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RESUMEN

Los manglares son plantas que crecen en la interfaz de la tierra y poseen un
ecosistema marino -costero, localizados en los trépicos y subtropicos del planeta,
destaca la especie denominada mangle. Alberga uno de los ecosistemas mas
diversos, por lo que se considera una de los lugares ecol6gicos mas productivos del
planeta, sin embargo, en los Gltimos afios se ha visto afectado por la contaminacion
de residuos industriales y domésticos. Es por esta razén que es importante hallar
estrategias Biotecnoldgicas, en este caso se aplicara la fitorremediacion a partir de
dos plantas Pteridofitas para poder preservar el ecosistema de manglar El salado

presente en Guayaquil, Ecuador.

En el presente estudio se evalud la capacidad remediadora de metales pesados
(Arsénico, Cadmio y Plomo), factor de biacumulacién y factor de translocacion a
través de 2 plantas pteridofitas Dryopteris filix-mas y Pityrogramma ebenea |,
distribuidas en 18 tratamientos, a partir de un proceso de digestion y equipo ICP-

OES.

La fitorremediacién emplea plantas para remover, renovar, reducir, volatizar o
estabilizar sitios contaminados (Kelley et al,2000; Miretzely et. Al 2007). La
fitorremediacion representa un gran desafio tanto a nivel social como econémico
debido al avance tecnoldgico, equipos de alta tecnologia y estudios cientificos con

informacién de gran relevancia (Lee et al.,2021).



Palabras Clave: Fitorremediacion, Pteridofitas, manglares

ABSTRACT

Mangroves are plants that grow on land and have a marine-coastal ecosystem. They
are at the tropics and subtropics of the planet, there is a species that stands out called
Mangrove (Mangle). This type of ecosystem is very diverse which considered by
many experts one of the most productive ecological places on the planet, however
in recent years it has been affected by pollution from industrial and domestic
waste.For this reason, it is important to find Biotechnological strategies, which is
phytoremediation, this technique is going to apply from two Pteridophyte plants to

preserve mangrove forest of El Salado, which is in Guayaquil- Ecuador.

In the present study, the remedial capacity of heavy metals (Arsenic, Cadmium
and Lead), bioaccumulation factor and translocation factor was evaluated through
2 pteridophyte plants Dryopteris filix-mas and Pityrogramma ebenea. , distributed

in 18 treatments, based on a digestion process and ICP-OES equipment.

Phytoremediation employs plants to remove, renovate, reduce, volatilize, or
stabilize contaminated sites (Kelley et al, 2000; Miretzely et. Al 2007).
Phytoremediation represents a great socially and economically changes on account
of technological progress, high-tech equipment, and scientific studies with highly

relevant information (Lee et al., 2021).

Keywords: Phytoremediation, mangroves, pteridophytes

8



INDICE DE CONTENIDO

CAPITULO 1

L1 INtrodUCCION. . ...vee e e 13
1.2 Planteamiento del Problema. ..., 14
1.3 Formulacion del PROBLEMA. ... ..o, 14
1.4 Justificacion de la Investigacion.............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiea 14
1.5 DelimitaCiones. . .....eueeneiit et et 15

1.6 ODJOtIVOS. . ettt e 16
1.6.1 Objetivo General...........oeiuiiiiiiiiii i 16
1.6.2  Objetivos ESpecifiCos. .. ....ovuivuiiiiiiiii i 16
A 5 01010115 T 16

CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO........coiiiiiiiiiiiiia it 17
2.1 Importancia de 1os manglares...............oooiiiiiiiiiiiiee 17
2.2 Efecto de los metales pesados en manglares...............cooeveviiiiiiinin.n 17
2. 3FItorremMediacion. .. .....ouieit et 18

2A D FIXATAS o oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e 18

2.5 ATSEIICO. ..ttt et e 19
2.6 Concentracion de ArSENIiCO. ... ....uvuiuuiniitiit i, 19
2.7 Exposicion de arsénico en humanos...............ooeiiiiiiiiiiiiini i, 19
2.8 CadMUIO. . ...ttt e 20
2.9 Grados de tolerancia de cadmio.............ooeviiiiiiiiiiiiii 20



2.10 Exposicion de cadmio. ........oueeuiiiniiit i 20

201 PlOMO. e 20
2.12 Exposicion de plomoO.......coueiiueiiiiiii e 21
CAPITULO 3

3. Materiales ¥ MEtOdOS. ... ..viuuintitiit it 22
3.1Toma de MUESITAS. ... eeneiet et e 22
3.2Cuantificacion de la concentracion de metales pesados (As, Cd y Pb)...... 22
3.3 Conservacion de Sedimentos. ... .......o.vuiiiiiniriiii e 24
3.4 Disefo experimental de plantas y monitoreo................ccoeeeeevivinnnn... 25
3.5 Manipulacion de 1as muestras. ..........o.vvireiiiiiiiiiiiiii e, 26
3.6 Medicion de parametros fisicOquimICoS........oovveiriiiriiiiieineeannnnn. 26-27
3.7 Procedimiento para digestion de muestras............cooevevviiiiiiiiininn.n 28
3.8 Digestion de muestras en el laboratorio de instrumental.................. 28-29
3.9 Esterilacion del material.............ooooiiiiiiiiiii e 30
3.10 Preparacion de muestras para digestar............coeveiiiiiiiiiininiiinnn 30
3.11 Digestion de mMUESIIAS. ......oouineiniitiit ittt 31
3.2 Etapade Filtrado. ... ..o 32
3.13Analisis de crecimiento de Brotes ............c.coeoiiiiiiiiiiiniiiiin, 32
3.14 Analisis de datos estadisStiCOS..........evieiieiiiiiiiiiiiiii e 33
CAPITULO 4

4.RESULTADOS Y DISCUSION
4.1Monitoreo inicial para plantas y suelo...............coooiiiiiiiiiiii i, 34

4.2 Monitoreo inicial de muestras de sedimento manglar El salado.......... 34-35

10



4.3 Material Biologico en presencia de arsénico...........covvvvevueeenneennnnnn. 35
4.4 Muestras iniciales de cadmio en material bioldgico........................ 36
4.5 Muestras iniciales de plomo en material biologico....................... 37

4.6 Contaminacion sedimento del Estero Salado de muestras iniciales ......38

4.7 Factor de Bioconcentracion (FB)...............ooooiiiiiiiiiiiin.. 38
4.8 Bioacumulacion de pteridofitas hiperacumuladoras........................ 39
4.9 Factor de translocacion de pteridofitas hiperacumuladoras................. 40
4.10 Matriz para plantas pteridofitas con tratamiento............................ 40

4.11 Cambio morfolégico de plantas pteridofitas expuestas a As, Cd y Pb...41
4.12 Matriz para Biomasa y suelo de Pteridofitas con tratamiento para As...42

4.13 Matriz para biomasa y suelo de Pteridofitas con tratamiento para Cd....43

4.14 Matriz para Biomasa y suelo de Pteridofitas con tratamiento para Pb....43

4.15 Interpretacion estadistica de datos.............cooevviiiiiiiiiiiiiin 44-45
4.16 Curvas de Calibracion ICP-OES. ... .oooioi e 46
CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCIUSIONES ... e vttt e 48

5.2 RecomMendaciones. ........ouuiiuiineiitet e 48

S3 REfOIeNCIAS .eneiieei e 49-55
54 Anexo Tablas.......o.oiiiiii i 55-60

Anexos figuras

Figura 1. Ubicacion GPS, Finca San Jose. Google Maps.................. 15

Figura 2. Toma de muestras de helechos................c.cocooiiiiiiinni 22

11



Figura 3. Ubicacion de los puntos muestreo de sedimento................ 23
Figura 4. Coleccion de muestras, lugar Malecén -Punto 2.................24
Figura 5 .Coleccion de muestras en Malecon Miraflores- Punto 3...... 24

Figura 6. Proceso de disefio experimental .....................ceoviene. 26

Figura 7. A- Procedimiento medicion de parametros fisicoquimicos..27

Figura 8. A-Medicion de muestras de suelo y sedimento ................ 28
Figura 9. Muestras de hojas, raices de plantas pteridofitas............. 29
Figura 10. Equipo One touch—Mars6................cocoeviiiininn.n. 31

Figura 11. Proceso de actividades manipulacion de muestras y trabajos de
digestion de muestras en el laboratorio de la

INStitucion.........ooovveiiiiinnnn, 32

Figura 12. Crecimiento de brotes de plantas pteridofitas.................... 33

Figura 13. Cambio morfoldgico de las plantas pteridofitas pasado 2 meses..41
Figura 14. Tabla de matrices valores iniciales del experimento....... 44

Figura 15. A- Tabla analisis de varianza de As , Cdy Pb.............. 45

Figura 16. Curva de Calibracion de Cadmio, Pby As...... 46

Anexos tablas (55-60)

Tabla 4. Peso de las muestras de plantas y de suelo

Tabla 5. Peso de las muestras de plantas y de suelo (Molienda)
Tabla 7. Peso de las muestras de plantas (Proceso de Digestion)
Tabla 8. Peso de las muestras de suelo (Proceso de Digestion)
Tabla 13. Valores del crecimiento de brotes en los tratamientos

Tabla 14. . Matriz de plantas con tratamiento

12



Capitulo 1
1.1 Introduccidn

El manglar El Salado se delimita en el Estero Salado, de la ciudad de Guayaquil-
Guayas, Ecuador. Este sitio es de suma importancia dado que presenta majestuosa
fauna y flora del area del Golfo, se caracteriza por tener un gran paisaje,
representado con la parte estética y recreativa. Goza de 10,635 hectareas, lo
relevante de este manglar no solo es en la fauna y flora, sino también en sus paisajes
y areas de recreacion, que aportan al desarrollo turistico de la ciudad (Guido Poveda

Burgos y Pedro Avilés Almeida, 2018).

Los helechos hiperacumulan arsénico en particular los géneros Pteris sp.,
Pityrogramma sp., también son conocidos como fitorremediadores y
fitoestabilizadores al género Nephrolepis sp., Polypodium sp., Adiantum sp.,
Blechnum sp. y Hypolepis sp. Las pteridofitas han demostrados ser
fitorremediadoras de una gran cantidad de metales pesados y son de gran
importancia en estrategias de remediacion de suelos y aguas, al aportar de forma
significativa a los servicios ecosistémicos frente a la actividad antropogénica

(Praveen & Pandey, 2020).

Las plantas poseen la facultad de almacenar cantidades importantes de metales
pesados (Rehman et al., 2017). Las familias de plantas involucradas en los procesos
de remediacion son Brassicaceae, Pontederiaceae, Salvinaceae, Araceae,
Pteridofitas entre otras (Jeyasundar et al., 2021; Kodituwakku y Yatawara, 2020;

Ma et al., 2018; Victor at al., 2016; Zehra et al., 2020).
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El estudiar la biodisponibilidad de los metales pesados es el factor clave para
investigar los procesos patologicos de las plantas (de Oliveira et al., 2017; Sas-

Nowosielska y Pawlas, 2015).

1.2 Planteamiento del problema
El ecosistema de manglar funciona como un filtro que evita la entrada de
material suspendido de otros ecosistemas, siendo un eslabdon entre la vida
maritima y la vida terrestre, retiene sedimentos y filtra sales minerales
integrandolos a una gran cadena alimenticia (Guido Poveda Burgos y Pedro

Avilés Almeida, 2018).

1.3 Formulacion del problema
No se han realizado estudios oficiales de como las plantas Pteridofitas
poseen un potencial Biorremediador frente a la contaminacion de metales
pesados (As, Cd y Pb) en sedimentos de Manglar ElI Salado, Guayaquil —

Ecuador.

1.4 Justificacion de la investigacion

El incremento de los indices de contaminacién por metales pesados afecta a
todos los seres vivos. A consecuencia de esto surgen problemas agricolas y de salud
que en muchos casos son desconocidos por la poblacion ecuatoriana (Zalakeviciute

etal., 2021).
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1.5 Delimitaciones

Se recolectd las muestras de ambas plantas en la Finca San José — Milagro,
Ecuador. A continuacion, el punto de muestreo con su respectiva ubicacion.

Datos geogréaficos: Finca San José

i) ams %,
¥{ Restaurantes = |sm Hoteles = [8) Qué hacer = B3 Transporte publico P Aparcamientos = R > === 6
Mariscal Sucre _ B Q
Fumicar S.A
=Q
quia Mariscal SJ-?r?o

Manga
del Jejen

I +|@

< capas Google

stoz del mapa ©2023 r Térm Privacidsd  Envisr somantarios

Figura 1. Ubicacion GPS, Finca San José. Google Maps Fuente: (Google Maps,
2023).
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1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo general

e Generar una fitorremediacion de metales pesados (As, Cd y Pb) en
sedimento del ecosistema de Manglar “El Salado” a partir de
Dryopteris filix-mas y Pityrogramma ebenea.

1.6.2 Objetivos especificos

e Cuantificar la concentracidon de metales pesados (As, Cd y Pb) en el
sedimento del ecosistema de manglar “El Salado” mediante el ICP-
OES.

e Determinar la bioacumulacién de As, Cd y Pb a través de dos
especies pteridofitas (Dryopteris filix-mas y Pityrogramma) ebenea
crecidas en macetas bajo condiciones controladas.

1.7 Hipotesis

Pityrogramma ebenea y Dryopteris filix-mas son plantas bioacumuladoras de
Metales pesados (Arsénico, Cadmio y Plomo) presentes en el medio.

Nula

Pityrogramma ebenea y Dryopteris filix-mas no son plantas bioacumuladoras de
Metales pesados (Arsénico, Cadmio y Plomo) presentes en el medio.

16



Capitulo 2
2. Marco tedrico

2.1 Importancia de los manglares

Ambito ambiental. - Reduce el impacto de las mareas a través del barro con ello
generar un pantano Yy asi tener lugar Optimo para el habitat de ciertos
organismos,estabilizador de la Linea Costera, barrera natural contra las barreras
(Guido Poveda Burgos y Pedro Avilés Almeida, 2018).

El ecosistema de manglar opera de manera tal, que filtra el material suspendido
de otros habitats, siendo un puente entre la vida maritima y terrestre, estos se
integran a la cadena trofica, donde se filtran sales minerales, metales pesados y otros
contaminantes en los tejidos de los organismos vivos (Guido Poveda Burgos y
Pedro Avilés Almeida, 2018).

2.2 Efecto de los metales pesados en manglares
Los metales pesados se caracterizan por ser elementos quimicos que tienen una
densidad promedio de 5 g/cm3 al estar en forma elemental, y con un nimero

atdbmico mayor a 20 (Vardanyan & Ingole, 2006).

Los mecanismos de tolerancia elevada dan a denotar bioacumulacion y pueden
llegar a biomagnificarse tal como se dan los diversos escalones de las cadenas
troficas; si presentan cifras altas de concentraciones, causan problemas en el habitat

de los seres vivos (Roy et al., 2005).

Los metales pesados representan un factor de riesgo para la salud , al estar
presentes en el ambito ambiental y laboral, también destacan otros peligros
potenciales ,tal como lo enfatiza la Agencia Estadounidense para el Registro de
Sustancias Téxicas y Enfermedades, que clasifica a los riesgos de los residuos
toxicos de forme a su predominancia y niveles de intoxicacion que provocan,

entre los mas peligrosos destacan los siguientes el mercurio, el plomo , el arsénico
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y el cadmio; este Gltimo se posiciona como el nimero 6 de la lista que ofrece esta

agencia, de modo que es de gran atencion por su toxicidad (Pérez & Azcona, 2012).

2.3 Fitorremediacion

“La fitorremediacion, el uso de especies vegetales para remediar los medios
ambientales, se persigue como un nuevo enfoque para la limpieza de suelos y aguas
contaminados, incluidas las aguas subterraneas. La biorremediacion asistida por
plantas, conocida como un tipo de fitorremediacion, implica la relacion de las raices
de las plantas y los microorganismos asociado con este sistema de raices para
remediar suelos que contienen concentraciones elevadas de compuestos organicos”

(Morel, Echevarria & Goncharova, 2006).

“Estas técnicas podrian proporcionar métodos rentables para remediar suelos y
aguas subterrdneas contaminados con metales, radiondclidos y varios tipos de

compuestos organicos” (Morel, Echevarria & Goncharova, 2006).

2.4 D. filix-mas

Prefiere las zonas humedas umbrias del sotobosque de los bosques, pero
también los lugares umbrios de los setos y las rocas, la planta a veces se denomina
en la literatura antigua como gusano helecho porque se ha empleado
tradicionalmente para las de infecciones por gusanos (Mohammed Abdus Satter et
al. 2016); sin embargo, existe informacion documentada sobre las actividades
bioldgicas o medicinales de D. filix-mas y la mayoria de los informes se centran en

los helechos como clase.

Dryoperidaceae es una hierba perenne de hoja perenne de hoja caduca que crece
hasta 60 -150 cm de altura, con rizomas. Es una planta eficaz para cubrir el suelo y
es originaria de América del Norte, Europa y Asia; posee una gran fronda triangular
de color verde claro,se encuentra comiunmente en arroyos, lugares con sombra y

zonas de humedales (Sekendar et al., 2012).
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En la medicina tradicional, las hojas y el rizoma se utilizan para tratar artritis
reumatoide, inflamacion, malaria, infestacion por gusanos, la hemorragia interna,
el sangrado uterino, la fiebre, las paperas, los antrax y las llagas (Sekendar et al.,
2012).

La planta crece en todas partes de Asia templada, Europa, India, las partes
templadas de EE. UU. y también crece en Africa (Uwumarongie, Enike &
Bafor2016). La planta es muy adaptable y puede crecer bien tanto en suelos aridos
como fertiles (Duke, 2001).

2.5 Arsénico

El arsénico se encuentra distribuido en gran porcentaje de la corteza terrestre,
este elemento se considera como metaloide en el ambito quimico; por otro lado el
arsénico elemental presente de manera sélida con un caracteristico color gris, no
obstante , en el ambiente se presenta junto a otros elementos , tales como cloro,
azufre y oxigeno (ATSDR, 2007).

Algunos compuestos derivados del arsénico son solubles en agua, por lo que el
arsénico fluye hacia lagos o rios y se mezcla con los desagies industriales.
Una gran parte de este elemento en forma de particulas se une al agua o a los
sedimentos del fondo de lagos o rios, mientras que una parte, a su vez, es arrastrada
por el agua (ATSDR, 2007).

2.6 Concentracion de arsénico

"La cantidad de arsénico presente en el suelo varia en algunos casos, los valores
se encuentran entre 1 y 40 partes de arsénico por millon de partes de suelo (ppm) ,
aun cuando, los suelos propios de dep6sitos geoldgicos y fundiciones, o en areas
agricolas donde se usaron plaguicidas , logran obtener presencia arsénico, en
concentracion alta” (ATSDR, 2007).

2.7 Exposicién de arsénico en humanos

Si una persona consume alimentos, agua o tierra contaminada con arsénico, la
mayor parte de este elemento, llega al torrente sanguineo, el porcentaje de arsénico
que pasa a la sangre dependeréa de la cantidad y del tipo de arsénico que la persona

consuma, esta es la manera mas probable de exposicion cerca de un sitio de
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residuos, otra manera la exposicion es por medio de las vias respiratorias al inhalar
aire que contiene polvos de arsénico y llega directamente a los pulmones (ATSDR,
2007).

2.8 Cadmio

El cadmio no se halla en el ambiente en forma de metal puro; se lo puede
encontrar en la naturaleza como 6xidos complejos o sulfuros, este elemento no es
caro, a razon de sus componentes como un efluente del procesamiento de metales
mas valiosos, tales como cobre y el zinc, sus principales aplicaciones son
galvanoplastia y la galvanizacion, también se menciona su uso en plésticos,

pigmentos para crear pinturas, ceramica y baterias (Pérez & Azcona, 2012).

2.9 Grados de tolerancia de cadmio

"Es fundamental conocer que cantidad tolerable de cadmio; la ingestion diaria
normal con la dieta (IDD) ha sido propuesta por algunas organizaciones
internacionales que establecen como valor limite tolerable 7 pg/semana por kg de
peso, por via digestiva, consumos de hasta 100 mg producen sintomas
gastrointestinales, mientras que a partir de los 350 mg se considera que es
potencialmente mortal, por via inhalatoria” (Pérez & Azcona, 2012).

2.10 Exposicion al cadmio

Los sintomas comunes frente ala exposicion al cadmio se clasifican, en relacion
al tiempo y modo en que se da la exposicién, y estas pueden ser agudas o cronicas;
por otro lado las intoxicaciones se dan en la poblacion general, debido a
accidentes o0 consumo de alimentos infectados; en cambio en &mbito laboral se
presenta un mayor indice de intoxicaciones grabes (Pérez & Azcona, 2012).

Una vez que el cadmio ingresa al organismo humano afecta a los huesos, los
rifiones; investigaciones revelan que el arsénico induce a tener efectos neurotoxicos

y teratogénicos (Pérez &Azcona, 2012).

2.11 Plomo
El plomo es un metal que se encuentra en forma natural en la corteza terrestre,
esta disperso en el medioambiente, como el aire, el agua y la tierra, este elemento

es compatible con otras sustancias quimicas para desarrollar distintos compuestos,
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se usa en la fabricacion de pilas, municiones y productos de metal como las
soldaduras y tuberias (ATSDR, 2020).

2.12 Exposicion de plomo

“Las personas pueden verse expuestas al plomo en su lugar de trabajo o en su
entorno, a través de: la inhalacion de particulas de plomo generadas por la
combustion de materiales que contienen este metal (por ejemplo, durante
actividades de fundicion, reciclaje o decapado de pintura con plomo, o al utilizar
combustible para la aviacién con plomo); la ingestion de polvo, agua o alimentos
contaminados con plomo (por ejemplo, agua canalizada a través de tuberias de
plomo o alimentos envasados en recipientes con esmalte de plomo o soldados con
este metal)” (OPS, 2022).
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Capitulo 3
3. Materiales y métodos
3.1 Toma de muestras:

Para iniciar el procedimiento se escogio dos especies de helechos y fundas de
vivero. Las pteridofitas estudiadas fueron Dryopteris filix-mas, Pityrogramma
ebenea.

Tabla 1. Cantidad de especies para la experimentacion.

Nombre de la especie Cantidad de especies
Dryopteris filix-mas 75 plantas
Pityrogramma ebenea 75 plantas

Elaborado por: (Andrade, 2023)

Figura 2. Toma de muestras de helechos (Dryopteris filix-mas, Pityrogramma
ebenea), Milagro —Ecuador. Fuente: (Andrade, 2023).

3.2 Cuantificacion de la concentracion de metales pesados (As, Cd y Pb).
Puntos de muestreo: Ubicacion del sitio de estudio

Se recolectd muestras en sedimentos del ecosistema de manglar El Salado,

Guayaquil- Ecuador. A continuacién, se muestran los tres puntos estratégicos de
muestreo, con su respectiva ubicacion (ldentificacion a partir de puntos azules).

22




Ubicacién (Identificacion a partir de puntos Azules).

Google O 100 % Fecha de imagenes: 16/7/22 — Mas.. 1,000 m Camara: 9,028 m 2°09'24'S 79°55'07°W ..

Figura 3. Ubicacion de los puntos muestreo de sedimento. Fuente :( Google Maps,
2023).

A continuacion, las caracteristicas de los tres puntos de muestreo especificos:

Tabla 2. Datos geograficos de los puntos de muestreo.

Punto  Nombre Latitud Longitud Grado
1 Observatorio Malecén Del - -79.9 2°11°12°°S 79°54°00""'W
Salado 21.866.66
7
2 Parte Dos Guayarte - - 2°10'49.0"S 79°54'09.8"0O
2.180.284 79.902.71
7
3 Malecon De Miraflores - - 2°09'52.7"S 79°55'04.3"0
2.164.645 79.917.84
7

Elaborado: (Andrade ,2023). Fuente: Google Earth
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3.3 Conservacion de sedimentos
Para el muestreo de sedimentos de fondo se utilizé una pala, las muestras fueron

georreferenciadas para su mejor localizacion, dispuestas en fundas ziploc y
posterior a ello, se colocd las muestras en tres tachos de pintura sellados y rotulados
para resguardar la trazabilidad, luego se almacenaron las muestras a temperatura
ambiente, para la adecuada preservacion temporal de las citadas muestras, para
llevarlas al laboratorio (Muyulema, Canga, & Pucha, 2019).

Figura 5. Coleccion de muestras en Malecon Miraflores- Punto 3. Fuente :
(Andrade,2023)
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3.4 Disefo experimental de plantas y monitoreo

Para el montaje en tierra de las plantas pteridofitas se emplearon 18 fundas para
vivero, se emple0 sustrato tratado que contiene turba/arena’humus de lombriz en
proporcion 1:1:1; proporciones de 25%,50%,100% de sedimento Manglar el El
salado( mix de 3 puntos estratégicos, mencionados en la Tabla 2). En el caso de
las plantas pteridofitas se utiliz6 75 plantas de Dryopteris filix-mas y 75 plantas

de Pityrogramma ebenea.

Se optd por distribuir por 3 bloques de tratamiento por especie, es decir 6
unidades por cada experimento, por tanto fueron18 tratamientos y dos tratamientos
adicionales , es decir para control de sedimento y otro para control de sustrato,

dando un total de 20 tratamientos para para este experimento Verse Tabla 10.

El riego se realiza pasando un dia durante un periodo de 3 meses comprendido
entre Julio 2023 y Septiembre de 2023.

Después de la toma de muestras de plantas pteridofitas , se procedi6 al lavado de
las raices con abundante agua. A continuacién se coloco sustrato tratado +
proporcion de sedimento (25%,50% y 100%) dependiendo del tratamiento, se

roturo con etiquetas tal como se lo menciona en la Tabla 10.

Haciendo referenciaa la Tabla 11, se llevé a cabo un proceso de monitoreo durante
los 3 meses empleando una bit4cora de la evolucion de los tratamientos, cambios
morfoldgicos, fisioldgicos de la planta y cuantificacion de la cantidad ,aspecto y

tamafio de brotes.
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Figura 6. Proceso de Disefio experimental. A- Lavado de plantas pteridofitas.B- Plantas
pteridofitas listas. C- Preparacion de sustrato tratado y sedimento de manglar El Salado.
D- Montaje de Experimento. E- Etiquetado por tratamiento. F- Experimento por
tratamiento. Elaborador por : ( Andrade,2023).

3.5 Manipulacién de las muestras

Se conservd el sedimento en cuestion, se recomienda tomar los pardmetros

fisicoquimicos entre ellos destaca el pH, la densidad, TDS y conductividad.

3.6 Medicion de parametros fisicoquimicos
Para este desarrollo experimental se tomé una muestra de sedimento de los 3
puntos, suelo y agua. Se disolvid en un vaso de precipitacion 10 g de la muestra +

20 ml de agua destilada y llevar a agitan en una plancha agitadora.
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Figura 7. Procedimiento medicion de parametros fisicoquimicos. A- Muestras de
Sedimento (3 puntos) y Suelo Milagro; B- Preparacion 10 g de muestra+ 20 ml de
agua destilada; Fuente: (Autor ,2023); C- Llevar las 4 muestras a la plancha
agitadora, por un tiempo de 10 min; D- Muestras de Suelo y Sedimento listas para
analizar. Elaborado por: (Andrade, 2023) .

Tabla 3. Pardmetros fisicoquimicos de las muestras.

Nombre pH COND (g TDS (ppm)
Muestra suelo 6,10 870 583
Milagro

Punto 1 Malecon del 6,92 870 563
Salado

(Sedimento)

Punto 2 Guayarte 7,40 1015 646
( Sedimento)

Punto 1 Malecon del 7,63 362 229
Salado( Sedimento)

Agua potable 6,74 234 229

Fuente: (Andrade , 2023)
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3.7 Procedimiento para digestién de muestras:

Con ayuda de un mortero eléctrico, se pulveriza la muestra. Luego llevarla a una
balanza analitica, para proceder a pesar la biomasa obtenida. Una vez realizado este
proceso, se puso en viales de teflon y se agreg6 6 ml de acido nitrico al 65%, y a su
vez se afadio 2 ml de peroxido de hidrogeno al 30%. Llevar las muestras a un
digestor por microondas por un periodo de una hora, con una temperatura de 200
°C. Utilizando un papel filtro, colar el contenido (Fisher, 2021).

“Teniendo nuestro producto filtrado, se procede a analizarlo con Espectroscopia
de emision atomica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP- OES). Las
muestras seran introducidas en forma liquida, posterior a ello serén transformadas
por medio de un nebulizador en aerosol y excitadas mediante un plasma de argon.
Esta técnica de analisis permite determinar y cuantificar una gama importante de

elementos , a excepcion de C,N,O,H,F, gases nobles tierras raras, en

concentraciones que van desde % hasta ppb (%)” (Petroleoquimica, 2019).

“El factor de bioacumulacion se calcul6 promedio de nimero de elemento
absorbido por la planta, dividida entre el nimero de elemento presente en el suelo
“(Maldonado et al., 2011).

3.8 Digestion de muestras en el laboratorio de instrumental.

Se decidié dividir las muestras en dos secciones, con el fin de realizar el
proceso de digestion de muestras de manera adecuada, se deben respectar ciertos
criterios. (Fisher, 2021)

e Muestras de helechos (Dryopteris filix-mas, Pityrogramma ebenea):
Hojas y raices.

e Muestras de suelo: Sedimento al 100%, sedimento al 50%,
sedimento al 25% y suelo del lugar de origen de las plantas (Milagro
- Guayas).

Primero, se pesé 5 g cada una de las muestras, con ayuda de una balanza analitica,

discos estaticos para pesar y cucharas dosificadoras. Ver tabla 4.
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A continuacion: Evidencia del procedimiento

Figura 8. A- Medicidn de muestras de suelo y sedimento; B- Muestras de
sedimento y suelo; C- Muestras de hojas de Pityrogramma ebenea. Fuente:
(Andrade, 2023).

Después se peso las muestras , se coloco en cajas de papel aluminio para conservar
la muestra y se pusé en a la estufa a una temperatura de 101 °C con el fin de

eliminar la humedad presente, se esperd entre 3 a 4 dias.

Figura 9. A-Muestras de hojas (Helecho macho y Helecho blanco); B- Muestras de
Raices Helecho macho y Helecho blanco); C- Colocar las muestras de plantas y
muestras de suelo, en la estufa . Fuente :(Andrade, 2023).
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Posterior a ello, se molid y se triturd las muestras con un mortero manual y se
pes6 0.5gr de cada muestra, con la ayuda de una balanza analitica. Verse en la
Tabla 5.

3.9 Esterilacion del material

Se lavd los tubos de digestion con (Ethan, agua tipo 1 y agua potable) y se secd
los mismos con papel, se utiliz6 guantes de nitrilo y se rotul6 los tubos (Fisher,
2021).

3.10 Preparacion de muestras para digestar

Se coloc6 0,5 gr de cada muestra a su respectivo tubo y se agreg6 10 ml de acido
nitrico puro (usar guantes y cofia), se utiliz6 la cabina de flujo laminar y se dejo las

muestras sin tapa por 20 min. Verse en tabla 7y 8

Se coloco los acidos dependiendo el tipo de muestra a analizar y en este caso al ser
muestras distintas es decir (Plantas y suelo) la normativa del Equipo One Touch
Tecnology- Mars 6 y se ejecutd la digestion en 2 etapas separadas y tomando en

cuenta lo siguiente:

Tabla 9. Pardmetros a emplear en el proceso de digestion.

Tipo de muestras Acidos Parametros

Plantas 10 ml de Acido Nitrico Ejecucion: Plant Material

Temperatura: 200°C

Suelo 6 ml de Acido Nitrico + 3  Ejecucion : US EPA 3051
ml de Acido Clorhidrico

Elaborado por: (Andrade,2023).
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Figura 10. Equipo One touch —Mars 6 . Fuente: (Andrade ,2023)

3.11Digestion de muestras

Se empled los siguientes pasos tanto para las muestras de plantas como suelo.
(Fisher, 2021).

Se coloco las muestras dentro del disco del digestor y se anot6 en que orden se

colocaban cada uno de los tubos, se cerrd los tubos, este proceso dura 30 minutos.

3.11 Etapa de filtrado
Se destapd los tubos a fin de evaporar los gases propios del acido, se empleo
embudos, matraz aforado de 50 ml, pal filtro, matraz de kitasano y se realizo la

filtracion; se enraiz6 hasta 500ml con ayuda de acido nitrico al 2%.
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Figura 11. Proceso de actividades de manipulacion de muestras y
trabajos de digestion en el aboratorio de la institucion. Elaborado por :(
Andrade,2023).

3.12Analisis de crecimiento de brotes
Tratamientos de estudio
Semana 4:

1 Mes después de iniciado el experimento

Por cada tratamiento existe un aproximado de 5 brotes, los cuales tienen una
altura mayor a 5 cm, por ende, destaca la efectividad de los sustratos utilizados. A
continuacion, los valores en cm del crecimiento de los brotes rotulados con colores

(ligas). Revisar Tabla 11.
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Figura 12. Crecimiento de brotes de plantas pteridofitas. A-
Pityrogramma ebenea; B- Dryopteris filix-mas. Elaborado por:
(Andrade,2023).

3.14 Analisis de datos estadisticos

Los datos del presente estudio fueron analizados en el software informético, Infostat
Version 2017 para el analisis de las variables de tratamiento donde se utiliz6 un
analisis de varianza ANOVA y una prueba de contraste de promedios TUKEY

(p < 0.05) para identificar que existen diferencias significativas entre los

tratamientos planteados.
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Capitulo 4

4. Resultados y discusion
4.1 Monitoreo inicial para plantas y suelo

En lo concierne a los resultados del monitoreo inicial de plantas y suelo de origen
se encontro una acumulacion mas alta de arsénico con 188.85 ppm en el tratamiento
50% (Tabla 12), resultados similares se han obtenido en plantas de con una
concentracion de xx ppm de As, por otro lado investigadores han descubierto
plantas de helechos que pueden absorber mayor cantidad de Cd y Pb en contraste

con nuestro monitoreo inicial de plantas hiperacumuladoras.

Tabla 12. Matriz monitoreo inicial para plantas y suelo.

Especie Muestra  Tratamiento  Arsénico (ppm) C(admi)o Plomo (ppm)

m
Dryopteris filix- Hoja 25% 0,10+0,10 O,75pr-)_+ 0,65 0,45+ 0,55
mas Raiz 3,85+2,75 0,80+ 0,20 0,90 £ 0,90
Pityrogramma Hoja 50% 79,45+79,15 0,10+0,10 0,60 + 0,60
ebenea Raiz 188,85 +£189,25 0,35+0,35 0,20+ 0,10
Suelo Suelo 100% 1,60 + 0,15 2,75+ 0,29 2,70+ 1,76

Elaborado por: (Andrade,2023)

Se observd mayor presencia de metal arsénico, en las muestras iniciales, siendo
la especie Pityrogramma ebenea, la muestra con mayor cantidad con un tratamiento
de 50%. Lo que indica que esta planta puede acumular altas cantidades en la
biomasa vegetativa.

4.2 Monitoreo inicial de muestras de sedimento manglar El Salado.

En la Tabla 13 se observd concentraciones altas de arsénico, cadmio y plomo
en todas las muestras de sedimento, destaca presencia de contaminacion en el
medio, teniendo en cuenta que los valores mas altos son en el cadmio con un valor

de 2,45 ppm y plomo con un valor de 5,30 para sedimento de manglar.

Se encontro valores similares en la investigacion de (Santana, 2020) donde se
evaluo el riesgo de contaminacion de metales pesados en diversos sedimentos de
manglar en Ecuador, para ello en relacion a los valores de la Tabla 13,se obtuvé la

concentracion de Cd en el sedimento de manglar Estero Salado con un valor de 4,33
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mg/kg , lo que denota que pasado un periodo de tiempo de 2 afios , las

concentraciones de Cadmio en el medio , logran ser mayores.

En relacion a la Tabla 13. destaca un valor inicial de Plomo de 5,30 ppm , se

hallo valores relacionados significantes en la investigacion de (Santana, 2020)

donde se evidencia para plomo 55.50 mg/kg y lo que resulta alarmante con

respecto a la contaminacion del ecosistema de Manglar el salado.

Tabla 13. Matriz monitoreo inicial de muestras de sedimento manglar El

Salado.
Sedimento del Muestra  Tratamiento  Arsénico Cadmio  Plomo (ppm)
Estero Salado (ppm) (ppm)
Sedimento 25% Suelo 25% 155+1,25 2,10 + 0,20+ 0,20
0,60
Sedimento 50% Suelo 50% 1,60+£0,20 2,20+0,10 2,15+ 0,65
Sedimento 100% Suelo 100% 0,45+0,25 2,45 + 5,30+ 2,00
0,35

Elaborado: (Andrade, 2023)

4.3 Material biologico en presencia de arsénico

Gréfico 1. Muestreo inicial de arsénico en material biol6gico

Muestreo inicial de As en material biolégico

1,60
188,85
Pityrogramma ebenea 79,45
0,10 3,85

0% 20% 40% 60% 80% 100%

OAs Hoja (ppm) B As Raiz (ppm)

Elaborado por: (Andrade, 2023).



Con relacién al Grafico 1, se observé mayor concentracion de arsenico en las
raices y suelo de nuestras iniciales, también destaca que el helecho Pityrogramma
ebenea, es una planta bioacumaladora de metales pesados con un valor de 188,85

ppm de As.

Asi como lo menciona Potera en 2010 la especie Pteris vittata (una variedad
comun de helecho) acumula enormes cantidades de arsénico, lo que concuerda con
los valores obtenidos en el Grafico 1, ya que esta especie pertenece a la misma
familia que las plantas pteridofitas en cuestion que absorbe As del suelo y en una
de investigacion se descubrié que esta planta elimind méas de una cuarta parte del
arsénico del suelo en un lapso de 20 semanas.

4.4 Muestras iniciales de Cadmio en material bioldgico

Gréfico 2. Muestreo inicial de cadmio en material bioldgico

Muestreo inicial de Cd en material bioldgico

2,75
0,35
Pityrogramma ebenea 0,10
0,80
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OCd Hoja (ppm) M Cd Raiz (ppm)

Elaborado por: (Andrade,2023)

Se examino el material bioldgico inicial y se observo mayor presencia de cadmio
en el suelo de Milagro, lo que manifiesta que esta finca se encontraba contaminada

por metales pesados.
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Resultados similares fueron encontrados en muestras iniciales de raices de
Ocimum basilicum (albahaca) con un valor de 61.17 % respecto fijacion de cadmio
es decir que existe mayor porcentaje de concentracion de Cd en las raices que las

plantas a diferencia de las hojas (Reyes, 2020).

4.5 Muestras iniciales de plomo en material biolégico

Graéfico 3. Muestreo inicial de plomo en material biologico

Muestreo inicial de Pb en material biolégico

2,70
Suelo de Milagro 2,70 |
0,20
Pityrogramma ebenea 0,60 _
0,90
Dryopteris filix-mas 0,45
0% 20% 40% 60% 80% 100%

EPb Hoja (ppm) M Pb Raiz (ppm)

Elaborado por: (Andrade, 2023).

Para las muestras iniciales de material bioldgico, presentan bajos niveles de
contaminacion de metales pesados a diferencia de los niveles de arsénico y cadmio,

no obstante se observa presencia de Pb , en el suelo de Milagro.

Asi como menciona Ballesteros en 2011, que la especie Azolla carolinia, es una
especie de helecho y posee un valor de concentracion de 3 ppm para plomo, siendo
mayor que las concentraciones de Dryopteris filix-mas con un valor de 0.50 ppm.

Lin (1991) menciona que existen estandares respecto al grado de contaminacion
por metales pesados en hortalizas, se analizo hojas y raices, lo cual denota a hojas
con 3.69 ppm y a raices con 2.58 respecto al elemento Plomo. Tomando en cuenta
los valores del Gréfico 3, se evidencid un valor de 0.90 ppm en raices de Dryopteris
filix-mas ,siendo una cantidad menor respecto a la contaminacion de Pb en

hortalizas.
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4.6 Contaminacion sedimento del Estero Salado de muestras iniciales

Grafico 4. Contaminacion sedimento del Estero Salado de muestras iniciales.
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Elaborado por: (Andrade,2023)

Se examin0 la contaminacion por 3 metales especificos Arsénico, cadmio y
plomo, con el fin de identificar la contaminacién de Sedimento del Estero Salado y
se observo mayor presencia de plomo, siendo este un contaminante muy perjudicial

para la salud.

En relacion al gréafico 4 , se tienen resultados similares donde se evidenciaron
en Colombia , donde se examinaron 3 puntos extrategicos de sedimento teniendo
valores de Plomo de 10 ppm y un valor de 0.5 ppm ,donde se evidencia que existe
mayor concentracion de Pb, por ende destaca que paises vecinos a Ecuador , en este

caso Colombia , presenta contaminacion por metales pesados como en Guayaquil.

4.7 Factor de Bioconcentracion (FB)
Se calcul6 el factor de Bioconcentracién (FB: funcion de un compuesto para lograr
acumularse en un tejido luego de su absorcion en el medio (Marcovechhio y

Moreno,1991), empleando la siguiente formula:
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cert ™4
g

cpes ™9

Donde:
CETT: Concentracion del elemento traza en el tejido de la planta

CPES: Concentracién promedio del elemento en la solucion
4.8 Bioacumulacion de pteridofitas hiperacumuladoras

Gréfica 5. Bioacumulacién de pteridofitas hiperacumuladoras

Bioacumulacion de pteridofitas hiperacumuladoras
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Elaborado por: (Andrade, 2023).

Se observo la bioacumulacién del helecho macho y helecho blanco frente a los
metales arsénico, cadmio y plomo, se obtuvo mayor concentracion de arsénico en

las muestras iniciales.

Reyes en 2020 realiz6 estudios de la bioacumulacién de Hg,As ,Cd y Pb en
plantas de, zanahoria (Daucus carota), hierbabuena (Mentha spicata), espinaca (
Spinacia oleracea) y albahaca (Ocimum basilicum)donde menciona que para
establecer si una planta potencialmente hiperacumuladora, se requiere que el Factor
de bioacumulaciom (BCF) tenga un valor mayor a 10, por el contrario,si el BCF es
mayor a 1 se considera como acumuladora y en el caso que el BFC se encuentra en

un rango por debajo de 1 se define a la planta como exclusora.
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Segun los resultados de BCF (%) obtenidos segun la Gréfica 5, para especie
Pityrogramma ebenea se obtuvo un BCF mayor a 10, respectivamente de 167.69
por ende se clasifico como planta hiperacumuladora de arsenico , a diferencia de
la especie Dryopteris filix-mas que fue clasificada basada en este estudio como
planta acumuladora de arsénico.

4.9 Factor de translocacién de pteridofitas hiperacumuladoras

Graéfico 6. Translocacion de pteridofitas hiperacumuladoras

Translocacién de pteridofitas
hiperacumuladoras

100%

80%
0,05
. : 1,50
60% 8,00
40%
20%
0 0,03 0,94 0,50
0% I
As FT CdFT Pb FT

B Dryopteris filix-mas O Pityrogramma ebenea

Elaborado por: (Andrade, 2023)
4.10 Matriz para plantas pteridofitas con tratamiento.

Gréfico 7. Evaluacion final matriz de pteridofitas con tratamiento
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Elaborado por : ( Andrade ,2023)
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Se observé mayor concentracion de arsénico y cadmio en las muestras con
tratamiento del experimento, con lo que se descaté la presencia de porcentajes de
Bioacumulacioén en las especies Dryopteris filix-mas y Pityrograma ebenea, y se
visualizé como estas plantas al trabajar en conjunto presentan mayor rendimiento.
Ver tabla 14.

4.11 Cambio morfoldgico de plantas pteridofitas expuestas a As, Cd y Pb

El desarrollo el proyecto se llevo a cabo a partir del 10 de Julio del 2023, con
el proceso de plantacidn y pasado 2 meses las plantas presentan cambio morfoldgico
como se evidencia en la Figura 10. Las plantas Pityrogramma ebenea y Dryopteris
filix-mas mostraron perdida de hojas, manchas necréticas en parte superior de las

hojas, raices con pocos nutrientes y falta de vigor en la planta.

Resultados afines destacan en la investigacion realizada por Williams, Pittman
& Hall , en 2000 donde mencionan que los efectos fitotoxicos se manifiestan de
acuerdo al tipo de metal presente en el medio, tal como , Cd y As con sus niveles
de toxicidad y bioacumulacion en la planta , alteraciones morfoldgicas. A su vez
denota como el estrés por Cd en plantas produce disminucion en el crecimiento y

manchas oscuras.

Figura 13. Cambio morfoldgico de las plantas pteridofitas pasado 2 meses. A, B- Hojas
y Raiz de Pityrogramma ebenea contaminadas por As, Cd y Pb; C,D- Hojas y raiz de
Dryopteris filix-mas contaminadas por As,Cd y Pb. Fuente: (Andrade ,2023).
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4.12 Matriz para biomasa y suelo de Pteridofitas con tratamiento para As.

Gréfico 8. Arsénico en biomasa y suelo de Pteridofitas.
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Elaborado por: (Andrade ,2023)

Como destaca en grafico 8 existe disminucion en los niveles de Arsénico
presentes en hojas y raices de las especies Pityrogramma ebenea y Dryopetris filix-
mas, relacionando los valores iniciales de la gréfica 1, es evidente la
biorremediacion , es decir presenta un 56.2 de ppm en disminucion con raices. Es

decir que las plantas pteridofitas seleccionadas , son excelentes candidatas para

remediar contaminacion en sedimentos de manglar el Estero El Salado.
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4.13 Matriz para biomasa y suelo de Pteridofitas con tratamiento para Cd.

Gréfico 9. Andlisis de datos de Cd en biomasa y suelo de Pteridofitas
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Para contrarestrar con las muestras iniciciales, descritas en el gréafico 2, a
comparacion de las muestras con tratamiento, ver grafico 3 se evidencia un

incremento minimo de concentraciones de cadmio presente en el medio.

4.14 Matriz para Biomasa y suelo de Pteridofitas con tratamiento para Pb.
Gréfico 9. Anélisis de datos de Cd en biomasa y suelo de Pteridofitas
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0,50 0,35 -

000 035 o5
Pb Hoja (ppm) Pb Raiz (ppm) Pb Suelo (ppm)

B Dryopteris filix-mas & Pityrogramma ebenea
Pityrogramma ebenea

B Dryopteris filix-mas

Elaborado :( Andrade,2023)
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En este caso la especie Dryopteris filix-mas absorbio mas cantidad de plomo
, haciendo énfasis en los valores de suelo, indice sin tratamiento de 2.70 ppm (
Ver grafico 3) y indice con tratamiento 0,55 ppm ( Ver gréafico 9), lo que otorga
la cualidad al el helecho macho como un potencial acumulador de Plomo y con

ello ayuda a mejorar la contaminacion del ecosistema de Manglar el Salado.

4.15 Interpretacion estadistica de datos

Todos los resultados del analisis del espectrofotdmetro y muestras bioldgicas
fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA), por tanto, mediante la
Prueba de T- Student se evalu6 la remocién de As, Cd y Pb, a partir de 2 especies
de plantas pteridofitas.
Las cuales prometen ser una solucién para la contaminacion en los sedimentos del

Estero Salado de la ciudad de Guayaquil.

Nueva tabla Z i 1/9/20Z3 - LViU0isd - |[Version @ 3U/4/2020]

Medidas resumen

ESPECIE Tratamientos Variable n Media D.E. E.E. cv Min Max Suma Cuad. Kurtosis
Dryopteris filix-mas 25% FB As 1 Q,00 0,00 Q,00 sd 0,00 Q,00 0,00 sd
Dryopteris filix-mas 25% FE Cd i 0,14 0,00 0,00 0,00 0,14 0,14 0,02 sd
Dryopteris filix-mas 25% FB Fb 1 0,00 0,00 0,00 sd 0,00 0,00 0,00 sd
Dryopteris filix-mas & Pit.. 100% FE &s 2 112,78 159,49 112,78 141,42 0,00 225,55 50872,80 =sd
Dryopteris filix-mas & Pit.. 100% FB Cd 2 0,83 0,25 0,18 30,00 0,65 1,00 1,42 =sd
Dryopteris filix-mas & Pit.. 100% FB Pb 2 0,07 0,06 0,04 80,81 0,03 0,11 0,01 =sd
Pityrogramma cbenea 50% FB As 2 2,13 3,01 2,13 141,42 0,00 4,26 18,15 sd
Pityrogramma ebenesa 50% FB Cd 2 S 0,35 0,25 15,71 2,00 2,50 10,25 sd
Pityrogramma ebensa S50% FB Pb 2 0,86 0,67 0,48 78,57 0,38 1,33 1,81 sd

Figura 14. Tabla de matrices valores iniciales del experimento. Elaborado por:
(Andrade, 2023).
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Fueva tabla 2 : 1/9/2023 - 17:

4 - [Versidn : 30/4/2020]

Analisis de la varianza

ESPECIE = :Dryopteris filix-mas (No hay datos disponibles)

FB As

ESPECIE Variable N R® R* A3 CV
Dryopteris filix-mas & Pit.. FB As 2 0,00 0,00 141,42

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. sc g1 o F_ p-valor
Modelo 0,00 @ 0,00 0,00 0,9
Tratamientos 0,00 0 0,00 sd

Error 25436,40 1 25836,40

Total 25436,40 1

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00000
Error: £5436,4013 gl: 1
Tratamientos Medias n E.E.
100% 112,
Msdias con una letra

min no son signifi

ativamente diferentes (p > 0,05}

FB Cd

ESPECIE Variable N R® R* 2j CV
Dryopteris filix-mas & Pit.. FB Cd 2 0,00 0,00 30,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC_ gl M F  p-valor
Modelo 0,00 0 0,00 0,00 >0,9999
Tratamientos 0,00 0 0,00 =d =d
Error 0,06 10,06

Total 0,06 1

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00000
Error: 0,0612 gl: 1
Tratamientos Medias n E.E.
100% 0,83 20,
Madias o

n zna letra comin no

icativamente diferentes (p > 0,05)

Figura 15. A- Tabla analisis de varianza de As y Cd. B- Tabla andlisis de varianza

de Pb. Elaborado: (Andrade, 2023).

FB Cd

ESPECIE Variable N R® R® 23 CV
Dryopteris filix-mas & Pit.. FB Cd 2 0,00 0,00 30,00

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 0,00 0 0,00 0,00 >0,9959
Tratamientos 0,00 0 0,00 sd ad
Error 0,06 10,06

Total 0,06 1

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=|
Error: 0,0612 gl: 1
Tratamientos Medias n E.E,
100% 0,83 2 0,18 &

Medias con una lstra comin no son signi

,00000

ivamente difsrentss (p > 0,05)

ESPECIE Variable N R® R® 2j CV
Dryopteris filix-mas & Pit.. FB Fb 20,00 0,00 80,81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl M F  p-valor
Modelo 0,00 0 0,00 0,00 >0,53%%
Tratamientos 0,00 0 0,00 sd sd
Error 3,2E-03 1 3,2E-03

Total 3,2E-03 1

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00000

Error: 0,0032 gl: 1

Tratamientos Medias n E.E,

100% 0,07 2 0,04 &

Medias con una lstra comin no son significativamente diferentss (p > 0,05)
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Figura 16. Curva de Calibracion de Cadmio, Pb y As Elaborado por: (Andrade,

2023). Fuente: ICP- OES
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Con respecto a las figuras 11 se evaludé 3 elementos importantes arsénico,
cadmio y plomo, se observd valores altos en arsénico en muestras de hojas, raices
y suelo del experimento segin un LOD (Limite de determinacion ) segun la
normativa EPA. Lo que resultdé como un valor referencial para afirmar que las
plantas Dryopteris filix-mas y Pityrograma ebenea son especies bioacumuladores
de metales pesados.
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Capitulo 5

5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La disminucién del contenido de metales en el medio y metales pesados en
las plantas pteridofitas seleccionadas demostré que Dryopteris filix-mas y
Pityrograma ebenea absorbe mayor cantidad de arsénico a diferencia del
cadmio y plomo .

Dryopteris filix-mas mostré mayor concentracion de arsenico en las hojas a
diferencia de las raices.

Pityrograma ebenea mostrd6 mayor capacidad de bioacumulacion de
arsenico , plomo y cadmio a diferencia de otras especies de helechos.

Los tratamientos 16 y 17, al 100% (Dryopteris filix-mas y Pityrogramma
ebenea) mostraron mayor rendimiento de bioacumulacion de As, es decir
ambos son tratamientos mas adecuados para aplicar en funciéon a la

fitorremediacion de sedimento de manglar El Salado Guayaquil- Ecuador.

5.2 Recomendaciones

Por lo anterior, se recomienda realizar mas estudios calidad del suelo,
intensidad luminica en los procesos de bioacumulacién de metales propios
de las plantas pteridofitas y especies afines.

Se recomienda llevar una bitacora para anotar el crecimiento de brotes,
cantidad de hojas y evolucion de los helechos. Por otro lado, tomar en cuenta
frecuencia del riego de las especies, ya que depende de las condiciones

climética.
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Anexos Tablas

Tabla 4. Peso de las muestras de plantas y de suelo.

Duplicado

Numeracion Muestras Gramos (g)

1 M.C 100% 1 5,09

2 M.C 100% Duplicado 5,05

3 M.C 50% 1 5,02

4 M.C 50% Duplicado 5,04

5 M.C 25% 1 5,02

6 M.C 25% Duplicado 5,05

7 M.C Muestra de 5,00
Milagro Suelo

8 M.C Muestra de 5,05
Milagro Suelo

9 Muestra Raices 8,44
Helecho Blanco

10 Muestra Raices 6,07
Helecho Blanco Duplicado

11 Muestra Raices 5,85
Helecho Macho

12 Muestra Raices 16,11
Helecho Macho Duplicado

13 Muestra Hojas 5,00
Helechos Blanco

14 Muestra Hojas 15,00
Helechos Blanco Duplicado

15 Muestra hojas 5,03
Helechos Macho

16 Muestra Hojas Macho 5,04

Elaborado por: (Andrade,2023).
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Tabla 5. Peso de las muestras de plantas y de suelo (Molienda)

Modelo
N° Descripcion Gramos

(@)
1 Muestra de Helecho Macho Hojas 0,50
2 Muestra Duplicado de Helecho Macho Hojas 0,50
3 Muestra Helecho Blanco hojas 0,50
4 Muestra Duplicado de Helecho Blanco Hojas 0,50
5 Raices Helechos Macho 0,50
6 Raices Duplicados Helecho Macho 0,50
7 Raices Helecho Blanco 0,50
8 Raices Duplicados Helecho Blanco 0,50
9 Muestra Sustrato 25% 0,50
10 Muestra Sustrato 25% Control 0,50
11 Muestra Sustrato 50% 0,50
12 Muestra Sustrato 50% Control 0,50
13 Muestra Sedimento 100% 0,50
14 Muestra Sedimento 100% 0,50
15 Muestra Suelo Milagro 0,50
16 Muestra Suelo Milagro Duplicado 0,50

Elaborado por : (Andrade, 2023).
Tabla 7. Peso de las muestras de plantas (Proceso de Digestion).
Fecha 20/07/2023
Modelo
N° Descripcion Gramos
(9)
1 Raices helecho macho 0,50
2 Duplicado raices helecho macho 0,50
3 Raices helecho blanco 0,50
4 Duplicado de Raices Helecho 0,50
Blanco

5 Hojas Helecho Blanco 0,50
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6 Duplicado Hojas Helecho Blanco 0,50
7 Hojas Helecho Macho 0,50
8 Duplicado Helecho Macho hojas 0,50
Elaborado por: (Andrade, 2023).
Tabla 8. Peso de las muestras de suelo (Proceso de Digestion)
Fecha 25/07/2023
Modelo
N° Descripcion Gramos
(9)
1 Muestras de Suelo Milagro 0,50
2 Muestras Suelo Milagro Duplicado 0,50
3 Sedimento 100% 0,50
4 Sedimento 100% Duplicado 0,50
5 Sedimento 50% 0,50
6 Sedimento 50% Duplicado 0,50
7 Sedimento 25% 0,50
8 Sedimento 25% Duplicado 0,50

Elaborado por: (Andrade, 2023).

Tabla 10. Tabla de tratamientos de plantas pteridofitas — Disefio experimental

Sustrato

tratado

Densidad dejmateria

con

Tratamientos Especies plantas (U) organica.(%)
1 Dfm 2 25
2 Dfm 4 50
3 Dfm 8 100
4 Dfm 10 25
5 Dfm 12 50
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6 Dfm 14 100
7 Peb 2 25
3 Peb 4 50
¢) Peb 3 100
10 Peb 10 25
11 Peb 12 50
12 Peb 14 100
13 Dfm x Peb 2 25
14 Dfm x Peb 4 50
15 Dfm x Peb 3 100
16 Dfm x Peb 10 25
17 Dfm x Peb 12 50
18 Dfm x Peb 14 100
19 Control Sedimento - -
20 Control de M.O. - -
Dfm=, Peb=, x= Interaccion entre las 2 especies , U= unidad, M.O.= Materia organica

Tabla 13 Valores del crecimiento de brotes en los tratamientos

Nombre Brote Brote Brote Brote Brote Azul | Brotes
Amarillo Verde | Blanco | rojo (cm) nuevos
(cm) (cm) (cm) (cm)

T1:25% 15 19 18,5 13,5 12
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T2 :50% 9 - 8 - 0
T3:100% - - 7 - - 0
T4:25% 18 - 20 25 - 2
T5:50% 15 11 - 19,5 10 3
T6:100% - - - - - 2
T7:25% - - - - - 1
T8:50% 11 14 - 19 - 1
T9:100% - - - 16 11 1
T10:25% - - - - - -
T11:50% 10 8 7 - - 1
T12:100% 35 10 16 - - 1
T13:25% - - - - 10 1
T14:50% - - - - - 5
T15:100% - - - - 12 1
T16:25% 22 19 10 21,5 29 3
T17:50% 13 14 - - 15 2
T18: 100% - - - - - 2

Elaborado: (Andrade, 2023)

Tabla 14. Matriz de plantas con tratamiento

Especie Tratamiento Arsénico (ppm) Cadmio (ppm) Plomo (ppm)
Dryopteris filix-mas 25% 0,17 £0,17 0,55+0,22 0,30 £0,28
Pityrogramma ebenea 50% 2,18+ 1,22 0,82 +0,10 0,83+0,38
Dryopteris filix-mas & 100% 44,58 + 27,85 0,60 = 0,20 1,92 + 1,36

Pityrogramma ebenea

Elaborado por: (Andrade,2023)
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