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Resumen

La reserva del Museo Jacinto Jijon y Caamafio de la PUCE, alberga 46 ejemplares de Momias
de Maranga. Estas momias muestran signos de deterioro que pueden deberse a factores
ambientales o microbianos. Es por esto que es necesario realizar un analisis microbiol6gico
para determinar si existen microorganismos en los cuerpos momificados y si son capaces de

afectarlos por medio de su actividad enzimatica.

Se evalué a dos momias, una con fardo funerario y otra expuesta. Se realizé un muestreo por
impronta con cinco diferentes medios de cultivo. A partir de los aislamientos se realiz6 un
tamizaje enzimatico (amilolitico, celulolitico y proteolitico) relacionado al deterioro de los
especimenes. Los aislamientos que exhibieron las capacidades enzimaticas evaluadas fueron
caracterizados a nivel macroscopico, microscopico y molecular. Se identifico un total de 14
microorganismos con un indice enzimatico significativo. Entre estos, los géneros Penicillium y
Cladosporium destacan por tener una alta capacidad enzimatica mientras que cada bacteria
aislada fue significativa para una de las tres enzimas. Los hallazgos sugieren que los
microorganismos encontrados son la causa del deterioro de las momias, especialmente aquella
envuelta en fardo. Adicionalmente, constituyen una base para profundizar la investigacion

referente al deterioro microbioldgico de restos historicos en el pais.

Palabras clave: Momias, biodeterioro, microorganismos, capacidad enzimatica.



Abstract

The reserve of the Jacinto Jijon and Caamafio Museum from the PUCE houses 46 copies of
Maranga Mummies. These mummies show signs of deterioration that may be due to
environmental or microbial factors. This is why it is necessary to perform a microbiological
analysis to determine if there are microorganisms in the mummified bodies, and if they are

capable of affecting them through their enzymatic activity.

Two mummies were evaluated, one with a funerary bundle and another exposed. An
imprinting sampling was carried out with five different culture media. From the isolates, an
enzymatic screening (amylolytic, cellulolytic and proteolytic) related to the deterioration of
the specimens was performed. The isolates that exhibited the evaluated enzymatic capacities
were characterized at the macroscopic, microscopic and molecular levels. A total of 14
microorganisms with a significant enzyme index were identified. Among these, the genera
Penicillium and Cladosporium stand out for having a high enzymatic capacity, while each
isolated bacterium was significant for one of the three enzymes. The findings suggest that the
microorganisms found are responsible for the deterioration of the mummies, especially on the
one wrapped in a bundle. Additionally, they constitute a basis for deepening research

regarding the microbiological deterioration of historical remains in the country.

Keywords: Mummies, biodeterioration, microorganism, enzymatic capacity



Introduccion

La reserva del Museo Jacinto Jijon y Caamafo, perteneciente al Centro Cultural de la PUCE,
se caracteriza por ser guardiana de diversos bienes culturales entre estos 46 ejemplares de
momias de Maranga. En 1925, Jacinto Jijon y Caamarfio realiza estudios en el complejo
arqueoldgico de Maranga y de las excavaciones resultantes traslada restos momificados al
Ecuador. EI complejo, asentado en la region del valle costero de Lima, Per, fue uno de los méas
importantes en la época contemporanea de la region. En los registros de Jijon y Caamario 1949,
y desenmarafiados por Lumbreras 2014, el historiador logré exhumar momias de diferentes
periodos enfocandose en la época de Proto Lima. Cada periodo tenia una forma especifica de
disponer de sus muertos para asegurar una correcta y delicada transicion de la vida a la muerte.
A pesar de que su donacion fue en 1963, no fue hasta 2010 que se les otorgd un lugar correcto
para su almacenamiento y conservacion con condiciones controladas dentro de la reserva
(Ordofiez et al. 2015; Jijon y Caamafio 1949).

A las momias de este estudio, se las colocaba en posicidn fetal o decubito lateral o dorsal. Eran
envueltas en tejidos de cafia, telas de algodon escarmenado de camélidos y recubiertas de paja
y hojas. La cantidad de tejidos, fardos y soportes de madera o de cafia, era variable. Toda la
momia cubierta por fardos era sujetada con cuerdas tejidas de totora. En esta tradicion,
utilizaban una técnica combinada entre momificacion natural y artificial, que se veia favorecida
por las caracteristicas del suelo donde eran enterradas para garantizar la desecacion del cuerpo

y asi evitar su deterioro (Lumbreras 2014; Llagostera 2003; Jijon y Caamafio 1949; Uhle 1944).

El analisis microbiol6gico en momias es un estudio que se realiza alrededor del mundo con el
fin de asegurar su conservacion y evitar la pérdida de tan importante material histérico. De
acuerdo con Pifar et al. 2013, este tipo de investigaciones, en restos humanos, se volvieron
relevantes ante las muestras de deterioro ocasionadas por microorganismos oportunistas. Los
hongos filamentosos son de principal interés por ser capaces de colonizar los cuerpos
preservados. Estos causan la presencia de manchas blanquecinas, deterioro y pérdida tejidos,
zonas con oscurecimiento, agujeros en textiles funerarios, micelio aéreo evidente, entre otros
(Abdel-Maksoud y EI-Amin 2012). Los microorganismos, mediante su actividad metabdlica,
pueden causar biodeterioro con el mecanismo de liberacion de enzimas celuloliticas, lipoliticas,
proteoliticas y amiloliticas (Hammed et al. 2020). Entre los géneros de hongos filamentosos
mayormente aislados en momias se encuentran: Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,

Fusarium, Mucor, Rhizopus, Geotrichum, Monilia y Alternaria. Asimismo, entre las levaduras



de mayor importancia se destacan Candida, Saccharomyces y Rhodotorula; y finalmente entre
las bacterias biodeterioradoras de restos historicos resaltan los géneros Streptococcus,

Micrococcus y Bacillus (Aguayo 2015; Cavka et al. 2010).

La composicion de las momias, su grado de exposicion y conservacion, y las condiciones
ambientales a las que fueron expuestas (en este caso desconocidas por alrededor de 47 afios),
las vuelve un blanco vulnerable de colonizacion de microorganismos que ocasionan fenémenos
de biodeterioro (Valentin 2012; Pifiar et al. 2013). EI término biodeterioro es utilizado para
definir toda alteracion en materiales ocasionada por agentes bioldgicos y su metabolismo,
donde la estética del material se ve afectada y existen sefiales de destruccion o desgaste (Gémez
et al. 2012; Ministerio de Cultura y Deporte 2021).

La metodologia apropiada para un muestreo de esta indole no ha sido estandarizada, puesto que
entra en un debate ético por ser utilizadas en un cuerpo humano. Sin embargo, la mayor parte
de muestreos se realizan mediante hisopado con el uso de agentes neutralizantes para evitar la
inhibicion por fungicidas o tratamientos previos en los cuerpos momificados (Cavka et al. 2010;
Mansour 2018). Existen métodos no invasivos como rayos X, resonancia magnética,
microscopia electronica, tomografia y uso de lumindmetro (Valentin 2012). La desventaja de
estas técnicas es que no permiten un analisis microbioldgico certero. En este contexto, el
muestreo por impronta resulta la mejor opcidn, al ser poco invasivo y permitir, a su vez, la
posibilidad de aislamiento e identificacién de los microorganismos. Esta técnica genera un
impacto minimo en la momia, evita extender la contaminacion por el uso directo de quimicos

y reduce a su vez el dafio fisico (Moissidou et al. 2015; Samadelli et al. 2019).

Independientemente del método de muestreo seleccionado, es importante medir los pardmetros
ambientales, en especial la temperatura y humedad, con el fin de evitar la colonizacion y
proliferacion de microorganismos. El control de estos parametros es prioritario puesto que las
caracteristicas intrinsecas de las momias pueden verse afectadas; entre estas se incluyen su
porcentaje de agua, el cual es afectado por la técnica de momificacion utilizada, la exposicion
a oxigeno y su concentracion en el ambiente, los textiles funerarios, el uso de tratamientos
previos, entre otros (Magdy et al. 2020; Valentin 2015; Aguayo 2015).

Aunque el valor del patrimonio cultural no puede ser netamente expresado, en términos
monetarios, la perdida mundial anual por biodeterioro neto ocasionado por hongos es de

alrededor de $40 000 billones (Sterflinger y Pinar 2013). En ese contexto el andlisis



microbioldgico de las momias peruanas es una necesidad urgente y tiene el fin de salvaguardar
su importancia tanto histérica como econémica. Esto motivo la colaboracion del centro cultural
con la cerrera de microbiologa, lo que justifica la realizacion del presente estudio (correo de B

Lucero en 2022; sin referencias, ver agradecimientos).

Hasta la fecha de redaccion de este articulo, existen dos estudios de biodeterioro de bienes
patrimoniales en el pais. Uno por parte de la Universidad Tecnoldgica Equinoccial con el
analisis de cinco lienzos en conventos en el centro de la ciudad de Quito (Poyatos et al. 2017);
y otro que se llevo a cabo por la Universidad Internacional SEK con el uso del patrimonio
cultural que en este caso es la iglesia de Guapulo, en donde se busca la identificacion de hongos
tanto en la estructura de la iglesia, sus pinturas, esculturas y altares (Garcés y Luna 2009). En
Ecuador, el anélisis de agentes causantes de biodeterioro en momias es inexistente. Por este
motivo, se recalca la importancia de este estudio al generar un precedente y ser el primero en
el pais lo que permitira iniciar un historial de las condiciones de momias, de acuerdo a
manifestaciones de metabolismo microbioldgico. Con estos datos se podré inferir mejores
métodos de preservacion de los vestigios humanos, condiciones de atmdsfera modificada para
disminuir la posible proliferacion de microorganismos, asi como enfoques nuevos en la

investigacién arqueoldgica ligada a la Paleomicrobiologia.

Con este antecedente, la investigacidn busca conocer si existen microorganismos causantes de
biodeterioro y si estos tienen la capacidad enzimatica suficiente para ser causantes de dafio a

los cuerpos momificados.

Materiales y Métodos

Delimitacion de zonas de muestreo

Las momias en estado critico fueron revisadas de forma preliminar, de entre estas se escogio
dos. La primera, catalogada por el museo como “Fardo funerario completo con restos de
individuo en el interior (posiblemente momificado)”, fue identificada en este estudio como
momia en fardo funerario (MEF). La segunda, descrita como “Vestigio humano momificado de
un individuo subadulto” fue clasificada como momia sin fardo o expuesta (MSF). Los puntos
con mayor afeccion de cada cuerpo fueron delimitados para el muestreo. Se establecieron cinco
puntos para la momia en fardo y seis puntos para la momia expuesta. La delimitacion incluyd
un registro fotografico (Figura 1), asi como una descripcion de las caracteristicas y signos de
biodeterioro en base a Valentin 2013.



Muestreo

El muestreo se llevd a cabo en la reserva del museo. Se tomo en cuenta las condiciones
ambientales antes, durante y después del proceso (temperatura y humedad relativa). Se utilizd
cinco medios de cultivo, todos modificados para su uso en superficies con la adicién de caldo
neutralizante LPT (Sanchis Solera 2019) y en placas de contacto. El agar papa dextrosa (PDA
por sus siglas en inglés) para hongos y levaduras y el agar Plate Count (PCA por sus siglas en
inglés) para bacterias mesofilas aerobias. Asi mismo, se utilizo tres medios enzimaticos para
diferentes tipos de microorganismos: agar gelatina (AG) para evaluar proteoliticos, en base al
protocolo de Edison y Martin 2012, modificado, agar carboximetilcelulosa (CMC) para

celuloliticos y agar almidon (AA) para amiloliticos.

El muestreo se realiz6 por impronta y por duplicado. Las placas destinadas para la evaluacién
de mesofilos aerobios fueron incubadas a 30 = 2 °C por dos semanas, mientras que las placas
para hongos y levaduras se mantuvieron a temperatura ambiente, es decir, a 25°C por tres
semanas, en ambos casos con monitoreo diario hasta la purificacion de las colonias

microbianas.

Tamizaje enzimatico de hongos

Los cultivos para identificar halos de hidrélisis de cada enzima se realizaron por separado y a
partir de colonias aisladas. Para revelar el medio CMC se utiliz6 el colorante rojo Congo al 1%
que permitid hacer evidentes los halos de solubilizacion de color amarillo anaranjado alrededor
de la colonia por presencia de enzimas celuloliticas, para que el halo fuera mas visible se dejo
en la incubadora por 15 a 20 minutos (Paillé 2012; Alcivar y Vargas 2013). Asi mismo, se
utilizé el reactivo lugol para revelar el medio AA, este reacciona con la amilopectina y produce
un color morado-marrén oscuro en las zonas donde no se ha hidrolizado el almiddn
(Universidad de la Patagonia San Juan Bosco 2017). Mientras que para el medio AG no se
utilizoé revelador, puesto que al utilizar un medio modificado permite exentar ese paso (Edison
y Martin 2012).

Tamizaje enzimatico de bacterias

Cada colonia obtenida a partir de un cultivo axénico fue cultivada en tubos de vidrio con 4 ml
de caldo de infusion cerebro-corazon (BHI por sus siglas en inglés), se incubd a 28 + 2 °C por
48 h para obtener un cultivo a escala uno McFarland (3 x 108 células), con excepcion de la

colonia perteneciente a filo actinobacteria que se incubd por siete dias con agitacion constante



para llegar a concentracion necesaria. Las placas Petri con cada medio enzimético se dividieron
en tres secciones, cada una fue rotulada de acuerdo la parte de la solucién a utilizar ya sea
sobrenadante, pellet o el cultivo como tal, a cada seccion se le coloco un sorbete autoclavado

de 5 mm.

Treinta microlitros del cultivo previamente homogenizado fueron colocados en el primer
sorbete. Luego se tom6 1 ml del cultivo y se lo dispensé en microtubos de 1,5 ml para ser
centrifugados a 5000 G por 8 minutos. El sobrenadante fue filtrado por filtros de 0.2 um con
ayuda de una jeringa de 10 ml. Treinta microlitros del sobrenadante libre de células fueron
inoculados en el segundo sorbete. Finalmente, al pellet obtenido en el microtubo fue lavado dos
veces con 500 pl de PBS (Phosphate-buffered saline), se resuspendio las células en 100 pl del

mismo buffer y se inocul6 30 pl en el ultimo sorbete.

Todas las placas fueron incubadas por 48 h a 28 + 2 °C. Para mejorar la visualizacién de los
halos de degradacion del medio AG se refrigerd las placas por una hora. Por otro lado, los
medios CMC y AA fueron revelados de la misma forma que en el screening de hongos.

Determinacién del indice enzimatico

Para determinar la actividad enzimatica se utiliz6 la formula propuesta por Florencio et al. 2012,
esta indica que si el indice enzimatico es > 1,5 se la considera con potencial de ser alta

productora de enzimas.

Diametro del halo de hidroélisis

Indice enzimatico = — -
Didmetro de la colonia

Identificacion y caracterizacion de microorganismos

Para la identificacion macroscépica se tomo en cuenta caracteristicas del anverso y reverso de
la colonia, el color, elevacién, borde y forma de la misma, asi como presencia de exudados o
pigmentos. Mientras que, para la identificacion microscépica de los microorganismos
seleccionados se realizo la tincion de Gram para bacterias y la tincién con azul de lactofenol,

por medio de cinta adhesiva, para observar estructuras representativas de mohos.
Identificacién molecular
Extraccion de ADN

Las cepas con alto indice enzimatico (> 1,5) fueron tomadas como candidatas para su

identificacion a nivel molecular. Se realizo la extraccion del material gendmico mediante la



modificacion del protocolo del kit Purelink ™ plant total DNA purification para su uso en
hongos al exceptuar los pasos de preparacion de lisado de células vegetales. Por otro lado, se
utilizé Wizard® Genomic DNA Purification Kit para la extraccion de ADN de bacterias y de
aquellos hongos cuya calidad se veia influenciada por proteinas 0 compuestos fenolicos. La

calidad y concentracion del ADN obtenido fue medida con ayuda de espectrofotometria.

Amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR) y electroforesis

Para la amplificacion de ADN bacteriano, se utilizo la region 16s ARNr con el uso del primer
forward 27F con la secuencia 5> AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ y el primer reverse 1492
R con la secuencia 5 TACGGYTACCTTGTTACGACT 3°.

Para la amplificacion de ADN fungico, se utilizo la regiéon ITS con el primer ITS1 que
corresponde a la secuencia 5° TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’ e ITS4 con 5’
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°.

De acuerdo al protocolo del Laboratorio de Fitopatologia y Control Bioldgico 2021, para la
preparacion del Master Mix se afiadid 1,25 ul de primer forward, 1,25 ul de primer reverse, 8
ul de agua libre de nucleasas (LDN), 12,5 pl de Go Tag®y 2 pl del ADN obtenido, de manera

que se tuvo un total de 25 pl por muestra.

Sin embargo, ante problemas en la amplificacion se modificé la preparacion de la Master Mix
mediante la adicion de betaina a 0,5 M, este un potenciador de PCR para obtener los resultados
de aquellos hongos que generaron problemas de amplificacion, se redujo la cantidad de primers

a 1l para evitar la amplificacidn de sitios inespecificos y también el total de LDN por tubo.

Asi mismo se sigui6 el protocolo estandarizado de PCR del Laboratorio de Fitopatologia y
Control Bioldgico 2021, para hongos: desnaturalizacion a 95 °C por un minuto, 30 ciclos de
alineamiento a 95 °C por un minuto, 55 °C por treinta segundos y 72 °C por un minuto y un
ciclo de elongacién a 72 °C por cinco minutos. Para bacterias desnaturalizacion a 95 °C por
cinco minutos, 30 ciclos de alineamiento a 94 °C por treinta segundos, 58 °C por treinta

segundos y 72 °C por 40 segundos y un ciclo de elongacion a 72 °C por 10 minutos.

Para la electroforesis se prepard un gel de agarosa al 1,5 %, en donde se incluyo las muestras
del PCR, un control positivo y un control negativo, ademéas de la escalera molecular. Se le
proporciond una carga de 95 voltios por una hora en buffer de TAE 1X. Se utiliz6 el colorante

SYBR® Safe para el revelado de las bandas.



Secuenciacion y analisis

Las muestras positivas fueron enviadas a Macrogen, en Seul, Corea del Sur, para obtener la
secuenciacion por método de Sanger (Sanger et al. 1977). La secuencia enviada fue analizada
en el programa MEGAL11 (Tamura et al. 2021) en donde se eliminaron zonas de ruido y se
verificd la calidad de la secuencia. Se utiliz6 la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), EzBioCloud y Mycobank para la identificacion en base al

mayor porcentaje de identidad, con un valor minimo de 97%.
Resultados

A partir del muestreo inicial de las cinco zonas del cuerpo momificado envuelto y seis zonas
del cuerpo expuesto, se obtuvo diecisiete hongos, seis bacterias, una actinobacteria y una
levadura, con un total de veinticinco microorganismos, en el que solo un hongo corresponde a
la momia expuesta. La momia envuelta en fardo funerario tiene una mayor carga microbiana
en la zona abierta superior izquierda, con cuatro hongos y una bacteria y con un total general

de trece microorganismos en la misma (Figura 2).

De los dieciocho aislados flingicos, once tienen alto potencial enzimatico (> 1,5) mientras que
los siete restantes no tienen capacidad enzimatica o en su defecto la actividad enzimatica
evaluada no es significativa (< 1,5). De igual forma, en las bacterias de las siete aisladas solo
tres cuentan con potencial biodegradador. Es asi que los microorganismos descritos en la Tabla

1 fueron seleccionados para su posterior identificacidn en base a esta caracteristica.

En la identificacibn macroscépica (Figura 3) se obtuvo resultados de colonias fungicas
circulares con diferentes bordes, texturas que varian en caracteristicas aterciopeladas, polvosas
y algodonosas, con colores en el anverso desde verde en diferentes matices hasta cafés y grises,
asi como en el reverso diferentes tonalidades de blancos y cafés, mientras que las colonias
bacterianas variaban entre regulares e irregulares, elevadas o planas y con un color blanco,

blanco amarillento o transparente (Tabla 2).

Para la identificacién molecular se midi6 la concentracion y pureza de cada muestra de ADN,
todas presentaron una concentracion entre 20 a 60 pl y una pureza medida a 260/280 entre 1,30
a 2. Se amplificaron un total de diez secuencias de hongos, una secuencia de levaduras y tres
secuencias de bacterias por PCR convencional y fueron verificadas mediante electroforesis. En

cinco cepas fungicas se observaron fragmentos de 550 pb, otras cinco presentaron bandas de
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600 pb vy la restante de 650 pb. En bacterias las tres cepas presentaron fragmentos de 1500 pb
(Figura 4). Una vez evidenciada la amplificacion se envid a Macrogen para su secuenciacion.

En el analisis bioinformatico se obtuvo trece muestras con porcentajes de identidad que
muestran una similitud desde 98.76 % hasta el 100%, donde se ve superado el umbral minimo
de 97%. Mientras que la cepa de levadura obtuvo un porcentaje de 96.94% que es levemente
menor al necesario para una identificacion a nivel de especie. Se obtuvo en total cinco especies
de Cladosporium, dos especies de Penicillium, una especie de Aspergillus, una especie de
Dentocorticium y una levadura Rhodotorula en cuanto a hongos se refiere. Por otro lado, en
bacterias se obtuvo una especie de Lentibacillus, una especie de Virgibacillus y una especie de
Sposarcina, todas del orden Bacillales (Tabla 2).

Discusion

La momificacién, en este caso artificial y natural, implica procesos de deshidrataciéon y
desecacion (Lumbreras 2014), este proceso reduce el porcentaje de agua (Aw) del cuerpo en
cuestion a niveles en los que los microorganismos no son capaces de reproducirse, esto los lleva
a un estado de latencia (Abdel-Maksound y EI-Amin 2012; Llagostera 2003). El estado de
latencia, también conocido como dormancia, ocurre cuando los microorganismos se encuentran
bajo estrés y con una disponibilidad limitada a nutrientes, lo que los obliga a reducir al minimo

su metabolismo, esto les permite mantenerse viables, pero no cultivables (Guerra Pefialoza
2014; Delgado et al. 2018).

Salir de este estado puede ser rapido o lento en base a las condiciones en las que se encuentren
(Pedrique de Aulacio y De Castro 2008). En este caso, las condiciones para el crecimiento de
los microorganismos fueron favorables desde el muestreo, con un medio de cultivo nutritivo,
temperatura adecuada y un Aw Optimo. Sin embargo, existen microorganismos que necesitan
condiciones de crecimiento especificas 0 una mayor nutricion, por lo que, los medios de cultivo
seleccionados pueden haber tenido un impacto en la obtencidn de microorganismos. A demas,
solo el 1% de microorganismos son cultivables, ante esto seria necesario un estudio

metagendmico para obtener todo el microbioma de las momias (Martiny 2019).

A pesar de lo anterior, la cantidad de microorganismos presentes en las dos momias evaluadas
varia significativamente. Se esperaba encontrar una diferencia en el nimero de aislamientos
entre la momia envuelta (que estuvo expuesta directamente al suelo) y la momia expuesta (la

cual se presume recibio tratamientos previos para retirar fardos), sin embargo, los datos revelan
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una desproporcion importante. Esto puede deberse a que la momia envuelta en fardo formé
parte de la exposicion permanente del museo desde 2014 hasta 2022, afio en que fue reubicada
a la sala de cuarentena de la reserva. Por ende, estuvo expuesta a las condiciones del mismo por
alrededor de ocho afios, mientras que las momias restantes, que incluye a la momia expuesta,
se encontraban almacenadas en la reserva con condiciones controladas y a su vez contaron con

dos procesos de fumigacion con amonio cuaternario, uno en 2020 y otro en 2021.

Desafortunadamente, la Unica parte del Museo que cuenta con un sistema de ventilacion
separado que controla los parametros ambientales es la vitrina de las Tzanzas. Si bien el museo
también fue fumigado, la momia envuelta en fardo permanecié en su vitrina sin que fuera
influenciada por el quimico. Segun Samadelli et al. 2019, los tejidos de las momias en
temperaturas superiores a 20°C y porcentajes de humedad relativa por encima del 65%
aumentan el Aw lo que acelera su descomposicion, los vuelve mas susceptibles a la
contaminacion aérea y a la activacion de microbiota existente. La presencia de los restos
funerarios dentro de la vitrina sin controles ambientales explicaria el alto nivel de desgaste en

las telas del fardo funerario y su alta cantidad de microorganismos.

La presencia de microorganismos de tipo fungicos en los vestigios humanos de Maranga es un
problema que tiene un papel clave su el nivel de deterioro. Los hongos tienen un sistema de
digestion externa para degradar las macromoléculas organicas como polisacaridos (almidén y
celulosa) y proteinas (gelatina) por medio la secrecion de enzimas y las transforma en unidades
mas pequefias que son asimiladas por absorcion como parte de su metabolismo (Carlile et al.
2001). Este proceso metabolico afecta el fardo funerario de la momia envuelta puesto que causa
debilidad, desgaste, presencia de manchas y zonas oscuras. Puesto que, al degradar los

principales componentes de las fibras de las telas, las vuelven delgadas y faciles de deshacer.

La capacidad enzimatica presente en los hongos determina su potencial como biodegradador.
A mayor capacidad enzimatica hay una mayor liberacion de enzima lo que abarca un mayor
dafio en los cuerpos momificados. La principal desventaja de los microorganismos de tipo
fangico es que pueden tener los tres tipos de enzimas (celulasas, proteasas y amilasas) y
diferentes formas de las mismas, unas mas efectivas que otras. Para este estudio se determind
por medio de Florencio et al. 2012 el limite de aceptacion con un valor > 1,5. Sin embargo el
estudio de Dornelas et al. 2017 establece valores bajos, medios, altos y muy altos de la actividad
enzimatica. Los valores entre 2 > IE > 4 significan una alta capacidad enzimatica. Es asi que

los resultados obtenidos de microorganismos como P. brevicompactum Dierckx 1901, con una
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alta capacidad proteolitica y celulolitica, C. cladosporioides Fresenius, 1952, con alta capacidad
amilolitica, los cataloga como los principales deterioradores de la momia en envuelta puesto
que son capaces de afectar y degradar el los componentes del fardo funerario (Naji et al. 2014;
Hameed 2019).

Hongos como Cladosporium, Penicillium y Aspergillus han sido documentados en varias
ocasiones a lo largo del tiempo como agentes de biodeterioro en cuerpos momificados. Cuentan
con una alta capacidad enzimatica y la habilidad de formar esporas, lo que les permite
permanecer mayor tiempo sobre los cuerpos momificados. Son versatiles en sus condiciones de
crecimiento, en muchos casos requieren de una baja temperatura y humedad relativa desde el
50% para desarrollarse. Estas caracteristicas hacen que se los considere como microorganismos
de gran importancia en biodeterioro (Valentin 2003; Valentin 2007; Abdel-Maksoud 2013;
Aguayo 2015).

A pesar de que Cladosporium es el género con mayor diversidad en el estudio. Se distingue a
la cepa de P. brevicompactum Dierckx 1901, por tener la mayor capacidad celulolitica (3,0).
Ademas, esta dentro de los tres microorganismos con mayor capacidad proteolitica (1,78), junto
con la otra cepa del mismo género y especie (2,70). Mediante la alineacién con en el sistema
MEGAL1 (Tamura et al. 2021) se sugiere que estas dos cepas podrian ser distintas tanto por sus
diferencias enzimaticas, morfoldgicas (macroscépicas y microscépicas) como la presencia de
polimorfismos a nivel genético. Sin embargo, dicha variacion se limita a mutacién puntual, es
decir, el cambio en un Gnico nucle6tido. Aunque en muchos casos este tipo de variaciones no
causa problemas significativos, si determina un cambio a una cepa diferente. ES necesario
realizar una investigacion méas a fondo para determinar la distancia evolutiva entre las cepas

diferentes y cudl es la influencia de este cambio en la produccién enzimatica.

Hongos como P. rubens Biourge 1923, P. brevicompactum Dierckx 1901, y A. niger Tieghem
1867, pueden ser perjudiciales para los textiles y fardos funerarios que envuelven a las momias.
Los materiales utilizados para las telas del periodo de Proto-Lima eran principalmente fibras
animales, como lana de camélidos, y fibras vegetales, ambas de origen organico. Estos
materiales se caracterizan por durabilidad, estabilidad y elasticidad (TantaleAn Gomez y Stanish
2022; Jijon y Caamafio 1949). Los géneros mencionados afectan a los textiles de los cuerpos
momificados cuando han sido expuestos a condiciones desfavorables, como es el caso de las
momias de Maranga (Camelia lllies 2021). Estos microorganismos, al ser celuloliticos, podrian
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ser los responsables del alto nivel de desgaste y degradacién de los textiles funerarios (Valentin
2003).

Por otra parte, se destaca a la cepa de Cladosporium cladosporiodes Fresenius, 1952, como la
Unica entre los aislamientos fungicos que exhibe una alta capacidad amilolitica. En este estudio
se aislaron cinco especies diferentes del hongo, que incluyen a C. cladosporiodes, C.
tenuissimun, C. asperulatum, C. delicatulum y C. halotolerant (Fresenius, 1952; Cooke, 1878;
Bensch et al. 2010; Cooke, 1876. y Zalar, de Hoog y Gunge-Cim, 2007). Investigaciones
previas realizadas por Riverdn Acosta, et. al. 2017, demostraron que el género Cladosporium
es productor de proteasas, al utilizar un medio de cultivo con caseina y evidenciar un halo de
degradacion, Vazquez-Montoya 2020, lo clasifica como uno de los tres hongos con mayor
capacidad celulolitica, junto con Penicillium y Fusarium. Lo expuesto previamente coincide
con los resultados obtenidos del aislamiento de momias, puesto se evidencio un alto potencial

enzimatico para las tres enzimas evaluadas.

De igual manera se aislé una cepa de Dentocorticium portoricense Larsen y Gilbertson 1974,
Este hongo es conocido como un importante degradador de madera puesto que excreta
celulasas, hemicelulasas y pectinasas como parte de su metabolismo para facilitar el acceso a
los nutrientes (Hibbet y Donogue 2001; Jang et al. 2016). Sin embargo, no fue aislado de las
vigas de madera que soportan a la momia si no de la zona abierta derecha de la misma. Este
microorganismo probablemente comenzd en las vigas y luego se traslad6 a areas de la momia
que ya habian sido degradadas previamente por otros microorganismos, lo que facilité su

metabolismo.

La levadura aislada, Rhodotorula sp. Harrison 1927, no presenta la pigmentacion caracteristica
de este género, esto puede ser explicado por una mutacién que impide la produccion adecuada
de carotenoides, lo que evita la expresion de su color rojo anaranjado caracteristico. Segun Mot
et al. 2017, la exposicidn de quimicos, la baja densidad de las paredes celulares, el alto estrés
oxidativo y la injuria microbiana podrian estar vinculados con una mutacion causante de
despigmentacion. La levadura produce pigmentos como una forma de proteccion contra el
estrés ambiental y la presencia de rayos UV, lo que le permite protegerse de los radicales libres
y agentes antioxidantes (Garcia-Cortes et al. 2021; Sharma y Ghoshal 2019) en este caso al no
verse afectada por los rayos solares por un amplio periodo de tiempo, mutd. La ausencia de

pigmentos en Rhodotorula resulta beneficiosa para las momias puesto que evita la formacion
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de manchas en los fardos funerarios. No obstante, esta caracteristica también podria enmascarar
su efecto.

En cuanto a bacterias se refiere, se demostro que la bacteria Lentibacillus populi Sun et al. 2016,
tiene la mayor capacidad celulolitica dentro de las bacterias evaluadas. Ha sido catalogada como
microorganismo degradador de madera por presentar actividad enzimética al evaluar la
hidrolisis de diferentes sustratos. En los estudios la bacteria mostré resultados positivos para la
degradacion de proteinas al hidrolizar L-tirosina y caseina, asi como para la degradacion de
celulosa mediante el uso de B-glucuronidasa. Al ser Gram positiva, esta bacteria puede formar
endosporas, lo que le permite permanecer en el cuerpo momificado a lo largo del tiempo,
incluso en condiciones adversas. Este microorganismo fue encontrado previamente en
coprolitos de la civilizacion Caral-Supe, la méas antigua del Pert (Vasquez-Dominguez et al.
2020).

Por otro lado, se destaca la bacteria Virgibacillus carmonensis Heyrman et al. 2003, por poseer
la mayor capacidad amilolitica evaluada de su grupo. Esta bacteria ha previamente identificada
en biopeliculas asociadas al biodeterioro de murales en Carmona, Espafia, asi como en las
paredes de las Catacumbas Capuchinas de Palermo, lo que evidencia su capacidad para causar
deterioro. Esta bacteria es Gram positiva y produce endosporas subterminales. Puede utilizar la
celobiosa (disacarido obtenido de la hidrolisis parcial de la celulosa) como un sustrato de
crecimiento, aunque de forma poco o no eficiente, por lo que no crecié en el medio de cultivo
con celulosa, lo afirma la ausencia de actividad celulolitica. Se le atribuye una alta actividad
proteolitica puesto que puede hidrolizar una variedad de formas de proteina, entre estas la

caseina y la gelatina (Pifiar et al. 2014; Heymar et al. 2003).

Finalmente, Sporosarcina aquimarina Yoon et al. 2001, resalta por su capacidad como
productora de proteasas a comparacion del resto de cepas. Esta ha sido aislada en muestras de
agua de mar y en regiones de la Antértida. Esta bacteria es psicréfila y cuenta con enzimas
psicrofilicas que le dan una gran flexibilidad para adaptarse a cualquier ambiente. Es Gram
positiva, tiene forma de baston y es formadora de endosporas (Yoon 2001; Santos et al. 2014).
La presencia de esta bacteria en las momias puede verse relacionada con la cercania del centro
arqueolégico Maranga a la zona costera y fuentes de agua. También se la identific6 como
contaminante en el museo de Auschwitz y en el tracto intestinal de la momia de un infante del

antiguo Egipto (Zink 2000; Rajknowska 2016). Su capacidad proteolitica fue probada por
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Santos et al. 2014, para su uso a nivel industrial. Se la expuso a diferentes sustratos como la
gelatina y albumina que fueron degradadas por las metaloproteasas de la bacteria.

Conclusiones

Este estudio permite tener un primer acercamiento a las condiciones microbioldgicas en las que
se encuentran los vestigios humanos de la coleccion del Museo Jacinto Jijén y Caamafio.
Ademas, establece una metodologia inicial de muestreo e identificacion basada en las
caracteristicas enzimaticas de los microorganismos. Es imprescindible investigar mas a fondo

para evitar la pérdida de estos bienes culturales de alta importancia.

La presencia o ausencia de fardo funerario, las condiciones de almacenamiento y el uso de
tratamientos previos como fumigaciones influencian la cantidad de microorganismos presentes
en cada momia. Los microorganismos aislados e identificados por medio de este estudio tienen
una alta capacidad enzimatica por lo que son catalogados como los principales causantes del
biodeterioro observado en las momias, principalmente en la momia envuelta cuyo fardo
funerario se deshace al tacto. Asimismo, cuentan con estrategias de supervivencia que facilitan

su permanencia en los cuerpos momificados.

Los géneros de tipo fungico con mayor capacidad enzimética fueron Penicillium y
Cladosporium, mientras que cada bacteria de las tres estudiadas fue significativa para una de
las enzimas evaluadas. Todos estos microorganismos han sido reportados previamente como
agentes de biodeterioro en restos momificados a lo largo del mundo. Es por esto que se sugiere
realizar un estudio méas afondo de las momias pertenecientes a la reserva del museo para
determinar si estos microorganismos se encuentran en todas ellas o si se reducen a la momia en

estado de cuarentena.
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Figuras

A

Figura 1. A. Fardo funerario completo con restos de individuo en interior (posiblemente momificado) (JC-AP-2305). Al. Zona

abierta superior izquierda (textil degradado). A2. Zona abierta superior derecha (textil degradado). A3. Madera. A4. Cuerdas.
A5. Zona abierta inferior (textil degradado). B. Vestigio humano momificado de individuo subadulto (JC-AP-2064). B1.
Mejilla (Presencia de restos de textil) B2. Codo (Mancha café) B3. Union cabeza-cuello (Presencia de colgajo de piel) B4.
Antebrazo (Mancha negruzca) B5. Espalda (Presencia de agujeros) B6. Pie (Presencia de agujeros). Coleccion del Museo
Jacinto Jijon y Caamafrio del Centro Cultural de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador. Fotografia: Melanie Luna.
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Figura 2. A. Grafico de barras del total de microorganismos aislados en las dos momias muestreadas. B. Grafico de barras de

zonas con mayor carga microbiana en la momia envuelta en fardo funerario.
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Figura 3. Imagenes de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias aisladas.

IH2H 3H 4H SH 6H 7H 8H 9H10H1llv [, L + - 1B2B3B

Figura 4. A. Electroforesis de hongos y levadura con una escalera molecular de 100 pb, con fragmentos desde 550 a 700pb.
1H y 9H amplificados con betaina al 0,5 M B. Electroforesis de bacterias con escalera molecular de 1kb, todos los fragmentos
de 1500bp.
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Tablas

Tabla 1. indices de alta actividad enzimatica microbiana.

Proteoliticos Amiloliticos Celuloliticos
. Tipo de_ Codificacion Diametro Diametro  Indice Diametro Diametro indice Diametro Diametro  Indice
microorganismo de la . s .
. del halo enzimético . del halo enzimatico . del halo enzimético
colonia colonia colonia
MEF-01-ZA-AG1-HA 1,9 3 | 158 24 2,7 1,13 1,4 3 | 214
MEF-02-HSD-CMC1-H2 17 20 g 19 2,2 1,16 17 32 [ige
MEF-02-HSD-CMC2-H1.2 2 31 ass T 18 3 [gern o 0 Negativo
MEF-03-HSI-CMC1-H1 1 27 B2 o 0 Negativo 0,9 22 [2aas
Mohos  MEF-03-HSI-CMC1-H? 11 2 [ag 15 2 1,33 1 20 [280
MEF-03-HSI-AG-H1 1,8 32 [am@ 19 2,4 1,26 1 3 800
MEF-03-HSI-AG2-R 0 0 Negativo 11 15 1,36 0,8 16 2000
MEF-05-M-AG2-H1 2 3 s 23 25 1,09 15 35 23
MEF-05-M-AG2-H2 2 32 160 21 2,7 1,29 15 2,7
MSF-06-CC-AG1-R 0 0 Negativo 0 0 Negativo 1 2,9
Levadura  MEF-04-C-PDA2-AHL1 0,7 1,3 - 0 0 Negativo 0 0 Negativo
MEF-03-HSI-AA2-AB1 1,2 2,3 0 0 Negativo 0,7 15 |24
Bacteriis  MEF-04-C-AG2-B 15 25 [ o7 1,7 24 o 0 Negativo
MEF-05-CMC1-R 07 15 2y o 0 Negativo 0 0 Negativo




Tabla 2. Identificacion macroscdpica, microscopica y molecular de los microorganismos aislados

Codificacion

Caracteristica de la

Color anverso

Color reverso

Microscopia

Identificacion Base de datos

26

Porcentaje de

colonia molecular similitud
Colonia circular, bordes . - .
irregular y aterciopelada, Verde conborde  Amarillo con borde Hifas septadas con conidios ramificados,
MEF-01-ZA-AG1-HA 9 y P ' biverticilados conidias unicelulares y Penicillium rubens Mycobank 100%
presencia de exudado blanco crema
’ redondas
amarillo
- . . Hifas demataceas y cenociticas -
Colonia circular, irregular, , Café negruzco con - ' Dentocorticium
MEF-02-HSD-CMC1-H2 . 9 Café 9 . conidiéforos ramfficados a manera de . BLASTN 100%
aterciopelada borde café claro , portoricense
arbol
MEF-02-HSD-CMC2-H1.2 Colonia circular, irregular y Blanco Armarillo Hrfgs .hlallnz?s, septada§ y rz'amlﬁcadasl, .con Cladoqurlym BLASTN 100%
algodonosa conidios unicelulares elipsoides y esféricos cladosporioides
Colonia irregular, Verde claro con . - . -
MEF-03-HSI-CMC1-H1 aterciopelada, productora centro y borde Blanco crema H|fa§ sep'te?das eon con|d|f) S ramlﬁlcgdos y P?mu”mm Mycobank 100%
triverticilados, con conidias esféricas brevicompactum
de exudado blacos
. . - Hijas hialinas, septadas y ramificadas .
Colonia circular, regular Café amarillento con Cladosporium
MEF-03-HSI-CMC1-H2 o guar, Blanco grisaseo biverticiladas, con conidios unicelulares . p Mycobank 100%
aterciopelada borde blanco crema o tenuissimum
elipsoides
MEE-03-HSI-AG-H1 Colonia circular, regular, Café claro con Blanco crema Hrfa§ septe.ldas con con|d|9§ ramrﬁlcrfldos y Pgnlcﬂllum Mycobark 100%
porvosa borde café oscuro triverticilados, con conidias esféricas brevicompactum
Colonia circular, regular, Blanco con centro Hifas hialinas,con cabeza y vesicula . .
MEF-03-HSI-AG2-R 9 Blanco y Aspergillus niger BLASTN 100%
algodonosa negro globosa
Colonia circular, regular Café negruzco con Hifas demataceas, con conidios Cladosporium
MEF-05-M-AG2-H1 cular, reguar, Gris 9 : ’ ) P Mycobank 100%
aterciopelada centro blanco ramificados a manera de arbol asperulatum
Colonia circular, regular Hijas hialinas, septadas y ramificadas, con Cladosporium
MEF-05-M-AG2-H2 . ; Feguar, Gris verdoso Blanco crema 4 YIS, Sep y ramificacas, 05p Mycobank 100%
aterciopelada y polvosa conidios unicelulares elipsoides delicatulum
MSE-06-CC-AGL-R Coloria irregular, elevadaa  Gris verdoso c_on Negro Hijas hlal!ne_\s, sep_)tadas y ramlﬁce_adas, con Cladosporium Mycobark 100%
forma de crater borde verde olivo conidios unicelulares elipsoides halotorelant
Colonia irregular, rugosa Células levaduriformes, Gram positivas BLASTN
MEF-04-C-PDA2-AH1 gular, rugosa, Blanco crema Blanco crema o P ' Rhodotorula sp. ! 96,94%
elevada y seca individuales Mycobank y ENA
lonia circular, rt r Bacil individual n parej
MEF-03-HSI-AA2-ABL  COlon circular, regukar, Blanco Blanco acilos cortos, individuales y en parejas, oo cilus popul EzBiocloud 99,78%
lisa, plana y opaca Gram positiva
Colonia puntiforme con Blanco Blanco Virgibacillus
MEF-04-C-AG2-B bordes regulares, plana 'y Bacilos largos, en cadenas, Gram positivos 9 : EzBiocloud 98,76%
transparentoso transparentoso carmonensis
transparentosa
Colonias circulares, con Bacilos en forma de bastén, con esporas Sporosarcina
MEF-05-CMC1-R bordes irregulares, Blanco Blanco crema terminales y subterminales, individuales, P BLASTN 99%+C1C4.J19

cremosas y elevadas

parejas y tétradas, Gram positivos

aquimarina
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Anexos.

Anexo 1. Acta de compromiso de uso de imagenes de bienes culturales

i S b e e . e bt — - -

S

| § Centro Cultural Av 12 de Octubre 1076 y Ramon foca
s Apartado postal 1701 2124

> N ‘ olf ©(593)2 299 1700 ext 1557

Quito = Eeusdor

ACTA DE COMPROMISO DE USO DE IMAGENES DE BIENES
CULTURALES

En la ciudad de Quito, a los seis (6) dias del mes de junio del 2023, suscriben la presente
Acta de compromiso:

1. Intervinientes:
Suscriben la presente Acta de compromiso:
o El Centro Cultural representado por Francisco Arrieta, director del Centro
Cultural.
o Melanic Alejandra Luna Zapata, estudiante de Microbiologia de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador.

2. Antecedentes:

e Con fecha 8 de febrero de 2023, la escuela de Microbiologia se encuentra
realizando andlisis de microorganismos presentes en la coleccion del Musco
Jacinto Jijon y Caamaiio, con especial énfasis en restos humanos momificados, el
grupo de estudio estd integrado por MSc. Fernando Santacruz, docente, y las
estudiantes Melanie Luna y Emilia Montenegro.

e Confecha 5 dejunio de 2023, Melanie Luna solicita, mediante correo electronico,
el uso de imagen de dos vestigios culturales arqueoldgicos del museo Jacinto Jijon
y Caamafio para ser reproducidas en su disertacion de grado titulada "Evaluacion
microbiologica de biodeterioro en momias de Maranga del Centro Cultural-
PUCE" en formato de articulo cientifico, esta solicitud incluye el uso de la misma
en su presentacion de defenza oral en formato poster. g

3. Objeto:

Autorizar el uso de dos (2) imdgenes fotogrificas de dos vestigios culturales
arqueologicos pertenecientes a la coleccion del Museo Jacinto Jijon y Caamano,
especificadas en el inciso 6 del presente documento, en la disertacion de grado titulada
"Evaluacién microbioldgica de biodeterioro en momias de Maranga del Centro Cultural-
PUCE?

4. Obligaciones:
El Museo Jacinto Jijon y Caamano se compromete a:

o Facilitar el acceso a los restos momificados parte de la coleccion del Museo
Jacinto Jijon y Caamano para la toma de muestras y el andlisis de
microorganismos, asi como permitir el uso de las fotografias obtenidas durante la
investigacion.

Melanie Luna se compromete a:
e Reconocer los derechos del Museo Jacinto Jijon y Caamaiio como parte del Centro
Cultural de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador en la mencion de estos
vestigios culturales.

{._,m .

i b
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e Entregar dos ejemplares dela publicacion al Museo Jacinto Jijon y Caamaiio del
Centro Cultural de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador, tanto en
formato digital como fisico (de acuerdo corresponda).

* Entregar las imagenes digitales tomadasde los vestigios arqueologicos del museo.

e Incorporar en la publicacion, los créditos correspondientes.

En los créditos debe constar, los siguientes campos, acorde al inciso 6:

Denominacion:

Codigo:

Coleccion del Museo Jacinto Jijon y Caamaiio del Centro Cultural de la
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador.

Fotografia: Byron Lucero, profesional del musco

¢ Emplear las imagenes obtenidas @inicamente en el mencionado objeto de esta
acta. En caso de requerirlas para otros usos (publicaciones no detalladas,
conferencias, conversatorios, articulos, ctc.) se solicitard nuevamente el permiso
al Museo Jacinto Jijon y Caamaiio y al Centro Cultural.

5. Aceptacion de las partes

Las partes declaran expresamente su aceptacion al contenido del presente documento, v,
por tanto, en unidad de acto firman el Acta en dos ejemplares de igual contenido v valor.

6. Listado de bienes

No. Denominacién Cadigo

Fardo funerario completo con restos de
1 individuo en interior (posiblemente JC-AP-2305
momificado)

Vestigio humano momificado de individuo
subadulto

JC-AP-2064

o

Melanie Alejandra Luna Zapata
Director Estudiante

Centro Cultural Carrera de Microbiologia
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador  Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador




