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RESUMEN

Introduccion: Existen varias formas en que los microorganismos pueden afectar el
estado de los materiales que forman parte de la construccion de los edificios o los
monumentos arqueoldgicos expuestos al ambiente exterior, ocasionando su desgaste.
Los primeros cambios obvios probablemente sean la decoloracion o pigmentacion de
las superficies; sin embargo, otros cambios mas notorios y profundos ocurren
posteriormente. Estos cambios afectan la estructura mineral de las rocas, causando

su destruccion paulatina.

Objetivo: Identificar y caracterizar a bacterias heterétrofas que contribuyen con el
biodeterioro del monumento principal (“Castillo” o “Elipse”) del Complejo Arqueoldgico

Ingapirca.

Metodologia: Estudio de tipo observacional, donde se obtuvieron y cultivaron
muestras del Complejo Ingapirca. Se emplearon técnicas de Biologia Molecular y
Microbiologia para aislar e identificar las bacterias y sus caracterisiticas morfolégicas
y fisioldgicas. Finalmente, se identificaron y clasificaron las cepas bacterianas por

métodos bio-informaticos.

Resultados: Se reactivaron y purificaron cepas bacterianas que causan biodeterioro
en el monumento principal del Complejo Arqueoldgico Ingapirca. La mayoria de las 12
cepas bacterianas mostraron capacidad de biolixiviacién. Se constaté crecimiento
bacteriano a diferentes temperaturas, encontrandose tanto bacterias psicrotolerantes
como mesodfilas. Los 12 aislados que se identificaron corresponden a especies del
género Pseudomonas. A partir de los hallazgos obtenidos se podran orientar

estrategias para la contencién y manejo del biodeterioro de este monumento.

Palabras clave: Biodeterioro, microorganismos, psicrotolerancia, biolixiviacion,

monumentos arqueologicos.

LANDI LANDI JAQUELINE GABRIELA — TAPIA SOTAMBA MARCO VINICIO 1
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ABSTRACT

Introduction: There are several forms in which microorganisms may affect the state
of materials that form part of buildings or archaeological sites, which are exposed
outdoors, causing their decay. The first noticeable and apparent changes are probably
the fading or pigmentation of their surfaces; however, other changes, more noticeable
and more serious, occur later. These changes alter the mineral structure of the rocks,
causing their progressive breakdown.

Objective: To identify and determine heterotrophic bacteria contributing to the
biodeterioration of the main structure ("Castillo" or "Elipse”) of the Ingapirca

Archaeological Complex.

Methodology: Observational study, where samples were obtained and harvested from
the Ingapirca Complex. Molecular Biology and Microbiology techniques were used to
isolate and identify the bacteria and their morphological and physiological
characteristics. Finally, the bacterial strains were identified and classified following bio-

informatics methods.

Results: Bacterial strains that cause biodeterioration in the leading site of the Ingapirca
Archaeological Complex were reactivated and purified. Most of the 12 bacterial strains
showed bioleaching capability. Bacterial outgrowth was recorded at different
temperatures, with both micro-tolerant and mesophilic bacteria. The 12 isolates
identified corresponded to species of the genus Pseudomonas. Based on the findings
of this study, strategies for the restraint and handling of the biodeterioration of this

historic monument will be able to be directed.

Keywords: Biodeterioration, microorganisms, psicro-tolerance, bioleaching,

archaeological monuments.
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l. INTRODUCCION

Entre los microorganismos causantes de “biodeterioro” estan las bacterias. Estas
proliferan cuando las condiciones ambientales son favorables (por ejemplo, aumento
de la humedad, buena disponibilidad de nutrientes, temperaturas Optimas, etc.); su
desarrollo es evidente cuando se forman costras negras, patinas marrones y
exfoliacién, principalmente en las superficies de los monumentos de naturaleza
calcarea. Las bacterias intervienen en la meteorizacién de las rocas, ya que producen
acidos inorganicos (nitrico o sulfarico) y organicos (oxalico, citrico, gluconico, etc.), que
ocasionan la solubilizacion del calcio, degradan los carbonatos, los aluminatos y

silicatos (1).

Las bacterias son organismos unicelulares, procariotas, con metabolismo autétrofo o
heterétrofo. Sus requerimientos nutricionales y ecologicos son complejos, pero aun asi
pueden desarrollarse en zonas rocosas. La formacion de costras negras, patinas

marrones y la exfoliacion de rocas son indicadores de la presencia de microorganismos

().

Por ser microorganismos de rapida multiplicacion, las bacterias pueden invadir
facilmente la superficie de las rocas, tanto en ambientes naturales como en
monumentos, y afectarlas por la formacion de pétinas de varios colores. La
colonizacion bacteriana en las rocas se ve favorecida por diferentes factores como la
humedad, la presencia de nutrientes, la luz solar y demas condiciones

medioambientales que facilitan su multiplicacién (3).

Hay varias formas en que las bacterias pueden afectar el estado de los materiales que
forman parte de la estructura de los monumentos, ocasionando el desgaste de los
edificios expuestos al ambiente exterior. Los primeros cambios obvios probablemente
sean la decoloracion o pigmentacién de las superficies; sin embargo, otros cambios
mas notorios y profundos ocurren posteriormente. Estos cambios afectan la estructura

mineral de las rocas, causando su destruccion paulatina (4).

Landi Jaqueline y Tapia Marco 4
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l.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

El desarrollo de biopeliculas sobre la superficie de los monumentos o edificios puede
tener efectos tanto estéticos como estructurales. De hecho, las areas cubiertas por
biopeliculas absorben mas luz solar, lo que aumenta el estrés fisico en la superficie de
las rocas que conduce a su expansion y contraccion intermitentes. Por otra parte, el
oscurecimiento de la superficie de las piedras disminuye su albedo (la capacidad de
reflejar la luz incidente), por lo que estas experimentan mayores tensiones no solo a
través de los ciclos de calentamiento/enfriamiento, sino también de humedecimiento /

secado (5).

Gaylarde y colaboradores refieren que los microorganismos endoliticos, es decir
aquellos capaces de crecer en el interior de sustratos rocosos o pétreos, inducen la
degradacion de los minerales que contienen silice a través de diferentes mecanismos,

citando los casos de varios edificios histéricos en América Latina (6).

Son cuatro bacterias capaces de colonizar sustratos pétreos: actinomicetos,
cianobacterias, bacterias nitrificantes y oxidantes de sulfuro (7). A diferencia de los
hongos, el deterioro producido por bacterias a estas estructuras solo es de naturaleza
guimica (8), y se debe principalmente a la acidificacién del sustrato, pulverizandolo,
provocando su exfoliacion y solubilizando sus minerales constituyentes. De igual
manera, el crecimiento bacteriano abundante produce cambios en el color y la textura

de los monumentos (9).

La actividad de las bacterias heterétrofas depende de la cantidad de materia organica
disponible, que proviene de la deposicion de particulas traidas por el viento, que del
polvo, la tierra y los productos intermediarios y finales del metabolismo de otros

organismos y microorganismos (10).

Landi Jaqueline y Tapia Marco 6
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Por todo esto, es importante disefiar estrategias de conservacion efectivas para
prevenir el biodeterioro de los monumentos desde un punto de vista histérico y
patrimonial. Para ello, es necesario saber qué microorganismos estan presentes en
las superficies, qué tipo de fuentes de energia utilizan y qué efectos causan, no solo
sobre los sustratos minerales en si mismos, sino también en la promocién de una
mayor colonizacién por parte de otros microorganismos, liquenes, musgos, plantas

vasculares, insectos y animales (10).

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Significado o importancia de la solucién del problema

Conservar los monumentos arqueoldgicos es de vital importancia para la memoria
histérica de los paises. Por lo tanto, estudiar a los microrganismos que provocan el
biodeterioro de estas construcciones con valor patrimonial es fundamental. Las
investigaciones de este tipo realizadas en América Latina se han limitado a zonas
selvéticas y principalmente tropicales, pero no a las regiones montafiosas del paramo
andino. Por tal razén, es muy escaso el conocimiento sobre el biodeterioro, causado
por microorganismos, de monumentos arqueoldgicos situados en las alturas de los
Andes Tropicales, caracterizados por temperaturas bajas, elevada radiacion UV y

climas cambiantes.

Aporte: tedrico, metodoldgico, practico; novedad

Por las razones anteriormente mencionadas, y teniendo en cuenta que el Complejo
Arqueoldgico Ingapirca es uno de los mas importantes en el Ecuador, nos propusimos
llevar a cabo esta investigacién para identificar algunas de las bacterias heterétrofas
que colonizan la superficie de los bloques de roca (Andesita verde) con la que fue
construido su monumento principal, provocando su biodeterioro. Con la informacién
obtenida se podréa contribuir, posteriormente, al disefio de estrategias de conservacion

gubernamental (11).

Landi Jaqueline y Tapia Marco 7
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El proyecto reviste interés cientifico, puesto que los resultados obtenidos seran
susceptibles de ser publicados en revistas de impacto a nivel internacional, apoyando
asi la produccion cientifica de la entidad universitaria. Igualmente, como se trata de un
monumento tan emblematico, el proyecto impulsara a la Universidad Catodlica de

Cuenca a ser reconocida por la comunidad.

La difusién de esta actividad por los medios de comunicacién, le dara realce al Instituto
Nacional del Patrimonio Cultural, que contara con datos e insumos para la elaboracion

de estrategias para la preservacion de este patrimonio arqueoldgico.

Beneficios: humanos, ambientales, econdmicos, educativos y de formacion
profesional

Los beneficiarios directos de este trabajo de tesis son:

En primer lugar, los estudiantes, tesistas de pregrado, quienes fungiran como
colaboradores en las labores de investigacion, y que se veran beneficiados en su

formacion académica.

También se verd beneficiado el personal profesional a cargo de este proyecto
(Docentes/investigadores pertenecientes a la Carrera de Bioquimica y Farmacia de la
Unidad de Salud y Bienestar; Carrera de Ingenieria Ambiental y Arquitectura de la
Unidad de Ingenieria, Industria y Construccion; Centro de Investigacion, Innovacion y
Transferencia de Tecnologia - CIITT), quienes participaran de manera directa en las

distintas actividades y seran apoyados en sus labores por los tesistas.

Instituciones: La Universidad Catdélica de Cuenca a la que pertenecen los tesistas y

docentes, se beneficiara con la difusion de los resultados que pueden ser publicados.

Landi Jaqueline y Tapia Marco 8
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Entre los beneficiarios indirectos destacan:

Poblacién de Ingapirca: sera la beneficiaria directa de cualquier iniciativa que permita
la conservaciéon del monumento que es una fuente de empleo directo e indirecto, que

contribuirad a implementar estrategias de conservacion por muchos afios mas.

Poblacién de Ecuador: estudios como este son de vital importancia para la proteccion,
conservacion y restauracion de monumentos afectados, contribuyendo asi la
conservacion de este patrimonio por muchos afios mas, revistiendo de interés

cientifico.

1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA:

¢,Cuadles son las bacterias heterétrofas, cultivables, que participan en los procesos de
biodeterioro del sustrato pétreo (Andesita) con el que fue construido el monumento

principal del Complejo Arqueoldgico Ingapirca y qué tipo de dafio pueden provocar?

Landi Jaqueline y Tapia Marco 9
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[.3.- OBJETIVOS

[.3.1.-Objetivo General:

Identificar y caracterizar a bacterias heterétrofas que contribuyen con el biodeterioro

del monumento principal (“Castillo” o “Elipse”) del Complejo Arqueoldgico Ingapirca

[.3.2.-Objetivos Especificos:

Reactivar y purificar aislados bacterianos que colonizan las rocas del Castillo del
Complejo Arqueoldgico Ingapirca.

Determinar in vitro la capacidad lixiviante de estos aislados bacterianos.
Caracterizar los aislados bacterianos que disuelven minerales desde el punto de
vista morfologico vy fisioldgico.

Amplificar por PCR el gen que codifica para el ARNr 16S en cada uno de los
genomas de estos aislados seleccionados.

Identificar filogenéticamente a este grupo de aislados a partir de la informacion

obtenida mediante la secuenciacion y analisis del gen 16S rDNA.

Landi Jaqueline y Tapia Marco 10
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|.4.- MARCO TEORICO

l.4.1. Biodeterioro

Todos los materiales pétreos, tanto naturales como artificiales, sufren un
envejecimiento natural asociado a un deterioro progresivo, que altera sus
caracteristicas estéticas y estructurales originales. El biodeterioro, término acufiado
por Hueck, es "cualquier cambio indeseable en las propiedades de un material

causado por las actividades vitales de los organismos” (12).

Los organismos que atacan los materiales pétreos pueden ser de dos tipos diferentes:
i) organismos autoétrofos (bacterias, algas, liguenes, musgos y plantas vasculares),
capaces de alimentarse a si mismos utilizando sélo sustancias inorganicas simples,
una fuente de energia (como la luz solar —fot6trofos- o ciertos minerales reducidos -
guimétrofos) y una fuente de carbono como el CO2 atmosférico; y ii) organismos
heterétrofos (bacterias, hongos, protozoos), que consumen sustancias organicas
producidas por otros organismos para su metabolismo, utilizando el sustrato de piedra

solo como soporte para su crecimiento (13).

La actividad de las bacterias heterotrofas sobre las piedras se rige por la disponibilidad
de materia organica adecuada. Se trata de microorganismos que utilizan sustratos
organicos como fuente de carbono y energia, que son transformados en biomoléculas
(proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos). La mayoria de las piedras
contienen suficiente materia organica que proviene de la deposicion de particulas
transportadas por el aire, o de los productos del metabolismo de otros organismos
autotrofos (capaces de fijar el CO2 atmosférico) y fototroficos (capaces de utilizar la luz
solar como fuente de energia). Estas sustancias organicas permiten mantener el

crecimiento y la actividad de grandes poblaciones de bacterias (14).

El proceso de reciclaje de los minerales (rocas, piedras) es parte fundamental de los
ciclos biogeoquimicos naturales: esto es lo que ocurre cuando la roca es deteriorada

y transformada en varios elementos esenciales, como nitrégeno, carbono o azufre, a
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través de procesos quimicos y fisicos. La exposicion a la intemperie, a la humedad, al
viento y a la precipitacion (lluvia, granizo, nieve) aumenta los efectos de biodeterioro;
por esa razon, principalmente, los edificios y las obras de arte expuestas al aire libre

sufren este proceso (12).

El biodeterioro rara vez es causado por un solo grupo de organismos y esto depende
de las complejas interacciones entre los diferentes grupos que coexisten en un mismo
ambiente. El dafio causado por los microorganismos también esta estrechamente
relacionado con su capacidad de adherirse al sustrato; esto se debe al material

caracteristicas y técnicas de adhesion del mismo (15).

Por lo tanto, el biodeterioro es un problema de dificil solucién en el campo de la
conservacion de estructuras a base de materiales pétreos. Aunque las piedras se
consideran entre los materiales mas duraderos, son igualmente afectadas, sobre todo
en su superficie. De hecho, un gran porcentaje de los monumentos del mundo esta

construido de piedra (1).

Otra caracteristica de los microorganismos -y particularmente de las bacterias
heterotrofas- es su gran capacidad para adaptarse a diversas condiciones ambientales
y de prosperar en cada parte de la biosfera, como en el suelo o en la superficie de las
rocas. Desde las biopeliculas que se forman a nivel superficial, los microorganismos
pueden penetrar hacia el interior del sustrato, y convertirse asi en organismos
“endoliticos”. Se han detectado muchos microorganismos que crecen de esta manera,
con la consiguiente degradacion quimica y fisica del mineral; esto incluye organismos
fotétrofos, otras bacterias autétrofas y quimioheterotrofas, hongos y liquenes. En su
mayoria, estos organismos se asocian con ambientes adversos, con temperaturas
extremas y sequias; de hecho, la endolitotrofia puede considerarse un mecanismo de

supervivencia microbiano en tales condiciones (1).

Los organismos endoliticos alteran la estructura de la piedra de forma mecanica

(penetracion activa por parte de las estructuras vivas, como las hifas) y mediante la
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produccion de acidos organicos e inorganicos (16), asi como por la disolucion y”

movilizacion” de iones como el hierro, el fosforo y el manganeso de las rocas (17).

Por ejemplo, en la Provincia de Misiones (Argentina), las construcciones a base de
arenisca tienen una capa externa enriquecida en Fe y Mn, producida por estos
procesos biogénicos (18), mientras que las fachadas de las iglesias en la ciudad de
Rio de Janeiro, Brasil, contienen cianobacterias filamentosas endoliticas incrustadas
con neogypsum, redepositadas después de la disolucion de la corteza deteriorada
(24).

El yeso es una de las sales mas dafiinas para la estructura de las rocas. Es ligeramente
soluble en agua, pero a valores de pH mas altos, se vuelve ain menos soluble; asi el
yeso solubilizado por la noche por los acidos bacterianos y fungicos en la superficie de
la piedra o cerca de la superficie se volvera a depositar mas tarde como neogypsum
alrededor de las células fototréficas endoliticas. A medida que se repiten estos ciclos
de solubilizacién y reprecipitacion, las particulas de yeso se vuelven mas grandes y
densas, alterando aun mas la estructura de la piedra y aumentando la posibilidad de
desconchado (14).

1.4.2. Efectos del cambio climéatico sobre el biodeterioro

La identificacién del clima como un factor importante en la colonizacién microbiana de
las estructuras construidas tiene importantes implicaciones para los futuros problemas
de biodeterioro y su control (19). En las areas que probablemente experimenten mas
alteraciones climaticas, podria ocurrir un cambio, pasando de condiciones
“bioprotectoras” a provocar biodeterioro: por ejemplo, el aumento de la temperatura,
debido al calentamiento global, podria permitir el desarrollo de microorganismos en
regiones en las que anteriormente no podian hacerlo. Considerando que las areas con
mayor estrés bioldgico (como aquellas que estan sujetas a la disminucién de las

precipitaciones) mostrarian tasas reducidas de formacion de biopeliculas, lo cual
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podria ocasionar la aparicion de comunidades microbianas formadas por organismos
con mayor resistencia a los diferentes tipos de estrés y una disminucién concomitante
del biodeterioro (20).

Matos et al indican que en zonas donde ocurren transformaciones producto de
impactos o0 agentes mecanicos no podrian producir un cambio neto en el crecimiento
de la biopelicula, basandose en el hecho de que los organismos oportunistas, que
llegan rapidamente después de cualquier perturbacién, son capaces de utilizar
materiales facilmente disponibles como nutrientes y vivir endoliticamente, es mas

probable que causen deterioro (20).

Es obvio que el cambio climatico puede incidir sobre el crecimiento bacteriano, pues
el aumento de la temperatura y de las precipitaciones indudablemente provoca
alteraciones en la formacion de biopeliculas (21). La disponibilidad de agua en la
superficie de las rocas puede ser el factor mas importante para la formacion de este
tipo de estructuras (22).

Por ejemplo, Miller et al (23) encontraron altos valores de absorcion de agua por
capilaridad y porosidad abierta de varios tipos de piedra caliza. Esto aumenta la
permeabilidad de estas rocas facilitando la colonizaciébn por microorganismos,
provocando el posterior biodeterioro de las mismas por la accion de estos

microorganismos (23).

Prieto et al (24) consideran que los niveles de CO2 también son importantes para la
colonizacion de edificios de granito, pero mostraron que los efectos del aumento de

los niveles fueron contrarrestados por una mayor disponibilidad de agua (24)

La subsiguiente alteraciéon de la superficie a través de la meteorizacién favoreceria la
continuacion de la colonizacién por organismos ruderales (los primeros en colonizar
las areas perturbadas). Por el contrario, las especies tolerantes al estrés deberian

conducir a un menor deterioro porque no permiten la colonizacién de nuevas especies
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potencialmente mas agresivas. Las bacterias en muchas ocasiones pueden sobrevivir
a la mayoria de los tipos de estrés y, de hecho, se han reactivado a partir de cultivos
de laboratorio secados al aire después de 20 afios de almacenamiento a temperatura
ambiente. Pueden llegar a ser incluso mas importantes como agentes de la

degradacion de la piedra en el futuro (3).

1.4.3. Control del Biodeterioro
Para controlar el biodeterioro de las edificaciones pétreas lo primero es conocer los
microorganismos causantes del mismo. Esto es fundamental para disefiar estrategias

de prevencion y control y poder emplear los tratamientos mas adecuados (25).

En general, el control de los procesos de biodeterioro se basa en la remocion mecanica
de las biopeliculas y biocostras que estan formadas por comunidades de
microorganismos. También se utilizan sustancias biocidas, de diferente naturaleza
quimica, para controlar e inhibir el crecimiento de estos microorganismos (26). Sin
embargo, estas estrategias de control y prevencion no son del todo adecuadas y, en
ocasiones, puede promover un mayor deterioro de las rocas. Es por ello que en las

ultimas décadas se estan explorando nuevas estrategias de control y prevencion (27).

Aungue generalmente los microorganismos han sido asociados con efectos negativos,
es decir, favoreciendo el biodeterioro, la biocorrosion o biomineralizacion, algunos
mecanismos metabdlicos se pueden aprovechar para aumentar la estabilidad de las

estructuras pétreas (27).

Por ejemplo, se sabe que especies del género Bacillus favorecen la precipitacion de la
calcita convirtiendo la urea en amoniaco y dioxido de carbono. En piedra caliza,
mostrando la capacidad en cepas de Bacillus sphaericus y Bacillus lentus los
resultados desmuestran que las cepas de B. sphaericus eran las que mas producian
agregados cristalinos, y la cepa de B. lentus en menor cantidad. Dick y colaboradores
(28).
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En edificaciones de piedra caliza se ha corroborado que las sales de carbono
producidos por la accién de las bacterias influyen en la absorcién de agua. En algunos
casos, las bacterias se han transformado de agentes destructivos a protagonistas de
la solucion del problema, ya que algunos investigadores han utilizado estas bacterias
reductoras de sulfato y anaerdbicas, como Desulfovibrio desulfuricans y D. vulgaris
manipuladas genéticamente, para emplearlas en la eliminacion de las costras de

sulfato negro que se forman en la parte externa de este tipo de edificaciones (29).

En las dos ultimas décadas, gracias a los avances tecnolégicos, nuevos materiales y
productos salen al mercado: en comparacion con los antiguos derivados naturales, los
restauradores y los conservadores prefieren productos sintéticos, con propiedades
fisicas y mecanicas mas estables durante el tiempo. En particular, la industria quimica
proporciona un gran numero de productos sintéticos, utilizados en el campo agricola

para evitar de cierto modo el ataque biolégico, como herbicidas y fungicidas (30).

Estos productos han sido adoptados por restauradores con muy buenos resultados en
el control del biodeterioro; sin embargo, a menudo, los operadores ignoran su posible
toxicidad para la salud y ambiente, especialmente en espacios interiores, donde los

residuos quimicos se concentran sin dispersarse (31).

Recientemente, los investigadores han comprendido la toxicidad de muchos productos
sintéticos, ampliamente utilizados en la restauracion del patrimonio cultural. En este
contexto, la biologia, biotecnologia y la “quimica verde” tienen un gran potencial para
la conservacion y restauracion del patrimonio cultural. Hay dos enfoques en este
campo: el desarrollo de polimeros a partir de fuentes renovables, como sustitutos de
materiales de base petroquimica; y la aplicacion de microorganismos competitivos

para contrastar el crecimiento de la colonia y accion dafina (31).
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Il.1.- Disefio de investigacion.

Enfoque: El enfoque de la investigacion es cuantitativo.
Disefio de Investigacion: Descriptivo

Nivel de investigacion: Basico-orientado

Tipo de Investigacion:

Por el @mbito: De campo

Por la técnica: Observacional

Por la temporalidad: Transversal actual.

[I.2.- Poblacién y muestra.
La seleccion de las cepas bacterianas que se incluyeron en este estudio fue a
conveniencia, dependiendo de la disponibilidad en la coleccion de microorganismos

almacenada a -20°C.

[1.2.1 Muestreo y muestra:

El muestreo para el aislamiento de cepas bacterianas tuvo en cuenta la recoleccion de
muestras representativas de todas las fachadas del monumento principal del Complejo
Arqueoldgico de Ingapirca. Las muestras colectadas en cada una de las diferentes
fachadas, se combinaron en muestras compuestas representativas de cada una de dichas

fachadas.

Criterios de seleccion: Se tuvieron en cuenta los siguientes criterios de seleccion:

e Criterios de inclusion: Muestras que aportaron bacterias heterétrofas

cultivables.

e Criterios de exclusidn: Muestras contaminadas.

I1.4.- Definicidon y clasificacion de las variables

Variables Cuantitativas: Porcentajes de identidad con secuencias nucleotidicas
almacenadas en bases de datos.
Variables Cualitativas: Morfologia celular; Tipo de pared celular (respuesta frente a

la tincion de Gram); Clasificacion taxondmica de las bacterias; Ubicacion filogenética
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de las cepas identificadas; tipo de respuesta fisiologica frente a la temperatura de

crecimiento; capacidad para disolver fosfatos y carbonatos inorganicos.

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

crema, etc.)

Variables Definicién Clasificacién Indicador Escala
Cantidad de colonias de NGmero de
Cantidad de bacterias con morfologias o :
; ; Cuantitativa morfotipos .
morfotipos de diferentes que crecen en . . De raz6n
) . ) ; : continua diferentes/muestra
colonias bacterianas | medio de cultivo agarizado
. de roca
en placas de Petri
Aspecto de las células o Bacilos
. . X L Cualitativa Cocos .
Morfologia celular bajo el microscopio Optico nominal Espirilos Nominal
con aumento de 100X P .
Coco-bacilos
Composicion y estructura
. de la pared celular,y Cualitativa Gram positivas .
Tipo de pared celular | respuesta de las células nominal Gram negativas Nominal
bacterianas frente a la 9
tincion de Gram
e Género al que pertenece I -Agtlln_omlcetos
Clasificacion ' ; Cualitativa -Nitrificantes .
taxondémica la cepg_bac_terlana segun nominal -Cianobacterias Nominal
la clasificacion taxonémica
-Otras
Relaciones evolutivas con
Ubicacion respecto a otras especies o Lado al que
, f de bacterias, por analisis Cualitativa .
filogenética de las o s . pertenece cada Nominal
bioinforméatico de nominal .
cepas . .- cepa bacteriana
secuencias nucleotidicas
del gen 16S rDNA
L Aumento poblacional a o -Mesdfila
Respuesta fisiologica | °. Cualitativa ; .
a la temperatura dlfe_rentes temperaturas de nominal -Ps!crotplerante Nominal
cultivo -Psicrofila
Disolucion de tri-fosfato de Presencia
Capacidad para calcio en medio agarizado (disuelve) o
disolver fosfatos NBRIP, por formacién de Cualitativa . :
. . N . : ausencia (no Nominal
inorgénicos (lixiviar) | halo transparente debido a nominal :
in vitro la produccién de acidos d!suelv_e,) de halo de
Organicos disolucion
Color de pigmento Coloracién producida por Cualitativa gg:g:].Sng"o’ Nominal
sintetizado las bacterias nominal 14, rojo,

[1.5.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencion de datos.

La informacién obtenida fue recogida en una base de datos, creada en Microsoft Excel

version 2016. Para su analisis se utiliz6 estadistica descriptiva.
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[1.5.1.- Procedimientos estadisticos y analisis de datos

Para el analisis se utilizd el paquete estadistico SPSS versién 20. Los resultados se
presentan en fotografias, frecuencias y porcentajes, mediante tablas y graficos.
También se empled la herramienta BLAST-N y la plataforma Mega X para el analisis

de las secuencias nucleotidicas (32).
[1.5.2. Procedimiento para la obtenicion y estudio de las muestras

Aislamiento y cultivo de microorganismos:

En etapas anteriores a este trabajo, las muestras de la superficie de las rocas fueron
colectadas en distintos puntos del monumento dependiendo de sus caracteristicas
visibles (coloracion, estado de conservacion, evidencia de presencia de
microorganismos). Para ello se emple6 la técnica no invasiva ni abrasiva del hisopado:
con la ayuda de hisopos estériles humedecidos en solucion salina estéril, se frotaron
areas de 10 cm?,

Las muestras asi colectadas fueron transportadas al laboratorio en tubos de plastico
(tipo Falcon) conteniendo solucion salina estéril. Luego fueron homogenizadas por
agitacion fuerte (vortex), diluidas en serie e inoculadas en diferentes medios de cultivo
(medio de Czapek, Agar Nutritivo, y Agar Papa Dextrosa) e incubadas durante varios
dias a diferentes temperaturas, hasta aparicion de colonias. Una vez reaisladas, las

cepas fueron almacenadas a -20 °C en medio de conservacion.

Reactivacién y purificacion de cepas:

Las cepas bacterianas, previamente aisladas y mantenidas en medio de conservacion,
reactivadas mediante cultivo en medio agar nutritivo (diluido a ¥ de su concentracién
normal), en cabina de flujo laminar. Las placas inoculadas fueron incubadas a
temperatura ambiente hasta la aparicion de colonias, las cuales seran purificadas por
repiques sucesivos en el mismo medio, hasta observacion de colonias de fenotipo
anico (cultivos axénicos o puros). Estas cepas puras fueron las empleadas para las

etapas posteriores del proyecto.
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Determinacion de la morfologia de las células (tincién de Gram):

El método se baso en la visualizacion mediante microscopia del color que adquieren
las células luego de la tincion: las bacterias Gram positivas adquieren una coloracion
azul-violeta, mientras que las Gram negativas una coloracion rosada. Segun la forma
pueden ser cocos (esferas), bacilos (cilindros finos) cocobacilos, o espirilos. Algunas

especies pueden estar organizadas en racimos o0 en cadenas dispersas.

Caracterizacién fisiologica:

En condiciones adecuadas de concentracion y tipo de nutrientes, temperatura y pH,
las poblaciones bacterianas aumentan de densidad (“crecen”) hasta alcanzar un valor
critico; esto sucede por fision binaria de las células, aumentando progresivamente la
densidad celular. La multiplicacién es constante y en progresion logaritmica, el tiempo
necesario para que una bacteria se duplique se denomina tiempo de generacion. La
tasa de crecimiento o el rendimiento de la biomasa a diferentes temperaturas de cultivo
permite distinguir entre bacterias mesdéfilas (aquellas que crecen entre 20 y 40°C),
bacterias psicrotolerantes o euripsicréfilas (aquellas que pueden multiplicarse
activamente por debajo de los 20°C) y psicrofilas o stenopsicréfilas (aquellas que

pueden multiplicarse activamente por debajo de 10 °C).

Para valorar este parametro, las cepas puras se cultivaron en Agar Nutritivo (diluido
Y4), medio Czapek, medio PDA, y se incubaron a diferentes temperaturas (4°C, 12°C,

20°C, 30°C) para determinar la temperatura éptima de crecimiento.

Ensayos de lixiviacion in vitro en medios NBRIP y NBRIC:

La capacidad de disolver minerales inorganicos se determind mediante cultivo en
medio NBRIC o en medio NBRIP, suplementado con fosfato de tri-calcio o con
carbonato de calcio (24). Esto permitio identificar los aislados que poseen esa
capacidad mediante la visualizacion de halos de disolucion, rasgo que se asocia a la

capacidad de biodeteriorar (lixiviar) materiales rocosos.
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Identificacion molecular de aislados bacterianos:

Con el fin de identificar las especies presentes en las distintas muestras o aquellas
gue sean capaces de multiplicarse en los diferentes medios de cultivo, se realiz6 la
identificacidbn molecular, que se basa en la amplificacién por reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) de la regién 16S y su posterior secuenciacion y analisis.

Amplificacion del gen 16S rDNA

La amplificacion del gen 16S rDNA se realiz6 mediante PCR de un fragmento interno
del gen que codifica para el ARN, a partir del ADN gendmico de diferentes cepas puras.
El ADN gendmico de las bacterias fue extraido mediante lisis por ebullicion a una
temperatura de 100°C; para ello, se resuspendié una colonia bacteriana en 200 pL de
agua destilada y se calent6 en un bafio Maria durante 10 minutos. El sobrenadante de

esta suspension se us6 como fuente de ADN gendmico.

Secuenciacién y analisis de secuencias con BLAST

Secuenciacién: se enviaron los amplicones generados por PCR a la empresa
Macrogen (Sedul, Corea del Sur) para su secuenciacion mediante el método de Sanger
automatizado.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las que se encuentran depositadas
en las bases de datos de acceso publico y gratuito (GenBank, EMBL-EBI) mediante el

empleo del algoritmo denominado BLAST-N (33).

[1.6.- Aspectos éticos

El proyecto de investigacion no presentd conflictos bioéticos. Todo lo contrario, pues
el proyecto es de mucha importancia para la comunidad local, ya que, con la
preservacion del monumento, que es lo que se pretende lograr, como patrimonio

historico y cultural de la nacién ecuatoriana.
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RESULTADOS Y DISCUSION

[ll.1. Reactivaciéon y purificacion de los aislados bacterianos que colonizan las

rocas del Castillo del Complejo Arqueoldgico Ingapirca.

Ingapirca, palabra kichwa que significa ‘muro o pared del inca’, es el nombre con el
gue se distingue a este yacimiento precolombino del sur andino del Ecuador. EI mismo
esta situado a 3.160 m.s.n.m., en el interior de un paisaje natural Unico, dentro en una
hoya de clima frio y estacional barrida constantemente por el viento que recorre la

cordillera sur del Ecuador.

Las muestras fueron colectadas, en etapas previas a este trabajo, a partir de la
superficie de las rocas en los distintos puntos del monumento, mediante hisopado por
ser un método no abrasivo ni invasivo (Figura 1A, 1B). Estos hisopos se humedecieron
en solucién salina estéril y luego las muestras colectadas e tubos de plastico se
trasladaron al laboratorio, para ser cultivadas e incubadas.

Con el paso del tiempo, el monumento se ha ido deteriorando por factores climaticos
(precipitaciones, radiacion solar, viento, etc) y factores biéticos, entre los que se cuenta

el crecimiento de organismos macroscoépicos (liguenes, musgos y plantas vasculares)

y microscoépicos (hongos, bacteriasy algas). (Figuras 1Cy 1D)
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Figura 1.Estado actual del castillo del Complejo Arqueoldgico de Ingapirca A. Estructura del castillo; B.
Superficie de las rocas en las que se tomaron muestras por hispodao; C. Deterioro de los muros del Castillo debido
a la formacién de patinas oscuras y D. Colonizacién de las rocas por organismos macroscopicos.

Recolectadas las muestras a partir de las grietas, manchas, fisuras de las rocas, se
procedio al aislamiento primario de microorganismos presentes en el medio rocoso,
mediante el hisopado y posterior inoculacién y el rastrillo microbiologico en varios
medios de cultivo e incubaciéon durante varios dias a una temperatura de 12°C. Para
hacerlo, se utilizaron los siguientes medios: Agar nutritivo (ya que permite mayor
crecimiento y diversidad bacteriana) (Figura 2 A), medio PDA (Figura 2 B) y medio
Czapek. (Figura 2 C) .

Esta técnica permiti6 aislar una gran cantidad de colonias bacterianas, que
presentaron una amplia diversidad morfoldgica. Partiendo de los aislados primarios,

se logro obtener cepas puras, mediante repiques sucesivos en medios agarizados.
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Las cepas bacterianas puras se reactivaron mediante cultivo en medio agar nutritivo
(diluido a % de su concentracion normal), en cabina de flujo laminar, y fueron
incubadas a temperatura ambiente hasta que aparecieron las colonias. Las colonias
se purificaron con repiques sucesivos en el mismo medio, hasta que se constataron

colonias de fenotipo Unico (cultivos puros). Se reactivaron un total de 12 cepas

bacterianas puras (Figura2 Dy 2 E).

Figura 2. Placas de los cultivos primarios en diferentes medios de cultivos agarizados. A. Agar Nutritivo, B

Agar PDA, C Agar Czapeck , D,E, Aislados purificados.
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[1l.2. Capacidad lixiviante de los aislados bacterianos obtenidos.

El estudio de la capacidad para disolver el fosfato de calcio —a 20°C y en medio NBRIP-
permitié determinar que los aislados se pueden dividir en cuatro grandes grupos (Tabla
1): aquellos que no disuelven NBRIP (3.15); aislados que tienen la capacidad de
disolver NBRIP con baja eficiencia (4.19); aislados que tienen una capacidad media
de disolver NBRIP (1.4,4.25, 1.11, 4.16, 2.14.2'y 2.3.2); y, por ultimo, aislados que son

altamente eficientes en disolver fosfatos inorganicos (1.7, 3.5, 2.4y 2.19.2).

En relacion con la disolucion del carbonato de calcio —determinado en medio NBRIC-
los aislados de pueden dividir en 3 grupos (Tabla 1): aislados que tienen baja
capacidad de disolver carbonatos (4.19); aislados con capacidad intermedia de
disolucién (3.5); aislados con capacidad de disolver carbonatos con una elevada
eficiencia (1.4, 1.7, 4.25, 3.15, 1.11, 4.16, 2.14.2, 2.4, 2.19.2 y 2.3.2).

En resumen, la mayoria de los aislados disolvieron tanto el fosfato como el carbonato
de calcio, mostrando diferencias en cuanto a la eficiencia de disolucion de los

minerales inorgénicos.
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Tabla 1. Capacidad de los aislados bacterianos para disolver el fosfato de calcio
(medio NBRIP) y el carbonato de calcio (medio NBRIC) a 20° C.

Aislados | NBRIP (20°C) DiHs?)II?J((:ji?’)n NBRIC (20°C) DiHs?)ll?Jgi?')n

14 + ++ +++ +++
4.25 ++ ++ +++ +++
1.7 ++ +++ +++ +++
3.5 ++ +++ ++ ++
3.15 - - + +++
1.11 ++ ++ +++ +++
4.16 ++ ++ ++ +++
4.19 + + + +

2.14.2 ++ ++ ++ +++
2.4 ++ +++ +++ +++

2.19.2 + +++ +++ +++
23.2 + ++ +++ +++

Crecimiento de colonias: (-) sin crecimiento; (+) poco crecimiento; (++); crecimiento medio; (+++)

abundante crecimiento.
Capacidad de bidlixiviacion: (-) sin capacidad lixiviante (ausencia de halo); (+) poca capacidad

lixiviante (diametro de halo <8mm); (++) capacidad lixiviante media (diametro de halo < 11mm);

(+++) capacidad lixiviante alta (diametro de halo >11mm).

Figura 3. Crecimiento de cepas reactivadas seleccionadas y disolucion de minerales inorganicos 20°C,
(Fotografia ilustrativa). A.) Agar NBRIP y B.) Agar NBRIC
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[11.3. Caracterizacién de los aislados bacterianos que disuelven minerales desde

el punto de vista morfologico y fisioldgico.

En total, logramos distinguir seis morfotipos de aislados bacterianos: nueve aislados
cuyas colonias son amarillas y tres aislados cuyas colonias son color crema. Por otra
parte, las colonias presentaron diferentes texturas, predominando la textura brillante
(nueve aislados); de los aislados restantes, uno es de colonia opaca y dos presentan
aspecto mucoide. Finalmente, en cuanto al tamafio de las colonias, la mayoria de ellas
eran pequefas (9 cepas), dos medianas y una de tamafo grande (cepa 4.19). Desde
el punto de vista microscopico, en todos los casos los aislados correspondian a bacilos

Gram negativos.

Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados bacterianos.

AISLADOS Color Textura Tamafio Tipo
14 Crema Brillante Pequefia Bacilo Gram -
4.25 Amarilla Brillante Mediana Bacilo Gram -
1.7 Crema Brillante Pequefia Bacilo Gram -
35 Amarilla Brillante Pequefia Bacilo Gram -
3.15 Amarilla Brillante Pequefia Bacilo Gram -
1.11 Amarilla Mucoide Pequefia Bacilo Gram -
4.16 Amarilla Brillante Pequefia Bacilo Gram -
4.19 Crema Mucoide Grande Bacilo Gram -
2.14.2 Amarilla Opaco Mediana Bacilo Gram -
2.4 Amarillo Brillante Pequefia Bacilo Gram -
2.19.2 Amarillo Brillante Pequefia Bacilos Gram -
2.3.2 Amarillo Brillante Pequefia Bacilo Gram -
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Fig4. Crecimiento de cepas bacterianas en medio Agar Nutritivo a diferentes temperaturas A.) 4°C, B.)
12°C. C.) 20°C, 30°C.
Se constatdé que todos los aislados bacterianos se multiplicaron a las diferentes
temperaturas evaluadas (4°C, 12°C, 20°C y 30°C), aunque con algunas variaciones
en este sentido. Los aislados 1.11, 2.4, 2.19.2, y 2.3.2 presentaron crecimiento escaso,
aunque evidente, a 4°C, mientras que el resto de los aislados mostrd un crecimiento
medio.

A 12°C y 20°C la mayoria de los aislados —con excepcién del aislado 1.11 que
presenté poco crecimiento—, tuvieron un crecimiento medio o alto (ver Tabla 3). Sin
embargo, a 30°C la mayoria de los aislados presentaron un crecimiento alto o medio,
exceptuando al aislado 4.19, que tuvo poco crecimiento a esa temperatura.
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Tabla 3. Crecimiento de los aislados bacterianos a diferentes temperaturas.

AISLADOS 4°C 12°C 20°C 30°C
14 ++ +++ ++ ++
4.25 ++ ++ ++ +++
1.7 ++ ++ ++ +++
3.5 ++ ++ +++ +++
3.15 ++ ++ ++ +++
1.11 + + + ++
4.16 ++ ++ ++ ++
4.19 ++ +++ ++ +
2.14.2 ++ ++ ++ +++
24 + ++ ++ +++
2.19.2 + ++ +++ +++
232 + ++ ++ +++

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

[11.4. Amplificacion por PCR del gen que codifica para el ARNr 16S en cada uno
de los genomas de los aislados obtenidos.

Una vez optimizadas las condiciones de amplicacion del gen 16S rDNA, a partir del
ADN genomico de una cepa de E. coli, se llevd a cabo la amplificacion de este

marcador molecular a partir del ADN gendmico de las cepas aisladas en Ingapirca.

Empleando los cebadores 27f-YM y 1492 R, el resultado fue excelente como se
muestra en las figuras 5A y 5B, y con el uso del ADN gendmico de una cepa de
Escherichia coli como control positivo. En todos los casos, se observa claramente la
amplificacion de una banda especifica de ADN, de un tamafio aproximado de 1.500
pb.
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Fig 5. Amplificacion del gen 16S ADNr mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Ay B) Amplificacion

por PCR del gen 16S rDNA ( M: marcadores de longitud molecular , C+ : control positivo ; C- : control negativo,

ADN de cepas bacterianas).
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[I1.5. Identificacion de los aislados mediante analisis de la secuencia
nucleotidica del gen que codifica para el ARNr 16S.

Los amplicones obtenidos por PCR se enviaron a la empresa Macrogen para su
secuenciacion mediante el método de Sanger automatizado. Las secuencias
obtenidas fueron comparadas con las depositadas en las bases de datos de acceso

publico y gratuito (GenBank, EMBL-EBI) mediante el empleo del algoritmo BLAST-N.

Se pudo constatar que todas las cepas aisladas pertenecen al género Pseudomonas
(Tabla 4). La mayoria de ellas son filogenéticamente muy cercanas a la especie
Pseudomonas lutea (10 cepas), mientras que otras dos lo son de las especies

Pseudomonas reinekei y Pseudomonas rhizosphaerae, respectivamente.

Tabla 4. Identificacion molecular de los 12 aislados reactivados, a partir de la secuenciacion

y andlisis del gen 16S rDNA.

Aislados Especie filogenéticamente mas _ %Qe % de Longitud
cercana/ GenBank, EMBL-EBI) | identidad | cobertura |secuenc.(pb)
14 Pseudomonas reinekei strain MT1 | 99.62% 100% 1051
1.7 Pseudomonas lutea strain OK2 99.71% 99% 1054
4,25 Pseudomonas lutea strain OK2 99.90% 100% 1018
3.5 Pseudomonas lutea strain OK2 96.50% 90% 1336
3.15 Pseudomonas lutea strain OK2 96.45% 94% 1320
111 Pseudomonas lutea strain OK2 97.41% 84% 1412
4.16 Pseudomonas lutea strain OK2 96.75% 86% 1369
419 Pseudomonag rhizosphaerae 95.99% 85% 1374
strain IH5
2.14.2 Pseudomonas lutea strain OK2 96.43% 88% 1370
2.4 Pseudomonas lutea strain OK2 97.07% 84% 1393
2.19.2 Pseudomonas lutea strain OK2 96.27% 88% 1402
2.3.2 Pseudomonas lutea strain OK2 96.92% 80% 1361
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[11.5. Ubicacién filogenitica de los aislados bacterianos

Se analizaron las secuencias mediante el uso de la plataforma bioinformatica Mega X.
Con la ayuda del programa Muscle se alinearon las secuencias, generando el
cladrograma que se muestra a continuacién, donde se puede apreciar las distancias y
relaciones filogenéticas entre las cepas evaluadas, identificadas cada una con sus
cbdigos numéricos. Se destaca claramente que las cepas 1.4 (P. reinekei) y 4.19 (P.
rhizosphaereae) se encuentran ubicadas en un clado diferente al del resto de las

cepas.

g95% —— 4.25

96% — Y

95%

2.3.2

6%

2192

96%

2.4
96%

4.16
96%

1.11
96 %

3.15
96%

3.5

95% 17

— 1.4

93% —— 4 19

Aquifex aeolicus strain

Fig. 6 Cladrograma de secuencias nucleotidicas de las cepas bacterianas del Complejo Arquelogico de
Ingapirca
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DISCUSION

Los estudios sobre el biodeterioro de monumentos arqueolégicos, de gran valor
histérico y que se localizan en las zonas altas de las regiones montafiosas son escasos
(34); por tal razén, toda la informacién que se genere en torno a este tema sera un
aporte significativo al conocimiento del mismo. En el presente estudio hemos
observado que 12 cepas bacterianas, aisladas originalmente a partir de la superficie
de las roas del Castillo del MAI, son capaces de adaptarse a diferentes temperaturas
y presentan capacidad biolixiviante. Esto indica que las cepas bacterianas capaces de
colonizar ambientes frios pueden deteriorar ciertos minerales, a pesar de que las
condiciones ambientales bajo las cuales esto suceda no sean las que, normalmente,

consideramos como “idoneas” (alta humedad y temperatura).

Como hemos visto, el biodeterioro de matrices minerales (como las rocas o los
sustratos pétreos) es causado por varios grupos de microorganismos y depende de
las complejas interacciones que se establecen entre los mismos y el sustrato sobre (0
dentro del) el cual son capaces de multiplicarse. El deterioro causado por los
microorganismos también esta4 estrechamente relacionado con su capacidad de
adherirse al sustrato; esto se debe no solamente al propio material, sino también a las
caracteristicas de los microorganismos y las formas a través de las cuales se adhieren

a su superficie (15).

La mayoria de los monumentos del mundo esta construido de piedra (1), y aunque
estas se consideran entre los materiales mas duraderos, son igualmente afectadas
por el biodeterioro, sobre todo en su superficie. En general, y con raras excepciones,
los sustratos pétreos son porosos Yy favorecen la adherencia de los microorganismos
y Su penetracion a través de grietas e irregularidades del mismo; esto puede causar
una mayor afectacion de las rocas, sobre todo por la capacidad de crecimiento y
adaptacion que tienen las bacterias (35). En tal sentido, Matos et al (20) indican que
los organismos oportunistas, que colonizan rapidamente materiales rocosos, son
capaces de utilizar compuestos facilmente disponibles como nutrientes y de vivir

endoliticamente, provocando su deterioro (20).
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Por su parte, Miller et al (23) establecieron una relacion entre los altos valores de
absorcién de agua por capilaridad y porosidad abierta de varios tipos de piedra caliza
y el aumento de la permeabilidad de las mismas, caracteristicas que facilitan su
colonizacion por parte de los microorganismos y su posterior biodeterioro (23). Por otro
lado, Prieto et al (24) indican que los niveles de CO2 también son importantes para la
colonizacion de edificios de granito (24).

Todo esto determina que el biodeterioro sea un problema de dificil solucién,
particularmente en el campo de la conservacion de estructuras a base de materiales
pétreos.

Los monumentos americanos construidos antes de la conquista muestran un alto nivel
de biodeterioro y esto se relaciona con la presencia de bacterias. Un ejemplo de esto
son los edificios mayas mexicanos, donde los lugares mas expuestos al medio se
evidencian decoloraciones grisaseas-negruzcas, ocasionadas por bacterias con alta
resistencia a la baja humedad y la radiacion solar (36).

En nuestro estudio, los aislados bacterianos obtenidos mostraron alta capacidad
lixiviante, lo que implica un impacto importante en términos de biodeterioro. Cuando
estas bacterias secretan acidos organicos, afectan la estructura quimica del mineral,
provocando grietas o incrementando las ya existentes, asi como causando otras
alteraciones que promueven ademas un mayor deterioro por la accion de los factores

climéticos (37).

El estudio de la morfologia y fisiologia de los aislados bacterianos permitié conocer las
temperaturas a las cuales se produce el crecimiento 6ptimo de estos microorganismos.
Esto es relativamente novedoso en el campo de estudio, pues la mayoria de las
investigaciones en este sentido se han desarrollado en monumentos ubicados en
zonas tropicales o subtropicales. Las zonas mas frias y secas muestran una
variabilidad y diversidad mucho menor de especies microbianas que provocan
biodeterioro, pero su efecto podria ser tan importante como el de las especies de
regiones mas calidas y humedas (2). En relacion con este aspecto, Liu et al. (2020)
llaman la atencién sobre el nivel de degradacién de los monumentos de piedra caliza

en antiguas ciudades mayas (ubicadas en México), comparado con el de menor
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magnitud observado en Mogao y en las Grutas de Maijishan, al oeste de China, una
zona fria 'y arida (13).

Las bacterias mesoéfilas predominan en los climas calidos y humedos, porque se
desarrollan mejor a temperaturas que sobrepasan los 25°C (38,13). En la presente
investigacion, solo una de las cepas bacterianas aisladas presenté este tipo de
comportamiento; por el contrario, el resto de las cepas se multiplicaron activamente a

temperaturas por debajo de los 20°C (39).

La adaptacién evolutiva de los microorganisos a temperaturas bajas o altas a menudo
conduce al compromiso de permitirles existir solo en esas condiciones. Sin embargo,
los organismos denominados euritermales crecen en un amplio rango de
temperaturas, a diferencia de lo que sucede con los organismos estenotérmicos, cuyo
crecimiento se restringe a un rango estrecho de temperaturas. Por lo tanto, las
bacterias euripsicréfilas serian capaces de crecer en un amplio rango de
temperaturas, que puede oscilar de 0°C -en la parte inferior- a 20 o0 30°C en el limite

superior (40).

Los microorganismos aislados de ambientes frios y capaces de crecer a bajas
temperaturas (<0-C) generalmente se han clasificado como euripsicroéfilos
(anteriormente psicrotrofos/psicrotolerantes), ya que esos organismos poseen un
rango de crecimiento mas amplio (Tmax > 20°C); aunque en ocasiones son capaces
de crecer a muy bajas temperaturas (-15°C), por lo general conservan un crecimiento
Optimo tasas a temperaturas superiores a 20°C. Por su parte, los microorganismos
estenopsicrofilos (anteriormente denominados “verdaderos psicrofilos”) exhiben
rangos de temperaturas optimas de crecimiento mas estrechos (Tmax ~20°C), y por

lo general crecen de manera éptima a temperaturas que oscilan entre 5y 15°C (41).

La gran mayoria de los estudios sobre la adaptacion al frio y el crecimiento,
especialmente proteomas y transcriptomas, se han centrado en gran medida en

euripsicrofilos (42).

Comparativamente, los microorganismos estenopsicrofilos, especialmente bacterias,

son menos conocidos. Una caracteristica de este grupo de microorganismos es su
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capacidad para aumentar la energia y el metabolismo del carbono a estas
temperaturas (43).

Si bien ambos tipos de organismos han sido estudiados por sus propiedades de
adaptacion al frio, casi ningun estudio ha comparado directamente los dos tipos de
psicréfilos (euri- y steno-psicroéfilos) para dilucidar sus rasgos adaptativos al frio y
comparar y contrastar las diferentes estrategias que caracterizan sus variadas

capacidades de crecimiento (43).

La ubicacién del Complejo Ingapirca en una zona donde imperan una elevada
humedad, bajas temperaturas, y una menor disponibilidad de oxigeno, determina que
la colonizacion microbiana de sus rocas requiera de caracteristicas y adaptaciones
especiales; de alli la importancia de estudiar estos microbios en profundidad, como en
el presente trabajo, pues esto permitirA comprender cobmo es que este tipo de
microorganismos extraen los nutrientes necesarios de estos ecosistemas muy pobres

en cuanto a material nutritivo se refiere ( oligotroficos) (44,45).

Como hemos visto, en el estudio predominaron las bacterias de coloracién amarilla, lo
gue indica la presencia de pigmentos carotenoides, que brindan proteccién ante la

radiacion UV de origen solar, que a estas altitudes es mayor (45).

Las 12 cepas de bacterias heterotrofas reactivadas pertenecen al género
Pseudomonas, segun lo establecido en base al analisis de la secuencia de uno de sus
genes ribosomales (16S rDNA). Se trata de un resultado que se relaciona con estudios
como el de Saiz y Videla (2002) (46), quienes han mostrado que cepas de esta misma
especie son comunes en monumentos arqueolégicos de la arquitectura maya.
Generalmente, cepas pertenecientes a este género presentan una marcada accion

acidificante y también son productoras de biofilms mucilaginosos.
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IV.1.- CONCLUSIONES

e La mayoria de las cepas bacterianas heterotrofas reactivadas disolvieron
tanto el fosfato como el carbonato de calcio, mostrando alta capacidad
lixiviante.

e Se constatd crecimiento de estas cepas a diferentes temperaturas, en un
rango que varia enter los 4 °C y los 30 °C. La mayoria de las cepas se
comportan como psicrotolerantes (o como euripsicréfilas), mientras que una
de ellas se comporté como mesdfila y otra como stenopsicrofila.

e Los 12 aislados se identificaron mediante métodos moleculares como
pertenecientes al género Pseudomonas, siendo la especie Pseudomas lutea
la mas frecuente.

e A partir de los hallazgos obtenidos se podran orientar estrategias para la

restauracion y proteccion de este monumento.
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IV.2.- RECOMENDACIONES

- Recalcar la importancia de estudiar el biodeterioro pues se pudo comprobar
gue estas bacterias tienen alto poder lixiviante y se necesita del mayor interés

en este aspecto por lo nocivo que puede resultar para el Complejo Ingapirca.

- Divulgar los resultados de este estudio en la comunicdad cientifica
relacionada con el biodeterioro de monumentos, como un aporte mas a este

tipo de investigaciones.

- Continuar los estudios de este tipo en el resto de los monumentos
arqueoldgicos de la regidn y el pais, para conocer el estado del biodeterioro

en los mismos y los organismos (microorganismos u otros) responsables.
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Anexo 1. Secuencias Nucleotidicas

IP14

ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGACAGGAGC
TTGCTCCTGAATTCAGC

GGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGRTAGTGGGGGACAACGTT
TCGAAAGGAACGCTAAT

ACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCA
GATGAGCCTAGGTCGGA

TTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCT
GAGAGGATGATCAGTCA

CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGGACAATGGGCGAAA

GCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCAC
TTTAAGTTGGGAGGAAG

GGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGC
TAACTCTGTGCCAGCA

GCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCGCGTAGGTGGTTTGT

TAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGA
CAAGCTAGAGTATGGTA

GAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCG

ACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAG
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TCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGC
GCAGCTAACGCATTAA

GTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGT

GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACA
TCCAATGAACTTTCCAG

AGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGAT

GTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTT
ATGGTGGGCACTCTAA

GGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
TGGCCCTTACGGCCTGGG

CTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGA
GCTAATCCCATAAAACC

GATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGCGAATCAGA

ATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG
GAGTGGGTTGCACCAG

AAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACT
GGGGTGAAGTCGTAACA

AGGTAGCCGTAGGGGAACCTGC
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IP1.7

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGATGAAGG

GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAATTAATACTTCGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAAGCCTTGAGCTTTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGG

TGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCA
CCTCCTTA

Landi Jaqueline y Tapia Marco 54



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

IP 4.25

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGATGAAGG

GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAATTAATACTTCGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAAGCCTTGAGCTTTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGG

TGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCA
CCTCCTTA
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IP 3.5

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGATGAAGG

GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAATTAATACTTCGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAAGCCTTGAGCTTTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGG

TGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCA
CCTCCTTA
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IP 3.15

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGATGAAGG

GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAATTAATACTTCGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAAGCCTTGAGCTTTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGG

TGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCA
CCTCCTTA
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IP1.11

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGATGAAGG

GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAATTAATACTTCGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAAGCCTTGAGCTTTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGG

TGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCA
CCTCCTTA
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IP 4.16

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGTTGAAGG

AAGCTTGCTTCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGNGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCGAATACCTTGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GGAGTCTTGAACTCTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTCGCCAAACCGCGAGG

TGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGTGGCTGGATCA
CCTCCTTA
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IP 4.19

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGATGAAGG

GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAATTAATACTTCGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAAGCCTTGAGCTTTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGG

TGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCA
CCTCCTTA
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IP2.14.2

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGATGAAGG

GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAATTAATACTTCGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAAGCCTTGAGCTTTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGG

TGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCA
CCTCCTTA
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IP24

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGATGAAGG

GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAATTAATACTTCGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAAGCCTTGAGCTTTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGG

TGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCA
CCTCCTTA

Landi Jaqueline y Tapia Marco 70



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

IP2.19.2

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGATGAAGG

GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAATTAATACTTCGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAAGCCTTGAGCTTTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGG

TGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCA
CCTCCTTA
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IP 2.3.2

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA
AGTCGAGCGGATGAAGG

GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGACAA

CGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCT

ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTG

GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAA

GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAATTAATACTTCGCTGTTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCA

CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAAGCCTTGAGCTTTTA

GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTG
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ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTT

GACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGC

ACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGG

TGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACAC

CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTT
ACCACGGTGTGATTCAT

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCA
CCTCCTTA
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ANEXO 2 Electroferograma
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IP 3.5
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IP2.14.2

- b [ S S ’ . — R " \7
—_— ~a —— Moo e . — - -— -
- - B - - - - - - -
- - - - . - » -
- = - - ™ » " . -
- ~ -~ - - - -
e » - - - - " - . " - " -

- - e Bl 8 ' " — | AN A "
—— i — S aming 44 —n ("] oo -
- - - - - .
- - ~ - ' " -
' >
- - - - - - - -
. 5 - - - - - - - - » » s
" - - . - - - - - ™

Landi Jaqueline y Tapia Marco 84



Universidad

Catolica

de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

LR S b —— aad ‘7
S — Sss sy bl b e = -l
- - - - - - - - -
o
- - - . - - . -
- - - - » . - »
- — - » - W™~ - - L
- - - ~ - - - - -

- - .o [ -— [ .-
— A0 A - s sy 4L - — - - o
- - - - . . - - . .
- -~ - - — - -
»
- - — - - - - . -
. “
K [ .. - b - - . > e
- - - -~ - - » » -~ -

Landi Jaqueline y Tapia Marco 85



Universidad

Catolica

de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

IP2.19.2
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ANEXOS REQUERIDOS

Anexo 1. Autorizacion de realizacion de la investigacion en la entidad de Salud u otra

institucion ( Anexo 3.1)

Anexo 2 . Autorizacion para subir al repositorio digital ( Anexo A)

Anexo 3. Documento Antiplagio. ( Otorgado por secretaria)
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CODIGO: F-DB - 34

UQ} Jniversidad DECLARATORIA DE AUTORIA Y VERSION: 01
FECHA: 2021-04-15
de Cuenca RESPONSABILIDAD i 202104

Declaratoria de Autoria y Responsabilidad

Jaqueline Gabriela Landi Landi portadora de la cédula de ciudadania N2 0106415391. Declaro ser el
autor de la obra: “Diversidad de bacterias heterdtrofas que participan en procesos de biodeterioro
del Complejo Arqueoldgico Ingapirca”, sobre la cual me hago responsable sobre las opiniones,
versiones e ideas expresadas. Declaro que la misma ha sido elaborada respetando los derechos de
propiedad intelectual de terceros y eximo a la Universidad Catdlica de Cuenca sobre cualquier
reclamacién que pudiera existir al respecto. Declaro finalmente que mi obra ha sido realizada
cumpliendo con todos los requisitos legales, éticos y bioéticos de investigacion, que la misma no
incumple con la normativa nacional e internacional en el drea especifica de investigacion, sobre la que

también me responsabilizo y eximo a la Universidad Catdlica de Cuenca de toda reclamacion al

respecto.

Cuenca, 04 de julio de 2022

Jaqueline Gabriela Landi Landi

C.1. 0106415391

www.ucacue.edu.ec
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DECLARATORIA DE AUTORIA Y

RESPONSABILIDAD

CODIGO: F-DB - 34
VERSION: 01
FECHA: 2021-04-15
Paginaldel

Declaratoria de Autoria y Responsabilidad

Yo, Marco Vinicio Tapia Sotamba portador de la cédula de ciudadania N2 010606799-4. Declaro ser

el autor de la obra: “Diversidad de bacterias heterétrofas que participan en procesos de biodeterioro

del Complejo Arqueoldgico Ingapirca”, sobre la cual me hago responsable sobre las opiniones,

versiones e ideas expresadas. Declaro que la misma ha sido elaborada respetando los derechos de

propiedad intelectual de terceros y eximo a la Universidad Catdlica de Cuenca sobre cualquier

reclamacién que pudiera existir al respecto.

Declaro finalmente que mi obra ha sido realizada

cumpliendo con todos los requisitos legales, éticos y bioéticos de investigacion, que la misma no

incumple con la normativa nacional e internacional en el drea especifica de investigacion, sobre la que

también me responsabilizo y eximo a la Universidad Catdlica de Cuenca de toda reclamacion al

respecto.

Cuenca, 04 de julio del 2022

y

Marco Vinicio Tapia Sotamba

C.l. 01010101010

www.ucacue.edu.ec
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