAAT
CCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAACGGCCCAGAG
ATCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCT
ACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCA
CTGCAGGCTGGGGGGTTGAGCCCCCAGATTTCACAGCAGACGCGACAAAC
CGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTGGCACCCTA
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTTTTCTGCTGG
TACCGTCAAGAGCAAGCTCCCTTCTCCCAACTAAAAGAGGTTACAACCCG
AAGGCCGTCGTCCCTCAAGCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTG
TGCAATATTCCCCCTGCTGCCTCCCCGAAGAAATTGGGGCGGGGCTCAAT
CCCCGTGGGGCGGGTACCCTTTCAGGCGGGGAACCGCCGGLCGGGGETGGEGE
GAGCCGTTCCTCCCCAAAACCGAGAAGGGGGGAGGCCTCCTTGACAAAAT
TTTTCCCCGCGAAAAAACCCCCGGGAAAAACGGGTTAAAATCTTTCCCTT
TCAAAACAAGGGGGGTCCGGTTTTCCCCTCCCTACCGAAAAGCCTCCTTA
TTGGACTGGGGGGGGGGCGCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATAATAAATAAAAAAAATAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAACCCCCCCCCCTCGTGTCGTGGACGGAAATAGATACC

CCCCCCGCACTGCCTTAATTAAGAATTTATGGA

>|P001.8.2 (1315)
CCATCGATCACTTCGACAGCTCCATCCACAAGGGTTAGGCCACTGGCTTC
GGGTGTTACCGACTTTCATGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG
AACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACT

TCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGG




. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

GATTCGCTCCACCTTACGGTATCGCAGCCCTTTGTACCGGCCATTGTAGC

ATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCA

CCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTTCCCACCATAACG

TGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAAC

ATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATACCGACCT

TGCGGGGCGACCATCTCTGGACGTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAA

GGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGG

GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGC

GGGGAACTTAATGCGTTAGCTGCGACACGGAGACCGTGGAATGGCCCCCA

CATCTAGTTCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTG

TTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAGAGATCT

GCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACAC

CAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGC

AGGCTGGGGGTTGAGCCCCCAGATTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCT

ACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCACCCTACGTAT

TACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCCGTGCTTTTTCTGCAGGTACCG

TCACTTTCGCTTCTTCCCTACTAAAAGAGGTTTACAACCCGAAAGGCCGT

CATCCCTCAAGCGGCGTTTCTGCATCAGGGTTTTGCCCATTGTGCAAAAT

TCCCCCTGGTGCCTCCCCTAAGAAGACTGGGGCGTGGTTTCATTCCCCCG

GTGGGCGGGGACCCCCTCAGGCGGGGAACCCTTCTTTCCCCTGGGGGGGC

CTTTCCTCCCCACCAACTTAAAAGGCGCGGGGTCCTCCCTTGACCAAAAT

CTTTTCAATCCCAAGCCCGGCGGGGGAAGAAGGGAACCCGGGATAAAACC

CCTTTTTTGGGGTAT




. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

>|P001.26  (1307)
AGGACTGCTGTCACTTCGACGGCTCCTCCCACAAGGGGTTAGGCCACCGG
CTTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCC
AACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGAGACCGGCTTT
TTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCTTTGTACCGGCCATTG
TAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTC
CCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCCATGAGTCCCCGGCAT
AACCCGCTGGCAACATGGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCG
GCCACAAGTGGCTGACACATCTCTGCATCATTCCGGTTCATGTCAAGCCT
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTT
GTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCC
CCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGAAAACGTGGAATGT
CCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAG
AGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCG
CTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACC
CACCGCAGATCCGGAGTTAAGCCCCGGACTTTCACGGCAGACGCGACAAA
CCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCCCT
ACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAG
GTACCGTCACCAACCCAAAAAGCCGGCTTCTTCCCTACTGGAAGAAGGTT
TACAACCCGAAGGCCTTCATCCCTCAAGCGGCGTCGCTTCATCAGGGTTG

CGCCCATTGTGCAAAATTCCCCCTGCTGCCTCCCGAAGAAACTGGGGCGG




. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

GGTTCAATCCCCCGGGGGGGCGGGGACCCTTTAGGGGGGGACCCGCGCTC
GCCCTGGGTGGGCCTTACCCCCCCAAAAACTGAAAGGGGGCGGGTCCTTC
CAAAACAAAAAGTTTTCCCCAAAAGGGGGGCGCCCAAAGGCGTATCTGTT

TTAAAAC

>|P002.14.1 (1586)
CAACATTCTGTCACTTAGGCAGGCTGGCTCCATGAAGGTTACCTCACCGA
CTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCG
GCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGCTTTA
TGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCC
CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGA
ATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAA
CATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTC
CCCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCAAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT
GTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCC
TCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGAACTACCAGGGTATCTAA
TCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGA
AAGTCACCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAGTCTCTACGCATTTCACCGCT
ACACATGGAATTCCACATTCCTCTTCTGCACTCATGTTCCCCATTTTTCA

ATGACCCTCCACGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAACGAACT




. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

ACGTGCGCGCGCTTTACCCCAAATAATTACAAGACAAAGCTTGCCCACTA
TAAAATAACCCCGCAGTAGAAAATAGTCTTACCTGTGTTATTCTGTTAGG
GTCTCCAAAGGGGAAAAATTGTTATCGGCACTTTCTTTACTTAAATGTAT
ACAAAAAAAAAAATGAGTGCTTGTTGACGGGTAGTTTTACTTACCTGATT
TTACTATCTGCGATCCTCTTCACGAATATCCCTAAAAATGATTAGTTTGG
TAGTGTATAATACTAACGATTAACCTCTTTAATTAATTGACAAAATATGT
ATTAAAATTTTTATACTCAATATTATGTAATGGCGGGAGGTCACTCATTT
CTTTTTCTAGTAATGATGGAATATATTAACCACTTCATGGCCTCCAACCT
CAAACTATTTTTTTAACCGCGTTATGTAGAATTATGCTTCCTGCGATCTC
CGCTATTACATTATAATTAATGAGCTGCTCCTTAAATGGTCTCCAAATTT
ATTGAATAAGCTAATACGCGTCATAATAATATTGGGATAATGATTAACTA
ATAAACTAATGAATATATTTAACTTTATCATATTATATTTGTGCTCATAT
CCATATTAATGACCAGCATTATTGTAAATAATACTAAAATTCTTTATTGT

AATTTATTATAATATTATATATGTGAAATGTTAGAA

>IP004.28  (1304)
AGACTGCGGTCACCTTCGACGGCTCCCTCCCACAAGGGGTTAGGCCACCG
GCTTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTC
CAACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGAGACCGGCTT
TTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCTTTGTACCGGCCATT
GTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGT
CCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCCATGAGTCCCCGGCA

TAACCCGCTGGCAACATGGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC




. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACC
GGCCACAAGTGGCTGACACATCTCTGCATCATTCCGGTTCATGTCAAGCC

TTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCT

TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTC
CCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGAAAACGTGGAATG
TCCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCA
GAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACC
GCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGTCTGCCCGTAC
CCACCGCAGATCCGGAGTTAAGCCCCGGACTTTCACGGCAGACGCGACAA
ACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCCC
TACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCA
GGTACCGTCACCAACCCAAAAGGCCGGCTTCTTCCCTACTGGAAGAAGGT
TTACAACCCGAAGGCCTTCATCCCTCAAGCGGCGTCGCTTCATCAGGGTT
GGGCCCATTGTGCAAAATTCCCCCTGCTGCCTCCCGAAGAGATTGGGGCG
GGGTTCAATCCCCCGGGGGGGCGGGGCCCCCCTCAGGCGGGGAACCCTCC
TCGCCCTGGGTGGGCCTTACCCCCCCAAAAACTGAAAGGGCGCGGGTCCT
TCCAAAACAAAAAGATTTTCCCCAAAAGGGGGGGGCCCAAAAGGGTTCCG

TTTA

>|P002.21  (1269)
AAGCTGATCAACCGTGGTACCGTCCTCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTC
TGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG

AACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTT




. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

CACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTCTGGG
ATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCAC
CTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCTTAACGT
GCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACA
TCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCC
CGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGGT

AAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGC

GGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAG
GCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAAGCTCAAGGCTTCCAA
CGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTG
TTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATGAGCCCAGGTGGTC
GCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACAC
AGGAAATTCCACCACCCTCTGCCCTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGC
AGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATTCAACTTAACAAACCACCT
ACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTAT
TACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACG
TCAAAACAGCGAAGTATTAATTAGCTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGC
TTTACAATCCGAAGAACCTTCTTCACACACGCGGCAGGGCTGGATCAGGC
TTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCCTGGCTGCCTCCCGCAAGAAATCTG
GAACCGGGGTTTCAATTCCCGGTGGACGGAACAACCCCCCCAAACAGATT
ACGGAAAGGTCGCCCTGGGGGAACCATTACCCCCCCAACAAACTTAATCC

CACCCTAGGGCCTTTGAAA




. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
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>|PO01.5  (1255)
TGGACTGGCGGTCACTTCGACGGCTCCCCCCACAAGGGTTAGGCCACCGG
CTTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCC
GACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTT
TTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCTTTGTACCGGCCATTG
TAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTC
CCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTCCCCGCCAT
AACGCGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCG
ACCGCAAGCGGGGCACCTGTTTCCAGGTATTACCGGTTCATGTCAAGCCT
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTT
GTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCC
CCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGAAAACGTGGAATGT
CCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAG
AGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCG
CTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACC
CACTGCAGAACCGGAGTTGAGCCCCGGTCTTTCACAGCAGACGCGACAAA
CCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCCCT
ACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAG
GTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAA
GGCCGTCATCCCTCAAGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTG

CAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGGGCGGGGTCTCAAT




. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

CCCCAGGGGGGGCGGGCACCCTCTCAGGCCGGGTACCCCTCCTCGLCCCTG
GTGGGGCCTTACCCCACCCACAAACTGAAAGGGGCGCGGGGTCCTTCCAA

AAAAA

>|PO01.23 (1245)
ACATTTTGATCAACCGTGGTACCGTCCTCCCGAAGGTTAGACTAGCTACT
TCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCG
GGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGAC
TTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTATG
GGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAG
CACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCC
ACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAAC
GTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAA
CATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTT
CCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTG

GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGT

GCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCC
AGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCC
AACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCC
TGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGG
TCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTAC
ACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGAT
GCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACAAACCAC

CTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGT




Universidad
Catodlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

ATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAA
CGTCAAAATTGCAGAGTATTAATCTACAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGT
GCTTTACAATCCGAAGAACTTCTTCACACACGCGGCAGGGCTGGATAAGG
CTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCCTGGTGCCTCCCGCAAGAAGACGG
GACCGGGTGTTAATTTCCCTGGGGACGGATAATCCCCTCCAAAAAATTAA

GAAGAGCCGCCCTGGTGGAGCCTTTTCTCCCCCACAAAGTTAATC

Anexo 2. Electroferograma

3.3

1
macrogen
File: 21_1492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:727 A:851 C:2169 T:1282 %)

Sample: 21_1492R Lane: 12 Base spacing: 16.263977 1323 bases in 16142 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
A CG AGC TA C ACCG TGGTCGCCTGCCTCTCTTGCGAGTTAGCGCAACGCCTT CGGGTGAATCCAACT CCCATG GTGTGAC GGGCGGTGTGT ACAAGGCCT GGGAACGTATT CACCGCGGCAT

=000 AR A A AR AN e A A AN AN i e A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGCCTTCATGCTCTCGAGTTGCAGAGAACAATCCGAACT GAGACGGCTTTTGGAGATTAGCT CACACTCGCGTGCTTGCTGCCCACTGTCACCGCCATT GT

VA WA A A A AP A A AV A A o P A AR AR A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
GCACGTGTGT AGC CCAGCGC GT AAGGGCCAT GAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGCTTATCACCGGCGGTTCCTTT, GT GCCCAACTAAATGATGGCAACT. AGGCGAGGGTT G

(Ao AP A A A AP A A e e A A i

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
CGCTCGTTGCGGGACTT AACCCAACAT CTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGT GCAGGTCCCCGAAGGGAAGAAATCCATCTCTGGAAGTCGTCCT GCCATGT CAAACGCTG

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GTAAGGTTCTGCGCGTTGCTT CGAAT TAAACCACATGCTCCACCGCTT GTGCAGGCCCCCGTCAATT CAT TTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAG GCGGAT AAC TT AAT GCGTTAGCTGC

VA AAAAAARAAA o A AR A S A A A g AR AP A AP AN A VA AR
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File: 21_1492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:727 A:851 C:2169 T:1282
Sample: 21_1492R Lane: 12 Base spacing: 16.263977 1323 bases in 16142 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750
GCCACCCAAACACCAAGTGTCCGGACAGCTAGITATCATCGT TT ACG GCGT GGACT ACCAG GGTATCT AATCCT GTTTGCT CCCCAC GCTT TCGCACCTCA CCGTCAAT ACAT GTCCAGTCAGC

o A A AN e A i e A AN W A A A

760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870
CGCCTTCGCCACTGGTGTTCTT CCGAAT ATCTACAAA TTTCACCTCTACACTCGG AATTCCACTGACCTCTCCATGATT CAAGCGAT GCAGT CT AAAAA GGCAATT CC GGAGTT GAGCTCTG

AR WAN A AN AN AN e AN M PN o A

880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990
GGCTTTCACCTCTT ACTTAC AAMAGCCGCC AACGTGCGCTTTAC GCCCAGTAA TT CC AAAAAAAC GCT TGCTCCCT CCCTAAT AACC GCGGCT GCTGGGCAC GGAATTT GCC GGAACTT ATT C

AN YA BN

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110
TCCC GGTACTGTCATTATCAACCCCGGGT AAAAAAAACTTTT AC AACCCTT AAGGCCTTTT TCAATT CAAGCGGGC ATTTGT GGGAAAA AG CTTTTCC CCAT GG CCAAA A TCCCCCAAG

AU ANV AN A Y S R AN _ —es

1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 12:
GTCCCCCCCCGAAMMAAMT T GEGGGGGGGG TCTA AATCCCC TG GGGGGGI G AAAAMMAMCCCC CCTTAAAA A AACAAAAAG GG GGGGGGCGGWGGGGCCCCTTTTC CACACCACC C

4.5
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6

macrogen
File: 27_1492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:2083 A:2322 C:4972 T:3299
Sample: 27_1492R Lane: 8 Base spacing: 16.139399 1288 bases in 15491 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GMACTAEE G T CA CTTCGACWGCTCCCTCCONCAAGGGGTTAGGC CACCGGCTTCGGGTGTTACCAACTTT CGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTT

om0 =AM AN A A AP A AN A AANAM A A AR A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
GCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGGGATTAGCT CCACCTCACAGTAT CGCAACCCTTTGTACCGGCCATTG

LA o WA A AN AN AN A APV A AN AN A A WA

260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
TAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGT CCCCACCATCACGTGCTGGCAACATAGAACGAGG

A A A A WA A AV A AW AN WA WA AN AN AN A A WAV VA

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCGACCGCAAGCGGGGCACCTGTCTCCAGGCGTTACCGGTTCATGT CAAGCCT

AR WA A AP AN AN A A A ARAA VA A WA ANV AR M A A

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACT CCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTA

A AP A AP AN AV A MO AN AN A A

File: 27_I492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:2083 A:2322 C:4972 T:3299
Sample: 27_1492R Lane: 8 Base spacing: 16.139399 1288 bases in 15491 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750
GCTACGGCGCGGAAAACGTGGAATGTCCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTAT CTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGT TAATGCCC

VA A A AN A AR A o A A AR AR AN AV A

760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870
AGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATT CCAGTCTCCCCTACAT CACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCGCAG AT CCGGAGTTGAGC

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
CAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAMGGCCGTCAT CCCTCAAGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATT CCACACTGGTGCCT C

(AN AN AN AN NN A AN A

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
CCTAAGAATCTGGGGCGGGGTTTCAAT CCCCCGGGGGGCG GGCACCCCCTCAGGCGGGGACCCC AU TTCGCCCTGGGT A GCCCTTT CCTCCCCCACAAGCTGAAAGGGCGGGGGGTCCTTCC A
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4.22

b

macrogen
File: 34_I492R.abl Run Ended: 2021/5/26 15:25:19 Signal G:1346 A:1315 C:2867 T:1763
Sample: 34_1492R Lane: 36 Base spacing: 15.020449 1533 bases in 19054 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
A GG CAT C GTAT CACC T TCG AAGCTCCCTCC/CAAGGGTTGGGCCACCGG CTTCGGGTGTTACCGACTTTCATGACTTGACGGGCGGTGTGT ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGT

AN MR A AWM AN A WA AN WA A WAAMAN ANV

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATG AGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGAGACCGACTTTTT GGGATTCGCTCCACCT CGCGGTATTGCAGCCCTTTGTATCGGCCAT

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT CTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATACCGACCTTGCGGGGCGACCATCTCTGGACGTTTCCGGTATAT GTCAAGCCTT

MM W AN WA AN P A AN A A P ANy AW VA N AN

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCAT CGAATTAAT CCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGC

WA WA Ay AN AN A A AN o A AN WAV A




Universidad
G Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

File: 34_1492R.abl Run Ended: 2021/5/26 15:25:19 Signal G:1346 A:1315 C:2867 T:1763
Sample: 34_1492R Lane: 36 Base spacing: 15.020449 1533 bases in 19054 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
TGCGACACAGAAACCGTGGAATGGC CCCTACAT CTAGTTCCCAACGTTTACGGCAT GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGT AACGGCCCAG

VA A AP A A P AN AN A A i A N MAAMAAAA AN AN WM

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870
AGATCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATT CCAATCT CCCCTACCGCACTCTAGT CTGCCCGTACCCACTGCAGGCT GGGGGGTTGAGCCC

AAAAMAMAA AN WA AN AAMA AN A AN AN AN A A AR e

880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990
CCAGATTTCACAGCAGACGCGAC AAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAAT AATT CC GGACAACGCT GGCACCCT ACGT ATTACCGCAEG CTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTTTT CTGCT

MY 7\‘/“\/\_/ AW A \ ALY N /\/\[\1\/\ Mﬂ’\w‘w /\ MN\N\,‘ I /\ C’fﬁ‘_ff\/f £ A_/\\ (H! 0 \/ AV ﬁ 4// z\ IS/X {\Q’w’w\ Y

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
GGTACCGTCAAGAGCAAGCTCCCTTCT CCCAACT AAAAGAGGTT ACAACCCGA AGGCC GTCGT CCCTCAAGCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTT CGCCCATT GT GCAAT ATT CCCC CTGCTGCC TCCCC

MNP AV A MM MG A DA A AW NN AV A

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250
GAAGAAAT TGGGGCGGGGCTC AAT CCCCGT G GGGCGGGTACCCT TTC AGGC GGGG AACCGCCGGC GGGG TGGGGGAGCCGTT CCTCCCCAA AACCGAGA AGGGGGG AGGCCT CCTTGACAAAATT

1.8.2




Universidad
Catdlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

[

macrogen
File: 36_I1492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:2231 A:2707 C:5617 T:3744
Sample: 36_1492R Lane: 27 Base spacing: 16.120144 1315 bases in 15827 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
€ CATC G AT CA C TTCGAAGCTCO\T CCACAAGGGTTAGGCCACTGGCTTCGGGTGTT/ACCGACTTTCATGACTTGACGGGCGGTGTGT ACAAGGCCCGGGAACGTATT CACCGCAGCGTTG

= : AN WA MA N A A A VAN WA A AN A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
CTGATCT GCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAAT CCGAACTGAGACCGGCTTTTTGGGATTCGCTCCACCTTACGGTATCGCAGCCCTTTGTACCGGCCATTGT

AP P AN AP P AN A A A AV A AN WA AN AR A VW WA A M

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
AGCAT GCGTGAAGCCCAAGACATAAG GGGCAT GATGATTT GACGTCATCCCCACCTT CCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTTCCCACCATAACGT GCT GGCAACATAGAACGAGGG

A AAAAN AV A AN A A A A AR A AP A AAAAAA AN A A VANV LAY

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT CTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATACCGACCTTGCGGGGCGACCAT CTCTGGACGTTTCCGGTATATGT CAAGCCTTGG

WA WV AP WA AN A A A A A A AR AW AW A A A

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
TAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT AAT CCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACT CCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCT G

e AWM WA AN ANV AN M M A AR WA A M WY

File: 36_I492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:2231 A:2707 C:5617 T:3744
Sample: 36_1492R Lane: 27 Base spacing: 16.120144 1315 bases in 15827 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
CGACACGGAGACCGTGGAATGGCCCCCACATCTAGTTCCCAACGTTT ACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTT ACGGCCCAGAGA

WA A A AN AN AN A o A AN A A A ANV A

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870
TCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCT CCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAAT CTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCA GGCT GGGGGTTGAGC CCCCAG

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
CGTCACTTTCGCTTCTT CCCTACTAA AAGAGGTTT AC AACCCGAAMGGCCGTCATCCCTCAAGCGGCGTTT CTGCATCAGGGTTTT GCCCATTGTG CAAAATT CCCC CTGG TGCCTCCCCT AAG

AN ANNS N ARPAIN )

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
AAGACTGGGGCGTGGTTTCATTCCCCCGGT GGGCGGGGACCCCCTCAGGCGGGGAACCCTTCTTTCCCCTGGGGGGGCCTTTCCTC CCCACC AACTT AAAAGGC GCGAGGT CCTCCCTTGACC A

L WA MENNA NN NN A N INMRA A MW [V Jr (NN NNAA IS SN
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de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

1.26

fy
macrogen
File: 37_I492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:1942 A:2307 C:4888 T:3109
Sample: 37_1492R Lane: 25 Base spacing: 16.11057 1307 bases in 15684 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
AGGLCTG CT GTCACTTCGACGGCT TCOMCAAGGGGTTAGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCC GGG AACGT ATTCACCGCAGCG

e NP AWM A WA WA AWM WA AN A AR WA

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCAACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCT CAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGGGATTAGCT CCACCT CACAGTAT CGCAACCCTTTGTACCGGCCAT

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCT CACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCGGCCACAAGTGGCTGACACATCTCTGCAT CATT CCGGTTCATGTCAAGC

ISV AV AN WA AN A A A AN AN A A AW AN AN A Y

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
CTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCAT CGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTT

VAV AN e A AN AN NV e AN AW A A 1/ N




Universidad
Catdlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

File: 37_1492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:1942 A:2307 C:4888 T:3109
Sample: 37_1492R Lane: 25 Base spacing: 16.11057 1307 bases in 15684 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
AGCTACGGCGCGGAAAACGTGGAATGT CCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTT ACAGCCC

A AAARA e A AN A A A A AR YA AP A A A A

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870
AGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTT CACCGCTACACCAGG AATT CCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGTCT GCCCGTACCCACCGCAGAT CC GGAGTTAAGCCC

WA WAV A A A A WA A A AP A AN AV e

880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
CGGACTTTCACGGCAGACGCGACAAACCGCCT ACGAGCTCTTTACGCCCAATAATT CC GGAT AACGCTT GCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCC GGCGCTT CTT CT GCAGG

A AN A A A A A M WA e A S AN A NN A A

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
TACCGTCACCAACCCAAAAAGCCGGCTTCTT CCCTACTGGAAG AAGGTTT ACAACCCG AA GGCCTTCATCCCTCAAGCGGCGTCGCTT CATCAGGGTTG CGCCCATT GTGC AAAATT CCCCCTGCTG

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250
CCT CCCGALGAAA CTGGGGCGGGGT T CAA T CCCCCGGGGAGGC GGGGA C CC TTT AGGG GGGG ACCC GOGCTC GCCCTGGGT GGGCCTTACCCCCCCAAAAACTGA AA GGG GGCGGGTCC TTCC

2.14.1




Universidad
Catdlica
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b

macrogen
File: 38_1492R.abl Run Ended: 2021/5/26 15:25:19 Signal G:613 A:445 C:817 T:529
Sample: 38_1492R Lane: 59 Base spacing: 14.905378 1586 bases in 19246 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
C M CATTC TG T CA CTTAGGCGGCTGGCTCOCAT G AMGGITACCT CACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCAT

o000 MM AN AN AN A AN ANy

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGC CTGCAATCCGAACTGAGAAT GGCTTTATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATT G

A A AN A A A AN VA WA W WA A VAR A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
TAGCACGTGT GTAGCCCAGGTCAT AAGGGGCAT GATGATTT GACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTT GTCACCGGCAGTCACCTTAGAGT GCCCAACTGAAT GCT GGCAACTAAGATCAAGGGTT

A A AN A A A AN A AR RN A A A A WA

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT CTCACGACACGAGCT GACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTAT CTCTAGGGTTGT CAGAGGATGTCAAGACCT

File: 38_I492R.abl Run Ended: 2021/5/26 15:25:19 Signal G:613 A:445 C:817 T:529
Sample: 38_1492R Lane: 59 Base spacing: 14.905378 1586 bases in 19246 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750
TGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGC GTGA ACTACCAGGGTAT CT AATCCTGT T TGCT CCCCACGCTTTCGCGCCTCAG TGT CAGT TACA GACCA GA

880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
GGCTTTCACATCAGACTTAACGAACT ACGT GCGCGCGCTT TACCCCMATAATTACAAGACAAAGCTTGCCCACT AT AAAATAACCCCGCA GTAGAAAATAGTCTTACCTG TGT TATT CTGTTAGGG

N o\ N AN AP A NS LAt

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110
TC TCCAAAGGGGAAAA ATTGTTATCGG CACTTTCTT TACTTAAAT GTATACAAA AAAAAAA TGAGTA TTGTTGAC GGG TAGT TTTAC T TAC CTGATTTT ACTATCTGCG ATCC TC

1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
T TC A CGAATAT CC CTAAAAAT GAT T AGT TTGGTAGT GTATAATAC TAALGAT T AACCTCTITAATTAAT TGA C A A A ATATGT ATAAA ATTT TT AT ACT CAAT ATTATGT A A TGGCGGGAGGT CA
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Catdlica
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0
macrogen
File: 38_I492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:1855 A:2228 C:4932 T:3068
Sample: 38_1492R Lane: 23 Base spacing: 16.14356 1304 bases in 15620 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
AGACT G CG G T CACC T TCGACGGCTCCCTCCCACAAGG GGTTAGGC CACCGGCTTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG AACGTATT CACCGCAGCGT

1NN AN B AN WAL A A AN AN

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
TGCTGAT CTGCGATTACTAGCGACTCCAACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCTTTGTACCGGCCATT

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCT CACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCGGCCACAAGTGGCTGACACATCTCTGCATCATT CCGGTTCATGTCAAGCC

AN W AN WAV AN AP A A A AN WA WA AW AV /A

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
TTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACT CCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAG

A AN AN AN AN AN P VA et AP A A A A W AN




Universidad
G Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

File: 38_1492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:1855 A:2228 C:4932 T:3068
Sample: 38_1492R Lane: 23 Base spacing: 16.14356 1304 bases in 15620 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750
CTACGGCGCGGAAAACGTGGAATGTCCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTT ACGGCATGGACT ACCAGGGTATCT AATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAG

A o PP AN AN AV PR o AN AN VAN AN A A

760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870
AGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCGCAGATCCGGAGTT AAGCCCCG

LNV A AN MWL WA M Y

880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
GACTTTCACGGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAAT AATT CC GGAT AACGCTTGCGCCCTACGTATT ACCGCGGCT GCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTT CTT CTGCAGGT A

WM A AN AMA VY ML AN A

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 113
CCGTCACCAACCCAAAAGGCC GGCTTCTT CCCTACT GG AAG AAGGTTTACAACCCG AAGGCCTT CATCCCTCAAGCGGCGTCGCTT CATCAGGGTT GGGCCCATT GTGC AAAATT CCCC CTGCTGCC

0

LA AP NI AN AL NN NN LSRN A AN AN AN

1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250
T CCCGAAGAGAT TGGGGCGGGGTTCAAT CCCCC GGGGGGGC GAGGC CCCC CTCAGGC GGGGAACCC TCCTC GCCCTGGGTGGGCCTT ACCCCCCCAAAAACTGAAA GGGCGC GGGTCCTTCC A

2.21




Universidad
Catdlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

macrogen
File: 4_1492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:1995 A:2170 C:4366 T:3047
Sample: 4_1492R Lane: 11 Base spacing: 16.241365 1269 bases in 15284 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
LG CTG ATCW CCG TG GT ACCGTCCTCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAMCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCT

' AN A WA AN AWM AWM A WA AR A VAN

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTCT GGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTA

LA AR AN AN AN ARAAN AN A AAAMAAA N A MAMAAAMANA WA A A A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
GCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGT CATCCCCACCTT CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCTTAACGTGCTGGT AACTAAGGACAAGGGTT

VWA AN AR AN A AN A AAAAAMA A AN AR AR M AN A e A

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACAT CTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGT TCCCGAAGGCACCAAT CCATCT CTGGAAAGT TCATT GGAT GTCAAGGCCTG

DA A A A o AN AN A AR AN A A AN AP A

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATT AAACCACAT GCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT CATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGC

B0 AN AN A AN M 0 MNP AN AN

File: 4_1492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:1995 A:2170 C:4366 T:3047
Sample: 4_1492R Lane: 11 Base spacing: 16.241365 1269 bases in 15284 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
TGCGCCACTAAAAGCTCAAGGCTTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCT CAGTGTCAGTATGAGC CCAGG

DA AN A WA AV A A A o A AN A AR A A A A WA AN WA A

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860
TGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATT CCACCACCCTCTGCCCTACTCTAGCTTGCCAGTTTT GGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCG

AWM AN A A AW A A AN AN AN WAV

870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990
GGGATTTCACATTCAACTT AACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATT CCGATT AACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTT AGCC GGTGCTT ATTCTGTC

A A AN AN A AN AN AN A AN AN

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110
GGT AACGT CAAAACAGCGAAGTATT AATTAGCTGCCCTTCCTCCCAACTT AAAGTGCTTTACAAT CCGAAGAACCTTCTTCACACACGCGGCA GGG CT GGATCAGGCTTT CGCCCATTGT CCAA

1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
TATT CCCC CTGGCTGCCTCCCGCAAGAAATCT GGACCGGGGTTTCAATT CCC GGT GGACGGAACAA CCCC CCC AAACAGATTACGGAAAGGT CGCCCTGGGGGAACCATTACCCCCCCAACAAA CTTA




Universidad
Catdlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

15

macrogen
File: 40_1492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:1904 A:2033 C:4294 T:2639
Sample: 40_1492R Lane: 19 Base spacing: 16.342659 1255 bases in 15167 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
TG GACT& CGG T CA C TTCGACGGCT CCCCCACAAGGGTTAGGCCACCGGCTTCG GGTGTTACCAACTTTCGTG ACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG AACGTATTCACCGCAGCGT

P e e 0 ) P AAMPAAAM A A AN AN AWM A WA A WA A VA

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGCTGAT CTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTAT CGCAACCCTTTGTACCGGCCAT

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT AACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCGACCGCAAGCGGGGCACCTGTTTCCAGGTATTACCGGTTCATGT CAAGC

VAN WA AN WA A A A A AR AR A\ A WA A A A VY A

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
CTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACT CCCCAGGCGGGGCACTT AATGCGTT

A AWM AW A AN L AV LA AP WA AV AN AN WM A




Universidad
Catdlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

File: 40_1492R.ab1 Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:1904 A:2033 C:4294 T:2639
Sample: 40_1492R Lane: 19 Base spacing: 16.342659 1255 bases in 15167 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
AGCTACGGCGCGGAAAACGTGGAATGT CCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTAT CTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCC

AN P A A A AN A A A o A AP A AN AN AP AV A

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870
CAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCT GCGCATTT CACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCAG AACCGGAGTTGAG

WA AN WA AWM AW AN AAANA MM M

880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990
CCCCGGTCTTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATT CCGGATAACGCTT GCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTT CTTC

LAY A AN AN A A A AN AN AN AR AN WA AN

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110
TGCAGGT ACCGTCACTTTCGCTTCTT CCCTACTGAAAGA GGTTT ACAACCCGAAAGGCCGTCAT CCCTCAAGCGG CGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGT G CAATATT CCCCACTGCTGC




Universidad
Catdlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

macrogen
File: 7_1492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:1877 A:2471 C:5461 T:3916
Sample: 7_1492R Lane: 7 Base spacing: 16.276794 1245 bases in 14986 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
A CAT TTG ATCACCG TGGTACCGTCCTCCCGAAGGTT AGACT AGCTACTTCTGGT GCACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC CCGGG AACGTATTCACCGCGACATTCT

AN MM A A A AW AWV A AWANMAMA A A AR A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGAT CGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGT A

e

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
GCACGTGTGTAGCCCAGGCCGT AAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCT CCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACT AAGGACAAGGGT T

A A A A A A A A AN AR VAR A AN AR A A e A

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
GCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTT CCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATT GGAT GTCAAGGCCTG

VA AN A A A A A AN A A AR A AR A AV A A A WA AN

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGT CAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCT

VA WA W A VAP AN AW AP A A AP AN AN AW A Y




Universidad
%’- Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

File: 7_I492R.abl Run Ended: 2021/4/23 19:24:17 Signal G:1877 A:2471 C:5461 T:3916
Sample: 7_1492R Lane: 7 Base spacing: 16.276794 1245 bases in 14986 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
GCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTT ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCT CAGTGTCAGT AT CAGT CCAGGT

RPN AP AR A AN VA o AN AN AN AN AN AN A

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870
GGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATT CCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGC CCGG

P A e P M A MG A AP AN AN P A W g

880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990
GGATTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGT AATT CCGATTAACGCTT GCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTT ATTCT GT CGGT

A A N AN A ML A P M AN A Y

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
AACGTCAAAATTGCAGAGTATT AATCTACAACCCTTCCTCQCAACTT AAAGTGCTTT ACAATCCGAAGAACTT CTTCA CACACGCGGCAGGGCT GGAT AA GGCTTTCGCCCATTGT CCAAAATT

A YN A DO YA N NN A A BN VA DN

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
CCCCCTGGTGCCTCCCGCAAGAAGAC GGGACCGGGTGTTAATTTCCC T GG GGACGGAT AATCCCC TCC AA AAAATTAA GAAGAGCCGCCCTGGTGGAGCCTTTTCT CCOCCACAAAGTT AATC
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