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RESUMEN

Los liquenes son considerados acumuladores de una variedad de contaminantes como los
metales pesados, por lo que son usados para determinar el estado de estos elementos en el
ambiente en una zona especifica. El objetivo de este estudio fue evaluar a los liquenes como
bioindicadores de la presencia de diez metales pesados en las partes altas de dos subcuencas
de la Cordillera Blanca (Ancash, Pert): Llullan-Parén (02 sitios adyacentes a la laguna de
Paron) y Yanayacu (01 sitio proximo a la laguna de Querococha). Como primera
aproximacion se evalu6 las diferencias de liquenobiota entre los sitios de estudio afin de
determinar si estas diferencias responden a posibles efectos de toxicidad de los metales en
el ambiente §, a condiciones netamente naturales de los lugares en estudio, de donde,
posteriormente, se infiridé lo dltimo. Luego, 03 especies, de las 33 especies de liquenes
identificadas, fueron seleccionadas para la determinacion de las concentraciones de metales
pesados bioacumulados: dos especies del género Usnea, uno de habito saxicola y el otro
corticola, y un liquen folioso de la especie Sticta weigelii. Los resultados de los metales,
analizados por ICP-MS, fueron evaluados con una ANOVA para dos factores: “lugar de
estudio” y “tipo de especie”, obteniéndose resultados significativos que mostraron una
mayor bioacumulacion de Mn en los sitios de Paron y de As en Querococha. Mientras que,
a nivel de especie, se registr6 una mayor bioacumulacion de “As” en la especie Sticta
weigelii que las especies del género Usnea. El analisis de correlaciones y de componentes
principales mostré una fuerte relacion de la mayoria de metales con los elementos litofilicos
Al y Fe indicando que el mecanismo de bioacumulacién fue principalmente a través del
“atrapamiento de particulas”. Finalmente, se evalué el aporte de metales del suelo hacia los
liguenes mediante la comparacion de rangos de abundancia de metales entre los liquenes y
suelos, y el analisis de factores de enriquecimiento, dando como resultado un evidente aporte
de los suelos en la composicion metalica en los liquenes aunque para algunos elementos
como el Cr, As, Pb y Zn, una parte del aporte provendria de un transporte atmosférico de

particulas provenientes de actividades antropicas en ambos sitios de estudio.

Palabras clave: liquenes, metales pesados, bioindicadores, género Usnea, Sticta weigelii,
Llullan-Parén, Yanayacu, laguna de Parén, laguna de Querococha, Cordillera Blanca, factor

de enriguecimiento.



ABSTRACT

Lichens are mostly considered as accumulators of a variety of pollutants such as heavy
metals, so they are used to determine the level of these elements in the environment in a
specific area. The objective of this study was to evaluate lichens as bioindicators for the
presence of ten heavy metals in the highlands of two Cordillera Blanca main basins: Llullan-
Pardn (02 sites near to the Paron Lake) and Yanayacu (01 site near to the Querococha Lake).
As a first approximation, the differences between the study sites lichen communities were
evaluated in order to determine whether they respond to possible effects of metal toxicity in
the environment or to purely natural conditions, although finally the latter was inferred.
Then, 03 species, of the 33 species of lichens identified, were selected for the
bioaccumulation assessment: two species of the genus Usnea, one saxicolous (growing on
rock surface) and the other corticolous (growing on tree bark), and the foliose lichen specie
Sticta weigelii. The metals concentration values, obtained by ICP-MS, were evaluated with
an ANOVA for two factors: “study site” and “species type”. As a result, the manganese
values were significantly higher in Par6n’s sites, while arsenic values, in Querococha’s sites.
At the species level, a higher As bioaccumulation was recorded in the Sticta weigelii species
than the species of the genus Usnea. The correlation and principal component analysis
showed a strong relationship of most metals with the lithophilic Al and Fe elements
indicating that the bioaccumulation mechanism was mainly through “Particulate
entrapment” uptake. Finally, the contribution of metals from the soil to the lichens was
evaluated by comparing the element ranks in lichens and soils, and the analysis of
Enrichment Factors for each element, resulting in an evident contribution of the soils on the
elemental composition of the lichens. However, for some elements such as Cr, As, Pb and
Zn, part of the contribution would come from an atmospheric transport of particles

associated to anthropic activities in both study sites.

Keywords: lichens, heavy metals, bioindicators, genus Usnea, Sticta weigelii specie,
Llullan-Pardn, Yanayacu, Paron Lake, Querococha Lake, Cordillera Blanca, Enrichment

Factor.
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I. INTRODUCCION

En las Gltimas décadas, se han realizado diversos estudios que han demostrado la presencia
de metales pesados (elementos trazas) de origen antropica en zonas muy alejadas de
cualquier fuente de contaminacion, incluso alcanzando lugares remotos. Asi, quedd
evidenciado en los estudios de Wolffy Suttie (1994) y Wolffetal. (1999), ambos efectuados
en la Antartida; de Barbante et al. (2003), en Groenlandia y de Shotyk et al. (2005), en el
Artico canadiense. Asimismo, estudios de esta misma naturaleza se han realizado en cadenas
montafiosas, como los Alpes italianos (Gabrielli et al. ,2006) y en los Andes, donde se tienen
los estudios de Ferrari et al.(2001) y de Correia et al. (2003), llevados a cabo en los glaciares
bolivianos de Sajama y de Illimani, respectivamente. Los elementos metalicos de origen
antrépico encontrados en la mayoria de estos estudios correspondieron al Pb, Cuy Zn, cuyo
origen estaria en las emisiones por combustién de gasolina o actividades extractivas mineras,
fundiciones e industria quimica. Aunque también existio una alta contribucion de particulas
que conforman la corteza terrestre, como es el polvo de suelo o de roca, suspendido en el
aire y transportado hasta esas zonas. En el PerG también se tienen evidencias de este
fendmeno, como el estudio realizado por Jaworowski et al. (1981) en la Cordillera Vilcanota
(Cordillera Oriental peruano). Incluso, en la Cordillera Blanca (Cordillera Occidental
peruano), donde se desarrolld el presente estudio, Wallis (2016), registré la presencia de
metales pesados en siete glaciares, en cantidades, que en algunos casos, superaron estandares
internacionales de calidad de agua.

La evaluacién de la deposicion atmosférica de estos elementos metalicos presentes en las
particulas en suspension seca o himeda (sea de origen natural o antrépico), es compleja,
debido a sus concentraciones muy bajas. Sin embargo, la acumulacion en organismos
bioldgicos supera esta dificultad. Los liquenes, son bien conocidos por su capacidad para la
bioacumulacion, ya que, acumulan mas contaminantes que las plantas vasculares (Agnan
et al. ,2013). Estos consisten en asociaciones simbidticas de lento crecimiento entre hongos
(micobiontes) y algas o cianobacterias (fotobiontes), el cual forma una estructura comin
denominado talo que no posee raices, tampoco cuticulas ni estomas. Sin embargo, la

ausencia de estas estructuras hace que estos organismos simbiéticos puedan capturar y



acumular directamente contaminantes atmosféricos gaseosos (Garty ,2001, Zvéfina et al.
,2014) y aquellos provenientes del suelo (Wegrzyn et al. ,2016). Por lo tanto, debido a estas
caracteristicas, sumada a su naturaleza cosmopolita, los liquenes son utilizados cominmente
como bioindicadores de metales pesados presentes en el aire (Garty ,2001,W¢grzyn et al.
,2016), tanto en areas proximas a las ciudades, como en regiones lejanas de las actividades
antropicas, como el Artico, la Antartida y las cumbres de alta montafia, donde estos
organismos representan uno de los mayores componentes bidticos. De hecho, ya existen
estudios utilizando liquenes como bioindicadores, entre los cuales se encuentran, los
realizados por Rivera et al. (2018), Poblet etal. (1997), Zvétina et al. (2014), en la Antértida;
los de Darnajoux et al.(2015), Nash 111 y Gries (1995), Wegrzyn et al (2016), en el Artico;
el de Riget et al. (2000), en Groenlandia; el de Bergamaschi et al. (2005), en los Himalaya y
Alpes; y los de Conti etal. (2009) y Conti et al.(2012) en la Patagonia, Argentina. En general,
estos estudios tuvieron como objetivo establecer una linea base que sirva de referencia para
el monitoreo de metales pesados evaluados a mediano y largo plazo, logrando con ello un
mejor diagndstico sobre el estado de conservacidn de estos sitios, considerados pristinos. Sin
embargo, para las zonas montafiosas de gran altitud en los Andes peruanos, casi no existen
estudios de bioindicacion mediante liquenes, por lo que este trabajo buscé generar este tipo
de informacion en una las cordilleras montafiosas mas importantes del pais, la Cordillera
Blanca, la cual concentra la mayor cantidad de glaciares tropicales del mundo (Wallis ,2016).

Para ello, este estudio se planted los siguientes objetivos:

Objetivo general
Evaluar a los liquenes como bioindicadores de presencia de metales pesados en la parte alta

de dos subcuencas de la Cordillera Blanca: Llullan-Parén y Yanayacu.

Objetivos especificos
1. Evaluar la composicidn liquénica presente en las partes altas de las dos subcuencas.

2. Medir la concentracion de metales pesados en los liquenes fruticosos y foliosos que

habitan estos sitios y evaluar sus posibles fuentes de variabilidad.

3. Estimar el grado de aporte de los metales pesados provenientes de los suelos en los

liquenes.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 PRESENTACION DEL AMBITO DE ESTUDIO

El &mbito de estudio abarcé el area de dos microcuencas localizados en las partes altas de
las subcuencas Llullan-Paron y Yanayacu pertenecientes a la Cordillera Blanca en el
departamento de Ancash (Figura 1): la microcuenca de Par6n y la microcuenca de

Yanamarey, respectivamente.

POMABAMBA
MARISCAL LUZUR

ANTONIO RAYMONDI

YUNGAY

Parque Nacional HUANUCO

Huascaran

Yanayacu

HUARMEY RECUAY BOLOGNEST

Figura 1: Mapa del dmbito de estudio. Subcuencas de Llullan-Parén y de Yanayacu, en el norte y sur,
respectivamente, de la Cordillera Blanca, dentro del Parque Nacional Huascaran, Departamento de Ancash,
Perd.

FUENTE: Base de datos (INAIGEM, 2019)



La microcuenca de Pardn se ubica en la provincia ancashina de Huaylas a 32 km al noreste
de la ciudad de Caraz. Esta caracterizada por la presencia de un conjunto de glaciares que
rodean a la laguna de Paron (con coordenadas UTM 18L 206609.88 m E, 9004906.52 m S),
considerada como la laguna mas grande de origen glaciar de la Cordillera Blanca. Sus
dimensiones son de aproximadamente de 3 km de largo y 0.8 km de ancho. Los glaciares
que rodean a esta laguna son, al sur, los glaciares Huandoy y Chacraraju; por el norte, el
glaciar Artesonraju, Caraz y Aguja Nevada y el glaciar Piramide por el este (ONDS y PCM
,2014). Por otra parte, la microcuenca de Yanamarey esta localizada a 15 km al este del
poblado de Catac, en la provincia ancashina de Recuay. En su parte mas alta se ubica el
glaciar de montafia del mismo nombre cuyas aguas drenan sobre la laguna de Querococha,
considerado la segunda laguna mas grande de esta Cordillera. Cabe sefialar que ambas
microcuencas se encuentran dentro del Parque Nacional Huascaran siendo de los lugares
mas estudiados de la hidrologia glaciar en esta parte de la Cordillera de los Andes Peruanos
(Bury etal. ,2011).

2.1.1 Clima del ambito de estudio

El &mbito de estudio abarca las regiones naturales de Suni (3500 a 4000 msnm) y Puna (4000

a 4800 msnm) cuyas temperaturas se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 1: Temperaturas del &mbito de estudio por regiones naturales (SERNANP ,2011)

Méxima

Minima

-16 a -1 (mayo a

7al0 >20
agosto)
-25a -9 mayo a 0a7 15 a 22 (septiembre
a
agosto) a abril)

Los meses de estacion seca se dan entre los meses de mayo a noviembre mientras que la
estacion humeda, de diciembre a abril, tal como sucede en casi toda la region andina. En la
microcuenca de Paron, la temperatura media anual es de 6,6 °C, con una humedad relativa
en promedio anual de 68% y una precipitacion media anual de 800 mm — 900 mm. (Untiveros
,2011).

Mientras que, en la microcuenca de Yanamarey, el Plan Maestro del Parque Nacional

Huascaran (SERNANP ,2011), se cita a Silverio (2003) quien menciona que durante los



afios 1965 a 1986, a 3955 msnm, la estacion de Querococha registré una temperatura media
de 7,7 °C (minima 1,6 y maxima 13,8).

2.1.2 Zonas de vida del &mbito de estudio

Segun el mapa ecoldgico elaborado por la Oficina Nacional de Evaluacion de Recursos
Naturales — ONERN, basado en los Sistemas de Zonas de Vida de Holdridge, el &mbito de

estudio presenta las siguientes zonas de vida:

- Paramo Pluvial Subalpino Tropical: Presentes en las dos microcuencas, por debajo de la
zona de vida Nival Tropical. Esta zona de vida se encuentra dentro de los 3900 y 4500
msnm. Asimismo presenta una biotemperatura media anual que varia entre 3°Cy 6 °Cy
un promedio maximo de precipitacion total maxima por afio de 1819 milimetros. De
acuerdo al Diagrama Bioclimatico de Holdridge, la evapotranspiracion potencial total
por afio varia entre la octava parte y la cuarta parte del promedio de la precipitacion total
por afio, caracterizando a la humedad como superhiimedo. Es posible encontrar pequefios
arboles del género Polylepis (INRENA ,1994).

- Tundra pluvial Alpino Tropical: Presente solamente en la microcuenca de Yanamarey.
Geograficamente se encuentra entre los 4300 y 5000 msnm. La biotemperatura media
anual es de 3,2 °C, asimismo, el promedio de evapotranspiracion total por afio varia,
entre la octava y la cuarta parte del promedio de la precipitacion total por afio dandole
una caracteristica de superhimedo. A nivel de suelos, estos pueden tener naturaleza acida
presentando un horizonte A oscuro, rico en materia organica. En lo que respecta al tipo
de vegetacion, esta zona de vida presenta una diversidad floristica de arbustos,
semiarbustos y hierbas de tipo graminal. En los lugares pedregosos habitan liquenes

crustosos como el Rhizocarpum geographicum. (INRENA ,1994)

2.1.3 Geologia del ambito de estudio

Las dos microcuencas se localizan proximos a los glaciares de la Cordillera Blanca donde
las formaciones geologicas corresponden basicamente a depositos sedimentarios productos
de procesos de erosion glaciar durante la era Cuaternaria y a la presencia de la unidad

plutdnica (intrusiva) del Batolito de la Cordillera Blanca formado a finales del Cretacico.

En el mapa geoldgico del Per( realizado por el Instituto Geoldgico, Minero, Metallrgico
(INGEMMET ,1995), la geologia de los ambitos de estudio se encuentran descritas por las
cartas geoldgicas 18-h Corongo y 19-h Carhuaz para la microcuenca de Parén y la carta 20-

i Recuay para la microcuenca de Yanamarey.



De forma especifica, las microcuencas de Paron y de Yanamarey estdn conformadas por las

siguientes unidades litoestratigraficas:
A nivel de Unidades Sedimentarias / VVolcanicas:

La microcuenca de Paron presenta las siguientes unidades:

- Qh-gl: Son depositos glaciares, conformados por acumulaciones morrénicas resultado
de la erosién del hielo producido por su movimiento. Los materiales varian en su tamafio
y composicion existiendo arcillas, gravas y bloques con matriz arenosa y limoarcillosa.
- Qh-fg: Son depdsitos fluvioglaciares, resultados de la erosion de las corrientes de agua
de fusién sobre los depositos glaciares, conformados por gravas subredondeadas con

matriz areno-limosa.

Entre las dos unidades abarcan un total del 50% del area total de la microcuenca de

Paron.
Por otro lado, la microcuenca de Yanamarey presenta las siguientes unidades:

- Qh-gf: Esta unidad corresponde a depositos glaciofluviales con gravas subredondeadas
con matriz areno-limosa.

- Q-mo: Esta unidad corresponde a depositos morrénicos, conformada por gravas
subredondeadas a subangulosas con matriz arena-limosa.
Entre estas dos unidades abarcan solamente un 18% del &rea total de la microcuenca de

Yanamarey.
A nivel de Unidades intrusivas

- Nm-cb/gd, to: Presente en ambas subcuencas. Esta unidad corresponde al Batolito de la
Cordillera Blanca, conformado por rocas intrusivas entre ellas, el granito, granodiorita,
diorita y tonalita de grano grueso. En la microcuenca de Paron, representa un 40% de su

area mientras que en la microcuenca de Yanamarey representa un 45% de su area.

- Js-ch: Formacion Jurasica Chicama, rocas sedimentarias conformadas por lutitas y
pizarras con intercalaciones delgadas de arenisca. Solo esta presente en la microcuenca

de Yanamarey, donde representa el 35% de su area.

2.1.4 Mineralogia del &mbito de estudio

Como se menciono en el acéapite anterior, dentro de la geologia en la Cordillera Blanca, se

encuentra el complejo pluténico conocido como Batolito de la Cordillera Blanca, el cual esta



constituido de granito, granodiorita y diorita que son los minerales mas comunes. Aquellos
minerales que estan en contacto con el batolito en forma abundante son la zoicita (silicatos)
y la andalusita (aluminosilicato). Asimismo, el cuarzo es abundante constituyendo entre 10-
15% de la roca aunque también existen afloramientos de granito (Wilson, J.J., Reyes, L.,
Garayar ,1967).

La deposicion de los metales base presentes en la Cordillera Blanca tendria origen de la
actividad ignea durante su formacion a fines del Cretacico que interaccionaron con rocas del
Jurésico (v. g. depositos de la Formacion Chicama) sufriendo transformaciones en rocas
metamorficas. De modo que, el batolito de la Cordillera Blanca incluye la presencia de rocas
metamorficas con litologias ricas en sulfuros como la pirita (sulfuro de hierro) los cuales en
muchos casos se encuentran cubiertos por sedimentos clasticos depositados durante el
retroceso glacial. Este tipo de rocas ocupan especialmente las regiones de grandes altitudes
del noreste de la Cordillera Blanca (Fortner et al. ,2011, Wilson et al.,1967) por donde se

localizan los ambitos de estudio.

Los minerales sulfurosos mas comunes hallados en las rocas que conforman el Batolito de
la Cordillera Blanca, son la galena (PbS), la esfalerita (ZnS) y pirita (FeS), aunque también
es posible encontrar calcopirita (CuFeS,), tennantita (Cui2AssS13), arsenopirita (FeAsS) y
estibina (ShS3). Cabe sefialar que estos minerales se encuentran acompafiados por otros
elementos metalicos, como por ejemplo, la esfalerita, que tiene contenida al hierro por lo
que la formula mas precisa seria (Zn,Fe)S; asimismo, la galena contiene plata, de ahi que se

le conoce también como galena argentifera (Bodenlos y Ericksen ,1955).

Por otro lado, de acuerdo a los estudios mineralogicos efectuados por Wilson et.al (1967),
ademas del batolito, como fuente de metales, existe una faja mineralizada que recorre el
Flanco Oriental de la Cordillera Blanca y sus continuaciones al norte, sobre el cual se
encuentran repartidos principalmente depositos metalicos de plomo, zinc y plata, y en menor

cantidad minerales de cobre, tungsteno y molibdeno.

2.1.5 Suelos del ambito de estudio

De acuerdo a la Clasificacion de suelos elaborado por ONERN en el Perd, los ambitos de
estudio presentan un tipo de suelo descrito como Regosol districo - Afloramiento litico (con
simbolo RGd-R). Los suelos de tipo Regosol se caracterizan por ser poco desarrollados, poco
evolucionados y poco profundos (inferior a los 25 cm), sin presencia de horizontes

distintivos y formados a partir de materiales no consolidados de origen aluvio coluvial,



fluvioaluvial localizados en terrazas medias o en forma de deposiciones en laderas. Su
proceso de formacion es muy lento desarrollandose sobre aportes recientes no aluviales o
sobre zonas que estan bajo fuertes procesos erosivos que hacen rejuvenecer los suelos
continuamente. Dentro de sus caracteristicas fisicas se encuentran una escasa retencion de
agua debido a su delgado espesor y a una textura gruesa con bajo contenido de materia
orgénica. Es por ello, que su capacidad agricola es muy escasa por lo que su aptitud esta
orientada basicamente a tierras de proteccion y forestales con fines de proteccion (Pomas
Rojas W y Alcantara Bofion G.H ,2012).

El término districo hace alusion a que estos suelos tienen una saturacion de bases (Ca, Mg,
Na, K, determinados por acetato de amonio 1M) menor del 50 por ciento, asimismo por
presentar pH &cido (Alfaro Sanchez y Cervantes Borja ,1987).

2.2 METALES PESADOS

El término metales pesados ha recibido un uso generalizado y popular como metales
potencialmente toxicos con una gravedad especifica cercanos o mayores a 5 (Garty ,2001).
Sin embargo, algunos autores han agrupado a los metales en Clase A, Clase B y Clase
Intermedia de acuerdo a los grupos quimicos que presentan y afinidad de unién al ligando.
Por tanto, se tiene a los metales de clase A que buscan unirse al oxigeno (o donadores O- N-
S-) y los de clase B que buscan unirse al nitrégeno o azufre (o donadores S- N- O-) y los
metales intermedios (Nieboer y Richardson ,1980). Los metales pertenecientes a la clase A
son el Cs, Th, U, Al, Ba, Be, Ca. Ce, Eu, K, La, Li, Lu, Mg, Na, Nd, Sc, Sm, Sr, Th, Y y Yb
a la clase B pertenecen los elementos Cu, Hg y el Pb. Finalmente al grupo intermedio como
el As, Cd, Co, Cr, Fe, Ga, Mn, Ni, Sn, Ti, V'y Zn han sido detectados en liquenes (Nash Il
,1996).

La presencia de metales pesados puede tener diversos origenes; proveniente de la
meteorizacion quimica de unidades geoldgicas o sedimentoldgicas, efluentes domésticas o

industriales y de actividades mineras (Guittard et al. ,2017).

2.3 PRESENCIA DE METALES PESADOS EN LOS GLACIARES DE LA
CORDILLERADE LOS ANDES

A lo largo de las ultimas décadas diversos estudios han puesto en evidencia que diferentes
contaminantes provenientes de la actividad antropogénica o de la misma naturaleza pueden

ser transportados por la atmosfera hasta llegar lugares remotos y/o pristinos como son los



ecosistemas de alta montaria y en los glaciares del cual forman parte. De manera que, se tiene
evidencia de presencia de metales en los glaciares de la Cordillera de los Andes. A

continuacion, se presenta dos estudios de ejemplo.

En el glaciar Marinelli, localizado en la Cordillera Darwin, Tierra del Fuego, Chile,
Grigholm et al. (2009) hall6 en muestras de nieve, valores de factor de enriquecimiento*
bastante elevados en los elementos bismuto (Bi) y cadmio (Cd) que sugiere que estos
elementos provendrian de fuentes antropogénicas o que estarian asociados a un transporte
de largo rango de contaminantes antropogénicas cuyo origen estén en las actividades

portuarias de la ciudad de Punta Arenas, trafico marino o a actividades de tala.

Mientras que para el caso de los Andes Peruanos, a nivel de la Cordillera Blanca, al cual
pertenecen los ambitos de estudio, un estudio realizado por Wallis (2016) mostraron que las
muestras de nieve obtenidas de siete montafias localizadas con mayor proximidad a la ciudad
capital de Huaraz (Ishinca, Tocllaraju, Urus Este, Vallunaraju), presentaban valores
significativamente mayores en concentracion de los metales Pb, As, Mn, Ca, que aquellas
que estaban més alejadas de esta ciudad (Alpamayo, Pisco, Yannapacha). Incluso, en
algunos casos, los valores de estos metales superaban a los limites que el USEPA (United
States Environmental Protection Agency) establece para minimizar el riesgo de la mayoria

de las especies acuaticas que estan bajo exposiciones cronicas y agudas de contaminantes.
2.4 BIOINDICADORES Y BIOMONITORES AMBIENTALES

El término “Bioindicador” se refiere a la respuesta de los organismos frente a la presencia y
cantidad de contaminantes presentes en el ambiente (Garty ,2001). En ese sentido, los
organismos bioindicadores son organismos que pueden ser usados para determinar de forma
cualitativa o cuantitativa, los impactos antrépicos sobre el ambiente (Conti y Tudino ,2016).
Los bioindicadores pueden categorizarse en tres grandes grupos: a) un grupo de especies que
manifiestan cambios de presencia y ausencia frente a las perturbaciones, b) verdaderos
indicadores que muestran dafio proporcional a la concentracion del contaminante, c)
acumuladores de materiales potencialmente toxicos en alguna de sus estructuras (Garty
,2001, Diaz ,2006). Aunque, si el organismo bioindicador es capaz de brindar informacién

de naturaleza cuantitativa respecto a los niveles de contaminacion y mostrar los cambios en

! Relacion de la concentracion de un elemento con respecto a elementos asociados a la composicion
de la corteza terrestre como el Al, Fe o el Ti.



una escala temporal, se denominan biomonitores (Garty ,2001). Estos altimos pueden
clasificarse como sensitivos o acumulativos. Los biomonitores sensitivos son usados para
estimar los efectos bioldgicos de los contaminantes mediante la medicion de cambios en la
estructura poblacional o de comunidad, cambios morfoldgicos, o de alteraciones en la
actividad de los sistemas enzimaticos y la actividad fotosintética o respiratoria, pudiendo
actuar estos cambios, como sistemas de alarmas frente al efecto nocivo de los contaminantes
(Conti y Tudino ,2016). En lo que respecta a los biomonitores de tipo acumulativo, éstos
tienen la capacidad de almacenar contaminantes en sus tejidos pudiendo relacionarse con las

concentraciones de estos agentes en el medio (Barreno y Pérez ,2003).

Un gran nimero de organismos son usados como bioindicadores (o biomonitores, segun el
tipo de informacion brindada), tanto en ecosistemas acuaticos como en ecosistemas
terrestres. Estos pueden ser vegetales como las algas, musgos, pastos, arboles; o animales

que incluyen el uso de invertebrados hasta mamiferos.

Los liquenes en los ultimos 30 afios han sido considerados como los bioindicadores mas
confiables de calidad de aire debido a sus caracteristicas anatdmicas y fisioldgicas detallados

en el acapite anterior y por otras caracteristicas que se explicaran a continuacion.
25 LIQUENES

Los liquenes o también llamados hongos liquenizados forman parte del reino Fungi. Estos
organismos son el resultado de una asociacion simbidtica entre dos tipos de
microorganismos: un hongo (o también llamado micobionte), heterétrofo y un organismo
fotosintético (o también Ilamado fotobionte), aut6trofo el cual puede ser un alga y/o una
cianobacteria (Ramos et al. ,2013, Signoret ,2018), éstos ultimos también denominados algas
verdeazules. De esta manera, esta asociacion es sostenido por los diferentes roles que
cumplen cada componente: el fotobionte como proveedor de carbohidratos y el micobionte,
como proveedor de humedad, nutrientes y vitaminas para la asociacion. Asimismo, el
contacto fisico de ambos microorganismos da origen a una estructura estable denominado
talo, el mismo que presenta una morfologia, anatomia, fisiologia, genética y ecologia

especificas (Barreno y Pérez-Ortega ,2003).

Sin embargo, los liquenes no son considerados como un grupo taxonémico, sino que su

taxonomia estd basado en la taxonomia del micobionte (Oksanen ,2006) ya que el
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componente micobionte es el constituyente esencial de la biomasa liquénica representando

aproximadamente un 90% de la masa seca.

Se estima que existen aproximadamente 13500 especies de liquenes dentro de 600 géneros.
(Castro Mandujano ,2010) aunque otras fuentes estiman que hay entre 17500-20000 especies

con cerca de 1500 hongos liquenicolas (lllana-Esteban ,2012).

Los liquenes pueden ser considerados como ecosistemas donde la interaccion de los hongos,
algas y/o cianobacterias resulta en una forma y comportamiento de vida particular no
observado de manera aislada en los integrantes que la conforman (Nash 111 ,1996) . Aunque
vale sefialar que, solo algunos hongos de esta asociacion pueden vivir sin su componente
fotosintético mientras que éste Ultimo puede a menudo vivir independientemente de la
presencia del micobionte (Signoret ,2018). Por ello, hoy en dia todavia esta en debate la
naturaleza simbidtica de los liquenes. Algunos autores presentan a los liquenes como un caso
clasico de mutualismo donde ambos componentes se benefician de la asociacion casi en el
mismo grado de importancia, mientras que otros autores lo ven como un caso de parasitismo,
ya que el micobionte, al parecer, obtiene mayor beneficio a costa de mermar el normal
crecimiento y desarrollo del fotobionte cuando esta en su estado libre (Castillo Rodriguez
,2011). También se ha descubierto en los Gltimos afios, que un tercer componente se sumaria
a la naturaleza dual del liquen, tradicionalmente definida como la simbiosis entre un Gnico
elemento micobionte y un Gnico fotobionte. Este componente corresponderia a levaduras
basidiomicetas especificas incrustadas en la corteza que participaria en la formacion de esta
estructura (Spribille et al. ,2016).

2.5.1 Fotobiontes

Cerca de 40 géneros de algas y cianobacterias han sido reportados como fotobiontes en los
liguenes. Las algas son mayormente representadas por las cloroficeas o algas verdes del
phylum Chlorophyta (90%) de la familia Trebouxiophyceae y Ulvophyceae (Shukla et al.
,2013), solo el 10% por las cianobacterias y 3% por ambos alga verde y cianobacterias juntos
como sucede en el género Stereocaulon (Mercado-Diaz et al. ,2015). En el lado de las algas
verdes los géneros, Trebouxia y Trentepohlia, son los fotobiontes mas frecuentes de
naturaleza eucariota, en tanto que, en el lado de las cianobacterias, el género Nostoc es el

principal representante perteneciente a las bacterias fotosintéticas oxigénicas.

Los fotobiontes eucaridticos generalmente presentan pigmentacién debido a la presencia de

clorofila a y b, presentes también en las plantas terrestres, en tanto que las cianobacterias no
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presentan cloroplastos, mitocondrias ni nucleo definido. La transferencia metabodlica del
fotobionte autdtrofo al micobionte heterotrofo depende del tipo de fotobionte implicado. En
los liquenes con fotobiontes de algas verdes, los carbohidratos producidos son los alcoholes
de azGcar como el sorbitol, manitol, ribitol o eritrol; en los liquenes con cianobacterias es la
glucosa (Friedl y Budel ,2008).

En estado liquenizado, tanto las algas como las cianobacterias sufren algunas
modificaciones. En las algas la reproduccidn se ve limitada a su forma asexual mientras que
en las cianobacterias presentan mayor cantidad de heterocistos permitiéndoles fijar mayor
cantidad de nitrégeno (Friedl y Biidel ,2008).

Enun estado de vida libre, el alga tropical filamentoso Trentepohlia (Fig. 1.C), es observado
frecuentemente en forma libre, mientras que el alga verde Trebouxia (Fig. 1.B), es raro

encontrarse en forma no-liquenizado (Mercado-Diaz et al. ,2015).

A c LI :
L } (
e D)
¢ Qﬂ\. (@ i//

Figura 2: Fotobiontes frecuentemente observados en las simbiosis liquénicas. Cianobacteria A.
Nostoc, Algas verdes (B-C): B. Trebouxia, C. Trentehpolia. Imagenes extraidas de Friedl y Biidel
(2008)

2.5.2 Micobiontes

Los hongos son organismos heterétrofos que han desarrollado varias estrategias para la
obtencion de carbohidratos. Uno de cada cinco especies de hongos es liquenizado.
Mayormente las especies de hongos liquenizados pertenecen al phylum Ascomycota (98%),
mientras que solo el 0.4% corresponde al Phylum Basidiomycota y el 1.5% (200 especies)
pertenecen a hongos anamorficos. El 42% de los Ascomicetos estan liquenizados (13500
especies) todos perteneciendo al subphylum Pezizomycotina. A nivel de categorias
taxonomicas inferiores, el Orden Lecanorales es el Orden mas grande que agrupa a 5500

especies de hongos casi en su totalidad en forma liquenizada. La liquenizacion permite la

12



obtencion de carbono fijo proveniente de las células algales y cianobacterial. Algunos
hongos formadores de liquenes pertenecen a Ordenes con estrategias nutricionales unicas
mientras que otras pertenecen a ordenes con diversas estrategias de obtencidn de nutrientes
(Honegger ,2008). En contraste a la capacidad de vida libre de los fotobiontes, los hongos
de los liquenes casi siempre son simbiontes estrictos y no son capaces de prosperar en la
naturaleza sin el fotobionte adecuado, es decir que estos hongos son simbiontes obligados.
Los hongos separados del fotobionte forman un micelio carente de organizacion donde no
existe diferenciacion celular propia del talo del liqguen. También son incapaces de formar un

cuerpo reproductivo bien estructurado

2.5.3 Relacién fisica entre los simbiontes

La interaccion fisica que se presenta entre los simbiontes puede darse sin contacto,
propiamente dicho, y con contacto fisico. EI primer caso es observado en los liquenes
gelatinosos. Las hifas pasan a lo largo de las cianobacterias (algas verde-azules) y mediante
una gelatina gonoidal producida por el fotobionte, las sustancias producidas por los
simbiontes se difunden. Esta interaccion es considerada como primitiva y es tipica en los

liquenes del género Collema sp. (Figura 2A).

En el segundo caso, el contacto fisico entre los simbiontes se presenta como un
recubrimiento estrechamente adherido de la hifa sobre el ficobionte (Figura 2B) o por
haustorios de tipo intramembranoso (Figuras 2C y 2D) o intracelular (Figuras 2E, 2F y 2G).
Los liquenes con talos pobremente desarrollados tienen haustorios intracelulares, mientras

que los liquenes con un talo mas compacto los presentan intramembranoso.

Haustorio

Pared celular
-
SN \ Haustorio Haustorio

ramificado

E F

Figura 3: Contacto Fisico del Fotobionte. A. Collema, B. Cladonia, C,
D. Lempholemma, E-G Haustorios intracelulares en Cloroficeas.
Imagenes extraidas de Chaparro de Valencia y Aguirre Ceballos (2002)
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2.5.4 Estructuray formas del talo

Los liquenes se encuentran estructurados en una variedad de formas de talo el cual esta
determinado principalmente por el componente fungico, mientras que las células algales y/o
las cianobacterias constituyen una proporcion mucho menor de aproximadamente 7%.
(Ramos Aranibar ,2012). Sin embargo, cabe sefialar que en los liquenes gelatinosos de los
géneros Leptogium o Collema, el fotobionte determina la forma ya que corresponde a una

cianobacteria (Barreno y Pérez-Ortega ,2003).

En general, en los liquenes existen cuatro tipos de formas de crecimiento o biotipos, estos
son Crustoso, Foliosos, Fruticoso y Dimérficos (Chaparro de Valencia y Aguirre Ceballos
,2002). El tamafio de estas formas de crecimiento es muy variable, desde unos pocos
milimetros en la especies crustosas hasta mas de 2 metros en algunas especies de Usnea

pendulosas (Mercado-Diaz et al. ,2015).
a. Liguenes crustosos

Las formas crustosas presentan un talo cuya superficie inferior esta completamente adherida
al sustrato, con aspecto de costra, el cual no pueden ser separadas del sustrato sin ser
destruida. La estructura del talo (vista trasversal) de los liquenes crustosos gruesos se
asemeja a los presentes en los otros biotipos con la diferencia de que no cuentan con la
corteza inferior. En los crustosos de talo muy delgado, puede no presentar ni corteza superior
0 una médula distinguible, compuesta solamente de particulas de polvo o granulos de
diversas formas o tamafios (Brodo et al. ,2001). Algunos pueden presentar el talo de colores
brillantes y pueden ser gruesos o asperos Este tipo de liquenes es observado cominmente
sobre rocas de ambientes en condiciones ambientales extremas (Chaparro de Valencia y
Aguirre Ceballos ,2002). El talo de la mayoria de estos liquenes esta constituido de pequefias
escamas denominadas areolas, los cuales se conectan entre si mediante filamentos fungales
delgados que conforman otra estructura denominada hipotalo (Barreno y Pérez-Ortega
,2003).

b. Liquenes foliosos

El segundo tipo corresponde al tipo folioso el cual presenta unos l6bulos similares a las hojas
de las plantas dispuestas radialmente. Tienen forma laminar y son los que presentan una
estructura mas compleja, con organizacion dorsiventral diferenciado, es decir superficies
superiores e inferiores distintos. La mayoria de liquenes foliosos tienen los Iébulos

redondeados algo angulares en los margenes del talo. La forma de los 16bulos, su longitud,
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anchura y el modo que se dispone el talo, por ejemplo, talos con tendencia a enrollarse,
formas convexas o concavas, inflado o plano, son las caracteristicas mas importantes para
diferenciar un liquen folioso de otro (Brodo et al. ,2001). Poseen crecimiento marginal, con
capacidad de habitar sobre diversos sustratos. Asimismo, captan el agua tanto del sustrato

como de la atmosfera.

Se pueden diferenciar dos tipos de liquenes foliosos (Chaparro de Valencia y Aguirre
Ceballos ,2002):

i) Laciniados: Son aquellos liquenes que se adhieren al sustrato en casi toda su extension por
medio de estructura de fijacion llamados rizinas, que permiten el desprendimiento con
diferente grado de dificultad. En este grupo se encuentran los liquenes mas grandes,
presentando ademas una alta variabilidad en coloracidn, consistencia, forma, lobulacion y
tamafno. Ejemplos: Xanthoparmelia spp., Lobaria spp., Physcia spp., Solorina spp.

Parmotrema spp. , Pseudocyphellaria spp. Heterodermia spp., Hypotrachyna spp.

i) Umbilicados: Estos liquenes presentan el talo en forma de disco y estan unidos al sustrato
por su parte central a manera de ombligo, el cual recuerda a un cordon umbilical, por ello,
se les atribuye ese nombre. Estos liquenes suelen desarrollarse en superficies rocosas
(saxicolas). Los géneros caracteristicos de esta forma de crecimiento son Umbilicaria,

Dermatocarpon, Rhizoplaca y Omphalora.

c. Liquenes fruticosos

Los liquenes de tipo fruticoso son aquellos que presentan ejes ramificados con aspecto de
pequefios arbustos. No tienen superficies superior e inferior sino su simetria es radial.
Algunos son erectos, otros son colgantes (o pendulosos). En su mayoria se unen al sustrato
por una minima superficie, discos de fijacion o hapterios. Los talos pueden ser cilindricos
(macizos o huecos) o aplanados (simetria dorsiventral). El tamafio es muy diverso que va
desde pequefios arbustos con longitudes menores a 1 centimetro hasta los que tienen varios
metros de largo (Barreno y Pérez-Ortega ,2003). Ejemplos de talos cilindricos: Usnea spp.
Teloschistes spp., algunas especies de Cladonia, Stereocaulon. Con talos aplanados especies

de Ramalina, Rocella (Chaparro de Valencia y Aguirre Ceballos ,2002).

d. Liquenes Dimorficos

Los liquenes dimdrficos son aquellos liquenes que estan constituidos por un talo horizontal

(talo primario) el cual esta adherido al sustrato y una estructura vertical que presenta cuerpos
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fructiferos (talo secundario, también Ilamado podecio). El talo horizontal puede ser folioso

como en Cladonia.

Tanto el liquen de tipo folioso y crustoso tienen un crecimiento radial aunque con una tasa
de crecimiento muy lento el cual puede variar entre 2 a5 mm por afio para los tipos foliosos,
mientras en muchos liquenes de tipo crustaceo, el crecimiento es de aproximadamente de

0,5 mm por afio (Armstrong ,2004).

De acuerdo a las caracteristicas anatomicas del talo, los liquenes se pueden clasificar en

homdmeros o heterémeros.
i) Homomeros

Son aquellos liquenes que poseen talos simples o poco diferenciados. Tanto el micobionte y
el fotobionte estan uniformemente distribuidos; esto es observado frecuentemente en los
liguenes gelatinosos de los generos Leptogium o Collema, o en liquenes crustosos como el

género Caloplaca donde el fotobionte es una cianobacteria.

ii) Heteromeros

Son aquellos que tienen una anatomia estratificada compuesta por varias capas dispuestas
de forma ordenada: cortex superior, capa de fotobionte, médula y cértex inferior. El cortex
esta constituido de una capa fungica cuyo grosor puede variar lo que permite proteger al
fotobionte. En esta capa algunas sustancias pueden acumularse como el &cido Usnico, la
atranorina o la parietina, que cumplen una funcion de proteccion del aparato fotosintético
del fotobionte. Es posible también encontrar pruina, que consiste en un depésito superficial
de cristales de oxalato. Debajo del cortex se encuentra una Unica capa formado por el
fotobionte el cual mantiene contacto fisico con las hifas. Bajo la capa de fotobionte se
localiza la médula, que es una capa fungica conformado por hifas laxamente combinadas, de
aspecto algodonoso y con espacios que favorecen la circulacion del aire y el intercambio de
gases en el talo ademas de permitir el ingreso de agua para el proceso de la fotosintesis. Esta
capa suele tener mayor grosor que el resto de capas por lo que representa el mayor volumen
en el talo. La mayor parte de sustancias liquénicas son acumuladas en esta capa. Finalmente,
en gran parte de los liquenes foliosos se forma un cortex inferior de color oscuro que suele
observarse en los liquenes de tipo foliosos o fruticosos de simetria dorsiventral. Este cortex
normalmente es mas delgado que el cortex superior y cumple la funcién de conducir el agua

y los gases hacia el interior del talo.
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Figura 4: Talo heterémero. Corte transversal del talo en Sticta aff. weigelii
. De arriba hacia abajo, flechas sefialando la corteza superior, capa del
fotobionte, médula, corteza inferior, respectivamente. Fotografia propia.

2.5.5 Estructuras reproductivas

Los liquenes tienen dos mecanismos de reproduccion: sexual y asexual, basado
principalmente en la reproduccion del micobionte. El fotobionte, cuando esta liquenizado,
solamente esta limitado a la reproduccion asexual, mientras que en estado libre desarrolla
ambos mecanismos de reproduccion. La reproduccion sexual consiste en la produccion de
millones de esporas microscépicas a través de cuerpos fructiferos, donde la espora debe
hallar el fotobionte apropiado, y que el desarrollo de la combinacidn tenga lugar en el habitat
correcto (Brodo et al. ,2001). Mientras que, la reproduccion asexual se basa en el desarrollo
de propagulos vegetativos en el cual estdn presentes los dos simbiontes. Para ambos

mecanismos de reproduccidn se desarrollan estructuras especiales.

En la reproduccién sexual, el aparato fructifero es denominado ascocarpo (ascomata en
inglés) que son estructuras que contienen a los ascos y éstos a su vez a las ascosporas.
Usualmente existen dos tipos de ascocarpos: apotecios, peritecios y lirelas. Los apotecios
son basicamente estructuras en forma de disco o copa en cuya parte superior se localiza los
ascos. El disco puede ser plano, cdncavo o convexo. Se diferencian los siguientes tipos de
apotecio: lecanorino, donde el margen del disco es una extension del talo, lecideino, donde
el disco tiene un margen de color negro y otro producido por el talo. Los peritecios son
estructuras en forma de matraz que tiene encerrada a la capa productora de esporas la cual
se abren por algln tipo de poro o agujero en la parte superior. Otras variantes de ascocarpos
pueden ser observados, como las lirelas, de forma alargada, estrecho, a veces de aspecto

ramificado, presentes en los liquenes de los géneros Graphis y Opegrapha. Las ascosporas
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pueden adquirir diferentes aspectos que va desde lo unicelular a pluricelular, hialinas o
coloreadas, morfolégicamente pueden presentar septos (divisiones), de esta manera existen

ascosporas uniseptadas, biseptadas o multiseptadas (muriformes).

En lo que respecta a la reproduccion asexual, el consorcio liquénico desarrolla cuerpos
vegetativos denominados soredios e isidio, ademas de tener capacidad de desarrollarse a

partir de sus fragmentos.
De acuerdo al sustrato donde crecen, los liquenes se pueden clasificar en:
- Corticicolas: Liguenes que crecen sobre cortezas de arboles

- Foliicolas: Liquenes que crecen sobre hojas de las plantas.

Los dos tipos de liquenes anteriores se les denominan en conjunto epifitas.

- Muscicolas: Liquenes que crecen sobre musgos.

- Saxicolas: Liquenes que crecen sobre superficies rocosas.

- Terricolas o Epigeos: Aquellos que crecen en los suelos.

- Los cinco tipos anteriores es mencionado por Moreno et al. (2007)
- Liquenicolas: Liquenes que crecen sobre otros liquenes.

La mayoria de los hongos liquenizados (>55%) forman talo no estratificado (forma crustoso,
microfilamentosos, etc.), un 20% con talos de forma escamosa o placodioides, y el 25% con

talos con formas més avanzados, foliados o fruticosos con estratificacion interna.

La reproduccién de los liquenes puede darse a través de las esporas de los hongos el cual
tendrd que encontrar el fotobionte adecuado, o sino también a través de propagulos

vegetativos que contiene a los integrantes de la asociacion simbidtica (Oksanen ,2006).
2.5.6 Fisiologia de los liquenes

Diferentes roles fisiologicos son realizados por los componentes del liquen para poder
sobrevivir incluso en regiones con condiciones extremas como las areas de estudio del

presente trabajo.

a) Aspectos metabdlicos: Fotosintesis y Respiracion

El fotobionte gracias a la clorofila permite que se lleve a cabo la fotosintesis para producir
carbohidratos que servirdn como fuente de energia disponible para el liquen. Los

carbohidratos producidos por el fotobionte como el ribitol o sorbitol (si se trata de un alga
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verde) o glucosa (si se trata de una cianobacteria) son almacenados en el micobionte como

manitol que es otro carbohidrato.

Para que el liquen se desarrolle plenamente, el proceso de fotosintesis debe tener una tasa
mayor al de la respiracion capaz de cubrir su constante demanda energética a pesar que sélo
tenga las horas de luz del dia para hacerlo. Por tanto, es necesario que el liquen se encuentre
hidratado para poder realizar de forma Optima la fotosintesis. Un liquen seco permanece
dormante hasta recuperar la humedad suficiente para volver a realizar dicho proceso. La
temperatura también influye en el desarrollo de los liquenes. Por ejemplo, los liquenes
antarticos tienen una temperatura 6ptima para la fotosintesis entre 0-10 °C mientras que otras
especies lo hacen mejor entre 10 a 15 °C. La respiracion, en cambio, es mas eficiente en la
mayoria de liquenes entre 15 a 30 °C (Brodo et al. ,2001).

Hongo
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R Otros metabolitos
Liquen Fotosintesis

Carbohidrato mavil

il I
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flngico
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Productos celulares
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Figura 5: Esquema general del flujo del carbono en el liquen.
llustracién extraida y modificada de Brodo et al. (2001)

b) Aspectos metabolicos: Nutricion mineral y acumulacion de nutrientes

Otros procesos fisiologicos son vitales para el crecimiento y desarrollo de los liquenes, éstos
son los mecanismos de acumulacion y procesamiento de macronutrientes y micronutrientes
esenciales. El agua y los minerales disueltos son absorbidos a través de toda la superficie del
talo del liquen ya que no cuenta con una cuticula cerosa y estomas asociados como si sucede
en las plantas vasculares. La presencia de una capa superior de hifas fangicas hace
innecesario la existencia de un sistema radicular en estas asociaciones. En consecuencia, los

nutrientes pueden ser captados de particulas o iones disueltos en vapor de agua presente en
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el aire humedo (niebla o rocio), en nieve derretida o en lluvia aunque en menor
concentracion, ya que en esta ultima hay mayor dilucion. Sin embargo, algunos nutrientes
como el nitrogeno, depende de transformaciones bioguimicas previas para ser asimiladas.
Los liquenes que presentan cianobacterias como fotobionte o en que estan presentes en sus
cefalodios tienen al nitrégeno atmosférico como su fuente principal ya que las cianobacterias
son capaces de convertir el nitrdgeno atmosferico en compuestos bioldgicamente asimilables
a través de un proceso de fijacion de nitrégeno. Mientras que los liquenes que tienen a las
algas verdes como su fotobionte deben encontrar fuentes de nitrégenos en el sustrato natural
0 en el agua. Algunos habitats estdn enriquecidos de nitrégenos, como las zonas cercanas a
las granjas, refugios de los animales en estado salvaje, donde el nitrégeno es abundante en
forma de Urea y amonio (Brodo et al. ,2001).

Por otro lado, otra fuente de nutrientes para los liquenes son los sustratos sobre el cual estas
asociaciones estan unidos (Shukla et al. ,2013). Muchos liquenes se desarrollan sobre el
suelo y las rocas, donde actian como un agente de meteorizacion fisica y quimica (Nash I11
,1996). Esto les permite solubilizar los minerales de las superficies rocosas convirtiéndolas
en su fuente principal de nutrientes. Sin embargo, la solubilidad de muchos nutrientes esta
afectada por el pH por lo que la disponibilidad de nutrientes varia de acuerdo a la naturaleza
de la roca. Por tanto, una roca acida puede tener una comunidad de liquenes muy diferente
a unaroca caliza (Nash I11,1996).

La mayoria de los liquenes, principalmente las que habitan en los suelos y rocas estan
expuestos al polvo que sopla el viento que en gran parte proviene de la superficie del suelo.
Estas particulas del suelo pueden ingresar facilmente a los espacios intracelulares y por
consecuencia presentar altos niveles de aluminio (Al), hierro (Fe), escandio (Sc), titanio (Ti)
y otros elementos de origen litico al interior del talo. El proceso de solubilizacion de estos
elementos es lento y muy probablemente no logren asimilarse al liquen.

Por otro lado, en los liquenes que habitan los arboles (liquenes epifitos), la disponibilidad de
nutrientes dependera de la naturaleza de la corteza del arbol, es decir de su composicion de
nutrientes o de su pH. Como resultado se tienen comunidades muy heterogéneas en arboles
con corteza acida (coniferas) y en aquellos con corteza neutra (Nash 111 ,1996).

De esta manera, los liquenes pueden acumular minerales incluyendo a los metales pesados,
presente en trazas en los sustratos o en la atmosfera. Incluso pueden acumularlos a niveles
que exceden sus necesidades fisioldgicas (Backor y Loppi ,2009), pudiendo causar dafios

severos al fotobionte y por ende provocando el deceso del liquen.
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Los mecanismos de acumulacion de metales pesados de los liquenes se describiran mas

detalladamente en los acapites posteriores.
2.6 LOSLIQUENES COMO BIOINDICADORES DE CALIDAD AMBIENTAL

Las primeras observaciones sobre esta capacidad bioindicadora de los liquenes datan del
siglo XIX cuando los estudios realizados por el liquenologo William Nylander (1866) en el
Jardin de Luxemburgo en la ciudad de Paris mostraron una disminucién progresiva y una
desaparicion posterior de la liquenobiota de los arboles en esta ciudad mientras que en las
afueras de la ciudad cada arbol presentaba una liquenobiota en mejor estado de conservacion.
(Seaward ,1993). Pero es a lo largo del siglo XX, que realmente comenzé la preocupacion
por disminuir la contaminacion del aire en las ciudades por lo que muchos paises de Europa
Occidental redujeron fuertemente los niveles de emision de contaminantes como el Didxido
de Azufre (Signoret ,2018) . Es en ese contexto que se toman en cuenta los cambios
cualitativos en las comunidades liquénicas para evaluar los cambios en las politicas
energéticas, la legislacion y las préacticas agricolas en calidad de aire. Actualmente la lista
de contaminantes del aire es numerosa el cual comprende oxidantes, fluoruro de hidrégeno,
metales, lluvia acida y compuestos organicos (Nash, 2008).Generalmente los liquenes
cumplen con las siguientes condiciones de un buen bioindicador y bioacumulador: 1.
Presentan un ciclo de vida largo talo perenne, 2. Una amplia distribucion, 3. Reacciones de
tolerancia o evasion a los contaminantes, 4. Escasa movilidad, 5. Biomasa suficiente, 6.
Interacciones minimas con el sustrato, 7. Carecen de proteccion (cuticula) frente al exterior,
lo que hace que los liquenes adquieran sus nutrientes por deposicion ambiental a través de
sus talos, 8. No excretan, permitiendo acumular o concentrar los diferentes compuestos
presente en el medio, incluso mas alla de sus necesidades 9. Suelen ser estenoicos
reaccionando frente a las pequefas variaciones del ambiente. 10. Pueden seleccionar las
sustancias que absorben y concentran las soluciones diluidas, 11. No son dafiados por las

plagas ni son afectadas por las anomalias del suelo (Barreno y Pérez ,2003, Diaz ,2006).

Todas estas condiciones permiten que los liquenes cuenten con una aceptacion amplia para

ser usados como bioindicadores.

Los métodos mas comunes para emplear a los liqguenes como bioindicadores de calidad de
aire comprende el muestreo de especies nativas a quienes se les realizan mediciones de los
contaminantes de aire (de naturaleza organica o inorganica) acumulados en el talo. O

también, el uso del método del trasplante, que consiste en el trasplante de liquenes de un
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lugar “no contaminado” (con baja presencia de actividad antrdpica) hacia otro que presenta
polucion, donde finalmente se evaluan los cambios morfoldgicos o fisioldgicos en el talo y
las variaciones en las cantidades bioacumuladas de los contaminantes en esta estructura
(Conti y Tudino ,2016).

La repetitividad del estudio y el no elevado costo de estos métodos permiten colocar a los
liguenes como buenas alternativas frente al uso convencional de equipos para medicion de
calidad de aire que suelen ser caros y limitados a brindar informacion puntual e incompleta
sobre la evolucidn y los efectos sobre el ecosistema de los niveles de polucion en un periodo
determinado (Garty ,2001).

2.7 LIQUENES COMO BIOACUMULADORES DE METALES PESADOS

Diversos estudios realizados en los tltimos 40 afios han demostrado la capacidad que tienen
los liquenes de acumular un amplio rango de elementos que van desde metales alcalinos e
is6topos como el Cs'3 hasta metales de transicion mas pesados como el plomo (Pb) vy el
mercurio (Hg) (Richardson ,1995), asociados a deposiciones hiumedas (precipitaciones que
lavan aerosoles y particulas en el aire) y secas (neblinas, rocio) de las particulas presentes
en el aire. Asimismo, estos estudios también se han enfocado en desvelar los mecanismos
fisiol6gicos que estan detras de esta capacidad acumuladora y en disefiar y/o emplear
diferentes metodologias para utilizar a los liquenes como monitores capaces de detectar los

cambios ambientales en el tiempo.

2.7.1 Mecanismos de acumulacion de metales en los liquenes

Debido a que los nutrientes provenientes de la atmosfera son escasos en comparacion de los
que presenta el suelo, los liquenes han desarrollado mecanismos de concentracién para su
sobrevivencia. Para el caso de los metales en liquenes, Richardson (1995) menciond que
éstos son absorbidos por tres procesos: a) por atrapamiento de particulas enriquecidos en
metales, b) absorcion intracelular mediante un proceso de intercambio y ¢) acumulacion

intracelular.
a) Atrapamiento de particulas

Los liquenes pueden acumular particulas ricas en metales, el cual puede comenzar dentro
de las primeras 24 horas y pudiendo alcanzar el equilibrio con la deposicién en el medio
ambiente en cuatro meses (Richardson ,1995). La semejanza que existe entre el cociente

de hierro (Fe) y el titanio (Ti) presentes en los liquenes frente al cociente de estos
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elementos en la corteza terrestre, representaria una evidencia de la capacidad para atrapar
particulas del polvo del suelo (Nieboer et al. ,1978). Este mecanismo de acumulacion es
responsable de la presencia de concentraciones extremadamente altas de ciertos
elementos en los liquenes que habitan en las proximidades de complejos metalUrgicos
(Nash 111 ,1996). Los niveles de los metales depositados o atrapados en formas de
particulas estan determinados por factores fisicos o quimicos, su abundancia, la forma
quimica, diferencias en la solubilidad en el agua, pH y temperatura (Backor y Loppi
,2009). Varios liquenes especialmente aquellos que crecen sobre suelos o rocas obtienen
sus nutrientes del polvo transportado por el viento, el mismo que proviene de la superficie
del suelo. Estas particulas del suelo pueden ser incorporados facilmente en los espacios
intracelulares dentro de los liquenes y dar como resultado concentraciones relativamente
altas de Aluminio (Al), Hierro (Fe), Escandio (Sc) o Titanio (Ti), y otros elementos de
origen litico dentro del talo. Por tanto, para evaluar la contribucion relativa de las
particulas del suelo a la carga de elementos asimilados por el liquen se puede evaluar
comparando las proporciones de macronutrientes o micronutrientes con elementos
inertes, como el Sc o el Ti (Nash 111 ,1996).

b) Intercambio ionico

O también Ilamado intercambio extracelular de metales. Los iones metalicos son
basicamente cationes aunque también pueden ser aniones como el Uranio (Nash Il
,1996). El proceso de union es rapido, fisico-quimicamente pasivo y liberador de
protones, el cual puede incrementarse con la muerte celular al exponer en mayor
proporcidn los sitios de union que estuvieron protegidos por la membrana celular (Nimis
et al. ,2002).Se ha demostrado que la captacion de estos metales se debe a la presencia
de sitios de union anidnicos cargados negativamente (con presencia de grupos acidos
carboxilicos y acidos hidrocarboxilico) o positivamente los cuales estan fijados en
algunas partes del talo, al interior de la estructura de polisacaridos de las paredes
celulares. Asi, por ejemplo, los grupos carboxilicos han sido observados envueltos en la

complejacion del plomo en Xanthoria parietina (Garty ,2001).

Los cationes metalicos se retienen principalmente de manera externa al citoplasma de
los fotobiontes y en los sitios de intercambio catiénico de los micobiontes (Nash 1l
,1996). Aunque, es la quitina, polimero de N-acetyl-D-glucosamina, presente en el

micobionte, quien representa el componente de union importante capaz de captar una
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mayor cantidad de metales que el fotobionte (Garty ,2001). Se estima que la capacidad
de retencion de cationes dentro de la pared celular varia aproximadamente entre 6 a 77

umolg™ dependiendo de la especie.

La union extracelular es un proceso reversible donde los cationes que estan unidos
pueden ser desplazados por otros cationes que presentan mayor afinidad a los sitios de
unién o por aquellos con menor afinidad pero que estan en mayor concentracion. En ese
sentido, los iones metalicos han sido clasificados de acuerdo con sus afinidades de union
a los ligandos y a su poder de polarizaciéon (cociente carga/radio atomico). De esta
manera, se tienen tres grupos de metales: Clase A, Clase B y una clase fronteriza (en
inglés “Borderline metals) que se muestran en la Tabla 2. Los metales de clase A buscan
unirse a donadores de electrones de acuerdo a la secuencia oxigeno (O)>nitrégeno (N)>
azufre (S), los de clase B, buscan unirse a donadores en secuencia S> N>O. Mientras
que, los metales de clase fronteriza tienen afinidad para ambas secuencias (Nieboer y
Richardson ,1980).

Tabla 2: Clases de metales clasificadas segun la afinidad a los sitios de union extracelular de los
liquenes (Nieboer y Richardson ,1980)

Clase de metales lones metélicos
A Al*3 Ba*?, Ca*?, K*, Mg*?, Na*y Sr+?
B Ag*, Cu*, Hg*? y Ph*?

Fronteriza As*2, Co*?, Cd*?, Cr*2, Cu* Fe*3, Mn*2, Ni*?, Sn*2, Ti*3, V*3y Zn*?

Diferentes experimentos han establecido un orden secuencial sobre el grado de afinidad
a los sitios de intercambio: metales monovalentes de Clase A < metales divalentes de
Clase A < metales fronterizos divalentes < metales divalentes de Clase B. Para los
estudios de biomonitoreo con liquenes, esta informacion es importante ya que el
contenido de metales presentes en los liquenes podria reflejar una deposicion atmosférica
reciente, producto, posiblemente, del intercambio de cationes disueltos en la lluvia o por
exposicion, de corto plazo, a los contaminantes (Nimis et al. ,2002). Por otro lado,
algunos compuestos también pueden participar en la captacion de metales mediante el
intercambio extracelular. Por ejemplo los cristales de oxalato de calcio, que se
encuentran principalmente en la médula, y los &cidos liquénicos, como el acido

nostictico, que son capaces de acomplejar los metales pesados formando quelatos (Diaz
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,2006), que luego pueden ser almacenados en los espacios intercelulares de la médula y

permanecer por un largo periodo (Garty et al. ,1979).
c) Captaciony acumulacion intracelular

A diferencia del intercambio extracelular, la captacion de metales a nivel intracelular es
un proceso lento que se incrementa con el tiempo y posiblemente dependiente de energia
(Richardson ,1995). Por ejemplo, luego de 2.5 horas de exposicion a una solucion con
cadmio, la captacion intracelular del Cd fue menos del 10% del total capturado en
Peltigera, mientras que en el liguen Ramalina fastigiata la captura de cobre fue mucho
menor que la captura extracelular (Garty ,2001). Se ha observado que la captura de
metales tiene una relacién linear con la temperatura y la luz lo que indicaria su relacion
con el metabolismo. En lugares oscuros se ha encontrado que la captura intracelular del
cadmio Cd muestra una declinacion rapida. La captura intracelular de metales puede
variar de acuerdo a la especie. Por otro lado, en experimentos donde se utilizaban
liguenes muertos por calor se observo que la captura de metales cationicos no paralizaba,

incluso puede incrementarse como sucede en algunas especies (Richardson et al. ,1985).

28 METODOLOGIAS DE ESTUDIO DE LIQUENES COMO BIOINDICADORES
DE METALES

Las metodologias empleadas en los estudios de bioindicacion de metales por liquenes,
pueden llevarse a cabo tomando algunas de estas tres vias: (1) la medida de los cambios en
lacomunidad de liquenes en relacién al contenido de metales presente en su entorno (a través
de la presencia/ausencia de especies, cambios en la composicion de la liquenobiota o en su
riqueza de especies), (2) medida en los tejidos de los liquenes in situ de los metales pesados,
(3) medicion de las concentraciones metalicas presentes en liquenes trasplantados de un

lugar no contaminado a otro que si (Vitarana ,2013).

Como estas metodologias se desarrollan a una escala temporal, también son denominadas
como tecnicas de biomonitoreo. Asi, las primeras dos vias se encuentran dentro de lo que se
conoce técnicas de biomonitoreo pasivo (Herzig et al. ,1989), mientras que la tercera via

corresponde al biomonitoreo activo.

La primera via estd basada en el hecho que el contenido metélico del aire puede causar

perturbaciones ecolodgicas que provocan una disminucion en la diversidad y abundancia de
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especies de liquenes, una disminucion de especies sensibles o aumento de especies

tolerantes.

En lo que concierne a la segunda via, esta permite cuantificar metales especificos de la
atmosfera presentes en los liquenes, buscando, a traves del tiempo, identificar los impactos

de estas sustancias en los ecosistemas y/o entre areas diferentes (Vitarana ,2013).

Sin embargo, la tercera via, el cual utiliza trasplantes de liquenes (biomonitoreo activo) esta
siendo preferido sobre las vias del monitoreo pasivo por varias razones (Cecconi ,2019). En
primer lugar, no enfrenta el problema de que la o las especies de liquenes seleccionadas no
estan presentes en todos los lugares de evaluacion. Cabe indicar que las vias de biomonitoreo
pasivo trabajan con especies nativas mientras que la tercera via tiene la flexibilidad de
trabajar con liquenes no nativos. En segundo lugar, la facilidad de realizar el trasplante
directamente a las zonas de evaluacién utilizando materiales simples. Asimismo, tiene la
ventaja de poder definir los periodos de exposicion evitando utilizar estimaciones de
crecimiento anual, aunque se recomienda que sea corto el periodo ya que si se prolonga el
liguen puede sufrir cambios fisiologicos alterando los valores de acumulacion. En ese
aspecto, las vias de biomonitoreo pasivo tienen la ventaja sobre el activo ya que permite
evaluar los niveles de las deposiciones en periodos largos (Cecconi ,2019). Finalmente
permite comparar los valores de las concentraciones entre un sitio expuesto y no expuesto,
e investigar la capacidad de acumulacion de diferentes especies bajo mismas condiciones
(Giordani et al. ,2019).

En lo que respecta al tipo de liquenes idéneos para efectuar estas vias, se tiene que los
liqguenes epifitos de biotipos fruticoso y folioso pueden considerarse para las vias de
biomonitoreo pasivo mientras que para el biomonitoreo activo se recomienda el uso de
liquenes fruticosos por presentar una mayor biomasa que los liquenes foliosos (Giordani
etal.,2019).

Tomando en cuenta lo anterior, el presente estudio (puntual en el tiempo), buscaria establecer
una linea base para el biomonitoreo temporal de metales (de tipo pasivo) en los sitios de

estudio de Paron y Querococha, ya que es un estudio pionero en ambos lugares.
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29 ESTUDIOS REALIZADOS EN EL PERU DE LOS LIQUENES COMO
BIOINDICADORES DE PRESENCIA DE METALES PESADOS

Basicamente estos estudios se enfocaron en evaluar, mediante los liquenes, los impactos
ambientales sobre los lugares de influencia minera generados por las actividades mineras

actuales o por pasivos ambientales mineros (restos antiguos de actividad minera).

Entre estos estudios se tiene por ejemplo el trabajo realizado por Diaz (2006), en el Distrito
de Huay Huay, Provincia de Yauli, departamento de Junin, el cual tuvo como objetivo
demostrar que los liquenes podrian medir la contaminacion en los alrededores de la Unidad
Minera Andaychagua. En su estudio pudo seleccionar y calificar a algunas especies de
liquenes foliosos como bioindicadores luego de aplicar las metodologias de biomonitoreo
pasivo (presencia/ausencia de especies sensibles) comparando la liqguenobiota de los lugares
proximos y alejados de la zona impactada. También utilizo las técnicas de cuantificacion de
metales (segunda via, ver acépite anterior) donde evalud la capacidad de los liquenes
seleccionados para la acumulacién, remocion y liberacion de estas sustancias. Del mismo
modo, Castillo Rodriguez (2011) aplicé las metodologias utilizadas por Diaz (2006) y
propuso un grupo de especies de liquenes capaces de evidenciar la presencia de metales
pesados a diferentes niveles de contaminacion. En este caso, el trabajo se llevd a cabo en
una zona de pasivos ambientales correspondiente a la mina Pushaquilca en el Distrito de

Pampas, Provincia de Pallasca, Departamento de Ancash.

A nivel de la Cordillera Blanca, Mejia y Angeles (2014) realizaron un estudio de
bioindicacion con liquenes en la parte alta, media y baja de la cuenca del rio Santa. En ello
pudieron observar que la menor diversidad de liquenobiota y los mayores valores de
acumulacién de metales se encontraron en la parte baja de esta cuenca donde se registraron
los mayores valores de material particulado PMyo y de metales pesados en el aire. Con ello,
el estudio concluyé que los niveles de bioacumulacion de los liquenes estarian asociados a

los niveles de estos contaminantes en el ambiente presentes a lo largo de esta cuenca.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

Para evaluar la capacidad bioindicadora de los liquenes ante la presencia de metales pesados
en el ambiente de las partes altas de las subcuencas de Llullan-Parén y de Yanayacu

(Objetivo General), se siguio el siguiente flujo metodolégico (Figura 6):

Revision bibliografica

Delimitacion de las areas de

estudio
Obj. Esp. N°1
Muestreo de liquenes y suelos Identificacion taxondmica de
liquenes
Secado y tamizado de Seleccidn de liquenes fruticosos y foliosos con
las muestras de suelo mayor biomasa, presentes en al menos dos de
los sitios de estudio. Secado y pulverizacion.

Comparacion de la liquenobiota

Divestia . 1 C :
igestion secay acida entre los sitios de estudio

Anaélisis de metales por el
método ICP-MS

En los suelos En los liauenes
Obj. Esp. N°2
Comparacion de medias de las
concentraciones de metales en
los liquenes y ACP.
Comparacion de rangos de concentraciones metalicas en
liquenes y suelos
Obj. Esp. N°3

Calculo del Factor de Enriquecimiento

Estimacion de la fuente de metales del liquen

Figura 6: Flujo metodologico utilizado para la realizacién de los objetivos especificos del presente trabajo.



3.1 SITIOS DE ESTUDIO

Los sitios de estudio fueron establecidos en las partes altas de las dos subcuencas tomando
como referencia sus lagunas principales. En el caso de la Subcuenca de Pardn se tomé como
referencia a la laguna de Par6n mientras para la Subcuenca de Yanayacu, la laguna de

Querococha.

3.1.1 Sitios de estudio establecidos para la parte alta de la subcuenca de Pardn

Dos sitios de estudio fueron establecidos para esta parte de la subcuenca de Pardn, un sitio
localizado aguas arriba de la laguna de Paro6n hasta la laguna de Artesoncocha (4260 msnm)

y otro situado aguas abajo de la laguna (hasta 2 km hacia abajo).
a. Aguas arriba de la laguna de Paron

De acuerdo al Mapa Nacional de Ecosistemas publicado por el Ministerio del Ambiente en
2018, esta parte de la subcuenca de Paron, se encuentra sobre un ecosistema denominado
Periglaciar. Este sitio de estudio se caracterizo por la presencia de morrenas conformadas
por rocas fragmentadas sobre el cual corrian las aguas provenientes de la laguna
Artesoncocha. La vegetacion en esta zona es arbustiva y se desarrolla sobre las laderas de
los cerros adyacentes a los cuerpos de agua. Una mayor presencia de materia organica fue
observada en los suelos a medida que se descendia hacia la laguna de Parén, asi como una
mayor cobertura de vegetacion arbustiva. Los puntos de muestreo fueron tomados en
relacion de la heterogeneidad del terreno afin de alcanzar una mayor representatividad del
sitio de estudio. Por tanto, fueron considerados tres puntos de muestreo o transectos: T-1, T-

2y T-3 (Ver Figura 7). En adelante a este sitio se le abreviara como “Parén arriba”.

Coord. UTM (WGS84)
Altura
Transecto - Zona 18 S
m
Norte (m) Este (m)
T1 4264 9006670 209254
T2 4225 9006068 209015
T3 4200 9006073 208631

Figura 7: Mapa de ubicacion del sitio de estudio Paron arriba y las coordenadas UTM de sus transectos.

FUENTE: Elaboracion propia (Base de datos del INAIGEM)
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b. Aguas abajo de la laguna de Parén

Aguas abajo de la laguna de Paron, se encuentra un bosque relicto altoandino (MINAM,
2018) dominado por asociaciones de “quefiua” (Polylepys spp.), acompafiada de una gran
cobertura arbustiva. Por tanto, los suelos mostraron una mayor composicion de materia
organica que aguas arriba. Frente a una relativa homogeneidad del terreno solo se
consideraron la toma de muestras en dos puntos: T-4 y T-5 (Ver Figura 8). En adelante fue

asignado este sitio como “Pardn abajo”.

Coord. UTM
Altura (WGS84)
Transecto
(m) Zona 18 S
Norte (m) | Este (m)
T4 4089 9003631 | 204363
T5 3980 9002654 | 203141

Figura 8: Mapa de ubicacidn del sitio de estudio Par6n abajo y las coordenadas UTM de sus transectos.
FUENTE: Elaboracion propia (Base de datos del INAIGEM)

3.1.2 Sitio de estudio establecido para la parte alta de la subcuenca de Yanayacu

Aguas arriba de la laguna de Querococha

Por otro lado el sitio evaluado en la subcuenca de Yanayacu, se localizo aguas arriba de la
laguna de Querococha, en direccion al glaciar de Yanamarey. Dentro de esa area también
fue posible observar un bosque relicto altoandino. Cercano a este bosque se tomaron dos
puntos de muestreo sefialados como T-6 y T-7. En los siguientes parrafos esta area sera

denominada como Querococha arriba. (Ver Figura 9).

Coord. UTM
Altura (WGS84)
Transecto
(m) Zona 18 S
Norte (m) | Este (m)
T6 4038 | 8926083 | 246087
— T7 3980 | 8926864 | 246695

Figura 9: Mapa de ubicacion del sitio de estudio Querococha arriba y las coordenadas UTM de sus

transectos.

FUENTE: Elaboracion propia (Base de datos del INAIGEM)
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3.2 PERIODO DE MUESTREO

El muestreo se llevo a cabo en los meses de julio (Parén arriba y abajo) y agosto (Querococha
arriba) del 2019, dentro del periodo de estiaje (Abril — Septiembre) presente en las regiones

altoandinas del pais.
3.3 MUESTREO DE LIQUENES

El método de muestreo utilizado para el presente trabajo fue el del tipo “oportunista” (one-
time non-quantitative opportunistic sampling per site, en inglés) que consistié en realizar la
colecta basada en una seleccién visual de todos los liquenes presentes durante el muestreo
(Céceres et al. ,2008); esto debido a las condiciones climaticas de las zonas de muestreo que

s6lo permitia un corto periodo de muestreo.

Los biotipos de liquenes muestreados fueron los del tipo: folioso, crustoso (siempre que era
factible), fruticoso y dimorficos; mientras que a nivel de los sustratos, sobre las cuales se
desarrollan los liquenes, fueron tomados en cuenta las rocas, corteza de arboles y musgos.
De acuerdo a lo anterior, se delimito las areas de colecta mediante el trazo de transectos de

30 metros de longitud sobre los puntos de muestreo.

Sobre cada transecto se dispuso de 4 puntos en el cual se trazaron rectas cruzadas
perpendicularmente de una longitud de 4 metros (dos metros a cada lado del transecto) donde
se realizd el muestreo oportunista, colectdndose todos los liquenes que se pudieron observar

en estas 4 rectas y seleccionando a los liquenes mas abundantes (Ver Figura 10).

Figura 10: Dimensiones de los transectos utilizados para el muestreo de liquenes
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La recoleccion se realizd en forma manual utilizando cuchillos y palas de jardineria de
plastico afin de evitar toda contaminacion de particulas metalicas provenientes de estos
materiales. Asimismo, se utilizaron bolsas de papel kraft donde se depositaron las muestras

de liquenes.

Los datos de campo registrados durante el muestreo fueron el tipo de sustrato, biotipo, color,
fecha de recoleccidn, coordenadas geograficas y elevacion. Durante el muestreo también se

tomaron fotografias de alta resolucion con ayuda de una camara modelo NIKON 7200.

Las muestras de liquenes se dispusieron dentro de sobres de papel kraft y luego se
almacenaron en recipientes de plastico para el posterior trabajo de identificacion en las

instalaciones del laboratorio B-4 de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

Las muestras se codificaron segln la zona de las cuales fueron recolectadas, el nGmero de
transecto (1-7), el punto en el transecto (1-4) y los subpuntos sobre las rectas de cuatro

metros que cruzaron perpendicularmente a los transectos (1-4).

Cabe sefialar que la recolecta estuvo sujeta al permiso otorgado por el Servicio Nacional de
Areas Naturales Protegidas — SERNANP de acuerdo a la Autorizacion del Ingreso al ANP-
N° 070 — 2019 — SERNANP — PNH/J y la Resolucion Jefatural del Parque Nacional
Huascaran N° 013-2019-SERNANP-JEF (Ver Anexo 4).

3.4 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LOS LIQUENES COLECTADOS

La identificacion taxondmica fue realizada mediante el uso de claves de identificacion de
liguenes hasta nivel de género. Para ello se consulto las claves de los liquenes que habitan
en las regiones tropicales de Sudameérica elaborado por Sipman (2005). Durante la corrida
de estas claves, fue necesario diferenciar y reconocer a través del estereoscopio los siguientes

caracteres macroscopicos de cada muestra de liquen:

Tipo de talo, color y caracteristicas de las superficies de las caras superior e inferior del talo.
Asimismo, la presencia de cuerpos fructiferos (color y tipo de ascocarpo) y/o cuerpos
reproductivos vegetativos (soredios y picnidios). También fue necesario reconocer la

morfologia de estructuras especiales como las rizinas, cifelas y/o las pseudocifelas.

A nivel microscépico, con ayuda de un microscopio éptico compuesto se busco observar, el
tipo de fotobionte, la forma de las ascas (células sexuales productoras de esporas), tipo de

septacion y el nimero de ascosporas presentes en el asca. Esto se logr6 mediante cortes
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transversales muy finos a los apotecios y de los talos de los liquenes dispuestos en los

portaobjetos para su visualizacion.

Las claves taxonomicas también exigieron, ademas de caracteres morfologicos, el uso de
pruebas de color mediante la aplicacion de reactivos quimicos como el hidroxido de potasio
al 10% (abreviado con la letra K en las claves), hipoclorito de sodio (abreviado con la letra
Cenlas claves) y lugol (abreviado con la letra | en las claves). También fue posible observar
en algunos casos la sigla KC que significé la aplicacion de KOH 10% seguido del hipoclorito

de sodio.

Las reacciones se observaron usando estereoscopio y el microscopio compuesto
inmediatamente después que se aplico el/los reactivo (s). Estas reacciones pusieron en
evidencia la presencia de compuestos moleculares propios de determinados taxones (Ver la
Tabla 3) ya que al interaccionar con estos reactivos adquirieron un color particular sefialados

por la clave taxondmica.

Cabe sefialar que para una determinacion a nivel de especie, las claves taxonomicas suelen
exigir la prueba de color con un compuesto denominado parafenilendiamina (abreviado
como PD o P en las claves), sin embargo para el presente estudio, no fue utilizado por
motivos de logistica y de falta de técnica para su manipulacion, ya que, €s un compuesto

altamente toxico.

Para alcanzar la identificacion a nivel de especie se usaron claves locales o regionales, o las
elaboradas para sitios con caracteristicas geograficas y/o climaticas similares a los que
presenta los ambitos de estudio. Por ejemplo, se tiene las claves elaboradas por Ramirez y
Cano (2005) para la liqguenobiota que habitan en la localidad de Pueblo Libre, en la provincia
de Huaylas, departamento de Ancash. Asimismo se acudié a claves elaboradas por
investigadores peruanos en otras regiones del Perd como el desarrollado por Ramos et al.
(2013), en la localidad de Tuctumpaya en la provincia y departamento de Arequipa a 3013

msnm.
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Tabla 3: Reactividad de las pruebas de coloracién de algunas sustancias liquénicas, obtenidas del

libro de Chaparro de Valencia y Aguirre Ceballos (2002).

Reaccién* Compuestos liquénicos
Pigmentos

K+ Rojo a Antraguinonas. Bisantraquinonas,  terpenil  quinonas,

violeta naftoquinonas, pyxiferina.

K+, KC+, Xantonas, Sordidona.

K+, PD+, K+ Acidos Gsnicos.

Compuestos incoloros

PD+, K+ Despidas: acido alectorialico, atranorina, acido baeomicico,
acido barbatdlico, cloroatranorina, &cido descarboxithamndlico,
acido emathamnolico, nefroarctina, acido thamnélico.
Depsidonas: acido constictico, acido-fumarprotocetrarico, acido
norstictico, &cido fisodalico, &cido salazinico, &cido stictico,
acido virénsico.

PD+, K- Pannarina, acido psorémico, acido fumar protocetrarico, acido
protocetrrico, acido virensico.

PD-,K+, C+ Acido criptoclorfaeico, acido hiascico, acido hipotamnélico
(K+ violeta), acido meroclorofaeico, acido paluddsico, acido
ramalindlico, scrobiculina.

PD-, K-,C+ Rojo Acido anzidico, 4cido 4-O-dimetilbarbético, eritrina, etil
orcelinato, acido gyroforico, &cido lecanorico, montagnetol,
acido olivetdrico, siphulina.

PD-, K-,C+ Verdoso Acido didymico, &cido pannarico, acido profirilico, strepsilina.

PD-, K-,C+ Azuloso  Acido diploschistesico.

PD-,K-,C- Acido alectéronico, acido a-collatélico, acido glomeliférico,

KC+ acido lobarico, acido 4-O-metilfisodico, acido microphillinico,

acido physodico, norlobaridona, acido picroliquénico.

(*) “+”: Presencia de reaccion de color, “-”: Ausencia de reactividad. Ejemplo: K+ significa reaccion de color

del talo del liquen en presencia del hidréxido de potasio al 10%.



3.5 MUESTREO DE SUELO

Este muestreo tuvo por finalidad vincular los metales depositados al suelo con los
bioacumulados en los liquenes de las areas de colecta. Para ello se realizd el muestreo de
suelo superficial (03 cm aprox. de espesor) dentro del perimetro del transecto. Este
procedimiento estuvo basado en un estudio realizado por Loppi et al. (1999), ya que, del
mismo modo que la presente investigacién, su estudio busc6 demostrar el grado de
contribucion del suelo en la composicion de metales pesados presentes en una especie de
liquen epifito. Se tomaron 4 muestras compuestas por cada transecto y se almacenaron en
bolsas ziploc. Luego se procediéo a mezclar estas 4 muestras compuestas de suelo para
obtener uno representativo de cada transecto. Finalmente se obtuvieron un total de 7

muestras.
3.6 MEDICION DE METALES PESADOS EN LIQUENES Y SUELOS

El analisis de metales pesados fue efectuado usando la espectrometria de masas con fuente
de plasma acoplada inducidamente (ICP-MS), que consiste en una técnica analitica multi-
elemental desarrollada en los afios ochenta cuya ventaja es su rapidez (muchas veces
simultaneo) y su capacidad de cuantificar cualquier elemento quimico presente a nivel traza
(menor a 100 ppm). Asimismo, permite efectuarse sobre todo tipo de muestra (Diaz ,2006)
por su alta temperatura de la fuente de plasma (8000 Kelvin) y su gran sensibilidad (Rusu
,2002). Para el presente estudio, los analisis de ICP-MS? fueron llevados a cabo en las
instalaciones del laboratorio del Instituto de Corrosion y Proteccion de la Pontificia
Universidad Catélica del Pera (ICP-PUCP), cuyos resultados fueron presentados en el
Anexo 5. Los metales pesados considerados para el presente estudio fueron: el aluminio (Al),
arsénico (As), cadmio (Cd) , cromo (Cr), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), niquel
(Ni), plomo (Pb) y zinc (Zn). La seleccion de metales respondié a la definicion descrita en
el Acapite 2.2 (metales con densidad mayor a 5 g/cm?®), y al rango de elementos analizados
por el laboratorio ICP-PUCP, comprendido en su servicio andlisis de metales. (Ver Anexo
5). Sin embargo, algunas consideraciones se tomaron en cuenta para la evaluacion de este

grupo de metales. Como primera consideracion, algunos de estos elementos se encuentran

2 El método utilizado por el laboratorio ICP-PUCP fue ICP-MS mediante EPA 200.8 (1994). Determination of
Trace Elements in Water and Wastes by Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometry, Rev. 5.4.
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considerados como esenciales (Ver Tabla 4), los cuales en grandes dosis pueden convertirse

en toxicos.

Tabla 4: Metales pesados analizados en el presente
estudio, sus densidades y su categoria como esenciales
y/o como potencialmente téxicos.

Densidad

Potencialmente

Elemento glem” Esencial t6xico
Al 2.7 X X
As 5.7 - X
Cd 8.7 - X
Cr 7.2 X X
Cu 8.9 X X
Fe 7.9 X X
Mn 1.4 X X
Ni 8.9 X X
Pb 113 - X
Zn 7.1 X X

FUENTE: Tabla inspirada del libro de Bautista Zufiga (1999).

Como segunda consideracion, el aluminio fue seleccionado, a pesar de no cumplir con la
condicion de la densidad, debido a que es un elemento abundante en la corteza terrestre y
tiene un rol fisiologico neutral en el liquen, lo que le hace un elemento trazador del aporte
del resto de metales provenientes del suelo. En el acdpite 3.7.3 se explica con mayor detalle

el rol que cumple este elemento en el presente estudio.

La tercera consideracion esta asociado a la naturaleza quimica del arsénico, el cual es un
elemento que no es un metal propiamente dicho, sino un metaloide, sin embargo esta
asociado con depoésitos de muchos metales, ademas de ser un elemento que puede ser muy

téxico.

Finalmente, como cuarta consideracion, se debe tomar en cuenta que, si bien, los metales
seleccionados pueden estar asociados a la naturaleza geoldgica del ambito de estudio,
también se sabe que algunos de estos metales podrian estar asociados a las actividades
antrépicas, los mismos que estarian siendo transportados por el aire hasta esas zonas. Asi, la

presencia de plomo podria estar asociado a la combustién de gasolina; el arsénico, cadmio,
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zinc y cobre, a la actividad de extraccion minera y el cromo, a la quema de residuos solidos
(Wallis ,2016).

3.6.1 Medicién de metales en liquenes

Para llevar a cabo el analisis de metales en los liquenes, se selecciono los liquenes mas
abundantes y presentes, en lo posible, en los tres sitios de estudio: Aguas arriba y abajo de
la laguna de Par6n y aguas arriba de Querococha. De esta manera, se escogieron las especies
fruticosos Usnea spl y Usnea sp2;y el liquen folioso Sticta weigelii, cuyas caracteristicas
morfoldgicas son presentados en el Anexo 2. De cada especie se tomaron entre tres a cinco
ejemplares al azar por cada sitio de muestreo los cuales fueron considerados como réplicas
para los analisis estadisticos. Para el caso de la especie Sticta weigelii, solamente fueron
considerados los sitios de estudio: “Par6n arriba” y “Querococha arriba”, ya que no fueron

observados en “Paron abajo”.

Luego estas muestras tuvieron que pasar por un proceso de descomposicion por oxidacion
completa de la matriz orgénica, tambien conocida como proceso de mineralizacion. Este
procedimiento se efectué mediante dos vias: la via seca y la via humeda, siguiendo la
metodologia realizada por Tucker (2003). Es preciso indicar que previo al proceso de
digestion, las muestras seleccionadas fueron secadas a 80°C por 24 horas y luego se
pulverizaron con ayuda de pilones y morteros. De este modo, por cada liquen, se obtuvo
1000 mg (salvo algunas excepciones donde no fue posible alcanzar esta cantidad) de muestra
pulverizada los cuales fueron colocados sobre crisoles de porcelana de 30 mililitros. Una vez
preparados los crisoles con las muestras en su interior, fueron colocados al interior de una
mufla a una temperatura inicial de 180°C dandose inicio a la digestion por via seca. Esta
temperatura gradualmente fue aumentandose a ritmo de 50°C cada media hora hasta llegar
a 500°C, temperatura a la que se logro calcinar y convertirla en ceniza blanca. Una vez
obtenida las cenizas, se depositaron sobre tubos de ensayo. Luego se procedié con la
digestion humeda, llamada también digestion acida, donde &cidos fuertes y agentes oxidantes
fueron utilizados para asegurar la total destruccidn de la materia organica (Chaparro G. et al.
,2016). Para ello, la metodologia de Tucker (2003), indicd seguir con los siguientes pasos,
los mismos que fueron efectuados en las instalaciones del laboratorio de Servicios de
Analisis Quimico (LASAQ) de la UNALM:

1. Las cenizas se depositaron en cada tubo y se agregd 0.4 ml de &cido nitrico (HNOs3) con

una concentracion de 10M. Luego el tubo se coloc6 en un calentador de tubos a una
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temperatura de aproximadamente 100 °C, donde se realiz6 ciclos de adicion y secado de
0.2 ml de peroxido de hidrogeno (H20.), cada 10-15 minutos; hasta completar 10

adiciones.

2. Después se agregaron 2.5 ml de HNO3 10M a cada tubo, y se volvio a calentar a 100°C
por 15 minutos. Si los residuos no se disolvian completamente se agregaba mas peroxido

para ayudar a la disolucion.

3. Luego, las muestras fueron filtradas con papel filtro Whatman #1 asegurando enjuagar

los residuos que se quedaban adheridas a los tubos con el acido nitrico disuelto.

4. Una vez filtradas las muestras, se enraz6 con agua destilada en matraces volumétricos de
100 ml. Finalmente estas muestras pasaron a recipientes de 40 ml para el posterior

analisis por ICP-MS.
3.6.2 Medicion de metales en las muestras de suelo

Del mismo modo que en los liquenes, los niveles de metales pesados en muestras de suelo
fueron analizadas por el método del ICP-MS. Por tanto, las muestras tuvieron que pasar

previamente por un proceso de preparacion fisica y quimica.

Cada una de las muestras compuestas (una por transecto) fueron secadas en una mufla a
80°C por 24 horas. Una vez secadas, las fueron tamizadas con tamiz N°6 (de 3.36 mm de

abertura) para homogeneizar las muestras a un solo tamafio de grano.

Con las muestras homogeneizadas se procedio a realizar el proceso de digestion seca y acida
de forma similar al descrito anteriormente para los liquenes. Primero se pesaron 2000 mg de
suelo seco y pulverizado correspondiente a cada transecto evaluado. Del mismo modo que
en los liquenes, estas muestras fueron calcinadas en la mufla. Luego a cada muestra se le
agregd 6 ml de acido nitrico concentrado y 2 ml de acido clorhidrico concentrado,
combinacion muy usada para la extraccion de numerosos metales en suelos. Luego, la
solucidn &cida fue calentada a 100 °C por 15 minutos. Después de enfriar, se afiadio 2 ml de
H20, a la mezcla digerida y se llevo nuevamente a calentar al blogue de calor a 100°C
aproximadamente hasta que la solucion se consuma la mitad. Finalmente, la solucion se
enrasd a matraces volumétricos de 100 ml enrasandose con agua destilada de los se extrajo
40 ml para los analisis ICP-MS. En total se ejecutaron 7 muestras de suelo, uno por cada
transecto. Por temas logisticos y econdmicos, no fue posible realizar una mayor cantidad de

analisis de suelo capaz de conferirle a los analisis una mayor representatividad estadistica.
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3.6.3 Conversion de mg/L a mg/kg o ppm

Es preciso indicar que los resultados de los analisis de metales, realizados por el laboratorio
ICP-PUCP fueron mostrados en mg/L (Ver Anexo 5). Por lo que, tanto los resultados para
los liquenes como para los suelos, fueron convertidos a unidades mg/kg, ya que esto permite
comparar con los resultados de estudios similares en la bibliografia. Para ello, se realizo
relaciones de proporcionalidad de volumen y masa, de acuerdo a los pasos seguidos durante
la digestion acida. Como se menciond en los acapites anteriores, los analisis de metales se
hicieron en muestras de 40 mL, el mismo que fue obtenido de un matraz de 100 mL de
solucion acuosa, finalizada la digestion acida. Entonces considerando que los valores de los
informes de ensayo se muestran la masa de metal presente en 01 litro de solucion (o 1000

mL), se hace el calculo de la masa del metal para 100 mL.
Entonces, se tiene que:

X mg ------------- 1L (1000 mL)

X/10 mg ---------- 100 mL

X= masa del metal en mg mostrado en los informes de ensayo

De esta manera, se tuvo que la masa del metal analizado, presente en el matraz de 100 mL
fue X/10 mg. Lo que significa que esta masa de metal estuvo presente en las muestras

s6lidas que pasaron por el proceso de digestion acida. En el caso de los liquenes se utilizo,
en su mayoria, 1000 miligramos de talo seco, mientras que en las muestras de suelos, 2000
miligramos. A continuacion, se presenta la operacion de conversion a mg/kg peso seco 0 Ppm

para el caso de los liquenes. .

X. 10_1 MYmetal X Wliq/u:n x Lg't‘lq/ue'n — X. 105 MYmetal
M/m-g‘llq/ue'n 10_/39111%% 10_3kgliquen M kgll’quen

M= masa en miligramos de la muestra de talos.

Para el caso de las muestras de los suelos la conversidn fue de la siguiente manera:

X. 10_1 MYmetal X 1 mﬂgﬁe’lo X 1 M — X. 102 MYmetal
Zooomao IO_MO 10_3kgsuelo 2 kgsuelo
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3.7 ANALISIS DE DATOS

3.7.1 Analisis de datos para el desarrollo del objetivo 1

Para representar la liqguenobiota de cada sitio de estudio, se emplearon graficos de dispersion
colocandose en el eje de las ordenadas, el niUmero de registros de cada especie, y en el eje
de las abscisas, el rango (entiéndase como orden) que ocup6 cada especie entre las demas
especies segun el valor de su registro. Asimismo, se elaboraron graficos de barras para
representar la frecuencia de registros segun el biotipo del liquen (crustoso, folioso y
fruticoso) y su habito (corticola, muscicola y saxicola). Para la evaluacion de las diferencias
de liquenobiota entre los sitios de estudio, se utilizaron los graficos antes mencionados y
otros dos graficos de frecuencias donde se compararon las distribuciones de las familias
taxonomicas a las que pertenecieron las especies colectadas y los valores del indice de
Shannon-Wiener® calculados por cada sitio de estudio. Finalmente, se hizo una revision
bibliogréafica sobre la sensibilidad o tolerancia a los metales pesados a nivel de género de los
liguenes identificados, afin de inferir si las diferencias de liquenobiota responden a una

supuesta mayor 0 menor presencia de metales pesados en los sitios de estudio.

3.7.2 Analisis de datos para el desarrollo del objetivo 2
a. Analisis exploratorio de las concentraciones de metales presentes en los liquenes

De forma previa a los anélisis estadisticos se realizé un preanalisis de naturaleza exploratoria
a los valores de los metales pesados bioacumulados, el cual comprendid el calculo de
estadisticos descriptivos, como son las medidas de tendencia central (media, mediana,
moda), las medidas de dispersion (varianza, desviacion estandar, boxplots y el coeficiente
de variacion) y la normalidad de la distribucién de los datos. Todo ello permitio la
identificacion de datos atipicos (outliers) los cuales fueron tratados con diferentes test para
verificar si realmente estos outliers se debian a factores externos o a un comportamiento
propio de los datos del metal. Es asi que dos test de outliers fueron tomados en cuenta para
la deteccidn de outliers a nivel significativo: el Test de Grubbs y el test de Rosner o también
denominada Prueba de desviacion extrema Studentizada (ESD, en siglas en inglés). El
primero permitié determinar si los valores externos a los limites superior e inferior del
diagrama de cajas fueron realmente outliers (asumiendo que los valores presentan una

distribucion aproximadamente normal), aunque, este solo permitié detectar tres outliers a lo

3H’= -y piIn pi, donde pi es la frecuencia relativa de cada especie.
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maximo. En los casos donde existieron cantidades mayores a tres outliers, fue empleado el

segundo test.

Una vez que los outliers fueron identificados se procedio a aplicar metodos para disminuir
su influencia sobre la data principal. Uno de los métodos que permitid lidiar con estos
outliers, sin llegar a la remocion de éstos, fue la Winzorizacion (Winsorization o Winsorizing
en inglés), una técnica atribuida al bioestadistico Charles P. Winsor (1895-1951). Este
método consiste en reducir la influencia de los outliers en la data reemplazandolos por el
valor mas proximo a éstos, perteneciente a la distribucién de la data en el boxplot, de tal
manera, que no afecte notablemente la precision del estimador estadistico (Goodson ,2011).
Si el outlier fue menor al limite inferior se reemplazo por el valor vecino dentro del intervalo
entre el primer cuartil y el limite inferior. Mientras que para el outlier que estuvo por encima
de limite maximo se reemplazo6 por el valor inmediatamente menor, dentro del intervalo
entre el tercer cuartil y el limite maximo. Este procedimiento fue realizado tomando en
cuenta que los estadisticos descriptivos como la media y la varianza son susceptibles a los
outliers, asimismo, para fortalecer las inferencias estadisticas que se puedan obtener de estos

datos.

También se realizé una exploracion a través de los histogramas en cada metal ya que para
algunos analisis estadisticos de tipo paramétrico fue necesario conocer si los datos siguieron
una distribucion normal, siendo parte de sus supuestos (como sucede en los test de
correlacién o de regresion). Sin embargo, el tipo de histograma no fue de frecuencias sino
de densidad el cual permiti6 estimar visualmente (curva ajustada a la curva normal) si la data
provino de una poblacién con distribucion normal. La normalidad, finalmente fue

confirmada a través de la utilizacion del test de Shapiro-Wilks.

b. Aplicacion de test estadisticos

Una vez que los resultados fueron analizados con los estadisticos descriptivos se procedio a
evaluar los efectos de las variables categoricas (o factores): “Sitio de estudio” y el “Tipo de
especie”, sobre las concentraciones de metales en los liquenes. En otras palabras, se buscd
determinar la existencia de diferencias significativas entre las medias de los grupos de cada
factor, el cual se logré del analisis de varianza (ANOVA). Sin embargo, como se traté de
dos factores, se empled una variante del ANOVA denominada ANOVA de dos vias (en
inglés, Two-way ANOVA). La particularidad de esta prueba es que permite no solamente

evaluar los efectos posibles de cada uno de los dos factores sino también los de su
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interaccién, de forma significativa (Beckerman et al. ,2017). Su modelo que siguid fue el
siguiente: Yijk = u + aj + Bk + (apf)jk + eijx. Del mismo modo que el ANOVA, esta variante

exigio el cumplimiento de los siguientes supuestos:

1. Los residuos deben ser distribuidas normalmente (desviacion de las observaciones con
respecto a las medias de los grupos), 2. Las varianzas entre los grupos deben ser homogéneas
y 3. Las observaciones deben ser independientes (Zaiontz ,2020). Los dos primeros
supuestos fueron puestos a prueba a través de los test Shapiro-Wilks y el test de Levene,

respectivamente.

De no cumplirse cualquiera de los dos primeros supuestos, se procedi6 a utilizar la variante
no paramétrica del ANOVA, la Prueba de Kruskal Wallis, el cual compara medias pero
empleando rangos asignados de menor a mayor a las observaciones. Sin embargo, este
altimo test exigié al menos el cumplimiento del segundo supuesto, a través de la Prueba

Bartlett, y el tercer supuesto.

En los casos donde se encontro diferencias significativas en los grupos se procedio a efectuar
los analisis post hoc de comparaciones multiples: para el caso del ANOVA de dos vias fue

utilizado la prueba Tukey, mientras que para el de Kruskal Wallis, la prueba de Dunn (1964).

c. Analisis de Componentes Principales

Siendo varios los metales los que se evaluaron, fue pertinente utilizar un analisis
multivariado capaz de resumir y explicar toda, o gran parte, de su variabilidad. Como se tratd
de variables continuas, se emple6 el Analisis de Componentes Principales (ACP), que es una
técnica estadistica de ordenacidn el cual cambia, re-escala y rota los datos provenientes de
multiples variables en un espacio multidimensional (donde cada variable es representada por
una dimension), para ser visualizadas en graficos de uno, dos o tres ejes. De este modo, el
ACP reduce la dimension (con una pérdida minima de informacion), transformando un
conjunto de variables originales en un nuevo conjunto de variables denominadas
componentes. Sin embargo, antes de llevarse a cabo este analisis, previamente tuvo que
probarse que las variables originales en su mayoria se encuentren correlacionadas, ya que,
variables incorrelacionadas generarian multiples componentes lo que seria lo mismo que si

se analizaran de forma individual, es decir, no habria sentido realizar el ACP.

Los nuevos componentes fueron representados como ejes ortogonales incorrelacionadas

entre si, siendo cada uno, el resultado de combinaciones lineales de las variables originales.
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La varianza de los valores de la componente principal (nueva variable) representd la
cantidad de informacion que lleva incorporada. Es asi, que el componente que mayor
varianza presento se le conocid como la primera componente principal y fue representado
como un eje horizontal. Mientras que la segunda componente principal fue definida de forma
perpendicular al primero. El tercer componente también fue perpendicular al segundo y asi
sucesivamente para el resto de componentes (Matthiopoulos ,2011). Sin embargo, se utilizo
el criterio del autovalor superior a la unidad (Aldas y Uriel ,2017), ya que se espera que la
varianza de una componente explique mas informacion que la variable misma (varianza

igual a la unidad, cuando las variables estan estandarizadas).

Principalmente son tres los resultados que son relevantes para el ACP, los mismos que se
pueden mostrar graficamente: 1. La composicién de cada componente principal, 2. La
proporcidn de la varianza explicada por cada componente principal, y 3.1a ordenacion de los
resultados del ACP de las variables (originales) y de los individuos (observaciones)

dispuestos sobre el plano de las dos componentes principales (Matthiopoulos ,2011).

El primer resultado permitié reconocer cuales fueron las variables que tienen una mayor
contribucion en los componentes, y si éstas estan actuando correlacionadas positivamente o
negativamente entre si. El segundo resultado fue visualizado a través de un grafico de barras,
donde se indicaron los porcentajes de varianza explicada de cada uno de los componentes.
Mientras que para el tercero, se utilizd un grafico de ordenacion que es un grafico de
dispersién de los datos en los ejes de los dos componentes principales. Este grafico fue
representado tanto para las variables como para los individuos (observaciones). Para el caso
del grafico de las variables, se suele utilizar un circulo con centro en la interseccion de los
ejes de los componentes principales de donde salen unas flechas correspondientes a los
autovectores de las variables originales. Estas flechas fueron dibujadas en funcién a la carga
o0 loadings de las variables sobre los componentes principales, es decir, a la influencia de la
variable en la generacion de la componente (Aldas y Uriel ,2017). La carga de las variables
sobre cada uno de los dos ejes, generaron unas coordenadas y los vectores respectivos

(autovectores).

Visualmente, para reconocer la calidad de representacion de las variables sobre el grafico de
ACP, se utiliz6 el coseno cuadrado (cos2) de las variables. Este se calcula con el angulo del
triangulo recto formado entre el origen del plano de los componentes, el autovector de la

variable y su proyeccion sobre el componente.
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Con respecto al grafico de dispersion para los individuos (observaciones), sobre los dos ejes
de los componentes principales. Se utilizaron como coordenadas los valores obtenidos que
presentd cada observacion en cada uno de las nuevas variables (los componentes). Siendo
dos factores los que se estan evaluando en este estudio: tipo de especie (Usnea spl, Usnea
sp2 y Sticta weigelii) y sitio de estudio (Par6n arriba y abajo, y Querococha arriba), se busco
agrupar a través de elipses las observaciones en este grafico de dispersion, con la finalidad
de reconocer si se forman elipses separadas o unidas entre las categorias de cada factor, y de
esta manera estimar un posible efecto diferenciado sobre los individuos analizados de forma

multivariada.

Finalmente, todos estos analisis y graficos fueron realizados utilizando diversos paquetes

estadisticos del software R, entre los cuales estuvieron factoextra, ade4 y FactoMineR.

3.7.3 Analisis de datos para el desarrollo del objetivo 3

Con la finalidad de tener una aproximacion sobre la relacion entre los metales captados por
los liquenes y la disponibilidad de estos elementos en los suelos (materia del objetivo 3)
fueron utilizados dos métodos de analisis: a) Analisis comparativo de los rangos de
abundancia de metales en liquenes y suelos, b) Analisis de los factores de enriquecimiento,
los cuales utilizaron los resultados del contenido metélico de los suelos obtenidos en cada
transecto del sitio de estudio (Ver Anexo 7). Sin embargo, para la comprension de los
resultados de estas metodologias fue pertinente realizar un andlisis previo de los resultados
de metales en los suelos. Para ello se utilizaron graficas de barras donde se compararon los

diferentes valores de los metales presentados en los siete transectos.

a. Analisis comparativo de los rangos de concentraciones de metales

Este método consistié en comparar la posicién (rango) que ocupan los metales en liquenes
y suelos para determinar si la presencia de un determinado metal es mayor o menor en alguno
de los dos componentes (Loppi et al. ,1999). Para ello, en un plano cartesiano, se dispone
en el eje de las abscisas los rangos correspondientes a los liquenes, en tanto, en el eje de las
ordenadas, los rangos de los suelos. De alguna manera se espera que los rangos de ambos
componentes coincidan ya que los niveles de los metales bioacumulados estarian en funcién
de su disponibilidad en el ambiente. Sin embargo, algunos factores podrian hacer que los
rangos difieran entre si, por ejemplo, el rol que cumple un determinado metal en la fisiologia
del liquen, el tipo de mecanismo por el cual el metal fue captado por el liquen, afinidad por

el sustrato del suelo o afinidad entre elementos metélicos. En ese sentido se establece una
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diagonal de 45° grados desde el origen de coordenadas que representa la coincidencia de los
rangos. Aquellos elementos que estén fuera de esta diagonal indicarian una mayor presencia

en alguno de los componentes.

b. Anélisis de los Factores de Enriquecimiento

Asimismo, el segundo método consistio en calcular los factores de enriquecimiento en los
liquenes. El factor de enriquecimiento (en inglés Enrichment Factors o EF) es un método
para determinar qué porcion de la concentracién de metales corresponde a la composicién
de metales presente de forma natural, y qué porcién corresponde a fuentes antropogénicas.
Este método estandariza los valores de las concentraciones de los elementos presentes en los
liquenes en funcidn a las concentraciones del suelo. El elemento estandarizador fue asignado
al elemento Aluminio, ya que es un elemento principal en la corteza terrestre y tiene una
importancia metabdlica limitada en los liquenes (Loppi et al. ,1999, Vieira et al. ,2004). Este
elemento se usa como un indicador de la contaminacion de la muestra por el suelo y el polvo
de roca transportada (Gordon et al. ,1995, Loppi et al. ,1999). El factor de enriquecimiento

para el elemento X es calculado usando la siguiente formula:

EF = (XL/RL)/ (XS/RS), donde XL es el elemento en cuestion en el liquen, RL el elemento
de referencia (Aluminio) en el liquen, XS el elemento en cuestion (el elemento que se quiere
analizar) en el suelo y el RS el elemento de referencia en el suelo. Si el valor del EF es
cercano al 1 significa que proviene de fuentes naturales. Mientras si los valores de EF estan
en el intervalo de 10-20 indicarian que una parte importante del metal bioacumulado tendria
un origen atmosférico. Mientras que valores de EF mayores a 30 terminaria por confirmar
la tendencia del elemento metélico a comportarse como atmofilo, sujetos a transporte

atmosférico de largo alcance (Loppi et al. ,1999).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41 RESULTADOS

4.1.1 Liqguenobiota de las areas de estudio

En las tres areas de estudio se lograron obtener un total de 33 especies de liquenes
identificadas, distribuidas en 11 familias taxonémicas, las mismas que fueron representadas
en el album fotografico mostrados en el Anexo 3 y listadas por cada sitio de estudio en el
Anexo 1. La composicidn liquenobidtica presento6 variaciones entre los sitios de estudio. A
continuacion, se presentaron las caracteristicas de la liquenobiota encontrada en las

microcuencas de Parén y Querococha.

a. Caracteristicas de la liquenobiota observada en el sitio de estudio de Pardn arriba

En este sitio de estudio pudieron identificarse un total de diez especies de liquenes. Como se
puede visualizar en la Figura 11, las especies mas abundantes fueron dos especies de
liquenes fruticosos del género Usnea, los cuales fueron denominadas Usnea spl y Usnea
sp2. Es preciso indicar que, el término “sp” fue asignado a aquellos registros que no se
lograron identificar con certeza su nivel de especie. La Usnea spl estuvo principalmente
presente como epifito de los arbustos que habitan este sitio de estudio. Mientras que la
especie Usnea sp2 presentd un habito saxicola, es decir, individuos fueron observados
desarrollandose sobre las rocas presentes en este sitio.

Como segundo biotipo dominante estuvieron los liquenes de biotipo folioso, los cuales en
su mayoria fueron encontrados pegados a las rocas. En tanto, el biotipo crustoso solo estuvo

representado por una especie el cuél fue hallado sobre los musgos que cubrian algunas rocas.
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Figura 11: Analisis de la liquenobiota del sitio de estudio Paron arriba. a) Rango por abundancia de los
liquenes colectados en este sitio de estudio, b) Abundancia segun el biotipo, ¢) Abundancia segln el habito que

presentan las especies de liquenes de este sitio de estudio.



b. Caracteristicas de la liquenobiota observada en el sitio de estudio de Par6n abajo

Como puede apreciarse en la Figura 12, en la parte baja de la laguna de Parén, la cantidad
de especies encontradas fue mayor que la parte de arriba. Asimismo, la abundancia segun el
biotipo, dejo de ser fruticoso y pasé a ser de tipo folioso, quienes en su mayoria fueron

encontrados sobre los musgos de los arboles o rocas.
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Figura 12: Andlisis de la liquenobiota del sitio de estudio Parén abajo. d) Rango por abundancia de los liquenes
colectados en este sitio de estudio, ) Abundancia segun el biotipo, f) Abundancia segin el habito que presentan
las especies de liquenes de este sitio de estudio
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c. Caracteristicas de la liquenobiota observada en Querococha arriba

En lo que respecta a este sitio de estudio, la cantidad de especies encontradas superé a los

hallados en los sitios de la microcuenca de Pardn (Ver Figura 13). La predominancia en el

biotipo estuvo repartida entre los foliosos y fruticosos, aunque el primero fue la mas

abundante. Una caracteristica propia de este sitio de estudio fue que los tres biotipos fueron

encontrados en su mayoria presentando un habito saxicola.
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Figura 13: Analisis de la liquenobiota del sitio de estudio Querococha Arriba. d) Rango por abundancia de los
liquenes colectados en este sitio de estudio, €) Abundancia segun el biotipo de liquen, f) Abundancia segin el

hébito que presentan las especies de liquenes de este sitio de estudio.
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A nivel de familias taxondémicas, la familia Parmelaceae fue la que mas registros presento
en los tres sitios de estudio (Ver Figura 14) . En el resto de familias, en su mayoria,
estuvieron presente solamente en un sitio, con abundancias muy por debajo a la familia
Parmelaceae. Finalmente la Figura 15, mostr6 los valores del indice de Shannon para los
tres sitios. Puede observarse que los sitios de Parén abajo y de Querococha arriba fueron los
que mayor indice de diversidad presentaron, es decir, que tanto en abundancia como en

namero de especie fueron mayores que en Paron arriba.

Distribucidon de familias taxondmicas

Umbilicariaceae
Stereocaulaceae
Physciaceae
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Figura 14: Distribucién de las familias taxonomicas de los liquenes presentes en los sitios de estudio
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Figura 15: Comparacion de los valores del indice de diversidad de Shannon entre los sitios de estudio
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4.1.2 Concentracion de metales en los liquenes

En total fueron realizados veintisiete (27) andlisis de metales aplicados en dos especies de
liqguenes del género Usnea y de la especie Sticta weigelii, segin lo mencionado en el acapite
3.6.1. El Anexo 5 mostro las concentraciones obtenidas de estos analisis en unidades mg/L.
Sin embargo, al tratarse de muestras biologicas con valores de masas conocidas se procedid
a transformar estas unidades a mg/kg (Ver Anexo 6); la conversién de unidades puede
observarse en el acapite 3.6.3. Respecto a los valores de los metales analizados, todos a
excepcion del Cd, superaron sus limites de deteccion. Por tanto, los valores de este ultimo

metal no fueron tomados en cuenta en los analisis posteriores.

a. Andlisis exploratorio de los resultados de los anélisis de metales en los liquenes

Los diagramas boxplots mostrados en el Anexo 8 permitieron identificar a simple vista la
presencia de datos atipicos en la mayoria de los metales analizados. Al ser sometidos estos
valores a los test de Grubbs y de Rosner (Ver acépite 3.7.2), fue posible observar que los
valores de los metales: Al, As, Cu, Ni, Pb, presentaron dos outliers que superaron
significativamente sus limites maximos. En tanto, los elementos Mn y Zn presentaron mas
de tres outliers (4 y 5, respectivamente) que fueron significativas. Solamente los valores de

Fe no presentaron ningun outlier significativo.

Luego de aplicarse la winzorizacion (Acapite 3.7.2), se obtuvo una data mas homogénea.
Por ejemplo, los valores del coeficiente de variacion (Ver Anexo 9), definido como el
porcentaje que ocupa la desviacion estandar sobre la media, resultaron menores al 80% para
todos los metales, indicando que sus medias fueron representativas. Por tanto, esta data sirvio

como base para la realizacion de los anélisis estadisticos posteriores.

En lo que respecta a la evaluacion de la normalidad de los metales, los histogramas de
densidad mostrados en el Anexo 10 y los resultados del test de Shapiro-Wilks (Ver Anexo
11) determinaron que los valores bioacumulados de los metales Al, Cu y el Fe siguieron una

distribucion normal, mientras que en el resto de metales, no cumplieron con este supuesto.
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especies de liquenes y los sitios de estudio donde se colectaron.



b. Analisis de los estadisticos descriptivos de las concentraciones metalicas bioacumuladas

Con respecto a los valores de los estadisticos descriptivos mostrados en el Anexo 9, pudo
observarse que las medias de las concentraciones bioacumuladas fueron los mas altos en los
metales Fe y Al, con valores respectivos de 44.12 y 20.4 mg/kg. Luego se tuvo metales con
valores menores a 10 mg/kg pero mayores a la unidad, como el zinc (6.46 mg/kg), cromo
(3.40 mg/kg), manganeso (2.05 mg/kg) y cobre (1.15 mg/kg). Finalmente, las medias de los
metales plomo, arsénico y niquel presentaron los siguiente valores: 0.52,0.34 y 0.31 mg/kg,
respectivamente. Por otro lado, en la Figura 16, las medias de las concentraciones
bioacumuladas fueron mostradas por especie y por sitio de estudio. En ella, fue posible
observar algunas diferencias en algunos metales, aunque, sélo fueron confirmadas a través

de la aplicacion de las pruebas estadisticas presentados a continuacién.

c. Resultados de las Pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis

Los resultados de estos test son mostrados en el Anexo 12. Los metales que cumplieron con
los supuestos del ANOVA de dos vias, fueron el Al, Cu, Fe, Mn, Ni y Pb. Es preciso notar
que hubo algunos metales (como el Mn) que, si bien sus observaciones no siguieron una
distribucion normal, cumplieron con la normalidad de sus residuos, siendo esta condicion,
la valida para esta prueba. Por otro lado, aquellos metales que no cumplieron con los
supuestos de esta prueba fueron el As, Cry el Zn. Por tanto, en estos ultimos metales se

utilizé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis (Ver Anexo 13).

De las pruebas ANOVA de dos vias realizadas en todos los metales que cumplieron los
supuestos, no se encontraron diferencias significativas para ningunos de los factores a
excepcion del Mn, donde se observaron diferencias significativas para el factor “Sitio de
estudio” (valor p=0.001139 <0.05). El posterior andlisis con la prueba Tukey, arrojo
diferencias significativas entre las distintas zonas de estudio, los cuales fueron representados
por la Figura 17. En esta figura puede visualizarse que los valores bioacumulados del
manganeso en los dos sitios localizados en la microcuenca Llullan-Paron fueron mayores
que en el sitio ubicado aguas arriba de la laguna de Querococha, indistintamente al tipo de
especie de liquen evaluado. Sin embargo, la prueba de interaccién (valor p= 0.0454454)

mostré que el factor especie podria estar actuando de forma sinérgica a los sitios de estudio.
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Figura 17: Diagramas de cajas de las concentraciones del manganeso bioacumulados en funcion
al sitio de estudio.
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Figura 18: Diagramas de cajas de las concentraciones del arsénico bioacumulados en funcion a
la especie de liquen



En lo que concierne a los metales As, Cry el Zn, como se mencion6 anteriormente, fueron
evaluados con la prueba Kruskal-Wallis, donde los factores fueron analizados por separado.
Como resultado, ni los sitios de estudio ni el tipo de especie generaron diferencias
significativas entre las medias de sus grupos a excepcion del metal arsénico, quien mostro
diferencias significativas para ambos factores. Aunque, luego de aplicarse el test de
comparaciones multiples, los p-valor (ajustado con la correccion de Bonferroni) no fueron
lo suficientemente significativas (Ver valores p en Anexo 13) paraafirmar si alguno de estos
grupos presentd mayores o menores valores de este metal que los otros grupos. A pesar de
ello, algunas tendencias pudieron observarse en las Figuras 18 y 19. A nivel de especie, la
Figura 18 mostro que, la especie Sticta weigelii presentaria mayores concentraciones de
arsenico que las dos especies del género Usnea. Mientras que, a nivel del sitio de estudio, al
parecer habria una mayor presencia de este metal en el sitio de estudio Querococha arriba
(Figura 19).
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Figura 19: Diagramas de cajas de las concentraciones del arsénico bioacumulados en funcion
al sitio de estudio.

De estos resultados puede concluirse que, en la mayoria de metales analizados en los

liguenes, tanto los sitios de estudio como el tipo de especie de liquen, no generaron
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variaciones significativas en los valores bioacumulados en los liquenes. Solo en los casos
del manganeso y el arsénico, se encontraron diferencias significativas, a nivel del sitio de

estudio y el tipo de especie, respectivamente.

d. Analisis de componentes principales de los metales bioacumulados en los liquenes

Como fue mencionado en el acéapite 3.7.2, se utiliz6 el ACP para reconocer patrones que
permitan explicar la variacion de los nueve metales bioacumulados. En ese sentido, en el
Anexo 14 se presentan los coeficientes de correlacion y sus respectivas significancias entre
los nueve metales. Es preciso indicar que, para la evaluacion de las significancias de las
correlaciones se utilizo el test de Spearman (no paramétrico), ya que varios de los metales
no presentaron una distribucién normal. La Figura 20, grafica lo anterior a través de una
matriz de correlaciones, coloreados con diferentes tonalidades segun el valor del coeficiente
de correlacion que tuvieron (Ver su leyenda) y se marcaron con aspa las correlaciones que
no fueron significativas. A simple vista, es posible observar en esta figura que el metal que
mas correlaciones significativas presento fue el aluminio (con 05 metales), mientras que el

resto de metales, con a lo mas 04 metales (Pb).

Cu
Zn X X
Pb
Corr
mm 10
Fe X N X o
0.0
cr X X X X s
.-1.0
Mn xX X X X
As X X X X X X
Al X X X

LN SRS R T A R A

Figura 20: Matriz de correlaciones entre los metales bioacumulados (las variables)
y significancia (p<0.05). Nota: Las aspas (X) indican correlaciones no significativas.

Comprobada la presencia de correlaciones se llevé a cabo el ACP, aunque con previa
estandarizacion de las observaciones tomando en cuenta la heterogeneidad de las escalas

entre las concentraciones de los metales bioacumulados.
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En el Anexo 15 puede observarse el valor de las varianzas de los componentes principales
(autovalores, eigenvalues en inglés) y el porcentaje sobre la varianza total que representaron.
Luego de aplicar el criterio de autovalor superior a la unidad, se escogio los primeros tres
componentes, los cuales en conjunto explicaron aproximadamente un 70% de la variabilidad
total. El primer, segundo y tercer componente explicaron, respectivamente, 36.86%, 16.57%

y 16.26% de la varianza total.

De forma gréfica, la Figura 21, mostro el circulo de correlaciones de las variables con el eje
horizontal (primera componente) y el eje vertical (segunda componente), con sus respectivos
porcentajes de varianza explicada. En ella, pudo observarse que los autovectores de los
metales: Al, Cu, Fe, Pb y Zn estuvieron alineados con la primera componente, mientras que
el Cry el Ni, con la segunda componente. Asimismo, pudo visualizarse que los autovectores
adquirieron diferentes colores y tonalidades segun el valor de cos2, de modo que, los metales
que estuvieron alineados a cualquiera de los dos ejes, fueron los que mayores valores de cos2
presentaron. Lo contrario sucede con los autovectores del As y Mn, quienes presentaron

bajos valores de cos2, los mismos que fueron resaltados con color fucsia en la Figura 21.
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Figura 21: Circulo de correlaciones entre las variables (metales pesados
bioacumulados) y los primeros dos componentes principales.

Es preciso indicar que los metales con altos valores cos2 se correlacionaron
significativamente con el eje de la primera componente (Ver Anexo 15). Mientras que para

el segundo componente, los metales correlacionados a este eje fueron el Ni y Cr. Con
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respecto a los elementos As y Mn, sus autovectores estuvieron mayormente correlacionados
al tercer componente (valor p <0.001) y cuarto componente (valor p <0.001),
respectivamente, explicando ambos un 11.07% de la varianza total. Es por ello, que estos
dos metales casi no estuvieron representados por los dos primeros componentes. La Figura
22 permitié facilmente graficar lo anterior, ya que resalté mediante circulos, los metales que

estuvieron mas representados en cada componente tomando en cuenta sus valores cos2.
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Figura 22: Gréfica del paquete corrplot indicando mediante gradiente de color azul,
los valores de Cos2 de cada metal en cada componente principal

Particular atencion presentd el comportamiento del niquel ya que este metal estuvo no
solamente correlacionado a una sola componente (componente 2), como sucedi6 con el resto

de metales, sino también a la componente 3 y de forma significativa en ambos casos (Ver

Anexo 15). De forma tenue, se pudo visualizar este hecho en la Figura 22.
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Figura 23: Plot de los primeros dos componentes principales para los individuos (Niiguenes=27),
agrupados en elipses segun el tipo de especie (izquierda) y los sitios de estudio (derecha).

A nivel de individuos, estos se dispusieron sobre los ejes de los primeros dos componentes
principales como puede observarse en la Figura 23. Los numeros presentados de forma
dispersa y coloreada representaron cada observacion ordenada segln la matriz de datos
mostrados en Anexo 6 (Columna” Nro.”). Dos graficos de dispersion son mostrados en esta
figura, cada uno evaluado de acuerdo a los factores de estudio: “Tipo de especie” y “Sitio de
estudio”. Las elipses agruparon a los individuos de una misma categoria y fueron mostradas
de diferentes colores. La finalidad fue observar si estas elipses se traslapaban o se separaban
por efecto de alguno de los dos factores sobre los liquenes individuos (Observaciones). Sin
embargo, en ambos casos las elipses estuvieron superpuestas, es decir, que no hubo efecto
alguno de los factores. Considerando que el plano de la 1-2 componente, estuvo bien
representada para todos los metales (a excepcion del Mn 'y As), el resultado fue el mismo al
obtenido en los analisis de diferencias de medias, descritas anteriormente. En resumen, de
acuerdo a las figuras 21-23, es posible ver un comportamiento agrupado en cinco de los
nueve metales evaluados: Al, Cu, Fe, Pb y Zn, mientras que para los metales Cr, Ni, Mn y
As, el comportamiento fue sobretodo de forma especifica. Por otro lado, al igual que los
resultados de diferencias de medias, este modelo de ACP, evidencié la ausencia de algln

efecto diferenciador de los factores especie y sitio de estudio sobre los liquenes analizados.
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4.1.3 Relacion suelo-liquen en la bioacumulacion de metales
a. Concentracién de metales en los suelos de los sitios de estudio

Los resultados de analisis de laboratorio de los suelos pueden apreciarse en el Anexo 5 los
cuales estuvieron en unidades mg/L por lo que también fueron convertidos en mg/kg como
en los liquenes (Ver acapite 3.6.3) y presentados en el Anexo 7. Las graficas de barras
presentes en la Figura 24 muestra las comparaciones entre las concentraciones de cada metal
por transecto y sitio de estudio. En ella puede apreciarse que las mayores concentraciones
fueron observadas en los metales Al y Fe, siendo el transecto 7 (en Querococha arriba), el
que presentd los mayores valores sobre el resto de transectos. EI Mn, por su parte, fue el
metal que presentd las mayores concentraciones después del Al y el Fe. Aungue a diferencia
de estos ultimos, las mayores cantidades de Mn estuvieron en los sitios de estudio de la
microcuenca Llullan-Paron. Luego, por debajo del Mn, estuvieron los metales Cry Zn, cuyos
valores maximos fueron cercanos al 15 mg/kg. El transecto que presenté el mayor valor de
Cr fue el transecto 7, mientras que para el Zn, los transectos 2 y 3 (Pardn arriba) mostraron
ser abundantes en ese sector. Por otro lado, el Pb y el Cu presentaron valores maximos
cercanos a 4 mg/kg pero con diferentes distribuciones entre los transectos. Por ejemplo, el
Cu estuvo de forma méas abundante en los suelos de Querococha arriba, mientras que, el Pb,
existié una gran variabilidad entre las cantidades presentes en los siete transectos, incluso
dentro de transectos de un mismo sitio de estudio, como sucedié en Querococha arriba.
Finalmente, los metales Ni, As y Cd, se caracterizaron por presentar valores cercanos a la
unidad o a nivel de decimales. EI Ni de alguna forma present6 valores similares entre los
transectos. En contraste, los metales As y Cd, presentaron los valores méas altos en el sitio de
Querococha arriba. En resumen, la mayoria de metales, con excepcién del Mn y el Zn,

tendieron a ser mas abundantes en el sitio de estudio de Querococha arriba.
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Figura 24: Concentraciones de los metales presentes en las muestras compuestas de suelo obtenidas en cada
transecto.



Es preciso reiterar que estos datos fueron puntuales, por lo que no se puede saber con certeza
si estos resultados reflejan la composicion metalica de los suelos presentes en los sitios de
estudio. Para que esto suceda, algun test estadistico tendria que aplicarse, sin embargo, en

este caso no fue posible realizarlo por la limitada cantidad de analisis de suelo efectuados.

b. Analisis de los rangos de elementos metalicos en los liquenes y en los suelos

Para la determinacion de estos rangos, se promediaron las concentraciones de los diez
metales en cada uno de los componentes y se ordenaron de mayor a menor asignando la
primera posicion al metal con la mayor concentracion media hasta completar la posicion
décima. Es preciso indicar que para los rangos de los liquenes se tomaron en cuenta en su
conjunto los valores de las tres especies de liquenes analizadas. Adicionalmente, las
comparaciones de estos rangos fueron realizados para cada uno de los sitios de estudio afin

de evaluar aspectos particulares en la relacién suelo-liquen de cada lugar.

10 Cd

7 Pb
6 Cu

5 A cr

4 A 7n

Rango Suelo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Rango Liquen

Figura 25: Comparacion de rangos de abundancia entre los metales presentes en los suelosy en
los liquenes (Ushea y Sticta) en Parén arriba.

En ese sentido, se presentan la comparacion de rangos para el sitio de Paron arriba en la
Figura 25. La diagonal coloreada de color rojo es la diagonal referencial sobre el cual se
colocaron aquellos elementos que tuvieron el mismo rango de concentracion tanto en los
liguenes y en los suelos. De esta manera, pudo observarse en esta figura, que los elementos
metalicos Fe, Al, Cu, Pb, Ni, As y Cd se ubicaron sobre esta diagonal indicando que

presentaron el mismo orden de clasificacion tanto en los suelos y liquenes. En tanto los
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elementos Zn, Cr y Mn estuvieron fuera de la diagonal. Por un lado, estuvieron el Zn y Cr
que tuvieron rangos mas altos en los liquenes que en los suelos, mientras que el Mn presentd

un mayor rango a nivel de los suelos.
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Figura 26: Comparacion de rangos de abundancia entre los metales presentes en los
suelos y en los liquenes (Usnea y Sticta) en Paron abajo.

En la Figura 26 se presentan los rangos correspondientes para el sitio de estudio de Parén
abajo. A diferencia de su similar ubicada aguas arriba de la laguna de Paron, este sitio
presentd cuatro elementos fuera de la linea referencial. El Pb presenté un mayor rango en
los liquenes y el Ni por el contrario tuvo un mayor rango en los suelos. Mientras tanto, el Zn
y el Mn mantuvieron estar mas presentes, de forma respectiva, en los liquenes y los suelos,

aunque el Mn escal6 un rango mas en los liquenes del que tuvo en Pardn arriba.

Los rangos de metales para el sitio de estudio de Querococha arriba son mostrados en la
Figura 27. Puede observarse para este sitio que son tres los metales los que estan fuera de la
diagonal. Como sucedio en los sitios de la microcuenca de Parén, el rango del zinc fue mayor
en los liquenes, en tanto el Mn, estuvo méas abundante en los suelos. El tercer metal fuera de

la linea referencial fue el Cu que present6 un rango mayor en los liquenes que en los suelos.
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Figura 27: Comparacion de rangos de abundancia entre los metales presentes en los suelos y en los liquenes

(Usnea y Sticta) en Querococha arriba.
En resumen, pudo observarse que la mayoria de los elementos (entre 6 o 7) del total
analizado, presentaron los mismos rangos tanto a nivel de los liquenes y los suelos
suponiendo que estos elementos fueron bioacumulados segln la disponibilidad en el suelo.
Aunque también fue posible observar que algunos elementos tendieron a estar mas presentes
en los liquenes que en los suelos o viceversa. Por ejemplo, el zinc estuvo méas asociado a los
liguenes ocupando altos rangos de abundancia, mientras que el manganeso estuvo mas ligado

a los suelos.

c. Calculo del Factor de Enriquecimiento

La Tabla 5 muestra el promedio de los factores de enriquecimientos (FES) de cada metal por
transecto, los cuales fueron obtenidos aplicando la formula del acapite 3.7.3. Cada valor de
la tabla fue coloreado en funcion a los intervalos establecidos por Loppi et al. (1999) para la
determinacion de la fuente de origen del metal (Ver acapite 3.7.3). De esta manera, aquellos
valores que estuvieron en el intervalo de 1 al 10, fueron marcados en color verde, indicando
que éstos estarian asociados a una contaminacion natural de los suelos. En tanto, los
elementos que tuvieron FEs dentro del intervalo 10 a 20, fueron marcados en color amarillo,
indicando que una fraccion notable de lo bioacumulado seria de origen atmosférico.
Finalmente, los elementos con valores de FEs superiores a 20, fueron marcados en color

anaranjado y vinculados a procesos atmosféricos de largo alcance.
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Tabla 5: Promedios de los Factores de Enriquecimiento por transecto

Transecto Sitio As Cu Cr Fe Mn Ni Pb Zn
1 P.arriba 270 120 175 145 030 059 1.06 211
2 P.arriba 951 29 683 119 031 217 155 3.53
3 P.arriba 783 251 352 139 036 324 368 3.99
4 P.abajo 1140 330 363 097 106 350 3.72 9.73
5 P.abajo 1037 359 1053 3.06 094 508 4.80 8.58

_ 270 323 527 258 078 131 2627 5.39
_ 567 695 392 115 1.04 495 231 1279

De esta manera, puede observarse que en los transectos en Paron arriba, todos los valores

medios del FEs fueron menores a diez, indicando que el contenido metélico bioacumulado
provendria del aporte del suelo. De forma similar sucedié en Paron abajo, aunque, con la
salvedad que los elementos As 'y Cr presentaron valores entre 10-20. Aquello implicaria, que
las cantidades bioacumuladas de estos elementos podrian tener origen en las particulas que
se encuentran suspendidas en la atmosfera, segun lo establecido por esta metodologia para
este intervalo. Por otro lado, en Querococha arriba, sus valores medios de FEs, en la mayoria
de metales, fueron menores a diez, siendo las excepciones los metales Pb y Zn. En el caso
del Pb, el valor medio del FEs, a nivel del transecto 6, superd a veinte, poniendo en evidencia
que la principal fuente de este metal en ese lugar seria la atmosfera. Mientras que, para el
caso del Zn, su valor de FE en el transecto 7 solo permitid conjeturar sobre el probable origen

atmosférico en la bioacumulacion de este metal.
4.2 DISCUSION

4.2.1 Discusion sobre los resultados obtenidos para el logro del objetivo 1

Treinta y tres especies de liquenes, distribuidas en 11 familias y 23 géneros fueron
reconocidos de las muestras obtenidas en los tres sitios de estudio. Aunque solo a ocho
especies fue posible reconocerles su nombre cientifico completo, mientras que al resto de
especies se limito a asignarle la denominacion de “sp.”. Esto debido a que en muchos casos,
para llegar a reconocer el nombre de la especie usando las claves taxondmicas, era necesario
aplicar pruebas adicionales mas avanzadas como el uso del reactivo parafenilendiamina
(abreviado como PD o P) o la identificacion de metabolitos secundarios a través de la

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, en inglés), los cuales no fueron posibles
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realizarlos para el presente estudio. En la siguiente Tabla 6, la lista taxonémica del presente
estudio, fue contrastado con los registros obtenidos en diferentes estudios realizados en el
departamento de Ancash, entre los que estuvieron el estudio realizado por Mejia y Angeles
(2014), en varios sitios de la cuenca alta, media y baja del rio Santa; el de Ramirez y Cano
(2005) en la localidad de Pueblo Libre, provincia de Huaylas; de Valdivia y Ramirez (2018)
en el Pasivo Ambiental Minero Santo Toribio, localizado en la provincia de Huaraz y el
estudio reciente de Ramirez y Valencia (2020) en la ladera noreste del glaciar Pastoruri,
provincia de Recuay, entre los 4400 y 4700 m de altitud. La mayoria de los géneros
registrados en el presente estudio fueron encontrados en los sitios antes mencionados, a
excepcion de los generos: Cetrelia, Erioderma, Hypogymnia, Parmelia y Parmelinopsis,
considerados como nuevos registros para el departamento de Ancash. De hecho, algunos de
estos géneros como Cetrelia, Hypogymnia y Parmelinopsis no tienen registro hasta el
momento en territorio peruano segun la lista de especies y hongos liguenicolas del Peru
elaborado por Ramos (2014). Por otro lado, las Figuras 11-13 mostraron las diferencias entre
la liquenobiota de los sitios en términos de abundancia (Nro. de registros) y su distribucion
a nivel de biotipos y habitos. De acuerdo a ello, el sitio de Paron arriba se caracterizo por
presentar una menor riqueza de especies, aunque con un alto registro de algunas especies
como las pertenecientes al género Usnea. Siendo el sitio de mayor altitud (4200-4264
m.s.n.m.), la cobertura vegetal se caracteriz6 por ser un matorral, en su punto mas alto, y con
relictos de arboles Polylepis en su parte baja. De algun modo esta caracteristica propia de
una regién altoandina sumada a factores ambiental de humedad y temperatura estaria

condicionando que solo algunas pocas especies la habiten.
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Tabla 6: Otros registros en el departamento de Ancash de la liquenobiota obtenida en el presente estudio, y la condicién de tolerancia a metales pesados segun referencia
bibliografica para los géneros de los liquenes registrados en los sitios de estudio.

Biotipo Familia Habito Especie Género PA PABJ QA  Otros registros en Ancash  S/T REp LS.
a metales pesados
Folioso Parmeliaceae Saxicola Cetrelia spl Cetrelia X X Nuevo registro S  Web de NCR* (EEUUV)
Dimérficas Cladoniaceae  Muscicola  Cladonia ramuloso X Cladonia coccifera (Catac)? (Nash 11,1996, Chettri
Cladonia Cladonia chlorophaea b (Pueblo et al. ,1997, Bouziane
Dimorficas  Cladoniaceae  Muscicola Cladonia rappi X libre), Cladonia pulviniformis ,2006, Brodo et al.
(Pampas, Pallasca) ,2001)
. . . . . . Diploschistes diacapsis * (Bac¢kor y Loppi ,2009,
Crustoso Graphidaceae  Muscicola Diploschistes muscorum Diploschistes X (Cuenca alta rio Santa) T Cuny ,1999)
Folioso Pannariaceae  Corticola Erioderma peruvianum  Erioderma X Nuevo registro - -
Folioso Parmeliaceae  Muscicola Everniastrum spl Everniastrum X SUEIEEI egp  (Cuene -

media rio Santa)?
Folioso Parmeliaceae  Muscicola Everniopsis trulla Everniopsis X Everniopsis spp. (P. Libre)” - -
Flavopunctelia flavenior ¢ (P.

Folioso Parmeliaceae ~ Saxicola Flavopunctelia spl ~ Flavopunctelia X g T  (Pereiraet al. ,2018)
A. Santo Toribio)
Heterodermia podocarpa” (P. (Mejia y Angeles ,2014,
Folioso Physciaceae Corticola Heterodermia spl Heterodermia X Libre). Heterodermia spp. T  Diaz,2006, Gunathilaka
(cuenca media rio Santa)® etal. ,2011)
Folioso Parmeliaceae  Saxicola Hypogymnia spl Hypogymnia X Nuevo registro T  (Vitarana ,2013)
Folioso Parmeliaceae ~ Saxicola Hypotrachyna spl X X Hypotrachyna cf. erythrodes
Folioso Parmeliaceae  Corticola Hypotrachyna sp2 Hypotrachyna X X (N. Pastoruri). - Hypotrachyna - i

osorioi (Pampas, Pallasca)®

L. albescens, L. dispersa, L.
garovaglii (N. Pastoruri) ¢
Crustoso Lecanoraceae  Saxicola Lecanora spl Lecanora X Lecanora spp. (Cuenca media T
del rio Santa, P.A. Santo Toribio

y Pampas, Pallasca)® ¥ ®

(Richardson y Nieboer
,1981, Garty ,2001,
Backor y Loppi ,2009,
Brodo et al. ,2001)

Crustoso  Ochrolechiaceae  Saxicola Ochrolechia spl Ochrolechia X Ochrolechia spp.(P.Libre) ° S  (Vitarana ,2013)
Crustoso Pannariaceae Saxicola Parmeliella spl Parmeliella X Sgrgr?t:tzservado SUEME TR0 -
Folioso Parmeliaceae  Saxicola Parmelia spl Parmelia X Nuevo registro T  (VonArb,1990)

Folioso Parmeliaceae  Corticola Parmelinopsis spl Parmelinopsis X Nuevo registro - -
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del rio Santa)®
P.austroamericana (P. Libre)®
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Psiloparmelia distincta  (P.
Libre)®,P.  norstictica  (N.
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yd

Stereocaulon spp. (Cuenca del
rio Santa)®
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Pallasca)®

Usnea spp. (cuenca alta del rio
Santa)*, Usnea spp. (Pueblo
Libre)®,Usnea durietzii
(N.Pastoruri)

andinum  (N.

T

(Gordon et al. ,1995,
Walther et al. ,1990)

(Nash ,2008, Nash III
,1996)

(Bari etal. ,2001, Yildiz
et al. ,2008)

(Ramirez-Moran et al.
,2016)

(Jones et al. ,1982,
Brodo et al. ,2001)

(Bajpai et al. ,2019)

(Diaz ,2006, Tuominen
y Jaakkola ,1973, Sigal
y Johnston ,1986)

(Carreras et al. ,2005,
Vitarana ,2013, Conti
et al. ,2009)

(PA) Paron arriba, (PABJ) Paron abajo, (QA) Querococha arriba. (X) Presencia en el sitio de estudio. (S) Sensible o (T) Tolerante a los metales pesados.
2 Mejia y Angeles (2014), ® Ramirez y Cano (2005), ¢ Valdivia y Ramirez (2018), ¢ Ramirez y Valencia (2020), ¢ Castillo Rodriguez (2011). (*) NCR: National Central Region, EEUU.



La predominancia de las especies del género Usnea (Usnea spl y Usnea sp2), puede
explicarse por la capacidad de este género para habitar distintos ambientes ya que han sido
observados en zonas templadas, bosques tropicales, costas de Europa, Asiay Ameérica hasta
las regiones polares. De hecho un grupo de Usneas denominada Neuropogon se caracteriza
por habitar regiones polares (Antartida y Artico) y regiones alpinas o regiones altoandinas
(Laguna-Defior ,2017). Este sitio de estudio, también se caracterizo por la presencia de
superficies rocosas correspondientes a las morrenas de los glaciares adyacentes. Esto explica
que las especies saxicolas tengan casi la misma abundancia de los corticolas presentes en los

arbustos.

En contraste al sitio de Par6n arriba, los sitios de Parén abajo y de Querococha arriba, ambos
con altitudes similares (3980-4089 y 4038-4105 m.s.n.m., respectivamente), presentaron una
mayor diversidad de especies de liquenes (Ver Figura 15). Vale precisar que ambos sitios
tienen en comun, ademas de la altitud, la presencia de bosques de Polylepis, el cual seria un
factor clave en este aumento de la diversidad de liquenes. Ramos et al. (2013), en su estudio
de la diversidad de liquenes en Tuctumpaya, Arequipa, encontré una mayor diversidad de
tipos morfoldgicos de liquenes, asi como en especies, en bosque de Polylepis (Bosque de
“Quefiua”) que en zonas del matorral. Los autores sugieren que este bosque ofrece una mayor
cantidad de microhabitats tales como lugares himedos, cortezas de arboles, lugares
sombreados y expuestos, debajo y sobre las rocas de las laderas del bosque que hace posible
el desarrollo de diferentes formas de liquenes. Esto aplicaria para el presente estudio ya que
muchos de los géneros encontrados en los bosques de Polylepis en Tuctumpaya coinciden
con los encontrados en los sitios de Paron abajo y Querococha arriba. Los géneros que
coincidieron con el estudio de Ramos et al.(2013) fueron: Cladonia, Diploschistes,
Everniastrum, Hypotrachyna, Parmotrema, Peltigera, Psiloparmelia, Umbilicaria y Usnea.
A nivel de especie, la especie Everniopsis trulla estuvo presente en ambas investigaciones.
Las diferencias de la liquenobiota en los tres sitios de estudio, también se reflejo en las
distintas distribuciones a nivel de familias taxonomicas como mostré la Figura 14 aunque
con la salvedad de la familia Parmeliaceae que estuvo presente en los tres sitios de estudio.
Y es que esta familia es la mas grande y diversa de los hongos formadores de liquenes,
incluyendo 79 géneros y 2726 especies a nivel mundial (Thell et al. ,2012) .Esto explicaria
la alta presencia de sus especies en los sitios de estudio en comparacion a las otras familias.
Por otra parte, la Tabla 6 también incluy6 informacion bibliografica sobre la capacidad de

tolerancia a los metales pesados de los géneros observados en el presente estudio. Esto se
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realiz6 afin de demostrar si la presencia o ausencia de los géneros de los sitios de estudio
podria ta