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REGLAMENTO DEL DOCENTE
NAMAD CODIGO : RDI - 205
U INVESTIGADOR DE LA UNIVERSIDAD VERSION o A0

5
{;% UNVERSIDADNACIONAL | NACIONAL AMAZONICA DE MADRE :
e DE DIOS (versi6n 4.0) FECHA  : 04/2023

DE MADRE DE DIOS

ANEXO 03 - ESTRUCTURA DE INFORME ANUAL DE EJECUCION DE ACTIVIDADES DE INVESTIGACION
DE LA UNAMAD

SENOR(A) VICERRECTOR(A) DE INVESTIGACION DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE
DE DIOS

S.V.

l. Datos informativos
Nombres y apellidos: Mishari Rolando Garcia Roca
DNIN°: 10064896

Departamento  académico, programa

académico o dependencia de la UNAMAD: i

Codigo AIRHSP N° 000366
Registro RENACYT N° P00024875
Periodo de ejecucion Del 01 de marzo al 31 de diciembre de 2024

En aplicacion del Articulo 9° del REGLAMENTO DEL DOCENTE INVESTIGADOR DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS (version 4.0), remito INFORME ANUAL DE EJECUCION
DE ACTIVIDADES DE INVESTIGACION, cuyos productos describo a continuacion:

Il. Cronograma de ejecucion

CRONOGRAMA DE EJECUCION (MESES)
o SAND 20280 Tt i
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M3 M0 M11IMi2

ACTIVIDAD VINCULADA + TITULO O
DENOMINACION

Incrementar produccin cientifica per | Generacion de nuevas publicaciones en
cépita de calidad revistas indexadas
Incrementar produccion cientifica per
capita de calidad
Elija un objelivo.
Eliiz un objetivo.
Elia un objetivo.

OBJETIVO ESTRATEGICO

Patente x| x| x| x|{x|x|x]|x]|x

AW N

lll. Medios de verificacion

12 GENERACION DE NUEVAS PUBLICACIONES EN REVISTAS INDIZADAS (Publicaciones en revista indizada en Scopus o

_~ WOS (no se incluyen revistas ESCI), con afiliacion del profesor a la UNAMAD) T i Boer

1.3 GENERACION DE NUEVAS TESIS ASESORADAS Y SUSTENTADAS (asesoramiento de tesis de pre o posgrado de la

20 UNAMAD sostentadafinnt 0t 2y sie s i iR U0 R T e RO R

GENERACION DE OTROS PRODUCTOS DE INVESTIGACION (participacion como expositor en congresos cientificos,

11.7 ' presentacion de solicitud de patente o similar, publicacion de libro o capitulo de libro de investigacién en base cientifica
indizada, solicitud de patente aceptaday en tramite) = : e _ $ ey
CONTRIBUIR A LA FORMACION DE RECURSOS HUMANOS (participacién como ponente, asesor de trabajos de
investigacion para bachillerato, asesor de proyectos de investigacion junior)

Ne ACTIVIDAD VINCULADA Titulo (investiga_cién / Medio de fiivulgaci?n (.revista /

producto / ponencia / otro) conferencia / repositorio / otro)

DOI/URL / otro

GENERACION ~ DE  OTROS | Equipo para la
PRODUCTOS DE INVESTIGACION | pbtencién de tamices
moleculares de carbén a RESOLUCION N°
1 partir de residuos INDECOPI 002081-
maderables y no o 2024/DIN-
maderables de la INDECOPI
amazonia
CONTRIBUIR ALA FORMACION DE | CONFERESIS 2024 2
2 RECURSOS HUMANOS ' UNAMAD Resolucion
GENERACION DE NUEVAS | ESTANDARIZACION DE LOS
3 PUBLICACIONES EN REVISTAS | METODOS DE EXTRACCION e —— Bcumerits

INDIZADAS DE ADN DE MACROHONGOS

AMAZANIAAQ =Y




[} REGLAMENTO DEL DOCENTE ;
{ U NAMAD INVESTIGADOR DE LA UNIVERSIDAD Sggis?gN B} E%I eba
”“‘VERS‘D“E”AC"’"A'— NACIONAL AMAZONICA DE MADRE .

DE 32355'5'53:05 DE DIOS (version 4.0) FECHA : 04/2023
TAMBOPATA, MADRE DE
DIOS, PERU.
4 | Elija una actividad.
5 | Elija una aclividad.
DER DIR 9 U R (gQrupo a ' 0 00 0 D 00 0 0 D 0
: U DO [ 2 ) O pord a0 0 0 pIro 0 O
I R 0 ONO DO (O 8 UK 1) U hro d 0 o Dro
5 ACTIVIDAD VINCULADA (denominacion de benominacion (nqmbre {htulo / Documento sustentatorio
N la actividad) cargo / convocatoria/ tesis | ofro) (Acta | resolucion / contrato / otro)
del medio de verificacién’??
GENERACION DE NUEVAS TESIS | Evaluacion de la produccién de
ASESORADAS Y SUSTENTADAS Pleurotus ostreatoroseus Singer .
1 ; Acta de sustentacion
. usando residuos agroforestales en
Tambopata-Madre de Dios.
2 Elija una actividad.
3 Elija una aclividad.
4 Elija una aclividad.
5 Elija una aclividad.
Puerto Maldonado, 19 de enero de 2025
B
/” T
1
\.\ \
OBJETIVOS ESTRATEGICOS

Incrementar tasa de docentes RENACYT por cada 100 docentes de la UNAMAD
Incrementar tasa de docentes RENACYT por cada 100 investigadores en formacion de la UNAMAD que participan en actividades de [+D+i+e
Incrementar produccion cientifica per capita de calidad

Incrementar el nimero de proyectos de 1+D ejecutados por grupos de investigacion

ACTIVIDADES VINCULADAS

Generacion de nuevas publicaciones en revistas indizadas
Generacion de nuevas tesis asesoradas y sustentadas
Generacion de ofros productos de investigacién

Contribuir a la formacion de recursos humanos
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&g PERU

Presidencia i
del Consejo de Ministros B

“Decenio de la Igualdad de Oportunidades para mujeres y hombres”
“Afio del Bicentenario, de la consolidacion de nuestra Independencia, y de la conmemoracioén de las
heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

DIRECCION DE INVENCIONES Y NUEVAS TECNOLOGIAS

EXPEDIENTE N° 002527-2019/DIN

RESOLUCION N° 002081 -2024/DIN-INDECOPI

Lima, 13 de agosto de 2024

Patente de modelo de utilidad: Concedida

Mediante expediente N° 002527-2019/DIN, iniciado el 30 de
octubre de 2019, UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS de Perd,
solicita patente de modelo de utilidad para “EQUIPO PARA OBTENCION DE TAMICES
MOLECULARES DE CARBON A PARTIR DE RESIDUOS MADERABLES Y NO

MADERABLES DE LA AMAZONIA”, C.I.LP.8 BO7D 4/00, cuyos inventores son Liset -

RODRIGUEZ ACHATA; Jorge Santiago GARATE QUISPE; Mishari Rolando GARCIA ROCA;
Jesus Manuel FLORES ARIZACA y Percy Amilcar ZEVALLOS POLLITO.

1. EXAMEN DE PATENTABILIDAD

El modelo de utilidad solicitado reune los requisitos
establecidos en la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina que aprueba el
Régimen Comun sobre Propiedad Industrial, conforme aparece en el examen de
patentabilidad de fecha 25 de julio de 2024.

La presente Resolucion se emite en aplicacion de la norma
legal antes mencionada y en uso de las facultades conferidas por los articulos 37y40dela
Ley de Organizacion y Funciones del Instituto Nacional de Defensa de la Competencia y de
la Proteccion de la Propiedad Intelectual (Indecopi) sancionada por Decreto Legislativo N°
1033, concordado con el articulo 4 del Decreto Legislativo 1075 que aprueba las disposiciones
complementarias a la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina.

». RESOLUCION DE LA DIRECCION DE INVENCIONES Y NUEVAS TECNOLOGIAS

OTORGAR patente de modelo de utilidad para “EQUIPO
PARA OBTENCION DE TAMICES MOLECULARES DE CARBON A PARTIR DE RESIDUOS
MADERABLES Y NO MADERABLES DE LA AMAZONIA”, C.I.P.8 BO7D 4/00, a favor de
UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS de Perd, por un plazo de diez

Instituto Nacional de Defensa de la Competenciay de la Proteccién de la Propiedad Intelectual
Calle De la Prosa 104 - San Borja, Lima.Perl/ Central:(511) 224-7800

www.indecopi.gob.pe

M-DIN-15/01 1de2
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PERU) | Presidencia '
del Consejo de:Ministros |

“‘Decenio de la Igualdad de Oportunidades para mujeres y hombres”
“Afio del Bicentenario, de |a consolidacién de nuestra Independencia, y de la conmemoracién de las
heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

(10) afios, contados desde el 30 de octubre de 2019, fecha de presentacién de Ia solicitud,

aprobandose las 05 reivindicaciones presentadas con fecha 20 de julio de 2024. \

Registrese y Comuniquese

Firmado digitalmente por
MANUEL JAVIER CASTRO CALDERON
Director de Invenciones y Nuevas Tecnologias

Instituto Nacional de Defensa de la Competencia y de la Proteccién de la Propiedad Intelectual
Calle De la Prosa 104 - San Borja, Lima.Perd/ Central:(511) 224-7800

www.indecopi.qgob.pe

M-DIN-15/01 2de?2
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Resolucion Rectoral ?
N 170-2024-UNAMAD-R.,

Puerto Maldonado, 17 de settembre e 2024

Bl RECTOR DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA BE MADRE DE DIOS; Bl

VISTD, & Expedisnte N* 4405, recupcinnada o fiicha 12 do sotiombre de 2024 -mﬂﬁmﬂ*ﬁﬁ' it
UNAMAD VRI/DCE NG, rocepcionadn on fseha 12 de setipmbne de 2024y, 2

CONSIDERANDO o
- R

Uttt medinnte Ley nNe 2 7297, du fecha 05 deo julio dod afio 2008, secrealy Uniwrsidﬂﬂﬂiﬂﬂhﬂ Amiy

de Dt e addelante Ta UNAMAD: aotoriz) ndase s funclsisamisnio dtﬂ_mllvi‘).wh'ml'ﬂu:iﬁﬁ;f!!f 26

de fechia 27 de noviembie del win 2009, Asimisime, UNAMAD, obitlene su mmﬁmﬁnmﬂ_,?

Resolucian de Consefo Directiva N* L32-2009-SUNEDLZCD, do focha 10 do octubre do 2019, P

o

L06) anox, computados & partic de 1 ot ficacian de la eltacds rosolicldn, es derir desede of 14 de el

£ 4

Qs en el articulo 7* del Estattn de 1 Universidad Naciona) Amszdnlﬁ_diﬂfhdﬁé tle Do, wﬂﬂlﬂ:h !
wer el principio de autonomis universitivia que se ejoree de conformidad eon o astablecide an la Con
dol Perii, 1a Ley Universitana, ol presente Estatuto y sus roglamentos correspondiniites, Fita autanon
et 05 shpientes repimenss: 1 Narmativa, b) De gabierno, ¢} Académico, ) Aduilnistrative, ) Eeond
Que. con Resolucion N* 200-20241 INAMATLL-CU, te focla 17 die ﬁlﬁ'ﬁ'dﬁ202#{_i&mlﬁf&}zﬂmss
participacion de s Uniiversidad Nacional Amadnica de Madre de Dlos - UNAMAL como Sede ¢ _JKIJ_Sﬂn
de Botdnica - CONAROT 2025; g s T Y
Que, con Carta N* 028-2024-UNAMAD-VRI/DER-THE, do fecha 12 do setiembre do 2024, of Or, 1y
Chuguimae, Dorente fovestipador DA CBUNAMAD, remite Rector 1a propuesta de copformac
Central de L arganizacion del XIX Congrese Nacionad de Botinica CONABOT 2025, para que la g
mediante acto resalutive; ] : Bt 4
Qe el incise ¢) del articulo 110% del Eﬁtﬁm'&ﬁ# !aummv,marmnunmum de lil‘(ltd&lﬂz)é
Rectar: “Dirigie b actividad académica de laumiversidad y su gastion administrativa, teandimics y fin

; ] ! Ed i

Rue, extando dentro de las sibuciones Wﬂrsﬁi sehor Rettor dola Uﬂi\ﬂﬁﬂ w lnhny

e Bt de la UNAMAD y en confirmidad i o Resolueidn N* 001 20241 NAMAR-AL, de fucha 18

e

]
i

SE RESUELVE:

S rwd |
£

§ TN
Tk Ay S

"] >3 04
1
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ARTICULO 1 CONFORMAR, I Comiaiin Genteal ancargach de 1 organizackon del XX Cangre
-CONABOT 2025-UNAMAD, vl eual Bstard futogradn por los shigulentes pro @P@m

__COMISION CENTRAL
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Resolucion Rectoral

. N 170-2024-UNAMAD-R
4 Buerto Maldonado, 17 de setiembre de 2024

o
¥

ARTICULO 2% DISPONER, gue la Comision Central de a organizacién del XIX Congreso Nagion
CONABOT 2025-UNAMAD, realice los trémites y gestiones corresporidientes pars cumplir on sus ob

que deberfn ser informados al Rectar para s conecimiento.

ARTICULO 3% NOTIFIQU
‘conociniento y lines catre

iy Si ey
i 9

] :"i'.v!a curreo slectrinico fnstituclonal, lo presente resolucion @ U
oftetientes. : |

REGISTRESE, PUBLIQUESE Y CUMPLASE.
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UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

“ANO DE LA UNIDAD, LA PAZ Y EL. DESARROLLO"
“Madre de Dios, Capital de la Biodiversidad del Pera”

s - ey
Puerto Maldonado, 31 de mayo de 2023
CARTA N° Qﬂ;ZQOZQ-!!NAMAD-R&EI

Sefior:
Dr. Mishari Rolando Garcia Roca
Docente de la UNAMAD

Presente,-

ASUNTQ : Remito resolucién.

REF. : Resolucién N° 299-2023-UNAMAD-CU

Por medio del presente expreso a usted mi saludo cordial, asimismo, se le hace llegar
la resolucién de la referencia mediante la cual se le renueva la designacién como Docente
Investigador de la UNAMAD por un lapso de 02 afios contados a partir del 24 de mayo de 2023 al 24
de mayo de 2025, documento que se le remite para su conocimiento y acciones que correspondan.

Sin otro en particular, quedo de usted.

Atentamente,

LMAH/VRL
Lkan /smdi
e
Archivo.

UNAMAD: “Parque cientifico, tecnoldgico sostenible con in vestigacion e innovacién”
Ciudad Universitaria, Av. Jorge Chévez N° 1160 / VRI: 975 842 828
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UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS

"&NO OE LA UNIDAD, LA PAZ Y EL DESARROLLO™ .
TMAGRE DE DI1OS, CAPTTAL DE LA S8I0DIVERSIDAD DL pERU™

RESOLUCION DE CONSEJO UNIVERSITARIO
N° 299-2023-UNAMAD-CU

Pusrto Maldonada, 23 de mayo de 2023

VISTO:
Ef Acuerdo del Pleno de! Consejo Universitario reunido en Seésidn Extraordinaria N° 014-2023, de

que contiene el Oficio N® 125-2023-UNAMAD-VRI, recepcionado en fecha 18 de mayo de 2023, v;

fecha 23 de mayo de 2023, el Expediente N° 2612, recepcionado en fecha 18 de mayo de 2023, //'&ﬁ
o2

CONSIDERANDO: 1
Que, mediante Ley N°27297, de fecha 05 de Jullo del afio 2000, se crea la Universidad Nacional
Arnazénica de Madre de Dios, en adelante Ja UNAMAD; autorizéndose su funcionamiento definitivo,
mediante Resclucidon N°626-2009-CONAFU, de facha 27 de noviembre del afio 2009. Asimismo, la
UNAMAD, obtiene su Licenclamiente Institucional, mediante Resolucién de Consejo Directivo N° 132-
2013-SUNEDU/CD, de fecha 10 de octubre de 2019, por un periodo de seis (06) afios, computados
a partir de a notificacion de la citada resclucidn, es decir desde e} 14 de octubre del 2019;

Que, mediante Resolucion de Comiité Electoral Universitario N° 012-2021-UNAMAD-CEU, de fecha
15 de noviembre de 2021, se acredita al Dr. Hernando Hugo Duefias Linares, como Rector de la
Universidad Nacionat Amazénica de Madre de Dios, a partir del 01 de diciembre de 2021 hasta e 30
de noviembre del afic 2026; .

Que, mediante Memorando 558-2023-UNAMAD-R-VRI, de fecha 09 de mayo de 2023, la Vicerrectora
de Investigacién remite al Director del Instituto de Investigacién, el expediente para Opinidn Técnica
respacto a la solicitud de renovacién de designacidon como docente investigador de Ja UNAMAD,
presentade por el Dr. Mishari Rolendo Garcia Roca, docente principal a Tlempo completo de la .
Carrera Profesional de Ingenieria Forestal y Medio Ambiante de la UNAMAD;

Que, mediante Resolucién de Consefo Universitario N°® 299-2019-UNAMAD-CU, de fecha 25
de juflo de 2019, se RENUEVA, con eficacia anticipada, la vigencia de designacion como Docente
Investigador al Dr. Mishari Rolando Garcla Roca, del 25 de mayo de 2019 al 25 de mayo del 2021,
en cumplimlento def articulo 8° del Reglamento def Docente Investigador de la UNAMAD;

Que, mediante Resoiucién de Consejo Universitario N° 212-2021-UNAMAD-CU, de fecha 04
de junio de 2021, se resuelve:

ARTICULD X°: RENOVAR LA DESIGNACION, como Docente Investigador de la Universidad Nacional
Amazbnica de Madre de Dios, al Dr, Mishari Rolando Garcia Roca, adscrito al Departamento Académico
de Ingenleria Forestal y Medio Amblente, en la categoria de Ascciade a tiempo completo, por el lapso
de dos (02) afips contados, a partir del 26 de mayo de 2021, en cumplimiento del artfculo 8¢ del
Reglamento def Docente Investigador de la UNAMAD.

Que, con Eserito S/N, de fecha 08 de mayo de 2023, el Dr. Misharl Rolando Garcia Roca, selicita a
fa Vicerrectora de Investigacién, la renovacidén como Docente Investigador de la UNAMAD, en
aplicacién dei Reglamento de Docente Investigador de Ja Universidad Nacional Amazénica de Madre
de Dios Version 3.0), v del Art. 86 de la Ley 30220;

Que, con Oficio 106-2023-UNAMD-VRI/INI, de fecha 18 de mavyo de 2023, el Director del Instituto de
Investigacién remite a la Vicerrectora de Investigacién, el informe técnico, sobre cumplimiento de
requisitos del Dr. Misharl Rolando Garcla Roca, para renovar su designacidon come Docente
Investigador de la UNAMAD:

+ Sobre produccidn clantitica durante los ditimos dos (02) aflos corraspondiente al Dr. Garcia, de acuerdn con lo descrite en &
numei=l 3"

“Acreditar én los dos Gttimos afos;

Centar con gublicaciones an revistas nacionales ¢ intemadionales.

Haber publicade libra y/o capitylos de iihros en editoriales nadlonaies o internadionales arbltrades.
Haber replizedo porenuas complctas publicadss en memordas o enales de congresos en eoiforisies
naclonetes ¢ Internacionales,

Maber Mderade o haber sito parte de un 2quipe de investigaciSn en proyecios de investigacibn clemifica,
desarrolle tecnoldgico o Innovacién

Se verifled el cumphimienta de lo dispueste en of Artieuio 112 del Reglaments del Docente invastigagor de la UNAMAD {versidn 3.0), en vists
que, of referido decants cumplid tados erterios menconados: (1) cualrs srfeulos pudlicadus &n revistys indiznsas en SCOPUS (Q1) durante of
perlodo 2021-2022, (2) pubiicacién de un capltulo de libra en una ediorial Internacional, (3} Forencia en un evento oentifico y (9) Liderando
un proyecto de Investigacidn finenciado por CONCYTEC que fue cerrado en 2022. Esto se verifics en el T VITAE de CONCYTEC y en el informe
presentado por el docente,
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UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS

YAND DE LA UNIDAD, LA PAZY EL DESARROLLO"
“MADRE DE DIOS, CAPITAL DE LA BIODIVERSIDAD REL PERUT

RESOLUCION DE CONSEJO UNIVERSITARIC
N© 299-2023-UNAMAD-CU

Puerto Maldonado, 23 da maya de 2023

Con respeto al cumplimento da los requisitos documantacios establecidos on ef Articulo 10° dol Raglamenta def Dacente
Investigador de [a UNAMAD [versidn 3.0). de acuerdc a io destrito en & pumeral “4.2” se vevificd gue el expediente presenlado

gar #l, cortiene (oda la documantacitn cstaiiecida €n el Artitule 107 de? Reglamento del Docente Investigadar de Js UNAMAD (versidn
.3).

’ Con respecto al cumplimiento de las sbligaciones del docantea Investigador para mantener sy condicidn esteblecidos an &l
Capltulo “VI” dal Reglamenta de Evaluscidn y Monltoreo del Docents Invastigador de la UNAMAD (versin 1.0), ol Docenta

Irvestigador screditd el cumplimente de dichas obfigacianes, de acuerds a la documentatidn descrita en el numers! °d,3 del presente
informe.

Por las consideraciones expuestas en los pérrafos precedentes, se concluye que el Dr. Garcia en su
calidad de Docente Nembrado en la Categorifa Principal y a Dedicacién a tiempo completo,
identificado con DNI 10084896, con Registro AIRHSP 000366, Registro RENACYT P0024875,
acredité el cumplimento de los criterlos y requisitos para RENOVAR SU DESIGNACION
como Docente Investigador de la UNAMAD.! y Recomienda Elevar el expediente al Consejo
Universitario de la UNAMAD, solicitando RENOVAR LA DESIGNACION del Dr. Mishari Garcia
Roca como Docente Investigador de la UNAMAD por un periode de dos (02) afigs, en aplicacién de
los Articuios 1952 y 196% del Estatuto y Articulo 8° Reglamento del Docente Investigador de la
UNAMAD (version 3.0);

Que, mediante Oficio N° 125-2023-UNAMAD-VRI, recepcionado en fecha 18 de mayc de 2023, la
Vicerrectora de Investigacién, solicita al Rector, la rencvacion de designacidén del Dr, Misharl Rolando
Garcia Roca, como docenta investigador de la UNAMAD, por ello remite la misma para su aprobacién
en sesion de Consejo Universitario;

Que, el articulo 86° de fa Ley N° 30220 - Ley Unlversitaria, establece que! “Ei docente investigador es
aguel que se dedica a la generacldn de conocimiento e Innovacitn, a través de la investigacién. Es
designado en razén de su excelencia académica. Su carga lectiva serd de un (1) curso por afio, Tiene una
bonificacion especial del cincuenta por ciento (50%) de sus haberes totales. Esta sujeto af régimen especial
que la universidad determine en cada caso. El Vicerrectorado de Investigacion o ja autoridad competente
evallia cada dos afios, la produccion de fos docentes, para su permanencia como investigador; en el marco
de los estdndares del Sistema Nacional de Ciencia, Tecnologla e Innovacion Tecnoldgica (SINACYT)™;

Que, el articvio 16° def Reglamento mencionado en el parrafo precedente, mencioha que las obligaciones
det docente investigador son los slguientes: a), Generar. conocimiento e innovacién a través de la
Investigacién rigurosa en g émbito que le carresponde, b). Asistir a fas reuniones de coordinacion que
convoque el Vicerrectorado de Investigacién, c). Investigar de preferencia en una de las lineas prioritarias
de Investigacién de ls UNAMAD, d). Participar en todos los eventos de difusién y transparencia de la
Investigacién de la UNAMAD, e). Realizar cursos. de capacitacion en investigacin dirigida & aiumnos,
egresados y docentes de la UNAMAD, f). bresentar informe sobre sus actividaties de investigacion, avances
en los plazos que fije los proyectos que venga desarrcifando dé acuerdo al reglamento de Investigacién y
el Estatuto, y los que le sean requeridos por ef VRI, g). Apoyvar con la generacién de una incubadora de
empresas en funcién de su linea de Investigacidn, enmarcadas dentro de la linea de investigacidn de la
UNAMAD;

Que, con Expediente N° 2612, recepcionado en fecha 18 de mayo de 2023, el Dr. Hernando Hugo
Duefias Linares, Rector de la UNAMAD, dispone se considere en agenda de Consejo Universitaric ia
rencvacidn de designacion del Dr. Mishari Rolando Garcla Roca como docente investigador de ia
UNAMAD;

Que, en e articulo 102¢ del Estatuto de la UNAMAD, sefiala “El Consejo Universitario es el maximo
érgano de gestion, direccién y ejecucion académica y administrativa®;

¥ aArticulo 8. Yigencia de designacién del decente investigador

ta vigencia de designackin come docente investigaddn es de dos (02} afies, pudiendo ser renovable previe infarme ﬁwu@bie del VRI. Ef VRI
gvalia cada dos (02} afios fa produccidn de los docentas, para sv permanencia como Investigador; en el marco de los estandares del Sistema
Nacional de Ciencia, Tecnalogla e Innovacdn Tecnoléglca-SINACYT, en concordancia con fa calificacién del registro de investigadores en
Ciencia y Tecnologia de! STNACYT.

2 ggtatuto de n UNAMAD, Articulo 195.- Dol Dacente Investigador. o

B docente invastigadol o8 aquel que se gdedica a la generacidn de cundcinienta & iIonovadids, & través de la Invastgacion, Es designado en
razén de su excelencla académica. Su carga Jective serd de un (1) curse por afio.

3 pgtatuto de la UNAMAD, Articulo 196,- De 1a Bonificacién Espacinl para los Docentes Investigadores )

El profasor investigador tiene una bunificacdn aspecial del cincuenta por dento {50%) de sus haberes totales, ton recursos del tesero pabiico.
El Vicerrectorado de Investigacidn evalGa cada dos afios, Ia produccidn de los docentes, para su permanencia Loms investigador; en el marco
de los estiandares del Sistama Naciona! ée Ciencla, Tecnologla & Innovacién Tecnoléglea (SINACYT), publicade 27 de abrit de 2018 y 12 L&y
N7 30220 ~ tey Universitaria]
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UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS

“af0 DE LA UNIDAD, LA PAZ ¥ EL DESARROLLO™ .
“MADRE DE DIOS, CAFIVAL DE LA BIUDIYERSIDAD DEL PERU”

RESOLUCION DE CONSEJO UNIVERSITARIO
N° 299-2023-UNAMAD-CU

Puearto Motdonado, 23 de mayos de 2023

Que, bajo et amparo de los considerandos precedentes, el Pleno del Consejo Universitario reunido
en Sesién Extraordinaria N° 014-2023, de fecha 23 de mayo de 2023, ACORDO: RENOVAR LA
DESIGNACION, como Docente Investigador de la Universidad Nacionat Amazdnica de Madre de
Dios, al Dr. Mishari Rolande Garcfa Roca, adscrito al Departamento Académico de Ingenieria Forestal
v Medio Ambiente, en la categoria de Docente Priricipal a Tiempo Complete, por ¢l lapsa de dos (02)
afios contados, a partir del 24 de mayo de 2023 hasta el 24 .de mayo de 2025, en cumplimiento del
articulo 8° del Reglamento del Docente Investigador de ta UNAMAD; slendo pertinente emitl la
correspendiente resolucidn, en mérite al acuerdo adoptado;

Que, estando a lo acordado por el Pleno del Consejo Universitario de la UNAMAD y en conformidad
con las disposicionas contenidas en la Ley N2 30220-Ley Universitarla; v, el Estatuto de la UNAMAD;

SE RESUELVE:

ARTICULO 1°: RENOVAR LA DESIGNACION, como Docente Investigador de la Universidad
Nacional Amazénica de Madre de Dios, al Dr, Mishari Rolando Garcia Roca, adscrito al Departamento
Académico de Ingenieria Forestal y Madio Ambiente, en la categoria de Docente Principal a Tiempo
Completo, por ef lapso de dos (02) afios contados, a partir del 24 de mayo de 2023 hasta el 24 de
mayo de 2025, en cumplimiento del articulo 8° del Reglamento del Docente Investigador de la
UNAMAD,

ARTICULO 2°: DISPONER, gue el Vicerrectorado de Investigacién en coordinacién con ta Unidad
de Recursos Humanos reallce las acciones que corresponda a fin de dar cumplimiento a lo dispuesto
en ia presente resolucién, «

ARTICULO 3°: NOTIFICAR, via correo electrénico institucional, la presente resolucién al

interesado, al Vicerrectorado de Investigacién, a la Decanatura de la Facultad de Ingenieria, al
MINEDU, la SUNEDU, el CONCYTEC v a las oflcinas que corresponda para su conocimiento y fines.

REGISTRESE, PUBLIQUESE ¥ COMPLASE.
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[ Identificador digital

UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS
“ANO DE LA UNIDAD, LA PAZ Y EL DESARROLLO"
“MADRE DE DIOS, CAPITAL DE LA BIODIVERSIDAD DEL PER(™

RESOLUCION DE VICERRECTORADO DE INVESTIGACION
N° 162-2023-UNAMAD-VRI

Puerto Maldonado, 25 de julio de 2023

VISTO:

La Resolucién 445-2021-UNAMAD-CU de fecha 23 de noviembre de 2021, #N/AFUT 00078 de fecha 12 de junio /7
de 2023, Oficio 176-2023-UNAMAD-VRI/INI de fecha 24 de julio de 2023, Expediente 1516-VRI de fecha 25 dels
julio de 2023, y; 4

CONSIDERANDO:

Que, mediante Ley 27297 de fecha 05 de julio del afio 2000, se creala Universidad Nacional Amazénica de Madre
de Dios, en adelante la UNAMAD; autorizdndose su funcionamiento definitivo, mediante Resolucién 626-2009-
- CONAFU, de fecha 27 de noviembre del afio 2009;

Que, mediante Resolucién 132-2019-SUNEDU/CD de fecha 10 de octubrede 2019, la Superintendencia Nacional
de Educacidn Superior Universitaria (SUNEDU) otorga Licencia Institucional a la UNAMAD con una vigencia de
seis (6) afios;

Que, mediante Resolucién N° 012-202 1-UNAMAD-CEU de fecha 15 de noviembre de 2021, se resuelve acreditar
a la Dra. Luz Marina Almanza Huamén como Vicerrectora de Investigacién de la Universidad Nacional
Amazénica de Madre de Dios, a partir del 01 de diciembre del afio 2021 hasta el 30 de noviembre de 2026;

Que, mediante Resolucién 002-2020-UNAMAD-AU de fecha 30 de enero de 2020, se aprueba el Estatuto 2019

Reformulado de la UNAMAD y entra en vigencia a partir del 03 de marzo de 2020 con su publicacién en el portal
web de la UNAMAD;

Que, el articulo 6° de la Ley 30220, establece que “son fines de la universidad peruana, entre otros, formar
profesionales de alta calidad de manera integral y con pleno sentido de responsabilidad social de acuerdo a las
necesidades del pafs; realizar y promover la investigacién cientifica, tecnolégica ¥ humanistica, la creacién
intelectual y artfstica; asf como proyectar a la comunidad sus acciones Y servicios para promover su cambio y
desarrollo”,

Que, el articulo 48° de la Ley 30220, establece que “La Investigacién constituye una funcién esencial ¥ obligatoria
de la universidad, que la fomenta y realiza, respondiendo a través de la produccién de conocimiento Ydesarrollo de
tecnologias a las necesidades de la sociedad, con especial énfasis en la realidad nacional. Los docentes, estudiantes
Y graduados participan en la actividad investigadora en su propia institucién o en redes de investigacién nacional
o Internacional, creadas por las instituciones universitarias ptblicas o privadas”;

Que, el articulo 50° de la Ley 30220, Organo universitario de investigacién, establece que “El Vicerrectorado de
Investigacidn, segiin sea el caso, es el organismo de mds alto nivel en la universidad en el dmbito de la investigacién.
- Estd encargado de orientar, coordinar Y organizar los proyectos y actividades que se desarrollan a través de las
diversas unidades académicas, Organiza la difusién del conocimiento Y promueve la aplicacion de los resultados de
las investigaciones, asi como la transferencia tecnoldgica y el uso de las fuentes de investigacidn, integrando
Sfundamentalmente a la universidad, la empresa y las entidades del Estado”;

Que, de conformidad al literal “c” del articulo 210° del Estatuto de la UNAMAD, son deberes de los docentes entre
otros, generar conocimiento e innovacién a través de la investigacidn rigurosa en el 4mbito que le corresponde,
en el caso de los docentes orientados a Ia investigacién; asf como perfeccionar permanentemente su
conocimiento y su capacidad docente y realizar labor intelectual creativa;

Que, con Resolucién 445-2021-UNAMAD-CU de fecha 23 de noviembre de 2021 el Consejo Universitario de la
UNAMAD aprobé el Reglamento de Grupos de Investigacién de la Universidad Nacional Amazénica de Madre de
Dios (versién 2.0);

Que, con FUT 00078 de fecha 12 de junio de 2023, el(la) investigador(a) Mishari Rolando Garcia Roca, solicita
reconocimiento de Grupo del Investigacién «Hongos Amazénicos»;

Que, con Oficio 176-2023-UNAMAD-VRI/INI de fecha 24 de julio de 2023, el Instituto de Investigacién (INI)
remite informe técnico favorable sobre reconocimiento del grupo de investigacién «Hongos Amazénicosy» y
solicita aprobacién mediante acto resolutivo;

Que, con Expediente 1516-VRI de fecha 25 de julio de 2023, el Vicerrectorado de Investigacion de la UNAMAD,

dispone proyectar resolucién que aprueba reconocimiento del Grupo de Investigacién «Hongos Amazénicos»
con acronimo «HONAM» y cédigo «2023-GI-033»;

Que, en uso de las atribuciones otorgadas como Vicerrector(a) de Investigacién, de conformidad con la Ley
30220, Ley Universitaria y el Estatuto de la Universidad Nacional Amazénica de Madre de Dios:



UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS
«ANO DE LA UNIDAD, LA PAZ Y EL DESARROLLO”
“MADRE DE DIOS, CAPITAL DE LA BIODIVERSIDAD DEL PER(”

RESOLUCION DE VICERRECTORADO DE INVESTIGACION
N° 162-2023-UNAMAD-VRI

Puerto Maldonado, 25 de julio de 2023

SE RESUELVE:

ARTICULO 1°: APROBAR la creacién del GRUPO DE INVESTIGACI

Identificador digital

identificado con acrénimo « HONAM» y codigo 2023-GI-033;

ARTICULO 2°: RECONOCER al GRUPO DE INVESTIGACION denominado «Hongos Amazdnicos» identificado

con acrénimo « HONAMD», con cédigo 2023-GI-033, conforme a lo siguiente:

ON denominado «Hongos Amazénicos» /-

N° Campo Tipo de informacién
Datos del Grupo de investigacion
01 | Nombre de grupo Hongos Amazdnicos
02 | Acrénimo HONAM
03 | Cddigo 2023-GI-033
04 | Documento normativo vigente Resolucién 445-2021-UNAMAD-CU
05 | Categoria C (Grupo de Investigacién Consolidado)
06 | Puntaje 53
07 | Linea de investigacién BIODIVERSIDAD, CAMBIO CLIMATICO, CALIDAD
AMBIENTAL Y FORESTAL
08 Registro Directorio Nacional si
Instituciones Ciencia Tecnologia (DANI)
09 | Financiamiento no institucional Si
10 | Produccién cientifica verificable Si
11 | Tipo de documentos de produccién 9 articulos originales publicados en revistas indizadas
| Datos del Coordinador :
01 | Datos personales y cargo Mishari Rolando Garcia Roca / Investigador lider
02 | Facultad Ingenieria
03 | Teléfono de contacto +51 931960 210
04 | Correo electrénico mgarcia@unamad.edu.pe
05 | Enlace CTI Vitae Si
06 | Calificacién Renacyt SI
07 | Nivel v
08 | Coédigo ORCID https://orcid.org/OOOO—OO03-4055-2718
09 | Scopus Author ID -
- Conservacion de la Biodiversidad/ Evaluacion,
caracterizacién, conservacion y aprovechamiento
10 | Principales tematicas en desarrollo sostenible de los recursos naturales y de la
biodiversidad
- Alimentos y bebidas/ Alimentaciény nutricion.
Datos de los Investigadores Clase / ORCID ID
01 Jose Carlos Belizario Ferrel Investigador asociado
DNI: 44364581 https://orcid.org/OOO0-0003-4670-1104
02 Lucy Jayne Dablin Investigador asociado
DNI: 001500234 https://orcid.orgjo000—0002—3836-3099 7
Tesistas / Equipo en formacion Clase / CTI-VITAE ,
Susan Cristina Farfan Lechuga Tesisla. . :
01 DNI: 43016335 https://ctmtae.concytfec.gob_.pe/aplerectonoCTI/VerDa
tos]nvestigador.do?id_mvestlgador=233339
Obed Edom Huayhua Colque Tesmm . ;
02 DNI: 73609263 https://ct_rmtae.concy’t_ec.gob.pe/aplerectonoCTI/VerDa
) toslnvestxgador.do?id_mvestigador=258940
] Egresado
03 g?q%.tléa;ilglli%rdenas Meding https:// ctivitae.concytec.gob.pe/ appDirectorioCTI/VerDa
) toslnvestigador.do?id_investigador=86835
- Estudiante
04 1]\3/[;’[‘-522121;2);;;0 Quijhua Mendoza https://ctivitae.concytec.gob.pe /appDirectorioCTI/VerDa
' toslnvestigador.do?id_investigador=233412
; Estudiante
05 glli{zﬁgztg 5%%“;20 Ceallo https:// ctivitae.concytec.gob.pe/ appDirectorioCTI/VerDa
\_ ) | tosInvestigador.do?id_investigador=257863
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RESOLUCION DE VICERRECTORADO DE INVESTIGACION
N°162-2023-UNAMAD-VRI

Puerto Maldonado, 25 de julio de 2023 162-2023-UNAMAD-VRI

ARTICULO 3°: REMITIR la presente a la Direccién del Instituto de Investigacién (INI) para conocimiento vy
demds fines;

ARTICULO 4°: DISPONER que la Oficina de Tecnologias de la Informacién (OTI) de la UNAMAD publique la
presente resolucién en la pagina web de la UNAMAD,

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y CUMPLASE.

TYERSIDAD MACIONAL, AFAZONITA g
MADREDE Djog ' - -

Cc:
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VRA

INI

0TI
Interesados
VRI/Secre
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RESOLUCION DEL JEFE DEL AREA NATURAL PROTEGIDA -
' SANTUARIO HISTORICO DE MACHUPICCHU
N 006-2024-SERNANP-SHM/T

Cusco, 12 de junio del 2024

VISTO:

El Informe N° 00016- 2024-SERNANP-SHMPI-SGD-RCQG suscrito en fecha 11 de junio
del 2024, a través del cual personal especialista de la Jefatura del Santuario Histérico de
Machupicchu emite opinién sobre la solicitud de autorizacion presentada por el sefior MARIO
CALLALLI CHANCAHUANA, v;

CONSIDERANDO:

Que, de conformidad con el articulo 29° de la Ley N° 26834 - Ley de Areas Naturales
Protegidas, el Estado reconoce la importancia de las Areas Naturales Protegidas - ANP, para el
desarrollo de la investigacion cientifica basica y aplicada, la misma que sélo sera autorizada si
su desarrollo no afecta los objetivos primarios de conservacién del Area Natural Protegida en Ia
cual ésta se lleve a cabo y se respete la zonificacién y condiciones establecidas en el Plan
- Maestro;

Que, el Plan Director de las Areas Naturales Protegidas, aprobado mediante Decreto
Supremo N° 016-2009-MINAM, sefiala que la investigacion cientifica es considerada como uno
de los objetivos de creacién de las Areas Naturales Protegidas y como una actividad inherente
al Sistema Nacional de Areas Naturales Protegidas por el Estado - SINANPE y su gestion, no
contando dicha actividad con restriccién alguna en la medida que cumpla la normatividad, no se
contraponga con los objetivos de creacién del Area Natural Protegida en cuestién y sus
instrumentos de planificacion:

Que, mediante Decreto Supremo N° 010-2015-MINAM se declara de interés nacional el
desarrollo de investigaciones al interior de las Areas Naturales Protegidas, determinandose su
gratuidad, asi como los procedimientos de aprobacién automatica y evaluacién previa para su
otorgamiento;

Que, mediante Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM se aprobé el Reglamento de
acceso a los recursos genéticos y sus derivados, el cual en su articulo 5, literal e), excluye del
ambito de aplicacién del mismo a /a investigacion bésica relacionada a la identificacién,
delimitacion y clasificacion de especies que involucren el uso de herramientas moleculares u



ofras herramientas modernas con fines taxonémicos, sistematicos, filogeograficos,
biogeogréficos, evolutivos, de ecologia molecular y de genética de la conservacion, sin fines
comerciales,

Que, previendo la excepcion sefialada en el parrafo precedente, a través del Informe N°
517-2021-SERNANP-DGANP se concluye que, las exclusiones identificadas en el inciso e) del
articulo 5 del Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM, pueden ser atendidas por el SERNANP,
no pudiendo calificarse dentro del Texto Unico de Procedimiento Administrativo - TUPA N° 4,
siendo necesario desarrollar un proceso exclusivo para estas investigaciones. Sin embargo;
mientras se elabore el proceso respectivo, estas investigaciones pueden ser atendidas de
manera similar a las investigaciones bajo dicho TUPA;

Que, mediante Memorandum Muiltiple Nro. 305-2021-SERNANP-DGANP de fecha 23 de
septiembre del 2021 se establece que las solicitudes de investigaciones asociadas al inciso e)
del Articulo 5 del Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM, aun cuando son consideradas como
investigaciones basicas, no se enmarcan en los procedimientos administrativos de investigacion
establecidos en el TUPA 4 del SERNANP, pero deberan ser atendidas en el marco del numeral
2.1 del articulo 2 del Decreto Supremo N° 010-2015-MINAM, modificado por el articulo 3 del .
Decreto Supremo N° 001-2019-MINAM. Dichas solicitudes seran atendidas: a) Por cada Jefatura
de ANP cuando la investigacion abarca una sola ANP y b) Por la DGANP cuando la investigacion
abarque a mas de una ANP, asimismo, establece la informacion que debe ser evaluada para la
atencion de dichas solicitudes.

Que, mediante Resolucion Presidencial N° 081-2021-SERNANP, a través del cual se
aprueba la “Directiva para la supervision de las obligaciones fiscalizables a cargo de los titulares
de derechos otorgados por el Servicio Nacional de Areas Naturales Protegidas por el Estado -
SERNANP en las Areas Naturales Protegidas”, se dispone en su articulo 2 que “(..) a partir de la
entrada en vigencia de la referida norma, todo derecho otorgado al interior de las Areas Naturales
Protegidas de administracién nacional y todo instrumento de gestién de drea natural protegida
aprobado, deben cumplir con anexar una matriz de obligaciones fiscalizables en concordancia
con lo establecido en el numeral 6.7 de la Directiva aprobada por el articulo 1° de la presente
Resolucion, bajo responsabilidad del Director/a o Jefe/a de la unidad orgénica correspondiente”,
la cual fue adjuntada por el especialista a cargo de la evaluacién mediante Informe N° 00016-
2024-SERNANP-SHMPI-SGD-RCQG.

Que, mediante solicitud S/N de fecha 28 de febrero de 2024, el sefior MARIO CALLALLI
CHANCAHUANA, identificado con DNI N° 47136507, solicita autorizacién para realizar la
investigacion cientifica denominada “Estudio de las comunidades de ascomicetos Yy
basidiomicetos en el bosque nublado del Santuario Histdrico de Machupicchu, Cusco, Perd”; a '
desarrollarse en el ambito de Santuario Histérico de Machupicchu, por el periodo de 24 meses,
el mismo que se identifica con el expediente CUT N° 2024-000 4223.

Que, a través del informe del visto el especialista a cargo de la evaluacion de la solicitud
efectuada por el administrado sefiala que el administrado cumplié con presentar los requisitos
establecidos en el TUPA del SERNANP y la Resolucién Presidencial N° 214-2021- SERNANP,
correspondiente a la solicitud de permiso para realizar investigacién en el ambito del SHM
evaluacion previa; sin embargo, la investigacion solicitada no es una que deba tramitarse al
amparo de dicho trdmite, asimismo, sefiala que tras el anélisis la investigacion propuesta se
advierte que esta consiste en una “Investigacion basica relacionada a (...) por_cuanto no
corresponde a una investigacién acceso a recursos_genéticos requlada en el citado
Reglamento, sino mds bien se encuentra dentro de las exclusiones establecidas en el
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inciso e) del Articulo 5 del mismo Reglamento, haciendo referencia al Reglamento de acceso
a los recursos genéticos y sus derivados, aprobado mediante Decreto Supremo N° 019-2021-
MINAM.

La presente investigacion se enmarca en una de las exclusiones del reglamento de
acceso a recursos genéticos y sus derivados decreto supremo N° 019-2021-MINAM, del articulo
5° literal e) que sefiala que la investigacion basica relacionada a la identificacion, delimitacién y
clasificacion de especies que involucren el uso de herramientas moleculares u otras herramientas
modernas con fines taxonémicos, sistematicos, filogeograficos, biogeograficos, evolutivos, de
ecologia molecular y de genética de la conservacion, sin fines comerciales queda excluida del
presente reglamento. Asimismo, esta exclusion es ratificada por la DGANP SERNANP, mediante
Informe N° 000301-2024-SERNANP/DGANP-SGD.

. Que, luego de realizada la evaluacién el citado informe concluye que se han cumplido

con los requisitos descritos en el Memorandum Miuiltiple N° 305-2021-SERNANP-DGANP y que
el administrado cumplié con adjuntar la informacién requerida para solicitar autorizacion de
investigacion cientifica en ANP en el marco del literal e) del Articulo 5° del Decreto Supremo N°
019-2021-MINAM, asimismo, concluye que la investigacién propuesta implica la colecta de
muestras biol6gicas pero con acceso a los recursos genéticos con fines taxonémicos, ya
que permitira clasificar las especies a través de métodos moleculares que son mas precisos al
momento de realizar la determinacion taxonémica. En efecto, revisado el analisis realizado por
el especialista se advierte que el administrado ha precisado que las muestras seran sometidas
al analisis genético a través de técnicas moleculares como el secuenciamiento del ADN, por
cuanto el especialista a cargo concluye que la investigacion propuesta no generard impacto
negativo.

Que, segln lo establecido en el Articulo VIII del Titulo Preliminar del Texto Unico
Ordenado de la Ley del Procedimiento Administrativo General, aprobado mediante Decreto
Supremo Nro. 004-2019-JUS (en adelante el TUO de la LPAG) las autoridades administrativas
no podran dejar de resolver las cuestiones que se les proponga, por deficiencia de sus fuentes,
bajo este contexto y de acuerdo con los principios de eficacia y celeridad, consagrados en el
articulo IV del citado cuerpo normativo que sustentan al procedimiento administrativo y regulan
las actuaciones de la funcién administrativa del Estado: corresponde atender el acto solicitado
. por el administrado tomando en consideracion principalmente las disposiciones emitidas
mediante Memorandum Multiple Nro. 305-2021-SERNANP-DGANP.

Que, en uso de las atribuciones conferidas por el literal h) del articulo 27 del Reglamento
de Organizacion y Funciones del SERNANP, aprobado mediante Decreto Supremo N° 006-2008-
MINAM, el Articulo 73 del TUO de la LPAG, el numeral 2.1 del articulo 2 del Decreto Supremo
N®010-2015-MINAM y el Memorandum Muiltiple Nro. 305-2021-SERNANP-DGANP;

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- AUTORIZAR el desarrollo de la investigaciéon cientifica denominada
“Estudio de las comunidades de ascomicetos y basidiomicetos en el bosque nublado del
Santuario Histérico de Machupicchu, Cusco, Peri”: acceso a recursos genéticos con fines de
identificacion taxonémica”, por el periodo de 24 meses contados a partir de la fecha de
notificacién de la presente Resolucién, a desarrollarse en el ambito del Santuario Histérico de
Machupicchu, teniendo como responsable al sefior MARIO CALLALLI CHANCAHUANA,
identificado con DNI N° 47136507.



Articulo 2°.- PRECISAR que el recurso bioldgico colectado consiste en aquellos
ejemplares de macro hongos (ascomicetos y basidiomicetos) y plantas hospederas descritas
en el plan de trabajo de la presente investigacion.

Tabla N° 1. Georreferencia de las muestras colectadas en el Santuario Histérico de
Machupicchu (SHM)

Coordenadas UTM
Sectores Zonificacion del ANP
Zona Este Norte

Chachabamba 18 L 769847 8540887 Zona de recuperacién
Choquesuysuy 18L 767593 8540770 Zona Histdrico Cultural
Wifiaywayna 18L 767108 8540160 Zona Silvestre
Estacién Biolagica 18 L 766899 8540510 Zona de recuperacion
Intipata 18 L 766447 8540108 Zona de recuperacion
Wayraqtambo 18 L 766347 8541723 Zona de recuperacion
Intipunku 18 L 766639 8540844 Zona de recuperacion
Torrepata 18 L 765974 8540364 Zona de recuperacion
Qantupata 18 L 766345 8539206 Zona de recuperacion
Phuyupatamarca 18 L 767515 8538734 Zona de recuperacion
Mandor 18 L 767326 8545042 Zona Histérico Cultural
Colpani 18L 765513 8547626 Zona de Proteccion Estricta

Articulo 3°.- AUTORIZAR la colecta de muestras vegetales, de acuerdo a lo indicado en el
Tabla N°2

Tabla N° 2. NGmero de muestras biolégicas consideradas en la investigacion

Tipo de Colecta o Finalidad de la colecta o

Especie/taxon Cantidad

muestra Captura captura temporal
Ascomycetos Ascoma Colecta 02 por especie Estudios taxonémicos
Basidiomycetos Basidioma Colecta 02 por especie Estudios taxonémicos
e T ~ " Extracién de material genético

Ascomycetos Asconja Colecta 02 por eg_peme (exportacion) o

Extracion de material genético

Basidiomycetos Basidioma Colecta 02 por especie

“ ___(exportacion)
Ascomycetos Ascoma Colecta 02 por especie Fleseriecin eCnugerbano vargas
Basidiomycetos Basidioma Colecta 02 por especie PrEsenacon ecr:w ul:erbano Viargas

- Preservacion en Museo de
Ascomycetos Ascoma Colecta 02 por especie Historia Natural — UNMSM.




Preservacion en Museo de

Basidiomycetos Basidioma Colecta 02 por especie Historia Natural — UNMSM.
Muestra ; : o
Plantas Hospedera botanica Colecta Oj por especn_e - Estudﬁs Faxonomlcos
Plantas Hospedera Muestra . Preservacion en Museo de
" botanica  Colecta  Ofporespecie ygiria Natural - UNMSM.
Plantas Hospedera Muestra Colecta 01 por especie Preservacion en Museo de
- botanica por esp Historia Natural - UNMSM.
Miigstra e Analisis fisicoquimico en gabinete
Suelos e Extraccion 0.250 kg (laboratorio) y extraccion de

material genético.

Articulo 4°.- AUTORIZAR el desarrollo de la investigacion cientifica denominada
“Estudio de las comunidades de ascomicetos y basidiomicetos en el bosque nublado del
Santuario Histérico de Machupicchu, Cusco, Perl”: acceso a recursos genéticos con fines de

identificacion taxonémica”, a las siguientes personas, que conforman el equipo de
investigadores:
N° Nombres y Apellidos .D°.°“"“?““.’ Nacionalidad Cargo Instituciéon
de identidad - : :
UNSAAC
1 Mario Callalli Chancahuana 47136507 Peru Responsable
. . . Peru UNSAAC
2 | Maria Encarnacién Holgado Rojas 23912951 Co -responsable
3 | Carlos Alberto Salvador Montoya 43549117 R Co -responsable RammeiittgustLiic
4 | Marta Anna Wrzosek Fidler ER204750 Polonia Colaborador University,of Warsaw
University Of Stirling /
5 | Louis Albert Mielke A04015124 EEUU Colaborador Swedish University Of
Agricultural Sciences
Mycology and Forest
6 | Genevieve Maria Gates RA 1858289 Australiana Colaborador Ecology, Tasmanian
Institute of Agriculture
Pert Universidad Nacional
7 | Mishari Rolando Garcia Roca 10064896 Colaborador Amazdnica de Madre de
Dios
8 | Milton Braulio Callafiaupa Auccapuma 47137585 Perd Asistente ENEAAD
Universidad Nacional
9 | Liz Yessenia Espinoza Delgado 62298153 Perd Asistente Intercultural de
Quillabamba
Articulo 5°. — El| investigador responsable, identificado en el articulo 1° de esta

Resolucion y el equipo de investigadores, son responsables de CONOCER y CUMPLIR las
disposiciones contenidas en la Ley N° 26834, Ley de Areas Naturales Protegidas y su
Reglamento aprobado mediante Decreto Supremo N°® 038-2001-AG; el Decreto Supremo N° 010-
2015-MINAM, modificado por Decreto Supremo N° 001-2019-MINAM, asi como sus
disposiciones complementarias; el Decreto Supremo N° 013-2018-MINAM a través del cual se
aprueba la reduccion del plastico de un solo uso y promueve el consumo responsable del plastico
en las entidades del Poder Ejecutivo; la Ley N° 30884, Ley , Ley que regula el plastico de un
solo uso y los recipientes o envases descartables y su Reglamento aprobado mediante Decreto
Supremo N° 006-2019-MINAM; entre otros dispositivos aplicables al caso.



Asimismo, los investigadores deberan cumplir con las normas que la Jefatura y su
personal dispongan durante el desarrollo de la investigacion, entre ellas por la Resolucion
Presidencial N° 140-2020-SERNANP.

Articulo 6°. — El sefior MARIO CALLALLI CHANCAHUANA identificado en el articulo 1°
de la presente Resolucion, en su calidad de investigador responsable ASUME las siguientes
obligaciones y compromisos:

Obligaciones:

a. Presentar copia de la autorizacion de investigacion y autorizacion de ingreso de
corresponder al personal del ANP que lo solicite.

b. No extraer muestras biolégicas distintas a las autorizadas, de ser el caso.

c. Tramitar el certificado de procedencia, cuando se requiera frasladar las muestras de
material biolégico colectado fuera del &mbito del ANP, de haberse autorizado la colecta.

d. Entregar una copia de la constancia de depdsito de muestras biol6gicas, de ser el caso.

e. Comunicar al SERNANP cualquier nuevo registro para la ciencia, debiendo entregar una
copia del depdsito del holotipo del nuevo taxén en una institucion cientifica nacional
autorizada. La extraccion de dichos ejemplares incluyendo los nuevos registros para el
ANP deberan ser reportados a la Jefatura de ANP (en el Puesto de Control o sede
administrativa mas cercana) para su respectiva consignacion en el certificado de
procedencia.

f. Gestionar los permisos de exportacion ante la autoridad competente, cuando se requiera
enviar al extranjero parte del material bioldgico colectado, de haberse autorizado la
colecta.

g. No utilizar las muestras biolégicas con fines de acceso a recursos geneticos o sus
productos derivados; asf como, no utilizar los conocimientos colectivos vinculados a los
recursos biologicos de pueblos indigenas; sin contar con el contrato de acceso
correspondiente.

h. No ingresar bolsas de plastico de un solo uso, sorbetes plasticos y envases de tecnopor
(poliestireno expandido) para bebidas y alimentos de consumo humano en el &mbito del
ANP.

i. Desarrollar las actividades de acuerdo al Plan de Investigacion presentado.

j. Transitar solo en las areas y/o sectores autorizados.

k. Respecto a las publicaciones vinculadas a la presente investigacion, el investigador
debera coordinar los permisos y créditos correspondientes al SERNANP.

|.  Hacerse responsable de su equipo de colaboradores, asistentes y voluntarios, asi como
de sus faltas e infracciones.

Compromisos:

a. Entregar a la Jefatura del ANP una (02) copias del informe final de la investigacion
(incluye versién digital) conteniendo material fotografico y la lista de especies registradas
en formato MS Excel en el marco de la presente auforizaciéon y bajo los términos
informacién concordada con la jefatura del ANP, este informe debera entregarse, en el
plazo mas préximo luego de terminada la fase de campo y gabinete de |a investigacion.
Asimismo, si la investigacién contribuye al desarrollo de una o mas publicaciones
cientificas, entregar una (01) copia de las publicaciones en formato digital y autorizar su
registro en la biblioteca digital del SERNANP, salvo compromisos con revistas indexadas
debera indicar la direccién electrénica a través de la cual se pueda acceder a la
publicacion.



El incumplimiento injustificado de estos compromisos producira el ingreso del investigador en la
lista de investigadores inhabilitados para préximas autorizaciones emitidas por el SERNANP,

Articulo 7°.- La autorizacién a la que se refiere el articulo 1° CADUCARA
automaticamente al vencer el plazo concedido, por el incumplimiento injustificado de los
compromisos adquiridos o por cualquier dafio al patrimonio natural, sin perjuicio de las
responsabilidades administrativas, civiles o penales que pudieran originarse.

Articulo 8°- COMUNIQUESE al administrado que debera prever la obtencién de
cualquier otra autorizacién y/o documentos similares que requiera por parte de otras entidades
que sean competentes en la materia y/o sector para el desarrollo de la presente investigacion.

Articulo 9°.- E| SERNANP se ABSTIENE de toda responsabilidad por los accidentes o
dafios que puedan sufrir los integrantes del equipo de investigacion durante el desarrollo del
" proyecto de investigacion.

Articulo 10°.- REGISTRESE la presente Resolucion en el Médulo de gestion de
informacion de investigaciones autorizadas del SERNANP, en el archivo digital técnico y
publiquese en la pagina web del SERNANP (www.sernanp.gob.pe).

Registrese y comuniquese.

Firmado digitalments por RAMIREZ
PRADA Viadimir FAU 20478053178
hard
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PROTRGE:AS POR L ESTAL

Firmado digitalmente por

VLADIMIR RAMIREZ PRADA
Jefe del Santuario Historico de Machupicchu
SERNANP



ESTANDARIZACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION DE ADN DE
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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo estandarizar los métodos de extraccion
" de ADN de los cuerpos fructiferos o carpéforos de macrohongos colectados en
los bosques de Inkaterra y de la Universidad Nacional de Madre de Dios
(UNAMAD), conservados en dos métodos diferentes de preservacion del
material biolégico (Alcohol 96° y Deshidratacion a 41 °C por 48 horas
intermitentemente) a través del Protocolo estandarizado en el GreenlLab
(Método 24hrs). Ademas, se comparo la calidad y cantidad de ADN extraido

con dos métodos de extraccion de ADN: Método 24hrs y un nuevo protocolo



usado en congelamiento y descongelamiento (Freezing-Thawing, FT). Ambos
métodos mostraron ser efectivos para la obtencién del ADN de carpoforos
preservados en alcohol o deshidratados, ademas el método FT puede extraer
ADN de buena calidad de ambos tipos de muestra sin diferencias significativas
al comparar con la metodologia ya estandarizada en el GreenLab. Se realizé
en las instalaciones del GreenLab en la Estacién Bioloégica de InkaTerra
Asociacion (ITA) en Madre de Dios, dentro del marco del Proyecto
“Aislamiento, Barcoding y Tecnologia de Produccién de hongos amazoénicos
para introduccion a la gastronomia en Tambopata, Perd” que se desarrolla con

apoyo del CONCYTEC, UNAMAD e ITA.

Palabras Clave: Calidad de ADN; Macrohongos amazonicos; protocolo de

extraccion.

STANDARDIZATION OF DNA EXTRACTION METHODS FROM AMAZON

MACROHONGOS IN TAMBOPATA, MADRE DE DIOS, PERU.

ABSTRACT

The present work aimed to standardize the methods of DNA extraction from .
fruiting bodies collected in the Inkaterra and UNAMAD forests, preserved in two
methods of preservation of biological material (Alcohol 96° and Dehydration at
41 °C for 48 hours intermittently) through the standardized Protocol in the
GreenLab (24hrs Method). In addition, the quality and quantity of extracted DNA
was compared with two DNA extraction methods: 24hrs method and a new
protocol used in freezing and thawing (Freezing-Thawing, FT). Both methods

were shown to be effective in obtaining DNA from alcohol preserved or



dehydrated carpophores, and the FT method can extract good quality DNA from
both types of samples without significant differences when compared to the
methodology already standardized in the GreenLab. It was carried out in the
GreenLab facilities at the Biological Station of InkaTerra Association (ITA) in
Madre de Dios, within the framework of the Project "Isolation, Barcoding and
Production Technology of Amazonian mushrooms for introduction to
gastronomy in Tambopata, Peru" that is developed with the support of

CONCYTEC, UNAMAD and ITA.

Key Word: DNA quality; Amazonian macro fungi; extraction protocol.

INTRODUCCION

La importancia de los estudios a nivel molecular y genético son cada vez mas
necesarios para la conservacion de la diversidad biolégica a nivel mundial, y en
el estudio de organismos tan diversos como los hongos amazdnicos, constituye

una herramienta fundamental para poder identificarlos y caracterizarlos.

El GreenLab de InkaTerra, es el primer laboratorio de biologia molecular y
genética en campo de la Amazonia peruana, el cual surgio ante la necesidad
de profundizar en el estudio de la diversidad biolégica de la Amazonia y otros
: eco\sistemas en el Peru. En ese sentido, se ha desarrollado el primer proyecto
de Barcoding de hongos amazdnicos con énfasis en el potencial gastrondmico
y medicinal, realizado en conjunto con la Universidad Nacional Amazénica
Madre de Dios y financiado por el Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y

Tecnolégico (FONDECYyYT)

Siendo asi, en el marco del proyecto y con el propésito de facilitar y validar los

protocolos para el Barcoding de hongos en el GreenlLab, este estudio
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contempla la adaptacién y comparacion de eficiencias de dos técnicas de
extraccion de ADN en carpéforos colectados y conservados en dos métodos de
preservacion; contribuyendo a un analisis mejorado sobre la calidad vy

concentracion de ADN.
MATERIAL Y METODOS
Colecta de muestra bioldgica:

Se emplearon carpéforos (Cuerpos fructiferos de los hongos) colectados en los -
bosques de Inkaterra Guides Field Station (19L, 495088 mE; 8614731 mS)
desde el 03/02/19 al 20/03/19 que fueron preservados mediante dos

metodologias: Alcohol 96° y Deshidratadas a 41 °C por 48h.

Los Carpoforos fueron colectados en las trochas de investigacion de ITA,
aquellos que eran de estructura sdélida se conservaron en bolsas de papel
manteca y los de textura blanda en micro tubos, previo lavado con lejia, agua y

alcohol.
Preservacion de los carpoéforos
Alcohol de 96°:

Los cuerpos fructiferos llegaron al laboratorio entre 2-4 horas despues
de la colecta y fueron lavados superficialmente con agua destilada para
retirar restos de tierra y otros contaminantes (principalmente tierra). Una
vez lavados fueron pesados (entre 0,1 a 0,5 g) y colocados en frascos
de 5 ml (viales) o en microtubos de 1,5 ml con suficiente alcohol de 96°

para cubrir la muestra en su totalidad. Los frascos fueron tapados y

pag. 4



sellados con parafilm para evitar derrames o la rapida evaporacion del

alcohol y fueron guardadas a 4 °C hasta su procesamiento.

Deshidratacion de Carpdforos:

Las muestras fueron deshidratadas a 41 °C por 2-3 dias con periodos de

deshidratacion alternada.
Extraccion de ADN:

Se aplico el protocolo de extraccién de ADN de plantas adaptado a hongos
‘ (METODO 24 hrs), aproximadamente 60 mg de los carpdforos fueron puestos a
incubar por 12-18 hrs con 200 uL del buffer de lisis CTAB (2 %
cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB), 100 mM Tris—=HCI pH 8,0; 20 mM
EDTA, 1,4 M NaCl) y 5 uL de Proteinasa K (Analityk Jenna) a 55 °C con
homogenizados cada 2 horas. Las muestras fueron centrifugadas después de
la incubacion y luego se afadié 200 uL de Binding Buffer (EMGuSCN, 20 mM
EDTA pH 8,0; 10 mM Tris-HCI pH 6,4; 4 % Triton X-100), se resuspendio toda
la muestra con un vortex y se incubd por 10 min a 55°C. La misma cantidad de
alcohol fue afadida luego de la incubacion. Después de homogenizada se
’ procedi® a centrifugar la muestra a maxima velocidad por 2 min. El
sobrenadante se colocé en una columna de silica (EpochLife) y se centrifugé a
6000 G por 2 min. El liquido resultante de la centrifugacion se descarto, se
realizaron 2 lavados de la columna con las soluciones Protein Wash Buffer (540
uLde PWB: BB (26%), 96 % ethanol (70 %), ddH20 (4%)) y Wash Buffer (720
uLde WB: 60 % EtOH, 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 0,5 mM EDTA,

pH 8,0). Cada lavado se realizé a 6000 g por 2 min y el liquido resultante fue
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descartado. Una centrifugacién a 10000 G por 4 min fue realizada para
evaporar los restos de alcohol de la columna y luego estas fueron incubadas a
55 °C por 156 min. La elucién del ADN se realizé con 30 uL del Buffer de Elucion
TE 1X(Sigma) precalentado a 55 °C, las columnas fueron incubadas a
temperatura ambiente y luego centrifugadas a 10000 G por 5 min, lo mismo se
realizé para una siguiente elucion, teniendo finalmente dos eluciones por cada
muestra. Todas las muestras fueron preservadas a 4 °C para su cuantificacion
y luego a -20 °C hasta su empleo en PCR. Protocolo Freezing-Thawing

(METODO FT).

Se evalué la eficiencia de un protocolo de extracciéon de ADN basado en el de
Saba et. al (2016). Se emplearon 60mg de muestra de carpéforo preservado.
Los carpdéforos en alcohol fueron cortados en pequefios trozos para facilitar su
procesamiento y las muestras deshidratadas fueron cortadas en trozos vy
trituradas en un mortero. El polvillo obtenido fue colocado en microtubos de 1,5

ml para su procesamiento.

Las muestras fueron colocadas a -20 °C por 15 min y luego se le afiadié 100 uL
del buffer de Lisis frio (Tris-HCI 425 mM, EDTA 150 mM, NaCl 125 mM, pH |
8,5), se realizd la disgregacion del carpéforo por 2 min con ayuda del
pulverizador y se afadieron 75 uL de SDS 10% y 5 uL de Proteinasa K.
Después de incubar 15 min a T° ambiente se inici6 con los ciclos de
congelamiento y descongelamiento que consiste en colocar las muestras a
incubar por 20 min a 55 °C (bafio maria) y luego a -20 °C por 20 min. Los ciclos
se repitieron 3 veces, pero pueden realizarse mas rondas de acuerdo a las

caracteristicas de la muestra.
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" Después de que la muestra fuese descongelada a 55 °C, se procedid con la

purificacion del lisado celular de la misma forma que el método 24 hrs. (TABLA

1)

Evaluacion de la calidad del ADN:

Concentracion (cantidad):

Se realizé la cuantificacién del ADN con el Quantus fluorometer de
acuerdo al protocolo del laboratorio. Una concentracion menor a 10ng/ul
fue considerada “baja”, entre 10 y 30 ng uL" fue considerada “media”,
superior a 30 ng uL" fue considerada “alta”.

Calidad:

Todas las muestras fueron visualizadas en geles de agarosa al 1% de
acuerdo a los protocolos del laboratorio. Se establecié una escala para

caracterizar la calidad de la muestra como se detalla en la Tabla 2.

RESULTADOS

Eficiencia de metodologia 24 horas para extraccién de ADN genémico de

carpoforos

. Se emplearon 31 muestras pertenecientes a 15 especies, todas las muestras
fueron preservadas en alcohol y deshidratadas. Desde el inicio de la colecta se
empled el METODO DE 24 HRS, el cual dio resultados variables en cuanto a
concentracion y calidad (Figura 1, 2 y 3), siendo mas efectivo en las muestras
con carpdforos blandos y/o carnosos preservados en alcohol. En todos los

procesos, la especie Cookeina speciosa (cddigo 28) fue la que mejores
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resultados mostrd, por lo que se establecié como muestra modelo. También se
observo que, para algunas muestras, principalmente las de carpdforo duro, la
preservacion por deshidratacion fue mejor que el alcohol, mas no se observo

una buena calidad en dichas muestras.

La muestra 28, C. speciosa se propuso como modelo para la prueba de
variaciones en los protocolos, ya que se encuentra ampliamente distribuida en
la zona (Garcia et al, 2015) y ademas se ha empleado en estudios filogenéticos ‘
donde se ha empleado material de ADN extraido (Ekanayaka et. al., 2016,

Weinstein et. al., 2002).

Eficiencia metodologia FT

Para probar la eficiencia del Método FT para la extraccion de ADN se
procesaron muestras preservadas tanto en alcohol como deshidratadas ya que
constituye una alternativa mas corta (aproximadamente 5 horas) para la
extraccién de ADN de los carpoforos y de otras muestras biolégicas, como lo

detallan Saba et.al. (2016).

En primer lugar, se emple6 a C. speciosa como la muestra control para probar

las siguientes variaciones en los protocolos:

- Variacion en pH del Buffer de Lisis CTAB con el método 24 hrs: Se
probaron 2 buffer CTAB conpH 8y 7,6.
- Variacién de T° de incubacién en el método FT: 65 °C por 20 min y -20 °C

por 20 min y 55 °C por 20 min y -20 °C por 20 min.

DISCUSION
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 En base a esas pruebas, se observé que ambos CTAB buffer con diferente pH
fueron adecuados para obtener ADN con una buena concentracion y calidad. Si
bien los mecanismos de unién de ADN a la membrana aln no se han
esclarecido, la deshidratacion del ADN vy la silica, el pH y la presencia de sales
caotrépicas son propuestos como factores principales (Shi et. al., 2015,
Ivanova et. al, 2008, Melzak et. al. 1996), ademas, segun algunos autores un
pH mas bajo mejora la adsorcion del ADN a la membrana de silica (Katevatis
et. al., 2017, Melzak et .al., 1996), ya que la densidad de carga superficial
negativa se va reduciendo conforme disminuye el pH, lo cual disminuye la
repulsion electrostatica neta entre la silica y el ADN y favorece su union,

- permitiendo incluso recuperar ADN a concentraciones muy bajas (pg-1ug).

A pesar de que ambos pH en esta prueba han mostrado valores concentracion
en el ADN eluido entre medianos y altos, el BB eluido aun posee una cantidad
considerable de ADN que podria ser recuperado, por lo que es posible que
reduciendo mas el pH con HCI (valores menores a 7,6 preferiblemente entre 5
y 6,5) se pueda observar una mayor diferencia en la cantidad de ADN unida a
la membrana e incrementar la eficiencia de los procesos de extraccion, asi
mismo, también se podrian emplear otros métodos de purificacion
(precipitacion con Acetato de potasio y alcoholes), lo cual reduciria el empleo

de columnas de silica y plasticos (Saba et. al. 2016), aunque ello también
podria significar la precipitacion de metabolitos secundarios que pueden reducir

el éxito de las pruebas moleculares posteriores.

Por otro lado, la incubacion de la muestra a 55 °C con el método FT permitio
obtener mayor cantidad de ADN que la incubacion a 65 °C. En el protocolo

original, Saba et. al (2016) propone la temperatura de 65 °C para la lisis celular,
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sin embargo, no emplean Proteinasa K ni columnas de silica, por ello, en el
laboratorio se traté de adaptar dicho protocolo al empleo de columnas y de Prot
K. Esta prueba de temperatura también se realizé en la primera parte de la
estandarizacion, dando resultados similares donde la disminucion de la

temperatura de incubacién a 55 °C incrementa la cantidad de ADN extraido.

Una vez establecidos dichos parametros, se probé el uso conjunto de SDS y
CTAB, como lo propuesto por Umesha et. al (2016), para ello se empled el
buffer CTAB como buffer de lisis y se afiadid 75uLde SDS 10% a cada
muestra. Se emplearon ambos métodos (FT y 24 hrs) con un nuevo buffer de
lisis CTAB-SDS, empleando el buffer CTAB con pH 7,6 y 8. Para estas
pruebas, se empled 28- C. speciosa como muestra control y 273-Ganoderma
applanatum preservada en alcohol. Los resultados mostraron que solo C.
speciosa procesada con el método de 24hrs permitié la extraccion de ADN con
buena concentracién (70 ng uL") y calidad, mientras que G. applanatum mostré
una concentracion menor a 1ng/ul en todos los casos. En base a ello, se
descartdé el uso del buffer CTAB-SDS, puesto que se obtuvieron mejores -

resultados con el empleo de solo uno de los detergentes en el buffer de Lisis.

Por otro lado, en esta prueba, donde ambas muestras fueron preservadas en
alcohol, solo se pudo obtener ADN con buena calidad de 28- C. speciosa, por
lo que se puede sugerir que el ADN es mejor preservado mediante la técnica
de deshidratacion en los carpdforos de estructura dura. Algo similar fue
demostrado por Wang et. al. (2017) donde se empleé a Trametes versicolor,
obteniendo ADN de mejor calidad en este tipo de carpéforo a comparacion de
A. bisporus, que posee un carpoéforo suave. Es posible también que este tipo

de muestras requieran mejoras en el método de extraccion en lugar de
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incrementar la presencia de detergentes para la lisis celular, descartando una

vez mas el uso de los dos detergentes en el buffer de lisis.

En la siguiente prueba de extraccién de ADN se emplearon muestras
deshidratadas y el método de lisis METODO FT para probar el punto anterior.
Se procesaron 60mg de 273- G. applanatum y una muestra sin codificacion (N).
Ambas muestras fueron trituradas en un mortero hasta obtener un polvillo. La
muestra 273, por su estructura dura, pudo ser triturada hasta obtener un polvillo
muy fino, a diferencia de la muestra N, donde solo se pudo triturar hasta
pequefios trozos mas no se obtuvo un polvillo. Ambas muestras se procesaron
con el METODO FT y los resultados mostraron que dicha técnica permite |a
obtencion de ADN de calidad buena y media a partir de muestras
deshidratadas. Esta técnica ya ha mostrado buenos resultados en Ia extraccion
de ADN de muestras de estructura suave (28- C. speciosa) preservadas en
alcohol, pero en muestras con estructura dura preservadas en alcohol (273- G.
applanatum) no dio buenos resultados cuando se emplearon dos detergentes
. en el buffer de lisis (CTAB y SDS). Esto indicaria que el METODO FT puede
extraer ADN de buena calidad de ambos tipos de muestra, es decir, carpoéforos
Suaves en alcohol y carpéforos duros deshidratados, con resultados similares a

los del METODO 24 HRS.

La dltima prueba de extraccion se realizé para comprobar que el METODO FT
puede extraer ADN de muestras deshidratadas de distintos tipos de carpéforos.
Para esto se emplearon 3 muestras deshidratadas: 254- Basidio, 72- Xilaria sp
y 06- Ramaria sp. Estos 3 tipos de carpéforos han sido colectados en fechas
diferentes, por lo que llevan tiempos diferentes de mantenimiento después de

la deshidratacién. Al igual que en las muestras anteriores, las muestras
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deshidratadas fueron trituradas en un mortero hasta obtener un polvillo fino -
para ser procesadas con el METODO FT. Se pudo obtener ADN de
concentracién media y buena calidad en las tres muestras, sin embargo, la
muestra 254- Basidio, que fue colectada mas recientemente, mostré la menor
concentracion. Esto nos permitid observar que las muestras deshidratadas
pueden ser especialmente dtiles para la extraccion de ADN de carpoforos
duros, mientras que las muestras suaves (como basidiomicetos Yy algunos
ascomicetos) pueden ser mejor preservadas en alcohol, ya que estas, al
poseer mayor contenido de agua requieren mayor tiempo para obtener una
pérdida de agua equivalente a la de las muestras secas, lo cual puede dafiar la
integridad del ADN durante el proceso de deshidratacion, ademés esta pueden '
absorber humedad luego de ser deshidratadas, lo que puede significar riesgos

de contaminacién por otros hongos (Wang et. al., 2017).

El METODO FT permiti6 la obtencion de ADN de buena calidad de diferentes
tipos de carpoforos (Ascomicetos, Basiomicetos y Poliporales) con resultados
comparables (sin diferencias estadisticamente significativas) a los obtenidos
con el METODO 24 HRS (Figuras 4, 5y 6) por lo que puede ser empleado en
la extraccion de ADN de hongos de forma rutinaria en el GreenlLab, asi mismo,
constituye un método eficiente, pero principalmente, mas corto. Aun es
necesario confirmar la integridad del ADN eluido de forma que pueda ser .
empleado en los siguientes procesos de biologia molecular, es decir,
comprobar la ausencia de inhibidores de PCR, asi como confirmar la identidad
del ADN y la posible contaminacién con ADN procedente de animales u ofros

hongos.

CONCLUSIONES
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Ambos métodos de conservacion de ADN (alcohol y deshidratacion) permiten
conservar el ADN de hongos amazonicos. Los carpéforos suaves son mejor
preservados en alcohol, mie;ltras que los carpéforos duros son mejor
preservados deshidratados. Ambos métodos de extraccién de ADN (24 hrs y
FT) permiten obtener ADN de buena calidad en los diferentes tipos de
carpoforos. Para incrementar la concentracion y calidad del ADN extraido, la
_ fase de recuperacion de ADN necesita mayor optimizacién, ya sea mejorando
la unién del ADN a la membrana de silica (reduciendo el pH) o precipitando con
el empleo de otros componentes como Acetato de potasio y alcoholes (lo cual
reduce el empleo de plastico), asi como mejorando las estrategias de elucién
del ADN (incrementando el pH). Finalmente, el trabajo conjunto de
caracterizacion morfolégica y laboratorio permitira establecer mejores
estrategias para la extraccion de ADN de mejor calidad y mayor cantidad, por lo

que la transmisién y complementariedad de informacién es necesaria.
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Tabla 1.
- Comparacion de los dos métodos de extraccion empleados en la

estandarizacion de extraccion de ADN de macrohongos.

METODO 24 HRS METODO FT
CTAB Buffer (Tris-HClI ~ LB5 (Tris-HCI 425 mM,

100 mM, EDTA20 mM,  EDTA 150 mM, NaCl
NaCl 1,4M, CTAB 2%, 125 mM, pH 8,5) y SDS

Buffer de Lisis

pH 8) 10%
Detergente empleado CTAB (catiénico) SDS (anidnico)
Cantidad empleada por
200-350 uL 400-500 uL
muestra
Tiempo y temperatura 24 hrs, 55 °C 20 min a 55 °C, 20 min
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de incubaciones a-20°C
Tiempo total del proceso 27 hrs 5 hrs
BB excess H20 BB excess H20

Binding Buffer
(GreenLab) (GreenLab)

Tabla 2.
Escala establecida para la clasificacion de la calidad de ADN extraido con los
diferentes meétodos de extraccion. MW: Peso molecular establecido en

comparacion con el ladder.

ESCALA CARACTERISTICAS DEL ADN
0 No se observa ninguna banda en el gel de agarosa
1 Se observa banda en el gel con | MW
2 Banda con tMW pero con SMEAR o delgada y tenue
3 Banda intermedia (tamafio e intensidad) con MW
4 Banda gruesa e intensa con tMW
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Pd VaN 19 0 %

Figura 1.

Electroforesis en gel de muestras preservadas en alcohol y
deshidratadas extraidas con metodologia 24 hrs. a) Muestras
preservadas en alcohol. b) Muestras preservadas por deshidratacion.
¢ y d) Comparacién muestras preservadas en alcohol (A) vy
deshidratadas (S). Codigos: Pd: Pleurotus djamor, VAN: Phallus
indusiatus, 19: X. muitiplex, 20: C. striatus, 28: C. speciosa, 01:

Pleurotus djamor cédigo 01., 48: P. domingensis, 65: Ramaria sp.
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Figura 2.

Promedio de concentracién de ADN (ng ulL') por método de

preservacion de carpéforo.
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Figura 3.
Comparaciéon de la calidad promedio de ADN por método de
conservacion de las muestras.
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Figura 4.

Electroforesis de ADN gendémico de muestras procesadas con el
método 24 hrs (24 h) y Método FT (5 h). a) Muestras de Carpoforo
N (desconocido) y Ganoderma applanatum. b) Muestras de
Basidiomiceto (254), Xilaria sp (72) y Ramaria sp (06).
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Figura 5.

Promedio de Concentracion de ADN (ng uL™") por método de conservacién y

" extraccion de ADN.

L 2735h 273 24h

Figura 6.
Promedio de Calidad de ADN por método de conservacion y extraccion de
ADN.
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