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RESUMEN

El Area de Conservacion Privada Tilacancha (ACP) fue creada con el fin de conservar la
diversidad biologica y las fuentes de recursos hidricos. Actualmente, la biodiversidad de
la ACP Tilacancha, principalmente la de los pajonales, se encuentra amenazada por
factores antropicos. En este sentido, el presente estudio caracterizo la diversidad de
especies de Poéceas asociadas a pajonales mediante el uso de técnicas moleculares (DNA-
barcoding) con la amplificacion de los marcadores plastidiales rbcL y trnH-psbA y
determind la firma espectral de dicho grupo usando imagenes multiespectrales y técnicas
de célculo de la reflectancia. Los barcodes generados para las muestras colectadas
permitieron la identificacion de 10 especies de la familia Poaceae. Estas especies se
agruparon en 2 tribus (Poeae y Danthoniinae) y 7 subtribus (Aveninae, Arundinariinae,
Calothecinae p.p., Danthoniinae, Koeleriinae.A, Koeleriinae.B, Loliinae,) de la familia
Poaceae. Por otro lado, los valores de la reflectancia obtenidos nos indicaron el
comportamiento espectral de poéceas. El valor de reflectancia més elevado fue 0.6893 a
una longitud de onda de 660nm, indicado una 6ptima longitud de onda, en medicion de
las poaceas. Este tipo de estudios integrados genera las bases para la realizacion de
monitoreos de vegetacion de gran precision con la identificacion Optima de la
biodiversidad oculta, y adicionalmente la firma espectral de las Poceas obtenida a lo
largo de la ACP.

Palabras claves: DNA-Barcoding, firma espectral, imagen multiespectral, marcadores

moleculares, Poaceas.
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ABSTRACT

The Tilacancha Private Conservation Area (PCA) was created to conserve biological
diversity and water sources. Currently, the biodiversity of the Tilacancha PCA, mainly
that within the grasslands, is threatened by anthropogenic factors. In this sense, the
present study characterized the diversity of Poaceae species associated with grasslands
by using molecular techniques (DNA-barcoding) with the amplification of plastidial
markers rbcL and trnH-psbA and determined the spectral signature of these species using
multispectral images and reflectance calculation techniques. The barcodes generated for
the samples collected for the molecular markers allowed the identification of 10 species
of the family Poaceae. These species were grouped into 2 tribes (Poeae and Danthoniinae)
and 7 subtribes (Aveninae, Arundinariinae, Calothecinae p.p., Danthoniinae,
Koeleriinae.A, Koeleriinae.B, Loliinae,) of the family Poaceae. On the other hand, the
reflectance values obtained indicated the spectral behavior of Poaceae. The highest
reflectance value was 0.6893 at a wavelength of 660nm, indicating an optimal
wavelength, in measurement of Poaceae. This type of integrated studies generates the
basis for high precision vegetation monitoring with optimal identification of hidden

biodiversity, and additionally the spectral signature of Poaceae obtained along the PCA.

Key words: DNA-Barcoding, multispectral imaging, molecular markers, Poacae,
spectral signature
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I. INTRODUCCION
El &rea de conservacion privada Tilacancha esta ubicada en la provincia de Chachapoyas,
region Amazonas (norte del Pert) creada mediante Resolucion del Ministerio del
Ambiente N° 118-2010-MINAM, el 06 de julio del 2010, por un periodo de 20 afos
(SERNANP, 2020). Segun el Mapa de Ecosistemas del Perq, la ACP presenta cuatro
ecosistemas: Bosque altimontano (pluvial) de Yunga con 287,82 ha, Jalca con 5802,39
ha, Pastizales/Herbazales con 250,19 ha y Vegetacion Secundaria con 460,08 ha
(MINAM, 2018). El area total de ACP Tilacancha suma 6800,48 ha y fue creada con la
finalidad de conservar los bosques montanos y la diversidad bioldgica asociada a las
subcuencas Tilacancha y Cruzhuayco asegurando los bienes y servicios ambientales para
el desarrollo sostenible comunal, distrital y regional (MINAM, 2010). La subcuenca de
Tilacancha es la principal fuente de recursos hidricos para la cuidad de Chachapoyas vy,
ademas es el habitat de una importante diversidad de flora y fauna, especialmente en los
ambientes de pajonales, donde la diversidad de Poéceas es completamente desconocida
(Guzman et al., 2012) Sin embargo, esta subcuenca se encuentra actualmente amenazada

por la extension de la agricultura y los efectos del cambio climaético.

Actualmente, la ACP Tilacancha se encuentra amenazada por factores antrépicos como
agricultura, ganaderia, deforestacion, roza, quema de pajonales y bosques naturales, que
degradan el suelo (Guzman et al., 2012; Salas, et al. 2018). La pérdida de suelo progresiva
se considera como un fendmeno irreversible, puesto que el tiempo requerido para su
recuperacion es extremadamente largo (Morgan, 1997), lo que influye negativamente en
la biomasa, almacenamiento, filtrado y transformacion del agua y del habitat (Addis &
Klik, 2015).

Las especies de la familia Poaceae, también conocidas como gramineas (Poaceae,
Magnoliophyta) tienen una distribucién cosmopolita, y abarcan mas de 12,000 especies
contenidas en 771 géneros y 12 subfamilias, las cuales han mostrado una considerable
diferencia inclusive dentro de cada linaje (Soreng et al., 2015). Las especies de gramineas
(poéceas) son componentes muy importantes en los ecosistemas terrestres (Kellogg 2001,
2002; Davis 2004). La presencia de gramineas (poaceas) es muy comun en los pajonales,
ambientes que tienen un clima caracteristico por la accion de la lluvia, la niebla y otros
procesos atmosféricos, permitiendo la acumulacion de agua en los suelos y generando la
formacion de pastizales entre ellos ichu, arbustos y quenuales (Pellet & Hauck, 2017).

Los pajonales, ademas de formar parte de un valioso ecosistema permiten la mitigacion
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de la pobreza, previenen la erosion del suelo contribuyendo a la proteccion del medio
ambiente y el desarrollo sostenible por los beneficios ecosistémicos (Raveendar et al.,
2019). Los géneros de Poaceas predominantes en un pajonal son: Agrostis,
Bellardiochloa, Bromus, Calamagrostis, Catabrosa, Dactylis, Desmazeria, Holcus,
Hordeum, Koeleria, Molinia, Nardus, Poa, Spartina, Stenotaphrum, y Stipa (Ulloa &
Moller, 1995).

ElI DNA Barcoding, conocido también como codigo de barras de ADN, esta basado en la
utilizacion de una region corta de ADN (genes y regiones no codificantes) con
informacion genética Unica, para la identificacion de especies, estudios de diversidad
bioldgica, evolucién y biologia de la conservacién, ya que permite la determinacion
objetiva de diferentes taxa (Xiwen et al., 2015; Daravath et al., 2018; Raveendar et al.,
2019). La premisa del cddigo de barras de ADN es que, al comparar la secuencia
amplificada con una base de datos de secuencias de referencia (Ejemplo: NCBI) se puede

identificar de forma Unica un organismo o una especie (Yao et al., 2017).

Los cddigos de barras de ADN ofrecen una solucién rapida para distinguir especies
morfolégicamente similares o con plasticidad fenotipica (Jaikumar et al., 2019);
especialmente para la mayoria de especies de plantas, entre ellas las de la familia Poaceae
(Saadullah et al., 2016). El uso del DNA-barcoding se ha aplicado ampliamente para la
identificacion de las poaceas, siendo los marcadores plastidiales, rbcL y trnH-psbA los
mas utilizados (Birch et al., 2014; Saadullah et al., 2016; Birch et al., 2017; Tahir et al.,
2018; Krawczyk et al., 2018).

Los estudios de diversidad bioldgica son complementados con la determinacion de firmas
espectrales de especies para poder entender su distribucion y caracterizar su fenologia
(Jensen, 2009). La firma espectral es un conjunto de niveles de radiacion a diferentes
longitudes de onda asociadas a un objeto y a sus caracteristicas comprendiendo una serie
de valores de reflectancia y remitancia (Jensen, 2009). El proceso de reflexion espectral
en la planta se puede describir como el proceso donde las hojas absorben luz en la zona
azul y roja visible debido a la presencia de la clorofila, dejando el reflejo dominante de
las longitudes de onda visibles en la zona verde, el cual es especifico para diferentes
plantas (Aboelghar & Khdery, 2017). La firma espectral también es utilizada para
cuantificar y caracterizar diferentes etapas de crecimiento de cultivos (por ejemplo: maiz,

soja, trigo, canola) mediante indices de vegetacidn. Estos indices son combinaciones de
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bandas del espectro electromagnético que la vegetacion emite o refleja, los cuales son
obtenidos en una imagen multiespectral, y posteriormente validada con la firma espectral
(Hesham et al., 2019).

El presente proyecto busca estudiar la diversidad de especies de Poaceas asociadas a
pajonales mediante el uso de técnicas moleculares (DNA-barcoding de marcadores
plastidiales) y, ademas, determinar la firma espectral de las Poaceas haciendo uso de
imagenes multiespectrales y técnicas de célculo de la reflectancia. Permitiendo conocer

la distribucion y diversidad de Poaceas a lo largo de la ACP.

1. MATERIAL Y METODOS

2.1.  Lugar de estudio
El lugar de estudio fue el Area de Conservacion Privada Tilacancha perteneciente a los
Distritos de Mayno y Levanto, Provincia Chachapoyas ubicada a una altitud de 2300 -
3500 msnm (Figura 1), se contd con un permiso de autorizacién con fines de
investigacion cientifica de flora silvestre (RDG-D000236-2020-MINAGRI-SERFOR-
DGGSPFFS) entregada por el Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre
(SERFOR).

® Puntos de colectas

Rivers

[ rilacanchaace
- Water bodies

- Montane grasslands

% M ~cP Tiacancha v
- Chachapoy as L L J

Figura 1. Mapa de ubicacién del ACP Tilacancha en la regién Amazonas.
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2.2.  Poblacion muestra y muestreo
La poblacion estuvo conformada por los pajonales presentes en &rea de conservacion
privada Tilacancha, de los Distritos Mayno y Levanto, en la provincia en la Chachapoyas,

Amazonas.

La muestra total estuvo constituida de 34 especimenes que fueron obtenidos de 34 puntos
en el mes de diciembre del afio 2019. La colecta de especimenes se realizo6 teniendo en

cuenta el estado de madurez, verificando su mejor estado posible. sobre todo, en sus hojas.

Se utilizé un muestreo no probabilistico y aleatorio, tomando como referencia a la mayor
presencia de especies en el pajonal a lo largo del ACP Tilacancha. Ayudados de los vuelos

preliminares del Drone (Parrot Sequoia Disco-Pro AG, USA).

2.3.  Coleccion de muestras para ldentificacion molecular
Se colect6 un total de 34 muestras de especimenes pertenecientes a la familia Poaceae
asociados a pajonales en la ACP Tilacancha. Las colectas fueron independientes del
estadio fenoldgico de las Poaceae. Se colecto la planta completa incluyendo raiz, la cual
fue extraida con la ayuda de un machete y una pala (Rivera-Jiménez et al., 2020). Las
colectas se realizaron en diciembre del 2019 debido a los permisos de colecta,
procedimientos logisticos de acceso y condiciones climaticas del ACP Tilacancha. Cada
muestra colectada fue etiquetada y preservada en papel absorbente para evitar su deterioro
debido a la humedad. Cada punto muestreado de la ACP Tilacancha fue georreferenciado
con GPS Garmim (eTrex30, Japon) en coordenadas UTM (Tablal), en los que se
tomaron fotografias de los especimenes en cada punto de muestreo. Estos especimenes se
trasladaron al Laboratorio de Biologia Molecular y Genémica de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM-A) para iniciar con el proceso de

extraccion de ADN.

Ademas, los registros y morfologias de las Poaceae colectadas fueron revisados y
contrastados con bases de datos y colecciones como el Fondo de Informacion sobre
Biodiversidad Global (https://www.gbif.org/), Tropicos del Jardin Botanico de Missouri
(http: //www.tropicos. org), el herbario William y Lynda Steere del Jardin Botanico de
Nueva York (http://sweetgum.nybg.org/science) y JSTOR Global Plants
(https://plants.jstor.org).

Luego, los especimenes fueron fotografiados y colocados posteriormente en una prensa,

para realizar el secado por absorcion bajo presion durante 10 a 12 dias hasta que las
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plantas queden completamente deshidratadas y posteriormente fueron depositadas en el

herbario de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza (KUELAP).

Tabla 1. Lista de muestras de Poaceas colectadas en la ACP Tilacancha.

Caodigo de Herbario voucher Lugar Altituud Latitud Longitud
colecta (m.s.n.m) sur oeste
IP1 KUELAP-1827 | ACP TILACANCHA 2814 188839 9295370
P2 KUELAP-1828 | ACP TILACANCHA 2938 189155 9296695
IP3 KUELAP-1829 | ACP TILACANCHA 3168 188594 9298124
IP4 KUELAP-1830 | ACP TILACANCHA 3014 187904 9298175
IP5 KUELAP-1831 | ACP TILACANCHA 2984 187905 9298176
IP6 KUELAP-1832 | ACP TILACANCHA 2978 187804 9298176
IP7 KUELAP-1833 | ACP TILACANCHA 2918 187805 9298182
IP8 KUELAP-1834 | ACP TILACANCHA 2882 187589 9298185
IP9 KUELAP-1835 | ACP TILACANCHA 2926 187334 9298222
IP10 KUELAP-1836 | ACP TILACANCHA 2955 187589 9298183
IP11 KUELAP-1837 | ACP TILACANCHA 2997 187822 9298221
IP12 KUELAP-1838 | ACP TILACANCHA 3176 187903 9298273
IP13 KUELAP-1839 | ACP TILACANCHA 3213 187923 9298281
P14 KUELAP-1840 | ACP TILACANCHA 3215 187922 9298280
IP15 KUELAP-1841 | ACP TILACANCHA 3233 187705 9298989
IP16 KUELAP-1842 | ACP TILACANCHA 3222 187157 9299365
IP17 KUELAP-1843 | ACP TILACANCHA 2767 182297 9310924
IP18 KUELAP-1844 | ACP TILACANCHA 2955 189331 9298778
IP19 KUELAP-1845 | ACP TILACANCHA 2964 189413 9298616
1P20 KUELAP-1846 | ACP TILACANCHA 2963 189413 9298613
P21 KUELAP-1847 | ACP TILACANCHA 2965 189402 9298603
1P22 KUELAP-1848 | ACP TILACANCHA 2957 189383 9298560
1P23 KUELAP-1849 | ACP TILACANCHA 2955 189331 9298778
P24 KUELAP-1850 | ACP TILACANCHA 2968 189386 9298695
IP25 KUELAP-1851 | ACP TILACANCHA 2959 189328 9298912
IP26 KUELAP-1852 | ACP TILACANCHA 2959 189328 9298912
IP27 KUELAP-1853 | ACP TILACANCHA 2959 189328 9298912
1P28 KUELAP-1854 | ACP TILACANCHA 2962 189225 9298980
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P29 KUELAP-1855 | ACP TILACANCHA 2962 189225 9298980
IP30 KUELAP-1856 | ACP TILACANCHA 2963 189071 9299271
IP31 KUELAP-1857 | ACP TILACANCHA 2953 188940 9299506
P32 KUELAP-1858 | ACP TILACANCHA 2929 188712 9299982
IP33 KUELAP-1859 | ACP TILACANCHA 2930 187373 9300978
P34 KUELAP-1860 | ACP TILACANCHA 2933 186879 9301357

2.3.1. Limpieza de las muestras

La limpieza de los especimenes de gramineas colectadas para la extraccion de ADN se
realizd en el area de Biologia Molecular y Gendémica del laboratorio de Fisiologia y
Biotecnologia Vegetal (FISIOVEG) de la UNTRM-A.

Pequenios tejidos de hojas de poaceas de 3cm? fueron limpiadas meticulosamente con el
uso de pinzas y bisturi bajo un estereoscopio Labtech, (Linitron, Reino Unido). Estas

muestras limpias, pasaron a ser trituradas por un equipo disruptor de congelacion y

aplastamiento (SK-10, Japén) (Figura 2).
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LIMPIEZA DE LA MUESTRA

CORTE DE LA MUESTRA

Figura 2. Protocolo de limpieza y trituracién de las muestras para el proceso de
extraccion de ADN.

2.3.2. Extraccion, amplificacion, purificacion y secuenciamiento de ADN

e Extraccion de ADN

El ADN gendmico total fue extraido usando el kit NucleoSpin (Macherey-Nagel, Diren,

Alemania) de la siguiente manera (Figura 3):
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v’ Se agreg6 400 pL del Buffer PL1 y 10 puL de RNasa a cada muestra. Y se cerr6 los
tubos y mezcl6 durante 15 a 30 segundos, a 1500 rpm y se incubd las muestras a 65°C
durante 10 minutos.

v" Se centrifugd las muestras durante 1 minuto.

v" Se carg06 el lisado en la columna con anillo violeta y centrifugd durante 2 minutos a
11,000 X rpm.

v Luego se agregd 450 pL de Buffer PC y mezcl6 bien, pipeteando 5 veces

v" Se coloco una columna NucleoSpin Plant Il (anillo verde) en un nuevo tubo de
recogida (2mL), y se cargd un maximo de 700 pL de la muestra y posteriormente se
centrifugd durante 1 minuto a 11, 000 rpm y desechar el flujo.

v ler Lavado: Se agreg6 400 pL Buffer PW1 a la NucleoSpin Plant Il Columna, y
centrifugo durante 1 minuto a 11, 000 rpm y desecho el flujo.

v’ 2do Lavado: Se agreg6é 700 pL Buffer PW2 a la NucleoSpin Plant Il Columna y
centrifugd durante 1 minuto a 11, 000 x rpm y desechd el flujo.

v 3er Lavado: Se agregd 200 uL mas de Buffer PW2 a la Columna NucleoSpin Plant
Iy centrifugd durante 2 minutos a 11, 000 rpm.

v Elucién: Se coloc6 la columna NucleoSpin Plant Il en un tubo nuevo de
microcentrifuga de 1,5 mL, en la que se agreg6 50 uL de Buffer PE (65°C), incubando
la columna durante 5 minutos a 65°C. y centrifugando durante 1 minuto a 11, 000 rpm

para eludir el ADN. Se repitid este paso.
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CELULAR

‘ 400 uL PL1
10 pL RNase a
65°, 10 min

74 .
FILTRACION
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LAVADO
l 400 pL PW1
‘ 11000 rpm. 1 min
700 L PW2
11000 rpm 2 min

» ELUCION ADN
50 PE

65°C, 5 min

11 000 rpm. 1min

Figura 3. Protocolo de extraccion de ADN de Poéceas colectadas del ACP Tilacancha.

o Amplificacion de ADN

La amplificacion de los genes plastidiales rbcL (ribulosa-bisfosfato carboxilasa) y el
espaciador trnH-psbA fue realizada mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). La mezcla de PCR consistio en una mezcla total de 10 uLL conteniendo
0,2 uL de primers sentido y antisentido para rbcL y trnH-psbA (Cheng et al., 2016); 5 uL.
de 10 mM dNTP Master mix (mezcla que contiene la enzima Taq polimerasa, ANTPs y
Mg*?); 2,6 uL de agua ultrapura y 2 pL de ADN gendmico. Se colocaron las muestras
con la mezcla en un Termociclador (T100™ Thermal Cycler- Biorad, USA). Luego se

configuraron las temperaturas y tiempo bajo los protocolos (Tabla 2).

Los productos amplificados se confirmaron visualmente mediante electroforesis en gel
de agarosa. Se cargo 1 uL de la muestra en los pocillos del gel de agarosa, al 1% (Agarosa
1,44 g, 150ml TAE 1X, 6uL de 0,02 pL/mL de SYBR® Safea DNA Gel Stain,),
sumergido en tampon Tris-borato 1X. En la cdmara de electroforesis se consideré un
voltaje de 100 V durante 15 minutos tiempo en el cual las muestras de ADN migraron del
polo negativo al positivo. Las bandas resultantes se dimensionaron con la escalera de 1
kb (0,5 pg - 50 pg) y fueron fotografiadas con el fotodocumentador (OMNIDOC Cleaver
Scientific, Reino Unido) (Figura 4). Finalmente, la reaccion amplificada fue purificada
con el kit de limpieza Zymo Reseach DNA Clean & ConcentratorTM-5 USA).
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Tabla 2. Protocolos de amplificacion de gramineas para los marcadores plastidiales

rbcL y espaciador trnH-psbA

rbcL trnH-psbA
FASE
95° 3min 1x 94° 4min 1x
Pre-desnaturalizacion 94° 0.5min  35x 94° Imin 40x
Desnaturalizacion 50° 1min 50° Imin
. . 35X . 40x
Annealing 72° 1min 72°  2.5min
1x Ix
Extension 72° 5 min 72° 7min
Extension final 95° 3min 1x 94° 4min 1x

Preparacion de la
mezcla

condiciones de
PCR

Electroforesis
/interpretacion de
la imagen

Figura 4. Protocolo de amplificacion de los amplicones de los marcadores plastidiales
rbcL y trnH-psbA de Poaceas.
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e Purificacién ADN

La reaccion amplificada fue purificada con el kit de limpieza Zymo Reseach DNA Clean
& ConcentratorTM-5 USA), de acuerdo al siguiente protocolo:

v Se mezcl6 1 volumen de muestra con 2 volimenes de Buffer NTI (10 uL con 20 uL)

v" Luego se colocé una columna NucleoSpin ® Extract Il en el tubo de coleccién (2mL)
y fue cargado hasta 700 pL de muestra y centrifugado por 30 segundos a 11,000 rpm.;
se desecho el flujo y se volvio a colocar la columna en el tubo de recogida.

v Se agreg6 700 uL de Buffer NT3 en la Columna NucleoSpin® Il y centrifug6 durante
30 segundos a 11,000 rpm. y se desechd el flujo. La columna fue colocada de nuevo
en el tubo de coleccion.

v' Se centrifugé durante 2 minutos a 11,000 rpm para eliminar el Buffer NT3
completamente. Se constatd que la columna giratoria no entre contacto con el flujo
mientras se retira de la centrifuga y del tubo de recoleccion

v" Se coloco la columna de extraccion de NucleoSpin® Extracto Il en un tubo nuevo

de microcentrifuga de 1,5 mL (no suministrado). Se Afiadi6 15-30 uL Buffer NE ¢
incubd a temperatura ambiente (18-25 °C) durante 1 min y centrifugd durante 1 min.
a 11.000 rpm.
e Secuenciamiento del ADN
Se gener0 un total de 68 amplicones de los marcadores rbcL y el espaciador intergénico
trnH-psbA de los 34 especimenes, los cuales colectados fueron secuenciadas
comercialmente por Macrogen, Seul, Corea del Sur. Los electroferogramas obtenidos de
cada una de los amplificados, se editaron manualmente utilizando el programa Chromas
v2.6.5 (Bustamante et al., 2021).
e Anadlisis filogenético
Todos los barcodes obtenidos para el gen rbcL y el espaciador intergénico trnH-psbA
fueron contrastados con la base de datos del NCBI para asignar la identidad de especies
con material tipo de Poaceae con un porcentaje superior al 99% de similitud (Saarela et
al., 2017; Bustamante et al., 2021). Las secuencias de estas especies identificadas y otras
obtenidas del GenBank de miembros de la familia Poaceae fueron alineadas manualmente
usando el algoritmo MUSCLE implementado en el programa MEGA 7 (Kumar et al.,

2018). Para el analisis filogenético, se utilizaron un total de 213 secuencias. La mejor

estrategia de particion y modelo de evolucidn se selecciond basandose en el Criterio de

Informacion Bayesiano (BIC) haciendo uso del programa PartitionFinder v. 2.1.1
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(Lanfear et al., 2016) y el software MrBayes v. 3.2.5 (Ronquist et al., 2012). EI modelo
de sustitucién de nucledtidos para ambos marcadores (rbcL e intergénico trnH-psbA) se
realizd mediante analisis de maxima verosimilitud (ML) utilizando el modelo (GTR + I"
+ 1). Los analisis de maxima verosimilitud (ML) se realizaron con el programa RAXML
HPC-AVX implementado en la interface RaxML GUI v. 2.0.0 beta 10 (Edler et al., 2019)
y usando el modelo GTRGAMMAI 1000 réplicas de bootstrap.

2.4. Metodologia para determinar la firma espectral de las Poaceas
La determinacion de la firma espectral de las Poéceas en el ACP Tilacancha se ejecuto en

4 fases (Flujograma de la Figura 5).

Imagenes
multiespectrales con —— - v
informaciongps | PIX4&  Georreferenciacion
mapper ¢ 4
Generacion de l
nube de puntos ‘
Generacion de
orto mosaicos ‘
Normalizacién _ Criterios de
radiométrica“ calibracién 4

th
)
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Figura 5. Captura (azul), procesamiento (amarillo) y andlisis (verde) de imagenes para

la generacion de firma espectral de pajonales de la ACP Tilacancha.

2.4.1. Fase I: Preparacion de la plataforma UAV
El vehiculo aéreo no tripulado (UAV) utilizado para la ejecucion de vuelo fue: el Drone

Parrot Sequoia con una camara multiespectral Sequoia incorporada (Figura 6).

|
HELICE ]

ALAS

H

SKYCONTROL
LER 2

Parrot Disco \

Figura 6. Partes del Drone usado para toma de imagenes multiespectrales para

determinacion de firma espectrales de Poaceae en la ACP Tilacancha.

Tabla 3. Especificaciones de Parrot Disco-Pro AG UAV.

Division Contenidos
Dimensiones 1150x580x120mm
Peso 780 g sin la cdmara Parrot Sequoia
Cobertura 80 hectareas a 120 metros de altura en un solo vuelo

Resolucion topografica | 14,8 cm/px a 120 m de altura

Hasta 2km con Parrot Skycontroller 2 en un entorno sin
obstéculos ni interferencias

Camara Angular de 14 megapixeles en parte frontal

Sensor de velocidad del aire (Sonda Pitot)

GPS+ GLONASS integrados

Alcance

Sensores Sistema de navegacion inercial
Alimetro
Ultrasonido

Bateria Tien_e una_duracién de 30 minutos con Parrot Sequoia y es
del tipo Li-Po de 3 celdas de 2700 mAh/25A

28



X
N

[
b

Figura 7. CAmara multiespectral.

Tabla 4. Especificaciones de la cdmara multiespectral.

Especificaciones

Peso

72 ¢

Dimensiones

59x41x28 mm

Distancia de muestra del suelo

8,2 cm/pixel (por banda) a 120 m

Velocidad de captura

DE 10 bhit

1 imagen por segundo (todas las bandas) RAW

Tabla 5. Bandas espectrales de la camara multiespectral Parrot sequoia.

NUmero | Nombre de Terminacion del Center Abbreviation
de banda nombre del archivo en | Wavelength (nm)
banda Sequoia

1 Green GREE 550nm Rg

2 Red RED 660nm Ry
Near- Rnir

3 infrared NIR 790nm

4 RedEdge REG 735nm Rre

El sensor Sunshine incorporado en la camara tiene que estar integrado en la parte superior

del dron con una visién hemisférica clara sobre él. Ademas, el sensor tiene que estar

perfectamente horizontal, alineado con el dron; el cuerpo principal tiene que estar

integrado debajo del dron, orientado hacia el suelo y puede sujetar en cualquier direccion

del eje x (Gutiérrez et al., 2018). Y estar firmemente sujeto para limitar las vibraciones

durante el vuelo. Su sujecion debe estar consolidada y su movimiento debe ser al unisono,

el cambio de orientacion de uno debe reflejarse en el otro de manera que el angulo entre

sus planos permanezca constante (Claros et al., 2016).
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Se debe verificar la Calibracion Radiométrica de Imagenes Parrot Sequoia: La calibracion
radiométrica se refiere a la capacidad de convertir los nimeros digitales registrados por
los sistemas de imagenes por satélite en la unidad fisica, radiancia (W /m 2 /sr/um) o
reflectancia. La calibracidn convierte la informacion de la imagen original de cada pixel,
de Niveles Digitales -ND- a Niveles de Reflectancia al ser captada mediante el sensor en
el tope de la atmosfera, permitiendo la disminucion de los efectos de dispersién, absorcion
ocasionados por la existencia de particulas en la atmésfera (Delgado-Correal & Garcia
2011; Jensen 2009). La calibracion radiométrica completa con Parrot Sequoia es
automatica cuando se procesan los datos con el software Pix4D (Pix4Dfields y
Pix4Dmapper). Esta calibracién automatica ahorra tiempo operativo y permite una

precision profunda en las mediciones de reflectancia.

- Modelo del plan de vuelo. El recorrido del dron formd 6 lineas sobre el area de
estudio (Figura 8), y en el recorrido de la primera linea y la Gltima se toman las

fotografias con el uso de la camara multiespectral (Duffy et al., 2018).

Puntos de iniddo/fin
de linea de vuelo

2
=
=
=
3
=
=

Zona cubierta
por las =
fotografias

Figura 8. Recorrido del dron sobre el area de estudio.

- Planificacion de vuelo. Se tuvo en cuenta criterios 6ptimos sobre dénde y cuando
volary se identificaron ubicaciones seguras para el despegue y aterrizaje del dron,
la orografia del terreno, altura de vuelo, velocidad e inclinacion de la camara
(Duffy et al., 2018).
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El dia de vuelo se realizé en el sector Lagunas en el ACP Tilacancha el 1/12/2019
a las 12:15:33 pm at Mountain Standard Time con una duracion de: 00:05:56
minutos. Como referencia de vuelo se tuvo las siguientes coordenadas
geograficas: -6,341022, -77,824907, con una altitud desde 2996,30 m hasta
3142.38 m. Las capturas de las imagenes multiespectrales se realizaron en época
lluviosa (diciembre 2019) debido a que la toma de datos de coberturas vegetales
son mas eficientes y no muestran diferencias significativas con respecto a la época
seca al no estar relacionados a las condiciones climaticas (Estrada Zufiga, 2021,
Matteucci et al., 2015).EI vuelo se programé mediante el Programa Pix4D capture
4.10; en la funcion de ajustes, se selecciono al dron Disco-Pro AG, seguidamente
se hicieron los ajustes al plan de vuelo con un angulo de la cdmara 90°

- Ejecucion de vuelo. El vuelo se ejecutdé mediante Datamapper Inflight teniendo

en cuenta pardmetros obtenidos en la planificacion (Rodriguez, 2017).

2.4.2. Fase 11: Obtencidn de Imagenes

Las imagenes multiespectrales fueron tomadas en los puntos de muestreo que se realizd
en el ACP Tilacancha. Logrando la obtencion de las iméagenes multiespectrales tomadas
por la cdmara multiespectral Parrot Sequoia + (Figura 7) la cual proporcioné mediciones
de reflectancia respecto a cada banda (Ahamed et al., 2017). Esta camara tiene
incorporada en sus 4 bandas espectrales, una camara RGB de 16Mpx.

Las imagenes Multiespectrales RGB generadas de las tomas en el ACP Tilacancha fueron
de 17.80 cm. Para las imagenes proporcionadas por la camara multiespectral se hizo una
superposicién frontal de 80% y una superposicion lateral de 70%. Ademas, se utilizd una
velocidad de 60 km/hora con una altura de vuelo de 100 metros. Mientras se operaba el
UAV, la tasa de duplicacidn, el tiempo de vuelo y la altitud de vuelo se establecieron en
80%, aproximadamente 20 min y 150 m, respectivamente

Con la calibracion radiométrica automatica de las imagenes multiespectrales obtenidas se
logré iméagenes de mejor calidad pues al estar implementadas por software Pix4DFields
1.8.1, corrigen cada valor de pixel basandose en un modelo fisico del proceso de
adquisicion de iméagenes, en particular un modelo de luz que llega al sensor (EPFL, 2011).

Fase I11: Procesamiento de imagenes
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Para el procesamiento de las imagenes se formaron orto mosaicos usando el programa
Pix4D. Adicionalmente, se formaron poligonos con el uso del programa ARGls sobre los

lugares de los puntos de muestreo donde se tomaron imagenes (Pastonchi, 2020).

Fase 1V: Extraccion de caracteristicas

Para las especies de Poaceas, se obtuvo el comportamiento espectral dentro del rango
vegetacion. EI comportamiento a distintas longitudes de onda y diversos valores de
reflectancia de ciertos tipos de vegetacion, como coniferas y pastos verdes fueron
obtenidas tomando como referencia la imagen 43 de Herndndez (2011), y figura 1 de
Kharuf, (2018).

I11.  RESULTADOS

3.1.  Andlisis filogenéticos

Los andlisis filogenéticos basados en el marcador rbcL no brindaron resolucion ya que se
gener6 muchas politomias y agrupamientos incongruentes (Anexo 1). Por otro lado, los
analisis filogenéticos del marcador intergénico trnH-psbA agruparon los especimenes
colectados en la ACP Tilacancha y sus parientes cercanos en siete linajes (Figura 9,
Tabla 6). En el primer linaje se ubicaron cinco muestras (IP7, 1P9, I1P28, I1P29, IP30) del
género Festuca de la subtribu Loliinae (Figura 10). En el segundo linaje se ubicé una
muestra (IP31) del género Relchela de la subtribu Calothecinae p.p (Figura 11). En el
tercer linaje dos especimenes (IP4, IP8) pertenecientes al género Trisetum de la subtribu
Koeleriinae B (Figura 12). En el cuarto linaje los especimenes (IP1, IP2, IP17, IP11,
IP21, IP26, y IP27) se ubicaron dentro del género Duyeuxia de la subtribu Koeleriinae A
(Figura 12). En el quinto linaje, encontramos los especimenes (IP3, IP5, IP15, y IP34)
ubicandose en el género Helictotrichon de la subtribu Aveninae (Figura 12). Cinco
especimenes (IP6, IP10, IP13, IP19, P22) se ubicaron en el género Cortaderia de la
subtribu Arundinariinae en el linaje seis (Figura 13). Finalmente, un especimen (IP16)
se ubico en el género Danthonia de la subtribu Danthoniinae en el linaje siete (Figura
13).
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Figura 9. Arbol filogenético basado en inferencia de méxima verosimilitud para el
marcador intergénico trnH-psbA de las especies de Poaceae de la ACP Tilacancha.

Escala muestra la sustitucion de nucleotidos.

57 70 Festuca francoi 529245 ) PRT
42 Festuca ampla (KT438988) PR’
Festuca ovina (F1395496 ) ESP
75 Dielsiochloa floribunda (TF698351 PRT
Festuca fragilis (KJ529235)
Festuca abyssinica (KJ529250 ) UGA
43 Festuca mairei (KT439003) MAR

89| Festuca pratensis subsp apennina (KT438989 ) SUZ
39 97 Poaceae sp (KP40251 )GSA
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Lolium canariense (KT439014) ESP
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93 — Avena vemricosaég’ﬁl?????») AFC
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Avena barbata ???38}
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— Avena sativa 538882 ) IRN
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Poaceae s Q}; 4328

95 77 Poa ensiformis (HQ542389) A g
Poa hothamensis var hoxhamemzs (HQ542416 ) AUS
Poa acroleuca
423?5 ) AUS

Poa clivicola

' ——  Festuca gautieri (KJ529216) ESP
Festuca bmcﬁy illa gKT 38993) GRL
J— 27 —|j€6‘mca jubara 529243 ) ESP

2 = Festuca rubra (FJ395494 YMEX
Festuca rubra (IP28) PER
Festuca rubra subsp arctica (IP 29 ) PER
86 Festuca rubra subsp arctica (IPT) PER
Festuca jubata (IP30) P]f,
45 77 Festuca rubra subsp arctica (IP9 ) PER
_| Festuca altaica (KT438987 f

Festuca hystrix (KJ529232 ESP
Fesmca extremiorientalis 600121 KOR
Panicum virgatum 402506
‘angenheimia lima (KJ529229} ESP
Festuca heterophylla 966635
Festuca pulchra (KT439007)

Vuipia yuros(H 60014g2_’

Festuca capillifolia 529222) ESP
Festuca clementei 5209223) ESP
RO ) i - Festuca breviglumis (MH117089) CHN

Figura 10. Arbol filogenético destacando el linaje de A (Subtribu Loliinae) basado en

inferencia de maxima verosimilitud para el marcador intergénico trnH-psbA.
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-

Figura 11. Arbol filogenético destacando el linaje B (Subtribu Calothecinae p.p)

basado en inferencia de maxima verosimilitud para el marcador intergénico trnH-psbA.
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Calamagrostis deserticola (KX8741//) BOL
Calamagrostis densiflora (KX874173) PER
Calamagrostis intermedia (KX8741 93 ECU
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Calamagrostis nitidula (KX874202) BOL
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o
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Peyritschia deyeuxioides (KX874261) MEX
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— Calamagrostis pringlei 874084) MEX
Trisetum irazuense g{(}%ﬁ' 303) MEX
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Calamagrostis rupestris 874216) BRA
% Calamagrostis eriantha (KX874053) MEX
Calamagrostis tolucensis (KX874134) MEX
Trisetapsis junghuhnii (MF785852) CHN
elictotrichon schmidii 785853) CHN
Calamagrostis viridiflavescens 874239) BRA
Calamagrostis jamesonii 874195) BOL
Calamagrostis festucoides T41828)BOL
Calamagrostis curvula 874172y BOL
Trisetum macbhridei 874304) PER
Calamagrostis velutina (KX874233) CHL
Calamagrostis fibrovaginata 74056) PER
Calamagrostis vielacea (I%2 PER
Calamagrostis vielacea (IP27) PER
Cm'rmm%_‘ms!fs vielacea (IP26) PER
T4, Jrisetum disﬁc‘hc;'pﬁ}y um 874299) SUZ
%eﬁcfa.fn'fhan Junghuhnii (IP34) PER
Helictotrichon junghuhnii (1P3) PER
Helictotrichon junghuhnii (IP15) PER
Helictotrichon junghuhnii (IPS) PER
Calamagrostis vielacea (IP2) PER
86| Calamagrositis vielacea (IP}}EPER
Trisetum macbhridei (IP11 R
Calamagrostis violacea (IP21) PER

henopholis inrmedia%gm?@ T) CAN

15

Figura 12. Arbol filogenético destacando el linaje C (Subtribu Koeleriinae, Aveninae,
Koeleriinae) basado en inferencia de maxima verosimilitud para el marcador intergénico
trnH-psbA.
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Figura 13. Arbol filogenético destacando el linaje D (Subtribu Danthoniinae y Arundinariinae) basado en inferencia de maxima verosimilitud
para el marcador intergénico trnH-psbA.
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3.2.  Diversidad de especies de Poaceae
Usando el marcador intergénico trnH-psbA, las muestras colectadas de Poaceas en la
ACP Tilacancha se agruparon en 2 tribus y 7 subtribus (Figs. 14, 15), donde 71% de las
especies colectadas pertenecen a la tribu Poeae y 29% a la tribu Danthoniinae (Figura
14). De todas las muestras colectadas, se encontré el siguiente porcentaje de individuos
para cada Subtribu: Aveninae 16%, Koeleriinae.A 28%, Loliinae 20%, Calothecinae p.p.

4%, Koeleriinae.B 8%, Danthoniinae 4%, Arundinariinae 20% (Figura 15).

Los barcodes generados para las muestras colectadas del marcador intergénico trnH-
psbA, luego de compararlas con la base de datos del NCBI (Porcentaje de similaridad
genética = 100%) permitieron identificar las siguientes 10 especies de la familia Poaceae:
Helictotrichon junghuhnii (Zuniga et al., 2017); Calamagrostis violacea (Saarela et al.,
2017); Trisetum macbridei (Saarela et al., 2017); Festuca rubra subsp. arctica (Cheng,
2015); Festuca jubata (Cheng, 2015); Festuca rubra (James, et al., 2008); Relchela
Panicoides (Saarela et al., 2017); Trisetum virleti (Saarela et al., 2018); Danthonia
decumbens (Pimentel et al., 2014) Cortaderia selloana (Lee,J.H.& Kim,Y.D, 2014)
(Tabla 6).

Danthoniinae

Poeae

Figura 14. Porcentajes de especimenes distribuidos en tribus de la Familia Poaceae
colectados en la ACP Tilacancha.
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Figura 15. Porcentajes de especimenes distribuidos en subtribus de la Familia
Poaceae colectados en la ACP Tilacancha.
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Tabla 6. Especies de Poaceae identificadas usando el DNA-Barcoding (porcentaje de
similaridad genética = 100% en la opcion busqueda Blast de la base del Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica NCBI) del espaciador intergénico trnH-psbA.

NCBI= https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

CODIGOS DE
el =ET A SECUENCIAS_BLAST Subtribu TRIBU
KUELAP-1860 Helictotrichon junghuhnii
KUELAP-1829 Helictotrichon junghuhnii )
KUELAP-1841 Helictotrichon junghuhnii Aveninae
KUELAP-1831 Helictotrichon junghuhnii
KUELAP-1828 Calamagrostis violacea
KUELAP-1843 Calamagrostis violacea
KUELAP-1853 Calamagrostis violacea
KUELAP-1852 Calamagrostis violacea Koeleriinae.A
KUELAP-1837 Trisetum macbridei
KUELAP-1847 Calamagrostis violacea Paeae
KUELAP-1827 Calamagrostis violacea
KUELAP-1835 Festuca rubra subsp. arctica
KUELAP-1833 Festuca rubra subsp. arctica
KUELAP-1855 Festuca rubra subsp. arctica Loliinae
KUELAP-1856 Festuca jubata
KUELAP-1854 Festuca rubra
KUELAP-1857 Relchela panicoides Calothecinae p.p.
KUELAP-1834 Trisetum virletii. Koeleriinae.B
KUELAP-1830 Trisetum virletii.
KUELAP-1842 Danthonia decumbens Danthoniinae
KUELAP-1839 Cortaderia selloana
KUELAP-1832 Cortaderia selloana
KUELAP-1845 Cortaderia selloana Arundinariinae Danthoniinae
KUELAP-1836 Cortaderia selloana
KUELAP-1848 Cortaderia selloana
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Danthonia decumbens Deyeuxia viridis Calamagrostis violacea

"g5em |

Cortaderia selloana Festuca rubra Festuca rubra subsp. arctica

Festuca jubata Helictotrichon junghuhnii Relchela panicoides

© 80cm
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Trisetum virletii. Trisetum macbridei

Figura 16. Diversidad de especies de Poaceae colectadas en la ACP Tilacancha.

3.3.  Firma espectral
La firma espectral de los pajonales se obtuvo mediante la camara multiespectrales Parrot

Sequoia + pues esta proporcion6 mediciones de reflectancia absoluta (Figura 17). La
camara Sequoia capturd longitudes de onda verde, roja, rojay NIR (Tabla 7), las cuales
ayudaron a la captura de imagenes para la formacion del orto-mosaico pasando a ser
procesados mediante el software Pix4D (Pix4Dfields y Pix4Dmapper). La distancia de
muestreo a tierra (GSD) fue de 11 cm/pxI.

Tabla 7. Valores de reflectancia de Poaceas, respecto a la longitud de onda, obtenidos
en este estudio.

Bandas Longitud de ondaen nm | ReflectanciadeOa 1
Green 550 0,5328
Red 660 0,6893
RedEdge 735 0,4569
Near-infrared 790 0,4561

Los valores de la reflectancia obtenidos indicaron el comportamiento espectral de las
poaceas de pajonales ubicados en una longitud de onda de 550 - 790 nm. Ademas, no se
observaron diferencias en los valores de reflectancia dentro de todo el grupo de Poaceas
respecto a cada banda. La firma espectral se genero utilizando los valores de longitud de
onda y reflectancia de cada banda, la cual es un patron de respuesta caracteristico, ya que

cada material en la naturaleza tiene su propia interaccion con la energia electromagnética
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(reflectancia) (Figura 16, Tabla 7). También se observé que el mayor valor de
reflectancia es de 0,6893 a una longitud de onda de 660nm, indicado una 6ptima longitud

de onda para realizar la medicion de las poaceas.

COMPORTAMIENTO MULTIESPECTRAL DE
PAJONALES
0.8
0.7
0.6
'g 0.5
£ 04
% 0.3
0.2
0.1
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda nm

Figura 17. Firma Multiespectral de pajonales obtenida mediante deteccion remota del

drone de ala fija y camara Parrot Sequoia +.

IV. DISCUSION

Actualmente, el Pert cuenta con un total 147 Areas de Conservacion Privada (ACP) que
brindan servicios ambientales y ecosistémicos, las cuales estan protegidas legalmente por
el Estado peruano (SERNANP, 2021). En una de ellas, la ACP Tilacancha, se han
desarrollado tradicionalmente estudios con un enfoque en servicios ecosistémicos y de
evaluacion del impacto de las actividades antropicas y cambios de cobertura vegetal
(Guzman et al., 2012; Salas et al., 2018). Sin embargo, la ACP Tilacancha presenta
diferentes ecosistemas que albergan una gran diversidad biologica que ain se mantiene
desconocida (SERNANP, 2021). Uno de los motivos de este desconocimiento de la
diversidad se debe a las grandes similitudes morfoldgicas (plasticidad fenotipica) entre
especies que comparten el mismo hébitat, siendo su identificacion casi imposible si solo
se usan técnicas tradicionales (Jaikumar et al., 2019). El presente estudio es el primero
en Amazonas en utilizar herramientas moleculares, como el DNA barcoding para la
caracterizacion de la diversidad de especies (Poaceas), y a su vez uno de los pioneros en
el uso de drones para la caracterizacion de la firma espectral de la diversidad de pajonales
en la ACP Tilacancha.
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El DNA Barcoding es un método para la discriminacion de especies y generacion de
inventarios florales (Sanchez et al., 2020) y muestra una elevada eficiencia en la
diferenciacion de especies de Poaceae (Barker et al., 1995; GPWG II, 2011;
Hollingsworth, 2011; Awad et al., 2017; Kumar, 2017; Sanchez et al., 2020). A pesar de
la efectividad de esta metodologia, en la actualidad, en el Peru, se siguen reportando
especies de poaceas en base sélo a caracteristicas morfologicas (Peralta & Sinfuentes,
2018; Gutierrez, 2021). En el presente estudio, 10 especies de poaceas fueron
identificadas en la ACP Tilacancha entre los 2700 y 3490 m.s.n.m. con el uso del DNA
barcoding para el marcador intergénico trnH-psbA (Tabla 6). Estas especies también
fueron analizadas con el marcador plastidial rbcL (Anexo 1); sin embargo, la presencia
de politomias en sus respectivas filogenias limita su utilidad como marcador de registros
floristicos para Poacae. Por el contrario, la gran resolucidn del marcador intergénico trnH-
psbA para la identificacion de especies confirma su gran utilidad, tal y como fue
previamente propuesto para la discriminacion de especies de otras Poaceae como las
gramineas (Cynosurus cristatus, Dactylis glomerata y Trisetum favescens), leguminosas
y cereales (Awad et al., 2017; Kumar, 2017; Sanchez et al., 2020).

Las poaceas de los pajonales generalmente se encuentran distribuidas en climas
templados frios y a una altitud superior a los 2000 msnm (Soreng et al., 2015). Estos
ecosistemas son tipicos de la ACP Tilacancha. En esta ACP, el presente estudio identifico
especies de los géneros Calamagrostis, Cortaderia, Danthonia Deuyexia y Trisetum que
son consideradas como taxa nativas del Per( (Saarela et al., 2017). Adicionalmente, se
confirma los primeros reportes de tres especies en el Perd. Por ejemplo, Relchela
panicoides considerada nativa del Sur de Argentina (Govaerts et al.,, 2021),
Helictotrichon junghuhnii reportada como nativa de Java, Nueva Guinea y Sumatra
(Govaerts et al., 2021) y especies del género Festuca distribuidas en regiones subarticas

y México (Govaerts et al., 2011).

La mayor cantidad de reportes de especies de poaceas para el Per( se basan en estudios
morfoldgicos; sin embargo 41 especies de Poaceae fueron confirmadas molecularmente
a partir de muestras tomadas del museo de Canada y colectadas de los departamentos de
Ancash, Arequipa, Cajamarca, Junin, Huanuco, La libertad, Lima, Moquegua, Puno, y
Tacna (Saarela et al., 2017). El presente estudio confirmo la presencia de 10 especies de
Poaceae en el ACP Tilacancha, incrementando el nimero de reportes de estos taxa y,

asimismo, mostrando la diversidad oculta presente en los pajonales altoandinos. Esta
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diversidad es dificil de ser detectada con metodologias tradicionales como la taxonomia
clasica (Herzog & Latvis 2021); por lo que el uso de herramientas moleculares como
DNA Barcoding permiten entender la diversidad de especies presente en ecosistemas

poco estudiados.

Para complementar los hallazgos obtenidos del DNA Barcoding, el presente estudio
elaboro la firma multiespectral de las poaceas de los puntos muestreados en el ACP
Tilacancha con el uso de un vehiculo aéreo no tripulado (UAV’s). Actualmente, estos
dispositivos son ampliamente usados al permitir la incorporacion de cémaras
multiespectrales que son indispensables en el monitoreo del estado y de los procesos de
cambio de los ecosistemas con un mayor detalle al de las imagenes satelitales (Ducoy,
2015; Ferndndez & Gutiérrez, 2016; Romero & Rodriguez, 2020). Estas imagenes
multiespectrales obtenidas por los drones han permitido realizar estudios més detallados
debido a la mejor resolucién espacial que se obtienen de las cAmaras multiespectrales
(Khalig et al., 2019; Messina et al., 2020). En este sentido, el presente estudio empled
los UAV’s con la finalidad de obtener niveles de reflectancia mas sensibles a la clorofila
a y b ubicadas entre 450 y 650nm hasta la banda “red Edge” para entender el
comportamiento espectral de poéceas asociadas a pajonales del ACP Tilacancha. Esto se
fundamenta en que la absorcién de la clorofilaay b influye directamente en las longitudes
de onda mas cortas en esta porcién del espectro (Figural?7, Tabla7), mientras que las
longitudes de onda maés largas son impulsadas por las caracteristicas estructurales del
dosel como el indice de area de la hoja (LAI) y la distribucion del &ngulo de la hoja LAD
(Ahamed et al., 2017; Hesman et al., 2017).

Es importante resaltar que cada cobertura vegetal tiene una firma espectral especifica, lo
que facilita la identificacion mas precisa de cada tipo de vegetacion. Los valores de
reflectancia de Poaceas obtenidos en este estudio (0,4561-0,6893) fueron consistente con
los reportados en investigaciones anteriores; por ejemplo, los reportados para los cultivos
de maiz (0,56 — 0,93), arroz (0,06 - 0,48), trigo (0,73 - 0,91) y mani (0,171 -0,817), los
cuales son utilizados para el monitoreo y vigilancia de crecimiento y madurez (Duan et
al., 2019; Hesman et al., 2019; Gano et al., 2021).

La obtencion de firma multiespectral de las poaceas de los pajonales del ACP Tilacancha
permitird abordar, en un tiempo menor, temas de conservacion de la biodiversidad,

monitoreo de incendios, observar las propiedades de la vegetacion y la variabilidad de
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especies en zonas no visibles desde el suelo. Ademas, estos analisis ayudaran a llevar un
mejor monitoreo y vigilancia de los pajonales frente a las perturbaciones que se vienen
intensificando por la ganaderia, incendios y otras actividades antrOpicas. Estas
perturbaciones ocasionan cambios en las coberturas vegetales del ACP que son dificil de
controlar con metodologias tradicionales debido a la gran extensién de los pajonales
(Guzman et al., 2012; Cruzan et al., 2016; Gonzales et al., 2016; Mani & Varghese, 2018;
Luque et al., 2020).

Por lo tanto, el DNA Barcoding conjuntamente con la firma espectral son herramientas
de apoyo para la conservacion y monitoreo de la diversidad. El presente estudio ha
identificado especies de Poaceae y caracterizado su firma multiespectral para entender la
diversidad de especies presentes en la ACP Tilacancha y su comportamiento espectral
cuando estas no estan perturbadas. Este estudio permitié conocer a las especies de
pajonales involucradas en la preservacion de recursos hidricos y disminucion de la

erosion del suelo de la ACP Tilacancha.

V. CONCLUSIONES
Mediante la técnica de DNA Barcoding se determind un total de 10 diferentes especies
de poéceas asociadas a los pajonales del ACP Tilacancha. Adicionalmente, se obtuvo la
firma multiespectral (comportamiento espectral) de poéceas asociadas a los pajonales
mediante el uso de UAV’s con niveles de reflectancia sensibles a la clorofila a y b
(ubicadas entre 450 y 650nm). Las poaceas asociadas a pajonales fueron Clamagrostis
violacea, Cortaderia seollana, Danthonia decumbences, Festuca jubata, Festuca rubra,
Festuca rubra subsp. artica, Helictotrichon junghuhnii, Relchea Pnicoides, Trisetum

virletii y Trisetum macbridei.

VI. RECOMENDACIONES
Debido a las limitantes iniciales del marcador plastidial rbcL en la identificacion de
especies de Poaceae asociadas a pajonales, es importante la amplificacion de marcadores
moleculares adicionales. El presente estudio utilizo el marcador intergénico trnH-psbA

para una mayor resolucién entre las especies de poaceas.

Para lograr una correcta captura de imagenes mediante el VANT vy el sensor
multiespectral Parrot Sequoia es necesario un tener en cuenta la orografia del terreno y
poca existencia de vientos. Por otro lado, es importante comprobar la distribucion de estas

especies a lo largo del ACP Tilacancha mediante el uso de la firma espectral.
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ANEXOS

Anexo 1. Arbol filogenético basado en inferencia de maxima verosimilitud para el
marcador plastidial rbcL de las especies de Poaceae de la ACP Tilacancha. Escala

muestra la sustitucion de nucleotidos.
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86 1P 12ibcL. Sphenopholis oblusata
1P 15mcl. Trisetum flavescens.
1P rb Lamprothyrsus peruvianus.

1P 5ibcl. Sphenopholis obtusata
1P 4rbcl. Sphenopholis obtusata
1P 21rbel. Sphenopholis obtusata
1P 26rbel. Sphenopholis obtusata

1P 311baL Vale de Avenula versicolor
1P34rbcl. Sphenophols cbtusata
1P1 rbel. Sphenopholis obtusata

10636 1P 24beL Solenomelus segetni
1P t1rbeL Sph obtusata
100 ‘Sphenopholis
o 1P Jnbl. Festuca abyssini
estuca ica
100

EF590505. 1 Calamagrosts divaricata voucher NMNH s n
gz| - EFS90508.1 Calamagrosts erectiolia voucher NMNH 068362

KR736574.1

KR736522.1 Chioris pycnothrix

6 1 Poaceae sp. SNP 13 0362

) + KR736488.1 Hyparrhenia filipendula

90! KR737346.1 Hyparhenia aff, Nubica TRK2015

68 || MK285179.1 Eleusine indica

1 SCBISIGED 130161
KP843740.1 Poaceae sp. SCBISIGEO 13 0274

1G228076.1 Danthonia decumbens voucher CCDB23336C05
KP110439.1 Tenaxia stricta

KPB44098.1 Oplismenus hirtellus voucher SCBISIGED 13 0246
KR736379 1 Aristida congesta

MH549872 1 Gymnopogon brevifolus voucher Trottad50486

7] Mr549871.1 Gymnopogon amdiguus voucher Majure511
KP843785.1 Muhlenbergia schreberi voucher SCBISIGEO 130286
MK525793.1 Eragrostis spectabilis

KY626894.1 Sporoboky FLA
MK526333.1 Phragmites australis

IN8I3148 1 Molinia caerulea isolate NMWS036
KR736621.1 Cynodon plectostachyus

g | KP402694.1 Poaceae sp. SERC1076419267
KP402686.1 Panicum virgatum voucher SERC 1076419297
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KC4B2890.1 Festuca brevissima voucher Bennet 08400
9‘1 KX282086.1 Rostraria pumila voucher EDNA150043136

se3

s

MF158779.1 Festuca rubra
KF522676.1 Anthoxanthum alpnum aislado 3715p7

27 MK526735 1 Sphenopholis ntermedia

MF786617.1 Helctotrichon junghuhnii

MF786596 1 Helictotrichon schmidi
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MG227131.1 Sphenopholis ntida voucher CCDB23325010
98 - HQ590059.1 Danthonia spicata voucher JAG 0673

| HQ590205.1 Phragmites australis voucher APSTT
HQ590163.1 Festuca arundinacea voucher AP108

MF567062 1

9

66

701 ] MF597068.1 Trisetum spicatum voucher 04PHP18457
MF596680.1 i
HQ713389.1 Melica mutica
Tassaaszs 1 Koeleria lobata

HES63485 1 Festuca heterophylla partal rbel. gene for RuBisCo specimen voucher MIB-ZPL 03058
HEEIIT 1 tal el MIBZPL03241
95 7439985.1 Festuca pseudovina vousher PI374045
KT438944.1 Festuca altaica voucher PI 236847
KT438945.1 Festuca alaica voucher PI 639774
KT436057.1 Festuca idahoensis voucher P| 601053
906 KT438956.1 Festuca hystrix voucher PI 302896
KT433348.1 Festuca rubra subsp. arctica voucher P| 650648
KT438946.1 Festuca ampla voucher Pl 283275
KT438951.1 Festuca brachyphyfla voucher W6
KT438961.1 Festuca mairei voucher PI 283312
1] KT438972.1 Lotum cananiense voucher P1 320544
KT43847 1 Festuca pratensis subsp. apennina voucher P 610808
MH116203 1 Helictotrichon delavayi voucher YLDP111A.
MH116311.1 Poa sp. YLOP137A ribulose1Sbisphosphate
| MH116174.1 Festuca brevighumis voucher YLDP1898
KT280100.1 Festuca ovina
60| HM850002.1 Festuca francoi

b

20 JX848487 1 Anthoxanthum nitens.

2 DQ005609.1 Contaderiaselloana
92 124 \1rosaas? 1 Festuca paniculata voucher GB312012
4] engr0s0s 1L ONDON H.
LN907945.1 Festuca abyssinica
82| EF125143.1 Gaudinia fragili

MN732635.1 Potentila Kleiniana isolate BOPO17235
LC085880 1 Phragmites japonicus
52/ [ K/880079.1 Arundo donax
KM536813.1 Sacciolepls indica
78 |2pr HQB00381.1 Eleusine indica
HQB00408.1 Cynodon dactylon
HQ600412.1 Clestogenes hackell
HQB00415.1 Muhlenbergia hakonensis
92 HQ600428 1 F

HQB00434.1 Avenafatua
48] HOB00450.1 Vulpia myuros
72 HOB00443.1 Poa acroleuca
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