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RESUMEN

En este trabajo, se analizan las contribuciones de las investigaciones que utilizan la
técnica del DNA barcoding en los estudios de diversidad en el Peru. Se evalué ademas la
diversidad de bioindicadores ambientales (bryophytas y liquenes) en la ciudad de
Chachapoyas empleando los marcadores moleculares ITS y rbcL. Se obtuvo que el Peru
cuenta con 26 177 registros de DNA barcodes, ubicdndose en el décimo cuarto lugar entre
los paises megadiversos y en el cuarto de los paises de Sudamérica. Los grupos
taxondmicos mas estudiados fueron los filos/division Artrophoda y Chordata. Los
departamentos con mayores registros de barcodes en Per( fueron Huanuco y Madre de
Dios con 2 833 y 2 093 registros, respectivamente, mientras que Amazonas se ubico en
el quinto lugar con 1 197 registros. Respecto a la diversidad de bioindicadores
ambientales, se encontré que Chachapoyas (Amazonas) cuenta con una diversidad media
de Bryophytas y Liquenes, siendo los sectores con mayor biodiversidad Sefior de los
Milagros para Liquenes e Higos Urco — Universidad para Bryophytas; mientras que las
especies mas abundantes fueron: Bryum argenteum y Tortula rurales para bryophytas y

Parmotrema reticulatum, Teloschistes sp. y Usnea sp. para liquenes.

En el Per(, es necesario incentivar el estudio de grupos taxondmicos menos estudiados
como Bryophyta, Magnoliophyta, Marchantiophyta, Mollusca y Platyhelminthes e
implementar y fomentar politicas que inciten a la propuesta de proyectos con un enfoque

multidisciplinario, que sigan permitiendo conocer y conservar la biodiversidad del Peru.

Palabras Clave: Biodiversidad, Bioindicadores ambientales, BOLD system, DNA

Barcoding, Chachapoyas, Peru.
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ABSTRACT

This paper analyses the contributions of research using the DNA barcoding technique in
diversity studies in Peru, in addition to evaluate the diversity of environmental
bioindicators (bryophytes and lichens) in the city of Chachapoyas using the molecular
markers ITS and rbcL. As a results, Peru had 26 177 records of DNA barcodes, ranking
fourteenth among megadiverse countries and fourth among South American countries.
The most studied taxonomic groups were the phyla/division Artrophoda and Chordata.
The departments with the highest number of barcodes in Peru were Huanuco and Madre
de Dios with 2,833 and 2,093 records, respectively, while Amazonas ranked fifth with
1,197 records. Regarding the diversity of environmental bioindicators, Chachapoyas
(Amazonas) had an intermediate level of diversity, being the sectors with the greatest
diversity Sefior de los Milagros for Lichens and Higos Urco - Universidad for Bryophytes.
The most abundant species were: Bryum argenteum and Tortula rurales for bryophytes

and Parmotrema reticulatum, Teloschistes sp. and Usnea sp. for lichens.

In Peru, it is necessary to encourage the research of less studied taxonomic groups such
as Bryophyta, Magnoliophyta, Marchantiophyta, Mollusca and Platyhelminthes; as well
as implement and promote policies that encourage the proposal of projects with a
multidisciplinary approach, in order to allow us to know and conserve the biodiversity of

Peru.

Keywords: Biodiversity, BOLD system, Chachapoyas, DNA Barcoding, Environmental

bioindicators, Peru.
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I. INTRODUCCION

A nivel mundial la biodiversidad representa la base de toda la vida existente para nuestro
planeta (Kahraman et al., 2012). El entendimiento de esta biodiversidad se obtiene
parcialmente mediante monitoreos bioldgicos que permiten obtener informacion de la
distribucion de especies, tamafios de poblacion en una escala de tiempo y ecologia (Diaz-
Ferguson y Moyer, 2014; Thomsen y Willerslev, 2015). Tradicionalmente, estos
monitoreos se fundamentan en la identificacion fisica de especies con procesos
relacionados a encuestas visuales, conteo de individuos o uso de caracteres morfoldgicos
(Thomsen y Willerslev, 2015). Sin embargo, este tipo de metodologia presenta limitantes
para establecer caracteres diagndsticos para la identificacién de especies, problemas de
asociacion de estadios juveniles con adultos y en discriminar entre especies cripticas, o
una alta plasticidad fenotipica dentro de miembros de una especie (Packer et al., 2009;
Tineo et al., 2020).

Ante esta situacion, el “DNA barcoding” (Cdédigo de Barras de ADN) es una herramienta
innovadora especialmente Gtil en la identificacion de ciertos especimenes bioldgicos
(herramienta taxonomica) (Vera et al., 2012). Esta técnica emplea una secuencia corta de
ADN (DNA barcode) obtenido del secuenciamiento Sanger y proveniente de una region
estandarizada del genoma nuclear, mitocondrial o plastidial que se puede comparar con
secuencias de referencia (Veraet al., 2012). Entre los marcadores méas usados como DNA
barcodes para la identificacion de animales se encuentran COIl (gen mitocondrial
citocromo c¢ oxidasa 1), ARNr 16s (gen ARN ribosomal 16S), Cytb (gen Citocromo b),
ITS2 (gen espaciador transcrito interno 2) (Sinniger et al., 2007; Yang et al., 2020). Por
otro lado, los marcadores utilizados ampliamente en plantas son matK, (gen Maturasa K),
rbcL (gen ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa ), trnH-psbA (gen espaciador intergénico)
e ITS2 (gen espaciador transcrito interno 2) (Kress, 2017; Jiang et al., 2018). En el caso
de microorganismos, los marcadores mas utilizados son ITS ( gen espaciador transcrito
interno) (Longya et al., 2020; Yang et al., 2020) y ARNr 16S (ARN ribosomal 16S)
(Yang et al., 2020). EI DNA barcoding también ha creado nuevas perspectivas en campos
tan diversificados como la ecologia funcional, taxonomia, biogeografia, pesca,
conservacion, vida silvestre forense y socio-economia de la biodiversidad (Smith et al.,
2005; Tahir y Akhtar, 2016; Hubert y Hanner, 2016; Guimaraes-Costa et al., 2020).
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Actualmente, el DNA barcoding esta siendo utilizada por varios paises de la region para
monitorear y caracterizar su biodiversidad continental y marina (Pomerantz et al., 2018;
Ali et al., 2020; Guimarées-Costa et al., 2020; Koroiva et al., 2020; Santos-Orddiiez et
al., 2021). Asimismo, esta técnica también puede ser usada con fines aplicativos en una
gran variedad de areas (industria, criminalistica, agricultura y salud), como, identificar
plagas de insectos, vectores, parésitos y depredadores; definir la autenticidad de los
ingredientes en la produccion de los alimentos: dar seguimiento al comercio ilegal de
animales y sus productos; e identificar insectos de importancia forense (Kress et al., 2014;
Rehman et al, 2015; Tafur-Culqui et al., 2020; Vezy et al., 2020). Ademas, esta técnica
puede potencialmente usarse para monitorear la calidad del agua potable (Hageskal et al.,
2008), identificar rapidamente las especies indicadoras de lagos, rios y arroyos, especies

con atributos nocivos o propiedades medicinales ( Tahir y Akhtar, 2016).

Desde el inicio del DNA barcoding en el afio 2003 (Hebert et al., 2003), esta técnica ha
sido usada ampliamente como herramienta taxonémica (DeSalle y Goldstein, 2019; Yang
et al., 2020). Toda la informacion generada se puede evidenciar en la base de datos de
secuencias llamada el Barcode of Life Data System (BOLD) que fue creado en el 2007 y
es mantenida por la Universidad de Guelph en Ontario (Ratnasingham y Hebert, 2007).
Hasta mayo del 2022, en el sistema BOLD se han depositado alrededor de 10 399 000
registros de secuencias, divididas en 237 000 especies de animales, 70 000 de plantas y
24 000 de hongos y otras especies. Ademas, se cuenta con 772 000 BIN (Numero de
indice de Cadigo de Barras), el cual es un indice con enfoque molecular para delimitar
las Unidades Taxonomicas Operativas Moleculares (MOTU), que permiten comprender
el nivel de diversidad oculta en cada taxon evaluado (Ramirez et al., 2019). Los BIN son
importantes cuando el reconocimiento automatizado funciona bien para grupos cuya

taxonomia se conoce con tanta precision porque ayuda a refinar las determinaciones de

especies actuales basadas en la morfologia (Ratnasingham y Hebert, 2007).

Como BOLD, existen otras plataformas que cuentan con registros de biodiversidad a nivel
mundial, por ejemplo, Ocean Biodiversity Information System (OBIS), que desde su
creacion en 1999, se ha convertido en un programa cientifico internacional, donde se
intercambia informacion y datos de acceso abierto mundial con registros de la
biodiversidad marina que puede ser usada por la ciencia, el desarrollo sostenible y la

conservacion (Zhang y Grassle, 2002). OBIS coordina y gestiona la base de datos, desde

19



bacterias hasta cetaceos, contribuyendo a la planificacion y generacion de politicas de
conservacion del océano a escala mundial. Hasta mayo del 2022 contaba con 100 048 316
registros de presencia 'y 160 068 especies aceptadas (OBIS, 2022). Otra base de datos es
Global Biodiversity Information Facility (GBIF), la cual es una red internacional que
cuenta con una infraestructura de investigacion que agrega datos de biodiversidad
compartidos por innumerables fuentes en todo el mundo (Chapman et al., 2020). El
volumen de datos agregados sobre biodiversidad ha venido creciendo y GBIF ahora
alberga méas de 2 162 millones de registros (GBIF, 2022).

A través de los afios, han surgido varias técnicas que combinan el DNA barcoding y la
secuenciacion de préxima generacibn como metabarcoding, metagendmica,
metatranscriptomica y genotipificacion por SNPs. Las técnicas metabarcoding,
metagendmica y metatranscriptomica se basan en la idea de obtener secuencias cortas de
una mezcla que contiene diferentes especies no identificadas colectadas de una variedad
de ambientes, desde muestras de suelo hasta muestras de tracto digestivo humano
(Aguiar-Pulido et al., 2016; Dormontt et al., 2018; Galen et al., 2019; Mukherjee y
Reddy, 2020). Por otro lado, la genotipificacion por SNPs (Single-nucleotide
polymorphisms o Polimorfismos de un so6lo nucle6tido) es utilizada por su distribucion
uniforme en todo el genoma y la facilidad de identificacion a partir de datos de
secuenciacion de proxima generacidn, mayormente para estudios de diversidad genética,
conservacion y mejoramiento genético (Ben-Ari et al., 2005; Villano et al., 2018; De
Lorenzis et al., 2019; von Thaden et al., 2020).

El Perl es un pais megadiverso (MINAM, 2012) debido a que contiene en su territorio
mas del 70% de los climas del mundo y una proporcion equivalente de todas las zonas de
vida del planeta. Ademas, es cuna de 5 especies de animales domesticadas y 182 especies
de plantas, contiene 84 de las 104 zonas de vida, es el segundo lugar con diversidad de
aves, quinto lugar en especies de mamiferos, quinto lugar en especies de reptiles y cuenta
con mas de 2 300 especies de peces (Wust, 2010). Por tal motivo, es necesario generar
informacidn sobre su biodiversidad, a través del uso de técnicas modernas y objetivas
como el DNA barcoding. Este deberia ser un tema prioritario en las politicas ambientales
del pais. Segiin BOLD, hasta mayo del 2022 se han depositado alrededor de 26 177
secuencias representadas en 4 383 especies de PerU entre plantas, animales y

microorganismos (http://www.barcodinglife.org). Por ejemplo, en el caso de animales, se
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ha avanzado con la generacion de 159 DNA barcodes o secuencias de 56 especies
peruanas del género Anastrepha, moscas tefritidas que dafian la fruta (Bartolini et al.,
2020). En el campo de las plantas, recientemente se identificaron 35 especies de arboles
de la familia Burseraceae (Elbogen, 2012). Otro caso es el descubrimiento de nuevas
especies de papayitas andinas (Caricaceae, Vasconcellea) en la region Amazonas (Tineo
et al., 2020c) y en una investigacién mas reciente se caracteriz6 morfolégicamente y
construyd filogenias multilocus para bayas en Amazonas usando los marcadores
plastidiales (matK y rbcL) y dos marcadores nucleares (ITS y GBSSI-2) (Tineo et al.,
2022). Dentro del grupo de microorganismos tenemos la identificacion de hongos
(Trichoderma) asociados a fincas de Cacao en Amazonas (Bustamante et al., 2021). A
estas contribuciones se suma el proyecto Peruvian Barcode of Life (PeBol), liderado por
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos siendo una estrategia a nivel nacional de
Cadigo de Barras de ADN acompafiado por la construccion de una biblioteca digital de
referencia de los DNA barcodes para la flora y la fauna peruana (https://pebol.org/).
Adicionalmente, se viene ejecutando el proyecto “Catalogando la biodiversidad marina
del Pert, DNA Barcoding para la conservacion, el estudio, y uso sostenible de los
recursos” liderado por el Instituto del Mar del Pera (IMARPE).

A pesar de estos avances, a la actualidad se desconoce sobre la aplicacion del DNA
barcoding en el Peru, y la contribucion y aportes de esta técnica en las diferentes areas de

la ciencia desde su aparicion en el 2003.

Por otro lado, la contaminacién atmosférica es un problema que afecta a la salud publica,
deteriora la biodiversidad y afecta al complejo urbano (Conti y Cecchetti, 2001; Quijano
Abril et al., 2021). El monitoreo y control de este tipo de contaminacion forman parte de
uno de los retos universales (Kumar et al., 2015) y para su realizacion se usa metodologias
con base en equipos tecnoldgicos y en organismos bioindicadores (Tiwary y Colls, 2017).
Estos ultimos, son usados en numerosos estudios para poder conocer y determinar la
calidad ambiental de una localidad especifica (Will-Wolf et al., 2017; Ktos et al., 2018;
Root et al., 2021). Los bioindicadores estan definidos como aquellos que relacionan sus
funciones vitales con efectos medio ambientales, tanto naturales como producidos por el
hombre, y son usados para indicar la presencia negativa o positiva de algin factor
(Hawksworth et al., 2005). Estos pueden ser plantas, animales y/o microorganismos
(Zaghloul et al., 2020). Los bryophytas y liquenes, por ejemplo, son usados en la

evaluacion de la contaminacion ambiental, esto gracias a que retienen sus nutrientes por

21



exposicion directa a la atmosfera y a que no disponen de raiz, ni cuticula (Oishi y Hiura,
2017; Rueda, 2017; Will-Wolf et al., 2017). Ademas, tienen sensibilidad ante una gran
variedad de contaminantes aéreos, por ejemplo didxido de azufre (SOz), ozono (O3),
oxidos de nitrogeno (NOx) y metales pesados (Rueda, 2017). De todas las especies
bioldgicas utilizadas en la biomonitorizacién, los liquenes y bryophytas son los més
frecuentes. La morfologia de los liquenes y bryophytas no varia con relacion al cambio
de las estaciones, por lo que la acumulacion puede producirse a lo largo de todo el afio.
Ademas, ambos grupos suelen tener una considerable longevidad, lo que ha llevado a su
uso como integradores a largo plazo de la deposicion atmosférica (Szczepaniak & Biziuk,
2003).

En el norte del Pert, Chachapoyas, capital del departamento de Amazonas, es una ciudad
intermedia, tiene una poblacion mayor a 32 026 habitantes y una tasa de crecimiento
intercensal del 3,3%. La ciudad esta compuesta por 1 distrito. Al 2018, la ciudad ocupaba
una extension total de 429 hectareas y suma 20,29 hectareas por afio (ha/afio) de nuevo
suelo a la superficie urbana. Esta ubicada a 2 335 m.s.n.m., en el bioma de Bosque Seco
— Montano Bajo Tropical (Vivanco & Duran, 2020) y es una de las ciudades donde las
concentraciones de contaminantes atmosféricos (generados por los automaviles y por el
uso de carbodn) han superado los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para el aire
(MINAM, 2014). Esto, conllevd a que Chachapoyas sea declarada como Zona de
Atencion Prioritaria (MINAM, 2014). A la actualidad, se ha realizado un nimero limitado
de inventarios de bryophytas y liquenes como bioindicadores ambientales asociados a
este grado de contaminacién en Chachapoyas (Mendoza, 2018). Por lo que la diversidad
de estos organismos es poco conocida. Adicionalmente, la identificacién de estos
organismos solo se ha basado en el uso de técnicas tradicionales (morfologia), siendo una

limitante para su determinacion dptima.

Por lo expuesto anteriormente, el presente trabajo busca analizar las contribuciones de las
investigaciones que usaron DNA barcoding en los estudios de diversidad de especies en
el Perd, en términos de publicaciones cientificas, y generacion de DNA barcodes
(BOLD). Adicionalmente, busca evaluar la diversidad de bryophytas y liquenes como
bioindicadores ambientales, empleando el DNA barcoding y el uso del indice de

Shannon-Weiner en la ciudad de Chachapoyas.
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Il. MATERIAL Y METODOS

2.1.-Andlisis del uso de DNA barcoding en los estudios de diversidad de especies en
el Pera.

a) Andlisis comparativo del numero total de DNA barcodes generados por paises

Para determinar el numero total de DNA barcodes depositados por cada pais en la
base de datos BOLD (http://www.barcodinglife.org), se ejecutaron busquedas
sistematicas, iniciando la exploracion con la palabra clave “Pertt” luego se procedio
a buscar los paises a nivel de Sudamérica. Ademas, se descargd informacion de
otros paises megadiversos (Burneo, 2009) (por ejemplo: Australia, Brasil,
Colombia, etc.), también se consideré a los paises con alta actividad de
investigacion  cientifica segin Scimago Journal & Country Rank

(https://www.scimagojr.com/), por ejemplo: Canada, China, USA, Rusia, etc.

(Dutta et al., 2021). A fin de comparar los avances en el Peru respecto a los
mencionados paises, se generaron histogramas, graficos y tablas comparativas

usando el software Excel y Restudio (4.0.4).

b) Analisis del uso del DNA barcoding en el Per( segin grupos taxonomicos y

tipo de marcador utilizado

Para determinar los avances en los estudios de biodiversidad del Pert segun grupos
taxondmicos, se desarrollaron busquedas sistematicas de publicaciones cientificas
indexadas dentro de las bases de datos Web of Science y Scopus. Las bisquedas
incluyeron las palabras claves “DNA barcod* Peru” y como segundo campo de
restriccion “Molecular” esto aplicado al filtro “todos los campos”. Ademas, se
utilizé publicaciones con DNA barcodes generados a partir de organismos
colectados en el Per(. Las publicaciones obtenidas fueron descargadas y
almacenadas en el gestor de referencias Mendeley (-1.19.4). Cada publicacion fue
revisada para determinar los grupos taxonomicos evaluados y los tipos de DNA
barcodes generados. Adicionalmente, se obtuvo informacion respecto a las
coordenadas geograficas de cada organismo en BOLD para generar un mapa de los

especimenes utilizados el software ArcGIS (10.8).
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c¢) Analisis del tipo de secuenciamiento utilizado en los estudios de diversidad en

el Peru

Para determinar el tipo de secuenciamiento utilizado en los estudios de DNA
barcoding en el Peru, los articulos cientificos almacenados en Mendeley fueron

agrupados en:

e Secuenciacion Sanger: para estudios donde se utilizd secuenciacion de
primera generacion o también conocido como Sanger.

e Secuenciacion Masiva: para estudios donde se utilizd Next Generation
Sequencing (secuenciacién masiva) como secuenciamiento de genomas,
metabarcoding 0 eDNA (ADN ambiental), metagendmica,

metatranscriptémica, y genotipificacion por SNPs.

d) Analisis de areas de investigacion en estudios de DNA barcoding

Para identificar las areas o tipos de investigacion en estudios que utilicen el DNA
barcoding, los articulos cientificos almacenados en Mendeley (1.19.4) se agruparon

en tres categorias dependiendo del tipo de contribucion:

e Categoria 1: estudios de tipo bésicos, donde la generacion de DNA
barcodes fueron usados con fines taxondmicos (identificacion de especies,
descripcidon de nuevas taxa, caracterizacion de flora o fauna, genética de
poblaciones, etc.).

e Categoria 2: estudios de tipo aplicada, donde se emple6 el DNA
barcoding para generar conocimiento con fines aplicativos en sector salud,
ambiental, industrial, entre otros.

e Categoria 3: articulos que realizaron revisiones bibliogréficas y

compilacion de informacion en relacién a inventarios de diversidad.

e) Analisis de instituciones que utilizan el DNA barcoding

Para determinar las instituciones que utilizan el DNA barcoding en especies
distribuidas en el Perd, los articulos almacenados en Mendeley (v.1.19.4) se

agruparon bajo las siguientes categorias: universidades, institutos y entidades
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extranjeras, etc. Estos datos se encuentran detallados en la informacion de los
autores e instituciones que apoyaron al desarrollo del trabajo de investigacion. Para
identificar la institucion principal se tomo en cuenta la afiliacion institucional del

autor que lidera la investigacion.

f) Analisis del tipo de publicaciones que utilizan el DNA barcoding

Para determinar el tipo de publicaciones que utilizan el DNA barcoding en el Perd,
los articulos almacenados en Mendeley (v.1.19.4) fueron agrupados bajo las

siguientes categorias: articulo cientifico, tesis y libro.

2.2.-Evaluacion de la diversidad de bioindicadores ambientales (Bryophytas y
Liquenes) en Chachapoyas empleando el DNA barcoding

a) Muestreo, recoleccion y limpieza de muestras en Chachapoyas

Se utiliz6 un muestreo estratificado, tomando como referencia el plano catastral de
la ciudad y la mayor presencia de especies en la ciudad, la cual fue dividida en 6
sectores para una mejor representatividad (Mendoza, 2018) (Figura 1). Se visitaron
lugares de colecta de estudios previos de calidad del aire mediante liquenes en
Chachapoyas (Mendoza, 2018). La recoleccion de muestras se llevé a cabo en un
total de 47 puntos, teniendo un total de 280 especimenes de bioindicadores
ambientales, identificados mediante la utilizacion de literatura especializada como
catadlogos y guias de campo (Colatayud et al., 2011; Motito & Rivera, 2017). Se
facilité la segregacién de los especimenes, siendo que, de un total de 280
especimenes, se registraron 200 Liquenes y 80 Bryophytas, los cuales fueron
etiquetados, preservados en papel absorbente y georreferenciados con un GPS
GARMIN. Estos especimenes fueron fotografiados y depositados en el Herbario
KUELAP de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza (Thiers 2016)
y pequefias porciones de tejidos se llevaron al laboratorio de Biologia Molecular y

Gendmica (FISIOBVEG) para los posteriores analisis moleculares.
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ANALISIS DEL USO DEL DNA BARCODING EN EL PERU CON ENFASIS EN LA DIVERSIDAD DE BIOINDICADORES AMBIENTALES DE CHACHAPOYAS, AMAZONAS
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Figura 1. Puntos de Muestreo de Bioindicadores Ambientales en la Ciudad de Chachapoyas.

Georreferenciacién de colectas

Muestras de Bryophytas

Figura 2. Colecta de Especimenes en el Sector (C) Mogrovejo - Chachapoyas.
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Para la extraccion de ADN, pequefios tejidos fueron limpiados meticulosamente

con el uso de pinzas y bisturies estériles bajo un estereoscopio Labtech (Linitron,

Reino Unido). Las muestras una vez limpias fueron trituradas por un distruptor (SK-

10, Japan) luego de ser sumergidas en nitrogeno liquido o haber estado en el

ultracongelador a -80 C° por 25 a 30min.

Limpieza de muestras para ser
etiquetados y guardadas en tubos
Eppendorf

Trituracion de muestras luego de ser
ingresadas al ultracongelador

Figura 3. Limpieza y trituracion de colectas para extraccion de ADN, Laboratorio de
Biologia Molecular y Gendmica (INDES -CES.

b) Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevé a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular y

Genomica. EI ADN fue extraido usando el kit NucleoSpin (Macherey-Nagel,

Diren, Alemania) siguiendo los siguientes pasos del fabricante:

e Se agreg6 400 pL del Buffer PL1 y 10 pL de RNasa a cada muestra,
y se agito durante 15 a 30 segundos a 1500 x g., posteriormente se
incubo las muestras a 65 °C durante 10 minutos.

e Luego las muestras se centrifugaron durante 1 minuto.

e Se adiciond el lisado en la columna con anillo violeta y se centrifugd

durante 2 minutos a 11,000 x g.

e Posteriormente se agregard 450 pL de Buffer PC y se mezclé bien,
pipeteando 5 veces, hasta que se obtuvo una solucion homogénea.

27




e Se coloco en una columna NucleoSpin Plant Il (anillo verde) en un
nuevo tubo de recogida (2 mL), luego se adicion6 un maximo de 700
pL de la muestra y posteriormente se centrifugara durante 1 minuto a
11,000 x g y se desecho el flujo.

e ler Lavado: Se Agregd 400 puL Buffer PW1 a la NucleoSpin Plant 11
Columna, y se centrifugd durante 1 minuto a 11,000 x g,
posteriormente se desechd el flujo.

e 2do Lavado: Se Agreg6 700 pL Buffer PW2 a la NucleoSpin Plant 11
Columnay se centrifugé durante 1 minuto a 11,000 x g, el flujo es que
se filtrd se desecho.

e 3er Lavado: Se Agreg6 200 pL mas de Buffer PW2 a la Columna
NucleoSpin Plant Il y se centrifugd durante 2 minutos a 11,000 x g, el
flujo es que se filtro se desechd.

e Elucion: Se coloco la columna NucleoSpin Plant 11 en un tubo nuevo
de microcentrifuga de 1,5 mL. Se afiadié 50 uL de Buffer PE (65 °C)
en la membrana, se incubo la columna durante 5 minutos a 65 °C y se
centrifug6 durante 3 minuto a 15,000 x g. Este paso se repitié dos
Veces.

c¢) Cuantificacion

Para la cuantificacion de ADN se us6 el Fluorémetro compacto Quantus™
(Promega, USA - Wisconsin) y Espectrofotometro Nanodrop One (Promega, USA
- Wisconsin). Las cantidades de las soluciones que se usaron fueron calculadas

mediante la siguiente férmula:

Cl.Vv1i=C2.Vv2
Donde:
C1: Concentracion Inicial del Buffer (20X)
C2: Concentracion de la muestra (1X)
V1: Volumen de Buffer que se va requerir segin el nimero de muestras
(Variable a calcular)
V2: 200 uL de agua ultra pura cada muestra
También, se agreg6 1uL de Tye (Colorante) por cada muestra
A la solucion final, se agreg6 un 1 uL de ADN extraido anteriormente y procedio a

realizar las lecturas.

28



d) Amplificacion y purificacion

Para el proceso de amplificacion de ADN extraido de los bioindicadores
ambientales se utilizaron diferentes marcadores especificos para liquenes y
bryophytas. Para Bryophytas se utiliz6 el marcador rbcL (gen ribulosa-1,5-
bisfosfato carboxilasa) (Wahrmund, Rein, Mdller, et al., 2009), mientras que para
liquenes se utilizo el marcador ITS (espaciador transcrito Interno) (Saini et al.,
2021; Yodphaka et al., 2018). La amplificacion de estos marcadores fue mediante
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) con reaccion de una solucion mezcla
(10uL) conformada por: dNTP Master mix (5ul), agua ultrapura (2.6 uL), primers
forward (0.2 uL) y reverse (0.2 uL) y ADN genoémico (2 uL).

Las condiciones de amplificacion fueron: i) para gen ITS, pre-denaturalizacion a 95
°C durante 5 minutos y desnaturalizacién a 95 °C durante 1 minuto, seguido de 42
ciclos a 53 °C durante 30 segundos (annealing),72 °C durante 1 minuto de
(extension) y 72 °C durante 7 minutos (extension final) (Saini et al., 2021), v ii)
para el gen rbcL el protocolo fue pre-denaturalizacion a 95 °C durante 3 minutos y
desnaturalizacion a 92 °C durante 45 segundos, seguido de 42 ciclos a 53 °C durante
45 segundos (annealing),72 °C durante 1 minuto de (extension) y 72 °C durante 10

minutos (extension final) (Wahrmund, Rein, Muller, et al., 2009).

La reaccion amplificada fue purificada utilizando el kit de limpieza NucleoSpin
(Macherey-Nagel, Duren, Alemania) y se volvié a correr un nuevo gel para

confirmar la presencia de ADN purificado.
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Figura 4. Extraccion y amplificacion de ADN, Laboratorio de Biologia Molecular y
Gendmica (INDES -CES).

e) Secuenciamiento, alineamiento y analisis de secuencias

Los amplicones purificados con las secuencias de las cadenas directa e inversa
fueron determinadas por el servicio comercial de Macrogen (Sedl, Corea del Sur).
Luego, se procedid a realizar las ediciones de manera manual empleando el
Software Chromas (v.1.45). Estas secuencias editadas fueron alineadas con el
software MEGA 7 y MEGA X (Kumar et al., 2018), y luego se obtuvo una
secuencia consenso. Adicionalmente, estas secuencias fueron contrastadas con la

base de datos de la plataforma del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).
f) Analisis filogenético

Con las secuencias alineadas y editadas manualmente con el programa Chromas,
MEGA 7 y MEGA X, se realizd un andlisis de similitud de secuencias BLAST
(Herramienta Basica de Alineamiento Local)
(https://blast.nchbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), a través de la plataforma del NCBI
(Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica), para confirmar la amplificacion

exitosa de la region deseada y determinar su identificacion taxonémica. Se tomo en
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cuenta el porcentaje de similitud y cobertura para asignar la especie referencia
(Hamdouche et al., 2016).

g) Estimacion de los indices de biodiversidad de bioindicadores ambientales

(musgos y liquenes)

Con las especies identificadas se procedio a calcular el indice de Shannon Weiner,
indice que permite observar el nivel de diversidad de bioindicadores dentro de
Chachapoyas, donde valores de 0 — 1,35, indican una diversidad baja; de 1.36 — 3.5,
diversidad media; y mayores a 3.5, diversidad alta (Moreno, 2001).

Y la férmula que permitid calcular estos indices fue:
H’ =- ) pi Ln pi

Donde:

H’ = indice de Shannon-Wiener

Ln = logaritmo natural (loge)

pi = abundancia proporcional de la especie i, es decir, el nimero de individuos

de la especie i dividido entre el nimero total de individuos de la muestra.
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1. RESULTADOS

3.1. Analisis del uso de DNA barcoding en los estudios de diversidad de especies en
el Perd

a) Numero total de DNA barcodes generados por paises

a.1) DNA barcodes generados por paises en Sudamerica

El pais con mayor registro de DNA barcodes en Sudamérica es Argentina, con 117
187 barcodes generados (38. 87%), seguido de Brasil con 79 996 registros (26.54%)
y Ecuador con 32 394 registros (10.75%), ocupando el segundo y tercer lugar,
respectivamente. El Peru se ubica en el cuarto lugar con 26 177 registros (8.68%).
Por otro lado, los paises con menor numero de barcodes son Venezuela con 4 393
registros (1.46%), Bolivia con 9 359 registros (3.10%) y Chile con 15 495 registros

(5.14%) Figura 5 y en la Figura 6 se muestra el nimero de especies que

S%l

representan los registros.

m Argentina

® Brasil

9% Ecuador

39%
u Peru
Colombia
u Chile
Bolivia

Venezuela

27 %

Figura 5. Porcentajes de registros de DNA barcodes generados y depositados en el
sistema BOLD para los paises de Sudamérica. Fuente: The Barcode of Life
Database (2022).
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Figura 6. Numero de registros de codigos de barras aportados por cientificos de

paises en Sudamérica. Los paises se indican en el eje X, mientras que el eje Y indica

el nimero de registros de codigos de barras (izquierda, barra azul) y el nimero de

especies (derecha, linea solida roja). Fuente: The Barcode of Life Database (2022).

a.2) DNA barcodes generados por paises megadiversos

Dentro de los paises megadiversos, Estados Unidos es el que cuenta con mayor
DNA barcodes en BOLD con 500 348 registros generados (22.76%), seguido de

Sudafrica con 464 740 registros (21.14%). Perd se ubica en el décimo cuarto lugar

con 26 177 registros (1.19%). Los paises con menor niumero de barcodes son la

Republica Democrética del Congo con 8 830 registros (0.40%) y Venezuela con 4
393 registros (0.20%) (Tabla 1).

Tabla 1. Numero total de registros de DNA barcodes generados por los cientificos

de los principales paises megadiversos.

Pais Numero de Porcentaje
Barcodes

Estados Unidos 500 348 22.76
Sudéfrica 464 740 21.14
Australia 365 065 16.61
China 134 970 6.14
Malasia 121 950 5.55
Argentina 117 187 5.33
México 100 923 4.59
Brasil 79 996 3.64
Madagascar 62 288 2.83
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Indonesia 55 350 2.52
Papua Nueva 48 535 2.21
Guinea
India 44 995 2.05
Ecuador 32 394 1.47
Peru 26 177 1.19
Colombia 16 462 0.75
Filipinas 13 480 0.61
Republica 8 830 0.40
Democrética del
Congo
Venezuela 4393 0.20
Total 2198 083 100.00

Fuente: The Barcode of Life Data (2022).

a.3) Paises con alta actividad de investigacion a nivel mundial

Segun el ranking de los 10 paises con mayor produccion cientifica segin Scimago

Journal & Country Rank (https://www.scimagojr.com/). Canada se posiciona como

el pais con mayor registro de barcodes en BOLD con 2 361 428 barcodes (64%),

seguido de Estados Unidos con 5 342 registros (14%) y en tercer lugar Australia

con 365 065 registros (10%), en la Figura 7 se muestra en porcentaje los registros

de cada pais y en Figura 8 el nUmero de especies que representan los cédigos

registrados.

® Canada

= Estados

Unidos

® Australia

Alemania

China

= Japén

= Francia

Italia

® India

Reino Unido

Figura 7. Porcentajes de registros de DNA barcodes generados y depositados en el

sistema BOLD para los paises con mayor actividad cientifica registrada en

SCIMAGO. Fuente: The Barcode of Life Database (2022).
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Figura 8. Numero de registros de cddigos de barras aportados por cientificos de
paises en Alta Actividad Cientifica. Los paises se indican en el eje X, y el eje Y
indica el nimero de registros de codigos de barras (izquierda, barra azul) y el
namero de especies (derecha, linea sélida roja). Fuente: The Barcode of Life
Database (2022).

b) Anélisis del uso del DNA barcoding en el Perd segun grupos taxonémicos y
tipo de marcador utilizado

b.1) Analisis del uso del DNA barcoding en el Perd segun grupos taxonémicos

Para el Peru, los registros de barcodes en BOLD a nivel de Filo o Divisién (hasta el
2022) comprendieron mayoritariamente las clasificaciones Artropoda, Chordata y
Magnoliophita. Estos grupos representaron el 38%, 16% y 12% de los registros,
respectivamente (Figura 9). Esto se debe a que los artrépodos son los animales mas
abundantes y diversos, formados por cuatro grupos: ardcnidos, miridpodos,
crustaceos e insectos, y se caracterizan por poseer una cubierta exterior o
exoesqueleto de quitina (Lamarre et al., 2016). En (Figura 10) se representa los
cddigos registrados a nivel filo a través de los afios y en (Figura 11) se muestra la
representacion de los codigos de barras registrados para el mapa de regiones del

Pera.
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Figura 9. Porcentajes de barcodes generados en Peru segun el grupo taxonémico a
nivel de filo o divisién. Fuente: The Barcode of Life Database (2022).
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Figura 10. Namero de registros para los grupos taxonémicos a nivel filo o division
reportados para Per( a través de los afios. En el eje Y se considera el numero de
registros por intervalos (500) y en el eje X la distribucion de los afios. Fuente: The
Barcode of Life Database (2022).
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A nivel de clase, se obtuvo que Insecta, especificamente el orden Lepiddptera
(mariposas), cuenta con los mayores registros de DNA barcodes en 16
departamentos del Pert (Figura 12, Anexo 2).

Teniendo en cuenta las regiones naturales del Peru, la region selva registra en todos
sus departamentos mayor numero DNA barcodes de la clase Insecta y orden
Lepidoptera. Los organismos de la clase Insecta y orden Lepidoptera cuentan con
dos pares de alas, como otras partes del cuerpo, estan recubiertos por escamas
planas (setas modificadas). Ademas, su distribucion geografica, al igual que su
lugar 6ptimo de desarrollo, abarca las zonas neotropicales, en donde se incluye Per(
y otros paises de Sudameérica (Garcia Barros et al., 2015).

Para la costa, se puede observar que la clase predominante es la Actinopterygii, y
dentro de este grupo, lo son los oOrdenes Atheriniformes, Carangiformes,
Perciformes, conformados por peces plateados de aguas marinas. En la sierra por
su parte, los grupos taxondmicos mas abundantes corresponden a las Aves
(Passeriformes), Insecta (Lepidoptera) y Magnoliopsida (Dipsacales) (Figura 12,
Anexo 3).
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departamentos y regiones naturales del Peru. Fuente: The Barcode of Life Database

39



b.2) Analisis del uso del DNA barcoding en el Peru segun tipo de marcador
molecular utilizado

Luego de revisar cada una de las publicaciones registradas con las palabras clave
“Dna barcod* Peru” como primer filtro y como segundo “Peru Molecular” en Web
of Science y Scopus se obtuvo un total de 143 publicaciones con especimenes de
Per(. Segun esto, se determind que:
a) El marcador plastidial mas usado es rbcL (gen ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa), usado en 12 articulos de los 143, seguido de matK, (gen
Maturasa K). Estos principalmente usados para secuenciar plantas y algas.

trnH

psbA

matk

Marcadores Moleculares

rbcL

0 2 4 6 8 10 12

Numero de Articulos

Figura 13. Numero de articulos que usaron los marcadores plastidiales como rbcL
(gen ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa), matK, (gen Maturasa K) y trnH-psbA (gen
espaciador intergénico). Fuente: Web of Science y Scopus (2022).

b) Entre los marcadores nucleares de mayor uso se encuentran el marcador ITS
(gen espaciador transcrito interno), con presencia en 23 articulos; y los
marcadore 18S (18S rRNA), 28S (28S rRNA) y tef 1 (gen del factor de
elongacion de la traduccion 1 «), usados en 13, 5 y 4 articulos,

respectivamente.

40

14



rpbl

rpb2

SsuU

tefl

Lsu

28S

Marcadores Moleculares

18s

ITS

0 5 10 15 20

Numero de Articulos

Figura 14. Numero de articulos que usaron los marcadores como ITS (gen
espaciador transcrito interno), 18s (unidades Svedberg) y tefl. Fuente: Web of
Science y Scopus (2022).

c) Y los marcadores mitocondriales més usados fueron el gen COIl (gen
mitocondrial citocromo ¢ oxidasa I) con presencia en 73 articulos, ARNr 16s
(gen ARN ribosomal 16S) en 33 publicaciones, y los marcadores 12S (gen
ARN ribosomal 12S) y Cytb (gen Citocromo b), usados en 15y 8 articulos,

respectivamente.

12s

16S

Marcadores Moleculares

col

] 10 20 30 40 50 60 70

Numero de Articulos

Figura 15. Numero de articulos que usaron los marcadores mitocondriales como

COl (gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa I), ARNr 16S (gen ARN ribosomal 16S),
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12s (gen ARN ribosomal 12S), y Cytb (gen Citocromo b). Fuente: Web of Science

y Scopus (2022).

b.3) Mapa de ubicacion de los registros para Pert en BOLD
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Figura 16. Distribucion geografica de codigos de barras en el sistema BOLD aportados

por cientificos peruanos, con muestras recolectadas en Perd. Phylum se denotan por

diferentes colores. Fuente: The Barcode of Life Database (2022).

Ademas, se encontrd que para Pert los mayores registros se encuentran en los

departamentos de Huanuco con 2 833 registros, Madre de Dios con 2 093 registros

y Cuzco con 1 832. Y los departamentos con menores registros son Tacna con 6

registros, Moquegua con 6 registros, y La Libertad con 37 registros (Figura 17,

Anexo 2).
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Huanuco 42833

Madre de Dios 4 2093
Cuzco 4 1832
Junin 4 1281
Amazonas 4 1197
San Martin 4982

Pasco 4 708
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Loreto 4 550
Puno < 505
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Piura 1 336
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Lambayeque i 103
lca e a8
Apurimac =4 52
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Huancavelica = 41
Callao 14 38
La Libertad w37
Moquegua 16
Tacna 16
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Figura 17. Registros de DNA Barcodes generador en cada uno de los departamentos del
Per(. Fuente: The Barcode of Life Database (2022).

c) Andlisis del tipo de secuenciamiento utilizado en los estudios de diversidad en

el Peru

Luego de revisar cada una de las publicaciones registradas en Web of Science y
Scopus se determino que, 115 de 143 de los articulos utilizaron el secuenciamiento
Sanger, mientras que solo 10 de ellos usaron algun tipo de secuenciamiento Masivo
(NGS). Ademas, existen 18 publicaciones que no muestran esta informacion o son

articulos de revision.

m S. Sanger

S. Masivo

® Vacias

Figura 18. Tipo de Secuenciamiento en articulos registrados en las bases de datos Web of
Science y Scopus. Fuente: Web of Science y Scopus (2022).
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d) Andlisis de areas de investigacion en estudios de DNA barcoding

Posterior a la revision de cada trabajo de investigacion publicado en Web of Science
y Scopus, se verifico que i) 123 de éstos pertenecieron a la Categoria 1, donde los
estudios son de tipo bésico y la generacion de barcodes se realizé con fines
taxondémicos (identificacion de especies, descripcion de nuevas taxa,
caracterizacion de flora o fauna, genética de poblaciones, etc.); ii) 8 articulos se
ubicaron en la Categoria 2, que corresponde a estudios de tipo aplicado, donde se
empled el DNA barcoding para generar conocimiento con fines aplicativos en
sector salud, ambiental, industrial, entre otros, y iii) 13 articulos pertenecieron en
la Categoria 3, correspondiente a articulos que realizaron revisiones bibliograficas

y compilacion de informacion en relacion a inventarios de diversidad.

m Categoria 1: Investigacion Tipo Basica.
Categoria 2:Investigacion Tipo Aplicada.

m Categoria 3:Investigacion Tipo Revision
Bibliografica.

Figura 19. Areas de investigacion de articulos registrados en las bases de datos Web of

Science y Scopus. Fuente: Web of Science y Scopus (2022).

e) Andlisis de instituciones que utilizan el DNA barcoding

Posterior a la revision de los articulos almacenados en Mendeley (v.1.19.4), estos
fueron agrupados bajo las siguientes categorias: i) universidades peruanas, ii)

institutos y otras instituciones de investigacion peruanas y iii) entidades extranjeras.
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Se puede apreciar que existe una mayor participacion de instituciones extranjeras
en la produccion de articulos con la generacion de DNA barcodes, donde las
universidades actuan como instituciones de apoyo en los trabajos de investigacion.
Entre las entidades que tuvieron mas registros en el afio 2022 para Perl se

encuentran las Instituciones del Extranjero.

50
® Universidades en Peru
17

® Institutos y Otros en Peru

Instituciones del Extranjero

Figura 20. Clasificacion de instituciones gque utilizan DNA barcoding con material

peruano en las bases de datos Web of Science y Scopus. Fuente: Web of Science y

Scopus (2022).
® Mined from GenBank, NCBI
m SNSB, Zoologische Staatssammlung Muenchen
= Centro de Ornitologia y Biodiversidad
Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Museo de Historia Natural
m Research Collection of Ron Brechlin
Centre for Biodiversity Genomics
Research Collection of Eric Van Schayck
m University of Utah
Research Collection of Frank Meister
m Universidad Nacional Agraria La Molina,
Herbario
Otros

Figura 21. Principales entidades de registros de DNA barcodes en Bold con muestras
tomadas en Per(. Fuente: BOLD (2022).
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Tabla 2. Numero total de registros de DNA barcodes por Instituciones con muestras
tomadas en Perd.

Institucion N° de Registros  Porcentaje (%)
Mined from GenBank, NCBI 9858 35.825

SNSB, Zoologische 3352 12.182
Staatssammlung Muenchen

Centro de Ornitologia 'y 1486 5.400
Biodiversidad

Universidad Nacional Mayor 1467 5.331

de San Marcos, Museo de

Historia Natural

Research Collection of Ron 1328 4.826
Brechlin

Centre for Biodiversity 1117 4.059
Genomics

Research Collection of Eric 789 2.867
Van Schayck

University of Utah 738 2.682
Research Collection of Frank 737 2.678
Meister

Universidad Nacional Agraria 736 2.675
La Molina, Herbario

Otros 5909 21.474
Total 27517 100.000

Fuente: The Barcode of Life Database (2022).
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Instituciones Peruanas

O Numero Articulos Publicados

UNMSM 2 [ |10

UNSAAC [ 17

UNALM 2 [ 14

CORBIDI 2 | |4

UNTRM - INDESCES [ 13

UNMSM1 | 13

uNAM 1 [ |3

Y —
N —
P —
O —

I ——

N ——
B —

Otros: (75) Instituciones que solo tienen un articulo publicado

owes 1

Figura 22. Principales Instituciones del Per( con articulos publicados en SCOPUS, donde
se encuentran IMARPE 1 (Instituto del Mar del Peru-IMARPE - Laboratorio Costero de
Tumbes), IPH (Instituto Peruano de Herpetologia), INS (Laboratorio de Entomologia,
Instituto Nacional de Salud), CORBIDI 1(Divisién de Herpetologia, CORBIDI), I1AP
(Instituto de Investigacion de la Amazonia Peruana, Laboratorio de Biologia y Genética
Molecular (LBGM)), IMARPE 2 (Instituto del Mar del Pert - Banco de Germoplasma de
Organismos Acuaticos), UPCH - ICEMR (Universidad Peruana Cayetano Heredia -
Laboratorio ICEMR - Amazonia, Laboratorios de Investigacion y Desarrollo, Facultad de
Ciencias y Filosofia), MUBI (Museo de Biodiversidad del Perd), UNALM 1 (Universidad
Nacional Agraria La Molina), UNMSM 1 (Universidad Nacional Mayor de San Marcos -
Instituto de Ciencias Bioldgicas “Antonio Raimondi "
Facultad de Ciencias Bioldgicas), UNTRM — INDESCES (Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza - Instituto de Investigacion para el Desarrollo Sustentable de Ceja
de Selva), CORBIDI 2 (Centro de Ornitologia y Biodiversidad), UNALM 2 (Universidad
Nacional Agraria La Molina - Facultad de Pesqueria), UNSAAC (Universidad Nacional de
San Antonio Abad del Cusco - Museo de Historia Natural) y UNMSM 2 (Universidad
Nacional Mayor de San Marcos - Departamento de Herpetologia y Museo de Historia

Natural).Fuente: The Barcode of Life Database (2022).
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f) Analisis del tipo de publicaciones que utilizan el DNA barcoding

Los articulos almacenados en Mendeley (v.1.19.4) fueron agrupados bajo las
siguientes categorias: articulo cientifico, tesis y libro. Encontrando que en su
mayoria de las publicaciones realizadas perteneces a articulos, encontrando 142

articulos, 28 tesis y 0 libros.

Articulos
m Tesis

Libro

Figura 23. Tipo de publicaciones que utilizan DNA barcoding en Perl. Fuente:
SUNEDU (2022) Y Web of Science y Scopus (2022).

3.2.-Evaluacién de la diversidad de bioindicadores ambientales (Bryophytas y
Liquenes) en Chachapoyas empleando el DNA barcoding

a)Asignacion taxonémica

Se obtuvieron un total de 40 secuencias divididas en 16 bryophytas y 24 liquenes.
La longitud minima y méaxima para el marcador rbcL fue de 938 y 1102,
respectivamente, mientras que para el marcador ITS se encontré una longitud
minima de 569 y maxima de 954 pb. Todas las secuencias fueron sometidas a un
analisis de similitud de secuencias BLAST (Herramienta Basica de Alineamiento
Local) (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), a través de la plataforma del NCBI
(Centro Nacional de Informacion Biotecnologica), para confirmar la amplificacion
exitosa de la region deseada y determinar su identificacion taxonomica. Se tomé en
cuenta el porcentaje de similitud y cobertura para asignar la especie referencia, los
especimenes con un porcentaje mayor al 99% fueron considerados como la misma

especie (Hamdouche et al., 2016).
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Tabla 3. Identificacion de especimenes de Liquenes usando el marcador molecular ITS1-1TS4.

ID Cédigo de Orden Familia Especie Especie referencia Cédigo % de % de
Recoleccion GenBank de  similitud Cobertura
especies con con especie
refencia especies referencia
referencia
A All Lecanorales Parmeliaceae Parmotrema Parmotrema EU266116 99.30 97
reticulatum reticulatum
B Alz2 Lecanorales Parmeliaceae Usnea sp. Usnea rubrotincta FJ494951 94.60 97
C A.l3 Teloschistales  Teloschistaceae Teloschistes sp. Teloschistes flavicans EU681362 91.75 51
D A.1.10 Lecanorales Ramalinaceae Ramalina sp. Ramalina celastri MH714506 93.04 59
E A.1.20 Lecanorales Physciaceae Heterodermia sp. Heterodermia MK092093 91.93 63
leucomelaena
F A.l5 Lecanorales Physciaceae Physcia sp. Physcia vitii MW433610 93.67 66
G A.l.9 Lecanorales Lecanoraceae Lecanora Lecanora OL604000 99.01 85
caesiorubella caesiorubella
H A.1.18 Lecanorales Parmeliaceae Parmotrema sp. Parmotrema KY929420 98.79 56
cetratum
| A2.7 Lecanorales Parmeliaceae Usnea sp. Ushea dasaea JQ837305 98.19 84
J A4.2 No indentificado Uncultured fungus FJ820800 100 23
K A.6.3 Teloschistales  Teloschistaceae Caloplaca sp. Caloplaca MT967429 82.58 73
flavorubescens
L B.2.3 Lecanorales Ramalinaceae Ramalina sp. Ramalina DQ394391 94.75 62
conduplicans
M B.3.4 Lecanorales Cladoniaceae Cladonia sp. Cladonia cf. Subulata MK508925 96.05 83
N B.3.7 Lecanorales Cladoniaceae Cladonia Cladonia AF455225 99.29 86
subsquamosa subsquamosa
N D.6.1 Wetmoreana sp. Wetmoreana sp. MT754224 99.32 31
0] E.3.2 Lecanorales Ramalinaceae Ramalina Ramalina DQ394391 94.91 62
conduplicans conduplicans
P E.6.2 Lecanorales Parmeliaceae Punctelia borreri Punctelia borreri AYT773112 100 85
Q E.6.10 Teloschistales ~ Teloschistaceae Teloschistes sp. Teloschistes KC179319 98.61 85

hypoglaucus
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F.6.2
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E.6.9
F.2.1
B.2.2
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Teloschistales

Lecanorales
Lecanorales
Lecanorales
Lecanorales
Lecanorales

Teloschistaceae

Ramalinaceae
Physciaceae
Ramalinaceae
Ramalinaceae
Cladoniaceae

Villophora sp.

Ramalina sp.
Physcia sp.
Ramalina sp.
Ramalina sp.
Cladia sp.

Villophora
darwiniana
Ramalina celastri

Physcia vitii
Ramalina celastri
Ramalina fleigiae
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81
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Figura 24. Morfologia de bioindicadores ambientales (liquenes) de la ciudad de Chachapoyas: A (Parmotrema reticulatum), B (Usnea sp.), C
(Teloschistes sp.), D (Ramalina sp.), E (Heterodermia sp.), F (Physcia sp.), G (Lecanora caesiorubella), H (Parmotrema sp.), | (Usnea sp.), J
(No indentificado), K (Caloplaca sp.), L (Ramalina sp.), M (Cladonia sp.), N (Cladonia subsquamosa), N (Wetmoreana sp.), O (Ramalina
conduplicans), P (Punctelia borreri), Q (Teloschistes sp.), R (Villophora sp.), S (Ramalina sp.), T (Physcia sp.), U (Ramalina sp.), V(Ramalina
sp.) y W (Cladia sp.), escala de 1 cm.
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Tabla 4. Identificacidn de especimenes de Bryophytas usando el marcador molecular rbcL.

ID Cédigo de Orden Familia Especie Especie Referencia  Clasificacién Cédigo % de % de
Recoleccion GenBank similitud Cobertura
de Especies con con especie
Refencia especies referencia
referencia
A A47 Marchantiales Marchantiaceae Marchantia polymorpha Marchantia Hepaéticas MF315040 99.79 100
polymorpha
B A.1.23 Porellales Lejeuneaceae Cololejeunea minutissima Cololejeunea Hepaéticas JQ991200 99.44 99
minutissima
C A.l24 Porellales Lejeuneaceae Lindigianthus cipaconeus Lindigianthus Hepéticas DQ983702 99.81 100
cipaconeus
D Ab.4 Bartramiales Bartramiaceae Bartramia sp. Bartramia stricta Hepaticas AY 312926 98.29 100
E AT74 Hypnales Brachythecium Brachythecium salebrosum Brachythecium Musgo AF158176 99.1 100
salebrosum salebrosum
F C.15 Hypnales Cryphaeaceae Cryphaea patens Cryphaea patens Musgo DQ481541 99.81 100
G C.33 Marchantiales Marchantiaceae Marchantia polymorpha Marchantia Hepéticas MF315040 99.79 100
polymorpha
H C.35 Metzgeriales Metzgeriaceae Metzgeria sp. Metzgeria Hepaéticas DQ268976 96.71 99
liebmanniana
| c4.1 Bryales Bryaceae Bryum argenteum Bryum argenteum Musgo LC270450 99.51 100
J E.6.7 Porellales Frullaniaceae Frullania ecklonii Frullania ecklonii Hepaticas FJ380784 100 100
K E.6.13 Orthotrichales Orthotrichaceae Macrocoma tenuis Macrocoma tenuis Musgo AB279619 99.24 100
L F.1.1 Hypnales Dicksoniaceae Dixonia sp. Dixonia cf. Helechos AB100956 97.73 99
Thamnioides
M F.1.6 Pottiales Pottiaceae Barbula unguiculata Barbula unguiculata Musgo AB670696 99.21 100
N F.1.16 Pottiales Tortula Tortula ruralis Tortula ruralis Musgo AJ275169 99.51 100
N F.2.11 Pottiales Pottiaceae Streptopogon sp. Streptopogon Musgo AF478231 97.5 100
calymperes
0] F.3.2 Hypnodendrales Racopilaceae Racopilum cuspidigerum Racopilum Musgo AY524449 99.11 99

cuspidigerum
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Figura 25. Morfologia de bioindicadores ambientales (Bryophytas) en la ciudad de Chachapoyas: A (Marchantia polymorpha), B
(Cololejeunea minutissima), C (Lindigianthus cipaconeus), D (Bartramia sp.), E (Brachythecium salebrosum), F (Cryphaea patens), G
(Marchantia polymorpha), H (Metzgeria sp.), | (Bryum argenteum), J (Frullania ecklonii), K (Macrocoma tenuis), L (Dixonia sp.), M (Barbula

unguiculata), N (Tortula rurales), N (Streptopogon sp.), O (Racopilum cuspidigerum), escala de 1 cm.
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Tabla 5. Numero de individuos encontrados por especies de liquenes para los 6 sectores de la ciudad de Chachapoyas.

Liguenes Sectores
Especies Pedro Sefior de los Mogrovejo Chachapoyas El Higos Urco - Total
Castro Milagros Centro Molino Universidad
Parmotrema reticulatum 9 6 3 4 8 5 35
Usnea sp. 10 5 3 1 5 6 30
Teloschistes sp. 4 4 2 8 8 34
Heterodermia sp. 3 1 2 1 3 12
Lecanora caesiorubella 1 1 1 1 11
Parmotrema sp. 1
Caloplaca sp. 15 8 2 3 1 4 33
Cladonia subsquamosa 1 1
Ramalina conduplicans 1 1
Punctelia borreri 2 4 8
Villophora sp. 1 2
Physcia sp. 2 5
Ramalina sp. 2 7 16
Cladia sp. 2 1 1 4
Cladonia sp. 1
Total 56 36 15 14 32 41
194
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Tabla 6. Numero de individuos encontrados por especies de bryophytas para los 6 sectores de la ciudad de Chachapoyas.

Bryophytas Sectores

Especies Pedro Sefior de los Mogrovejo  Chachapoyas EIl Molino Higos Urco - Total
Castro Milagros Centro Universidad

Cololejeunea minutissima 1 1 2
Lindigianthus cipaconeus 1

Bartramia sp. 2 3
Brachythecium salebrosum 1

Cryphaea patens

Marchantia polymorpha 1

Metzgeria sp.

(o I N = )
[EEN
w

Bryum argenteum 11 3 13 7 5 47
Frullania ecklonii

Macrocoma tenuis 1 1
Dixonia sp.

Barbula unguiculata

Tortula ruralis 2 6 8 6
Streptopogon sp.

Racopilum cuspidigerum

26

A P, M W PR

Total 20 13 14 22 18 20

107
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b) Estimacion de los indices de biodiversidad de bioindicadores ambientales (musgos

y liquenes)

b.1) Biodiversidad de liquenes

Posterior a la identificacion de los especimenes de liquenes se procedid a calcular el
indice de Shannon-Weiner considerando la frecuencia de los especimenes en
determinada &rea. En general, Chachapoyas posee una diversidad de liquenes media,
donde el sector con mayor diversidad de liquenes fue Sefior de los Milagros, con un
valor de 2.23815, mientras que el sector con menor diversidad de liquenes es
Mogrovejo, con un valor de 1.80651. Los sectores de Higos Urco - Universidad, Pedro
Castro, EI Molino y Chachapoyas - Centro tuvieron una diversidad media con valores
de 2.13242, 1.94587, 1.83642y 1.80951, respectivamente. Las especies mas
abundantes fueron Parmotrema reticulatum y Teloschistes sp. en los sectores de Pedro
Castro, El Molino e Higos Urco — Universidad, mientras que las especies menos
abundantes fueron Cladonia sp. y Ramalina conduplicans en los sectores de Sefior de

los Milagros y Pedro Castro.

Tabla 7. Cuadro resumen de indice de Biodiversidad de Shannon Weiner en liquenes
por Sectores en la Ciudad de Chachapoyas.

item Sectores Valor de indice de Shannon —
Liquenes o
B Sefior de Los Milagros 2.23815
F Higos Urco - Universidad 2.13242
A Pedro Castro 1.94587
E El Molino 1.83642
D Chachapoyas Centro 1.80951
C Mogrovejo 1.80651
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b.2) Biodiversidad de Bryophytas

Posterior a la identificacion de los especimenes de Bryophytas se procedio a calcular
el Indice de Shannon-Weiner considerando la frecuencia de los especimenes en
determinada &rea. En general, Chachapoyas posee una diversidad de bryophytas media
— baja, donde el sector con mayor diversidad de bryophytas fue Higos Urco —
Universidad, con un valor de 1.87406, mientras que el sector con menor diversidad de
bryophytas fue Chachapoyas - Centro con un valor de 0.81923. Los sectores de Pedro
Castro, ElI Molino, Mogrovejo y Sefior de los Milagros tuvieron una diversidad media-
baja con valores de 1.53826, 1.45936, 1.35178 y 1.23093, respectivamente. La especie
maés abundante fue Bryum argenteum encontrandose en todos los sectores, pero con
mayor frecuencia en los sectores de Pedro Castro y Chachapoyas, mientras que las
especies con menor abundancia fueron Lindigianthus cipaconeus, Cryphaea patens,

Metzgeria sp., Frullania ecklonii, Macrocoma tenuis y Dixonia sp.

Tabla 8. Cuadro resumen de indices de Biodiversidad de Shannon Weiner en
Bryophytas por Sectores en la Ciudad de Chachapoyas.

Item Sectores Valor de Indice de Shannon -
Bryophytas B
F Higos Urco - Universidad 1.87406
A Pedro Castro 1.53826
E El Molino 1.45936
C Mogrovejo 1.35178
B Sefior De Los Milagros 1.23093
D Chachapoyas Centro 0.81923
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IV. DISCUSION

Al evaluar el uso del DNA barcoding en los diferentes estudios de biodiversidad que se
registran para Peru, se encontro que el Perd se ubica en el cuarto lugar en nimero de registros
de codigos de barras de ADN en la base de Datos BOLD para Sudameérica con 26 177 codigos
(BOLD, 2022). Por otro lado, Argentina es el pais con mayores registros contando con 117

187 cadigos, en el segundo lugar se ubica Brasil con 76 966 registros y en el tercer lugar

Ecuador con 31 521 registros.

También, se encontrd que los grupos taxondmicos mas estudiados para Per( correspondieron
a los filos/division Artrophoda y Chordata. Los registros del filo Artropoda se encuentran en
la selva y sierra (Huanuco y Madre de Dios), regiones cuentan con alta biodiversidad gracias
a su vegetacion y condiciones climéticas (Lamarre et al., 2016; Jochum y Barnes, 2018). Para
Chordata, los registros se encuentran en la sierra (Ayacucho y Cajamarca). Las cifras
expuestas en este estudio enfatizan que es necesario un mayor incentivo en el estudio e
investigacion de otros filos/division menos estudiados como Bryophyta (Dantas et al., 2018),
Magnoliophyta, Marchantiophyta (Wahrmund et al., 2009), Mollusca (Dai et al., 2012),
Platyhelminthes (Locke et al., 2010), entre otros.

El declive de los registros de codigos de barras en Pert pudo haberse debido a las diferentes
restricciones establecidas por la pandemia de COVID - 19 (Mojica-Crespo & Morales-
Crespo, 2020). Esta situacién limité la colecta de muestras bioldgicas para el trabajo en

laboratorio y posterior anélisis en gabinete (Ortega-Rubio et al., 2020; Cisneros et al., 2022).

Este estudio mostr6 que existen pocos registros para el departamento de Amazonas, ya que
representd solo 8,15% del total de barcodes generados con 1 197 barcodes. Sin embargo, en
los ultimos afios, se han ido generando mas barcodes de especies en Amazonas,
principalmente en el grupo de hongos de importancia agricola de los géneros (Trichoderma
y Bauveria) (Bustamante et al., 2019; 2022) y el grupo magnoliofita especificamente del
género (Vasconcellea) (Tineo et al., 2020a), arandanos (Vaccinium sp, Gaylussacia sp,
Satyria sp. y Gaultheria sp.) (Lopez Silva, 2019) y el arbol de la quina Cinchona, Rubiaceae
(Perez, 2021),gracias a los estudios realizados en el Instituto de Investigacion para el
Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de

Mendoza. Adicionalmente, esta investigacion gener6 nuevos barcodes (entre rbcL e ITS1-
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ITS4) de bioindicadores ambientales con 16 secuencias para bryophytas distribuidas en: 2
secuencias del género Marchantia, 1 secuencia de los géneros Cololejeunea, Lindigianthus,
Bartramia, Brachythecium, Cryphaea, Metzgeria, Bryum, Frullania, Macrocoma, Dixonia,
Barbula, Tortula, Streptopogon y Racopilum; y 22 secuencias de Liquenes distribuidas de la
siguiente manera: 2 secuencias de los género Parmotrema, Usnea, Teloschistes, Physcia y
Cladonia); 6 secuencias del género Ramalina; y 1 secuencia de los géneros Heterodermia,

Cladia, Villophora, Punctelia, Caloplaca y Lecanora.

Este estudio también se centré en evaluar la diversidad de Liquenes y Bryophytas en
Chachapoyas, dado que este grupo s6lo posee 131 barcodes para el phylum Ascomycota y
25 para Basidiomycota dentro de los liquenes y 20 barcodes de Bryophyta en el Perd, lo que
representa el 0.50%, 0.10% y 0.08%, respectivamente (BOLD, 2022).

Respecto a la diversidad de bioindicadores ambientales en la ciudad de Chachapoyas, se
encontrd que, los sectores con mayor biodiversidad son el sector de Sefior de los Milagros
para liquenes e Higos Urco — Universidad para Bryophytas. Estos resultados son comparables
con los encontrados en Bolivia y Argentina donde la mayor diversidad coincide con las areas
de baja intensidad de circulacion vehicular y zonas de menor concentracion de CO, SO2 y

NOXx en zonas suburbanas (Andrés et al.,2000; Canseco et al., 2006).

Para el caso de bryophytas, estas tendencias fueron observadas anteriormente en Colombia
por Churchill (1991), mediante un andlisis de la distribucién altitudinal de los musgos
colombianos registrdndose un aumento gradual maximizado a 2500-3000 m, siendo el
intervalo mas alto de diversidad de especies entre 2000-2500 m, que coincide con la ciudad
de Chachapoyas (2,483 m), y el tercero a mayor altura, 3500-4000 m (Churchill et al., 2020).

Por otro lado, los sectores con menor diversidad de bioindicadores son: Chachapoyas-Centro
para bryophytas y Mogrovejo para liquenes, lo que se relaciond con el aumento de la
poblacion en estas areas, contando con mayor consumo de recursos naturales no renovables,
deterioro ambiental y destruccion de la biodiversidad (Abril et al., 2010). A esto, se afiade
los gases de combustidon generados por la industria y las grandes concentraciones humanas

en areas urbanas (Guillen et al., 2015).

Finalmente, la biodiversidad de liquenes y bryophytas en Chachapoyas, calculados mediante
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el indice de Shannon-Weiner es de media — baja, como se menciona en Mendoza (2018). Por
ejemplo, en el sector Pedro Castro los indices son de 2.25 para el afio 2018 y de 1.95 para el
afio 2022. Esta investigacion posibilita realizar nuevos estudios, en las que se realicen mas
investigaciones, y busquen tecnologias que permitan monitorear la biodiversidad de liquenes
y bryophytas en Chachapoyas, lo que se relaciona con la calidad del aire afectada por los
contaminantes atmosféricos (Conti & Cecchetti, 2001).

La implementacion del DNA barcoding en los estudios de diversidad en el Per( puede ser
beneficiosa para el pais, ya que es una herramienta confiable, y que, complementada con
otras técnicas ayuda a definir limites de distribucion y apoyar la conservacion y monitoreo
de las especies en el tiempo (Manriquez-Moran, 2013). Por este motivo, constituye una
herramienta muy importante en el desafio de la caracterizacion de la biodiversidad mundial
y debe ser usada en las politicas peruanas para mejorar la gestién de la biodiversidad.
Finalmente, su inclusion permitiria cumplir con los Objetivos de Desarrollo Sostenible
elaborados por la ONU, tales como, el objetivo 14 vida submarinay el 15 vida de ecosistemas

terrestres y de los cuales, el Peru esta comprometido en implementar (ONU, 2021).
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V. CONCLUSIONES

e Estados Unidos es el pais megadiverso con mayor DNA barcodes en BOLD con
500 348 registros generados, seguido de Sudéafrica con 464 740 registros. Per( se
ubica en el décimo cuarto lugar con 26 177 registros. Los paises con menor nimero
de barcodes son la Republica Democratica del Congo con 8 830 registros y
Venezuela con 4 393 registros.

o El pais con mayores registros de DNA barcodes en Sudamérica es Argentina, con
117 187 barcodes generados, seguido de Brasil con 79 996 registros y Ecuador con
32 394 registros. El Peru se ubica en el cuarto lugar con 26 177 registros. Por otro
lado, los paises con menor nimero de barcodes son Venezuela con 4 393 registros,
Bolivia con 9 359 registros y Chile con 15 495 registros (5.14%).

e En el Per, los grupos taxondémicos mas estudiados corresponden a los
filos/division Artrophoda y Chordata, por lo que ameritaria un mayor incentivo en
el estudio e investigacion de otros filos/division menos estudiados como
Bryophyta, Magnoliophyta, Marchantiophyta, Mollusca, Platyhelminthes, entre
otros.

e Se encontré que los mayores registros se encuentran en los departamentos de
Huanuco (2 833 registros), Madre de Dios (2 093 registros) y Cuzco (1 832
registros). Amazonas se ubica en el quinto lugar con 1 197 registros. Por otro lado,
los departamentos con menores registros son Tacna (6 registros), Moguegua (6
registros) y La Libertad (37 registros).

e Chachapoyas cuenta con una biodiversidad media de Liquenes y de Bryophytas,
siendo los sectores con mayor biodiversidad Sefior de los Milagros para Liquenes
e Higos Urco — Universidad para Bryophytas. Por otro lado, los sectores con menor
biodiversidad fueron Mogrovejo para liquenes y Chachapoyas Centro para
Bryophytas, lo que podria estar relacionado con el aumento de la poblacion en
estas areas.

e EIl analisis molecular mostré que las especies de bryophytas mas abundantes
fueron Bryum argenteum y Tortula rurales; mientras que, de liquenes, fueron

Parmotrema reticulatum, Teloschistes sp. y Usnea sp.
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VI. RECOMENDACIONES

e Los diferentes estudios que buscan caracterizar la biodiversidad en Peru deben
incluir  datos  moleculares que, en  combinacion con  datos
morfologicos/anatomicos, biogeograficos, entre otros, proporcionaran una mejor
base para estudios enfocados a la preservacion y conservacion de la diversidad
bioldgica a nivel local, regional, nacional y mundial.

o Implementar y fomentar politicas que inciten a la creacién de proyectos con un
enfoque molecular, que sigan permitiendo conocer las diferentes especies de
biodiversidad de bioindicadores.

e Se recomienda ampliar la zona de muestreo para poder tener una representacion
mas clara del estado actual de la diversidad de los bioindicadores en la ciudad de
Chachapoyas.

e Registrar en la base de datos BOLD o PEBOLD las secuencias generadas en los
estudios de investigacion, debido que en algunas ocasiones los registros no se

Ilegan a concretar.
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VI, ANEXOS

Anexo 1. Tabla del nimero total de registros de DNA barcodes generados por los

principales paises de Sudamérica.

Paises de Numero de Porcentaje %
Sudamérica registros
Argentina 107.061 38
Brasil 76.966 27
Ecuador 31.521 11
Pert 25.208 9
Colombia 15.202 5
Chile 15.14 5
Bolivia 9.023 3
Venezuela 4.157 1
Total 284.278 100.00

Fuente: The Barcode of Life Data (2022).

Anexo 2. Registro de Barcodes en el nivel clase para los departamentos de Perd.

Departamentos  Filo o Division N° de Porcentaje
registros %

Amazonas Arthropoda 810 67.67
Chordata 256 21.39

Magnoliophyta 131 10.94

Ancash Arthropoda 94 35.34
Ascomycota 37 13.91

Basidiomycota 2 0.75

Chordata 55 20.68

Magnoliophyta 76 28.57

Proteobacteria 1 0.38
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Zygomycota 1 0.38

Apurimac Arthropoda 39 75.00
Chordata 1 1.92

Magnoliophyta 12 23.08

Arequipa Arthropoda 25 53.19
Bryophyta 1 2.13

Chordata 9 19.15

Magnoliophyta 12 25.53

Ayacucho Arthropoda 39 10.21
Chordata 325 85.08

Magnoliophyta 17 4.45

Platyhelminthes 1 0.26

Cajamarca Arthropoda 191 27.88
Chordata 474 69.20

Magnoliophyta 4 0.58

Mollusca 1 0.15

Platyhelminthes 15 2.19

Callao Arthropoda 1 2.63
Chordata 37 97.37

Cuzco Arthropoda 1718 93.78
chordata 77 4.20

Magnoliophyta 37 2.02

Huancavelica Arthropoda 12 29.27
Chordata 1 2.44

Glomeromycota 12 29.27

Magnoliophyta 16 39.02

Huanuco Arthropoda 2476 87.40
Chordata 33 1.16

Magnoliophyta 324 11.44

Ica Arthropoda 56 57.14
Chordata 40 40.82

Platyhelminthes 2 2.04

Junin Arthropoda 1010 78.84
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Bryophyta 1 0.08

Chordata 124 9.68

Glomeromycota 13 1.01

Magnoliophyta 133 10.38

La Libertad Arthropoda 15 40.54
Chordata 17 45.95

Magnoliophyta 5 1351

Lambayeque Arthropoda 57 55.34
Chordata 46 44.66

Lima Arthropoda 139 36.10
Chordata 157 40.78

Magnoliophyta 86 22.34

Mollusca 2 0.52

Platyhelminthes 1 0.26

Loreto Annelida 19 3.40
Arthropoda 382 68.34

Apicomplexa 27 4.83

Chordata 64 11.45

Magnoliophyta 45 8.05

Nematoda 22 3.94

Madre de Dios Arthropoda 1943 92.83
Chordata 64 3.06

Magnoliophyta 86 411

Moquegua Arthropoda 1 16.67
Magnoliophyta 5 83.33

Pasco Arthropoda 656 92.66
Chordata 5 0.71

Magnoliophyta 47 6.64

Piura Arthropoda 210 62.50
Chordata 41 12.20

Magnoliophyta 82 24.40

Mollusca 3 0.89

Puno Arthropoda 448 88.71
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Chordata 21 4.16

Magnoliophyta 35 6.93

Platyhelminthes 1 0.20

San Martin Arthropoda 889 90.53
Chordata 88 8.96

Magnoliophyta 4 0.41

Marchantiophyta 1 0.10

Tacha Arthropoda 5 83.33
Chordata 1 16.67

Tumbes Arthropoda 89 43.00
Chordata 117 56.52

Mollusca 1 0.48

Ucayali Arthropoda 113 50.22
Chordata 112 49.78

Fuente: The Barcode of Life Data (2022).
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Anexo 3. Registro de Barcodes en el nivel de orden para los departamentos de Perd.

Departamentos Orden Registros  Porcentaje %
Amazonas Diptera 9 1.11
Lepidoptera 801 98.89
Ancash Diptera 1 1.08
Hemiptera 8 8.60
Lepidoptera 80 86.02
Orthoptera 4 4.30
Apurimac Diptera 8 20.51
Lepidoptera 31 79.49
Arequipa Diptera 14 58.33
Hymenoptera 1 4.17
Lepidoptera 9 37.50
Ayacucho Accipitriformes 1 0.31
Anseriformes 1 0.31

Apodiformes 39 12.00

Charadriiformes 3 0.92
Columbiformes 2 0.62
Coraciiformes 1 0.31
Cuculiformes 1 0.31
Falconiformes 1 0.31
Galliformes 3 0.92
Gruiformes 2 0.62
Passeriformes 249 76.62
Pelecaniformes 2 0.62
Piciformes 9 2.77
Podicipediformes 1 0.31
Psittaciformes 3 0.92
Tinamiformes 2 0.62
Trogoniformes 5 1.54
Cajamarca Accipitriformes 1 0.21
Apodiformes 56 11.89
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Caprimulgiformes 8 1.70
Charadriiformes 3 0.64
Columbiformes 16 3.40
Cuculiformes 9 191
Falconiformes 3 0.64
Gruiformes 2 0.42
Passeriformes 350 74.31
Piciformes 6 1.27
Psittaciformes 8 1.70
Strigiformes 5 1.06
Tinamiformes 2 0.42
Trogoniformes 2 0.42
Callao Acanthuriformes 6 16.22
Atheriniformes 9 24.32
Carangiformes 4 10.81
Clupeiformes 4 10.81
Perciformes 5 13.51
Pleuronectiformes 1 2.70
Scombriformes 8 21.62
Cusco Diptera 80 5.49
Coleoptera 2 0.14
Hemiptera 43 2.95
Lepidoptera 1310 89.91
Odonata 2 0.14
Orthoptera 2 0.14
Trichoptera 18 1.24
Huancavelica Dipsacales 14 100.00
Huanuco Diptera 10 0.41
Hemiptera 7 0.28
Hymenoptera 273 11.10
Lepidoptera 2169 88.21
Ica Diptera 9 16.07
Hemiptera 6 10.71
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Hymenoptera 7 12.50
Lepidoptera 34 60.71
Junin Diptera 31 3.10
Coleoptera 3 0.30
Hemiptera 9 0.90
Hymenoptera 1 0.10
Lepidoptera 955 95.50
Odonata 1 0.10
La Libertad Anguilliformes 1 5.88
Carangiformes 10 58.82
Scorpaeniformes 6 35.29
Lambayeque Lepidoptera 57 100.00
Lima Acanthuriformes 39 29.32
Atheriniformes 2 1.50
Beloniformes 1 0.75
Blenniiformes 9 6.77
Carangiformes 2 1.50
Clupeiformes 14 10.53
Mugiliformes 3 2.26
Ovalentaria 4 3.01
Perciformes 32 24.06
Pleuronectiformes 6 4.51
Siluriformes 1 0.75
Scombriformes 18 13.53
Scorpaeniformes 1 0.75
Syngnathiformes 1 0.75
Loreto Coleoptera 30 8.04
Diptera 4 1.07
Hemiptera 12 3.22
Hymenoptera 5 1.34
Lepidoptera 316 84.72
Neuroptera 2 0.54
Odonata 3 0.80
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Trichoptera 1 0.27
Madre de Dios Coleoptera 13 0.67
Diptera 19 0.98
Hemiptera 7 0.36
Hymenoptera 408 21.02
Lepidoptera 1459 75.17
Neuroptera 3 0.15
Odonata 3 0.15
Trichoptera 29 1.49
Moquegua Dipsacales 5 100.00
Pasco Diptera 4 0.61
Hemiptera 3 0.46
Lepidoptera 648 98.93
Piura Diptera 3 1.43
Hemiptera 1 0.48
Lepidoptera 206 98.10
Puno Amphipoda 256 100.00
San Martin Diptera 5 0.57
Hemiptera 6 0.69
Hymenoptera 1 0.11
Lepidoptera 862 98.63
Tacha Diptera 5 100.00
Tumbes Accipitriformes 1 0.90
Anseriformes 2 1.80
Apodiformes 13 11.71
Charadriiformes 1 0.90
Columbiformes 3 2.70
Passeriformes 77 69.37
Piciformes 5 4.50
Psittaciformes 2 1.80
Strigiformes 4 3.60
Suliformes 1 0.90
Tinamiformes 1 0.90
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Trogoniformes 1 0.90
Ucayali Diptera 1 0.88
Hemiptera 5 4.42
Odonata 7 6.19
Lepidoptera 100 88.50

Fuente: The Barcode of Life Database (2022)

86



Anexo 4. Fotos de Recoleccion de Muestras en los Sectores de Chachapoyas.

Recoleccién de Liquenes Recoleccion de Bryophytas
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Recoleccién de Liquenes Recoleccion de Bryophytas
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Recoleccion de Especimenes en el Sector (C) Mogrovejo

Recoleccién de Liquenes Recoleccion de Bryophytas
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Anexo 5. Tabla de datos de recoleccion para muestras de bioindicadores (liquenes y bryophytas) en

la ciudad de Chachapoyas.
Tabla de toma de muestras en la ciudad de Chachapoyas
Sector  Punto Coordenadas Cadigo Especie Asignada Fecha Altura
Lat Long de (m.s.n.
colecta m)
APedro Al 182637 9312245 A.l.1l Parmotrema 13/07/2021 2295
Castro reticulatum

Al2 Usnea sp. 13/07/2021

A.l3 Teloschistes sp. 13/07/2021

Al4 Parmotrema 13/07/2021
reticulatum

A.l5 Physcia sp. 13/07/2021

A.l6 Teloschistes sp. 13/07/2021

Al7 Caloplaca sp. 13/07/2021

A.l8 Ramalina sp. 13/07/2021

Al9 Lecanora 13/07/2021
caesiorubella

A.1.10 Ramalina sp. 13/07/2021

Al 1l Ushea sp. 13/07/2021

A.l12 Usnea sp. 13/07/2021

A.1.13 Parmotrema 13/07/2021
reticulatum

Al 17 Parmotrema 13/07/2021
reticulatum

A.l1l.18 Parmotrema sp. 13/07/2021

A.1.19 Parmotrema 13/07/2021
reticulatum

A.1.20 Heterodermia sp. 13/07/2021

A.l21 Parmotrema 13/07/2021
reticulatum

A.l 22 Caloplaca sp. 13/07/2021

A.l1.23 Cololejeunea 13/07/2021
minutissima

Al 24 Lindigianthus 13/07/2021
cipaconeus

A2 182465 9311990 A.2.1 Bryum argenteum 15/07/2021 2295

A22 Bryum argenteum 15/07/2021

A.2.3 Heterodermia sp. 15/07/2021

A24 Lecanora 15/07/2021
caesiorubella

A.25 Caloplaca sp. 15/07/2021

A2.7 Ushea sp. 15/07/2021

A28 Usnea sp. 15/07/2021

A.29 Teloschistes sp. 15/07/2021

A.2.10 Parmotrema 15/07/2021
reticulatum

A211 Caloplaca sp. 15/07/2021
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A2.12 Lecanora 15/07/2021
caesiorubella
A3 182465 9311990 A.3.1 Bryum argenteum 15/07/2021 2295
A.3.3 Bryum argenteum 15/07/2021
A.3.6 Usnea sp. 15/07/2021
A3.7 Bryum argenteum 15/07/2021
A3.8 Parmotrema 15/07/2021
reticulatum
A3.9 Teloschistes sp. 15/07/2021
A.3.10 Teloschistes sp. 15/07/2021
A4 182733 9312014 A.4.3 Caloplaca sp. 15/07/2021 2367
A4.4 Caloplaca sp. 15/07/2021
A4 Marchantia 15/07/2021
polymorpha
A48 Streptopogon sp. 15/07/2021
A.49 Ushea sp. 15/07/2021
A4.13 Lecanora 15/07/2021
caesiorubella
A4.14 Caloplaca sp. 15/07/2021
A.4.15 Bryum argenteum 15/07/2021
A5 183099 9311667 A.5.4 Bartramia sp. 15/07/2021 2352
A55 Caloplaca sp. 15/07/2021
A5.7 Parmotrema 15/07/2021
reticulatum
Ab5.8 Bryum argenteum 15/07/2021
A5.9 Teloschistes sp. 15/07/2021
A6 182478 9311687 A.6.3 Caloplaca sp. 17/07/2021 2352
Ab64 Lecanora 17/07/2021
caesiorubella
A.6.5 Caloplaca sp. 17/07/2021
A.6.6 Caloplaca sp. 17/07/2021
A6.7 Lecanora 17/07/2021
caesiorubella
A.6.8 Caloplaca sp. 17/07/2021
A.6.9 Ramalina 17/07/2021
conduplicans
A.6.10 Tortula ruralis 17/07/2021
A.6.12 Usnea sp. 17/07/2021
A.6.13 Teloschistes sp. 17/07/2021
A.6.14 Usnea sp. 17/07/2021
A.6.16 Teloschistes sp. 17/07/2021
A.6.17 Caloplaca sp. 17/07/2021
A7 182476 9311688 A.7.1 Bryum argenteum 17/07/2021 2352
A7.2 Tortula ruralis 17/07/2021
AT4 Brachythecium 17/07/2021
salebrosum
A7.6 Bartramia sp. 17/07/2021
AT.7 Bryum argenteum 17/07/2021
A.7.8 Usnhea sp. 17/07/2021
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A79 Bryum argenteum 17/07/2021
AT7.11 Caloplaca sp. 17/07/2021
A.7.13 Lecanora 17/07/2021
caesiorubella
A7.14 Caloplaca sp. 17/07/2021
A.7.15 Parmotrema 17/07/2021
reticulatum
A8 182776 9311347 A.8.1 Bryum argenteum 17/07/2021 2352
B Sefior de Bl 181894 9311699 B.1.1 Caloplaca sp. 17/07/2021 2419
los B.1.2 Punctelia borreri 17/07/2021
Milagros B.1.3 Cladia sp. 17/07/2021
B.1.4 Heterodermia sp. 17/07/2021
B.1.6 Teloschistes sp. 17/07/2021
B.1.8 Tortula ruralis 17/07/2021
B.1.9 Parmotrema 17/07/2021
reticulatum
B.1.11 Parmotrema 17/07/2021
reticulatum
B.1.12 Usnhea sp. 17/07/2021
B.1.13 Teloschistes sp. 17/07/2021
B2 181856 9311827 B.2.2 Ramalina sp. 17/07/2021 2419
B.2.3 Ramalina sp. 17/07/2021
B.2.5 Parmotrema 17/07/2021
reticulatum
B.2.6 Bartramia sp. 17/07/2021
B.2.8 Usnea sp. 17/07/2021
B3 181666 9312151 B.3.2 Bartramia sp. 17/07/2021 2419
B.3.3 Caloplaca sp. 17/07/2021
B.3.4 Cladonia sp. 17/07/2021
B.3.5 Villophora sp. 17/07/2021
B.3.6 Caloplaca sp. 17/07/2021
B.3.7 Cladonia subsquamosa  17/07/2021
B.3.9 Usnea sp. 17/07/2021
B.3.10 Caloplaca sp. 17/07/2021
B.3.11 Parmotrema 17/07/2021
reticulatum
B.3.12 Usnea sp. 17/07/2021
B.3.14 Lecanora 17/07/2021
caesiorubella
B.3.15 Cladia sp. 17/07/2021
B.3.16 Heterodermia sp. 17/07/2021
B.3.17 Heterodermia sp. 17/07/2021
B.3.18 Teloschistes sp. 17/07/2021
B.3.19 Brachythecium 17/07/2021
salebrosum
B.3.20 Teloschistes sp. 17/07/2021
B.3.21 Caloplaca sp. 17/07/2021
B.3.24 Tortula ruralis 17/07/2021
B.3.25 Bartramia sp. 17/07/2021
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B4 181860 9311301 B.4.1 Tortula ruralis 17/07/2021 2368
B5 182136 931136 B.5.1 Tortula ruralis 17/07/2021 2385
B.5.2 Bryum argenteum 17/07/2021
B.5.3 Bryum argenteum 17/07/2021
B.5.4 Punctelia borreri 17/07/2021
B.5.5 Parmotrema 17/07/2021
reticulatum
B.5.6 Caloplaca sp. 17/07/2021
B.5.7 Caloplaca sp. 17/07/2021
B.5.8 Tortula ruralis 17/07/2021
B.5.10 Usnea sp. 17/07/2021
B6 182056 9310982 B.6.1 Tortula ruralis 17/07/2021 2333
B.6.2 Caloplaca sp. 17/07/2021
B.6.3 Parmotrema 17/07/2021
reticulatum
B.6.4 Bryum argenteum 17/07/2021
C Cl 181859 9311089 C.1.3 Bryum argenteum 05/08/2021 2233
Mogrovejo Cl4 Tortula ruralis 05/08/2021
C.15 Cryphaea patens 05/08/2021
C.17 Teloschistes sp. 05/08/2021
C.138 Parmotrema 05/08/2021
reticulatum
C.19 Heterodermia sp. 05/08/2021
C.1.10 Bryum argenteum 05/08/2021
C.1.11 Usnea sp. 05/08/2021
C.2 181564 9310996 C.2.5 Brachythecium 05/08/2021 2393
salebrosum
C.2.6 Usnea sp. 05/08/2021
C.2.8 Tortula ruralis 05/08/2021
C.29 Bryum argenteum 05/08/2021
C.2.10 Teloschistes sp. 05/08/2021
Cc.2.11 Teloschistes sp. 05/08/2021
C3 181569 9310799 C.3.3 Marchantia 05/08/2021 2382
polymorpha
C.35 Metzgeria sp. 05/08/2021
C.3.8 Bartramia sp. 05/08/2021
C.3.9 Tortula ruralis 05/08/2021
C4 181883 9310766 C.4.1 Bryum argenteum 05/08/2021 2344
C.4.6 Tortula ruralis 05/08/2021
cax Bryum argenteum 05/08/2021
C5 181569 9310798 C.5.1 Cladia sp. 05/08/2021 2393
C.5.3 Bryum argenteum 05/08/2021
C6 181843 9310509 C.6.1 Tortula ruralis 05/08/2021 2349
C.6.2 Tortula ruralis 05/08/2021
Cb6.4 Bryum argenteum 05/08/2021
C.6.5 Bartramia sp. 05/08/2021
C.6.6 Bryum argenteum 05/08/2021
C.6.7 Parmotrema 05/08/2021
reticulatum
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C7 181523 9310145 C.7.1 Caloplaca sp. 05/08/2021 2371
C74 Teloschistes sp. 05/08/2021
C.75 Parmotrema 05/08/2021
reticulatum
C.76 Usnea sp. 05/08/2021
cC.7.7 Caloplaca sp. 05/08/2021
C.7.8 Lecanora 05/08/2021
caesiorubella
D D1 182160 9310755 D.14 Tortula ruralis 12/08/2021 2192
Chachapo D.1.5 Bryum argenteum 12/08/2021
yascentro D2 182747 9310754 D.2.3 Tortula ruralis 12/08/2021 2339
D.24 Bryum argenteum 12/08/2021
D.2.5 Tortula ruralis 12/08/2021
D.2.7 Parmotrema 12/08/2021
reticulatum
D.2.10 Bryum argenteum 12/08/2021
D3 182769 9311064 D.3.1 Cololejeunea 12/08/2021 2309
minutissima
D.3.2 Bryum argenteum 12/08/2021
D.3.3 Tortula ruralis 12/08/2021
D.3.4 Bryum argenteum 12/08/2021
D4 183055 9310757 D.4.1 Heterodermia sp. 12/08/2021 2351
D.4.2 Heterodermia sp. 12/08/2021
D.4.3 Caloplaca sp. 12/08/2021
D.4.4 Teloschistes sp. 12/08/2021
D.45 Bryum argenteum 12/08/2021
D.4.6 Tortula ruralis 12/08/2021
D.4.7 Parmotrema 12/08/2021
reticulatum
D.4.8 Teloschistes sp. 12/08/2021
D.4.9 Ushea sp. 12/08/2021
D5 183113 9310400 D.5.2 Bryum argenteum 12/08/2021 2370
D.5.3 Bryum argenteum 12/08/2021
D.5.4 Parmotrema 12/08/2021
reticulatum
D55 Tortula ruralis 12/08/2021
D6 182486 9310442 D.6.5 Caloplaca sp. 12/08/2021 2370
D.6.6 Cladia sp. 12/08/2021
D.6.7 Lecanora 12/08/2021
caesiorubella
D.6.9 Bryum argenteum 12/08/2021
D.6.11 Parmotrema 12/08/2021
reticulatum
D.6.13 Caloplaca sp. 12/08/2021
D.6.16 Bryum argenteum 12/08/2021
D7 182183 9310420 D.7.1 Tortula ruralis 12/08/2021 2345
D.74 Bryum argenteum 12/08/2021
D8 182483 9310125 D.8.1 Tortula ruralis 12/08/2021 2368
D.8.2 Bryum argenteum 12/08/2021
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D.8.3 Bryum argenteum 12/08/2021
E El E10 182727 9310855 E.1.1 Ramalina sp. 18/08/2021 2199
Molino E.1.2 Caloplaca sp. 18/08/2021
E.1.3 Teloschistes sp. 18/08/2021
E.14 Bryum argenteum 18/08/2021
E.1.5 Parmotrema 18/08/2021
reticulatum
E2 182430 9309846 E.2.1 Ushea sp. 18/08/2021 2321
E.2.2 Tortula ruralis 18/08/2021
E.2.3 Bryum argenteum 18/08/2021
E.24 Bryum argenteum 18/08/2021
E.2.6 Physcia sp. 18/08/2021
E3 182067 9309418 E.3.2 Ramalina sp. 18/08/2021 2301
E.3.4 Tortula ruralis 18/08/2021
E.3.5 Tortula ruralis 18/08/2021
E.3.6 Teloschistes sp. 18/08/2021
E.3.7 Ushea sp. 18/08/2021
E4 182125 9309259 E.4.1 Tortula ruralis 18/08/2021 2307
E5 180554 9308798 E.5.1 Brachythecium 18/08/2021 2152
salebrosum
E.5.3 Bartramia sp. 18/08/2021
E.5.4 Bryum argenteum 18/08/2021
E6 180590 9308532 E.6.1 Parmotrema 18/08/2021 2140
reticulatum
E.6.2 Punctelia borreri 18/08/2021
E.6.4 Parmotrema 18/08/2021
reticulatum
E.6.6 Parmotrema 18/08/2021
reticulatum
E.6.7 Frullania ecklonii 18/08/2021
E.6.9 Physcia sp. 18/08/2021
E.6.10 Teloschistes sp. 18/08/2021
E.6.11 Ushea sp. 18/08/2021
E.6.12 Usnea sp. 18/08/2021
E.6.13 Macrocoma tenuis 18/08/2021
E.6.14 Parmotrema 18/08/2021
reticulatum
E.6.15 Ramalina sp. 18/08/2021
E.6.16 Tortula ruralis 18/08/2021
E.6.17 Teloschistes sp. 18/08/2021
E7 180427 9308583 E.7.1 Punctelia borreri 18/08/2021 2142
E.7.2 Parmotrema 18/08/2021
reticulatum
E.7.3 Tortula ruralis 18/08/2021
E.7.4 Bryum argenteum 18/08/2021
E.7.5 Parmotrema 18/08/2021
reticulatum
E8 180287 9308805 E.8.2 Parmotrema 18/08/2021 2123
reticulatum
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E.8.5 Usnea sp. 18/08/2021
E.8.6 Teloschistes sp. 18/08/2021
E.8.7 Heterodermia sp. 18/08/2021
E.8.8 Ramalina sp. 18/08/2021
E.8.9 Teloschistes sp. 18/08/2021
E.8.10 Teloschistes sp. 18/08/2021
E9 181861 9309816 E.9.1 Bartramia sp. 18/08/2021 2272
E.9.3 Bryum argenteum 18/08/2021
E10 181865 9309535 E.10.1 Ramalina sp. 18/08/2021 2268
E.10.2 Bryum argenteum 18/08/2021
E.10.3 Teloschistes sp. 18/08/2021
F Higos F1 182726 9310862 F.1.1 Dixonia sp. 31/08/2021 2196
Urco - F.1.2 Barbula unguiculata 31/08/2021
Universida F.1.3 Marchantia 31/08/2021
d polymorpha
F.1.6 Barbula unguiculata 31/08/2021
F.1.7 Ushea sp. 31/08/2021
F.1.9 Teloschistes sp. 31/08/2021
F.1.10 Ramalina sp. 31/08/2021
F.1.11 Physcia sp. 31/08/2021
F.1.14 Tortula ruralis 31/08/2021
F.1.15 Bryum argenteum 31/08/2021
F.1.16 Tortula ruralis 31/08/2021
F2 1834491 9310312 F.2.1 Ramalina sp. 31/08/2021 2335
F.2.2 Ramalina sp. 31/08/2021
F.2.4 Parmotrema 31/08/2021
reticulatum
F.2.7 Barbula unguiculata 31/08/2021
F.2.9 Physcia sp. 31/08/2021
F.2.10 Heterodermia sp. 31/08/2021
F.2.11 Streptopogon sp. 31/08/2021
F.2.12 Punctelia borreri 31/08/2021
F.2.13 Ushea sp. 31/08/2021
F.2.14 Parmotrema 31/08/2021
reticulatum
F3 193947 9310466 F.3.1 Bartramia sp. 31/08/2021 2345
F.3.2 Racopilum 31/08/2021
cuspidigerum
F.3.3 Punctelia borreri 31/08/2021
F.3.4 Bryum argenteum 31/08/2021
F.3.5 Tortula ruralis 31/08/2021
F.3.6 Teloschistes sp. 31/08/2021
F.3.7 Usnea sp. 31/08/2021
F4 184285 9310248 F.4.1 Caloplaca sp. 31/08/2021 2345
F.4.2 Caloplaca sp. 31/08/2021
F.4.4 Caloplaca sp. 31/08/2021
F.4.5 Punctelia borreri 31/08/2021
F.4.6 Caloplaca sp. 31/08/2021
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F.4.7 Lecanora 31/08/2021
caesiorubella
F5 183979 9310133 F.5.1 Bryum argenteum 31/08/2021 2406
F.5.3 Heterodermia sp. 31/08/2021
F.5.5 Teloschistes sp. 31/08/2021
F.5.6 Teloschistes sp. 31/08/2021
F.5.8 Bryum argenteum 31/08/2021
F.5.9 Tortula ruralis 31/08/2021
F6 184154 9309587 F.6.1 Usnea sp. 31/08/2021 2406
F.6.2 Villophora sp. 31/08/2021
F.6.5 Heterodermia sp. 31/08/2021
F.6.6 Teloschistes sp. 31/08/2021
F.6.8 Punctelia borreri 31/08/2021
F.6.9 Usnhea sp. 31/08/2021
F7 183604 9310011 F.7.1 Parmotrema 31/08/2021 2363
reticulatum
F.7.2 Parmotrema 31/08/2021
reticulatum
F.7.4 Usnea sp. 31/08/2021
F.7.5 Ramalina sp. 31/08/2021
F.7.6 Teloschistes sp. 31/08/2021
F.7.7 Bryum argenteum 31/08/2021
F8 183250 930942 F.8.1 Ramalina sp. 31/08/2021 2391
F.8.2 Ramalina sp. 31/08/2021
F.8.3 Teloschistes sp. 31/08/2021
F.8.4 Teloschistes sp. 31/08/2021
F.8.5 Ramalina sp. 31/08/2021
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Anexo 6. Fotografias a nivel microscopico de bioindicadores (liquenes y bryophytas) recolectados en la ciudad de Chachapoyas.
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