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1. RESUMEN

Los lixiviados son el residuo liquido producto del proceso de descomposicion de los
residuos orgénicos y la percolacion de las aguas lluvias en los rellenos sanitarios. Se
encuentran diferentes procedimientos para tratar estos residuos que en general son costosos
y consumen mucha energia, debido a esto la fitorremediacion es una buena alternativa para
tratar los lixiviados ya que es mas econémico que los tratamientos utilizados
convencionalmente, ademas, los nutrientes contenidos en los desechos sirven como
fertilizantes de bajo costo para aumentar la produccion de la biomasa en plantas. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de crecimiento de tres especies vegetales
nativas del tropico y su posible uso en la fitorremediacion de lixiviados de relleno sanitario,
a nivel de microcosmos. Igualmente, analizar el efecto en el crecimiento de las tres especies
vegetales por la exposicidn de las plantas a las dos concentraciones de metales pesados
presentes en lixiviados. Durante 63 dias se sometieron los individuos de las tres especies
vegetales tropicales a un flujo semi-continuo de dos concentraciones de metales pesados
presentes en los lixiviados y como control solucion Hoogland, en unidades experimentales,
humedales construidos de flujo horizontal sub-superficial a escala de microcosmos,
evaluando las variables de respuestas para el crecimiento de las especies vegetales a
estudiar. Los resultados indicaron que para la especie Gynerium sagittatum (Cafa brava) en
el crecimiento de la longitud total y el diametro del tallo en la planta no se vieron afectados
por el tipo de tratamiento. Con respecto a la especie Colocasia esculenta (Oreja de burro)
se presentaron diferencias significativas entre el control y los tratamientos. Por Gltimo para
la especie Heliconia psittacorum (Heliconia) presento mayor crecimiento en la carga de
mayor concentracion de metal. En cuanto al area foliar no se encontrd una influencia del
tratamiento en ninguna de las tres especies vegetales. Las tres especies vegetales
estudiadas, especialmente Colocasia esculenta acumularon altas concentraciones de los
metales en sus tejidos fundamentalmente en la raiz lo cual muestran su potencial

fitorremedimediador de metales pesados.
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2. INTRODUCCION

El relleno sanitario es el método de disposicion final de Residuos Solidos que continua
siendo mayormente utilizado en el mundo debido a sus ventajas econémicas. Los residuos
dispuestos en un relleno sanitario o botadero tienen un considerable y duradero impacto
ambiental sobre los recursos agua, aire y suelo, y la salud humana, por los subproductos
que alli se producen como lixiviados y gases; varios autores plantean que los potenciales
contaminantes permanecen en el relleno de manera significativa por méas de 100 afios
después de haber sido enterrados los residuos; otros manifiestan que el tiempo puede variar
de 15 a 50 000 afios, incluso 100 000 afios. Los metales pesados por ejemplo tienden a
concentrarse en los rellenos y son liberados de manera gradual a través del tiempo (Pérez &
Rojas 2009).

Los lixiviados son el liquido producido en los rellenos sanitarios como consecuencia de la
descomposicion de los residuos organicos y la percolacion de aguas lluvias en el relleno.
Los procedimientos para tratar estos productos en general son caros y consumen mucha
energia, por esta razén la fitorremediacidn es una muy buena alternativa para tratarlos ya
que es mas economico que los tratamientos convencionales, y los nutrientes contenidos en
los desechos sirven como fertilizantes baratos para aumentar la produccion de la biomasa
en plantas. Las diferencias en la composicion de lixiviados, concentraciones y tipos de
metales pesados, dependen del relleno sanitario, de las condiciones de suelo y del clima
(Dimitriou & Aronsson 2005). Sin embargo, para llevar a cabo la fitorremediacion se
requiere plantas hiperacumuladoras como Thlaspi caerulescens, Brassica juncea y Pteris
vittata L. ya que concentran o acumulan altas cantidades de contaminantes. No obstante
algunas caracteristicas de estas plantas se ven afectadas negativamente a causa de esta
exposicion, disminuyendo el crecimiento y la biomasa ademas el sistema de raices se hace
poco profundo (Roongtanakiat 2009). Por esto es importante medir el efecto de los

lixiviados en el crecimiento de las especies vegetales.

La produccién de residuos sélidos (RS) es alarmante, no solo por las actividades
consumistas de los seres humanos, sino por las consecuencias que conlleva a la
contaminacion de los suelos, las fuentes hidricas y el aire, que llegan a causar graves

afecciones a la diversidad bioldgica y por supuesto a la poblacién humana, algunos estudios
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reflejan este crecimiento en la produccion de los RS, informacion reportada en el Plan de
Gestion Integral de Residuos Sélidos (PGIRS) de la ciudad de Cali en el 2004, muestra que
la produccion per cépita (PPC) municipal era en promedio de 0,725 kg/hab por dia, para el
2008 la poblacion de la ciudad genera aproximadamente 1591 ton/dia de residuos sélidos.
Con el crecimiento poblacional, los cambios en los estandares y estilos de vida y la
produccion de nuevos productos, se estima que la generacion de residuos se incremente
significativamente. Aunque la urbanizacion no necesariamente es un factor de incidencia, el
crecimiento desorganizado y no planeado puede generar problemas adicionales en el
manejo de residuos solidos (UNEP 2001 citado por Pérez & Rojas 2009).

En la ciudad de Cali, la composicion fisica de los residuos tiene un fuerte componente de
organicos de rapida degradacion, alcanzando un porcentaje del 59% del total de residuos
solidos; Se reconoce que los impactos ambientales de sustancias toxicas generadas por la
disposicion final de residuos sélidos municipales - RSM se han incrementado a una tasa

alarmante, especialmente por los metales pesados en los lixiviados (Pérez & Rojas 2009).

Los Humedales construidos (HC) han sido usados por décadas, principalmente para el
tratamiento de agua residual doméstica o municipal, sin embargo, recientemente se han
empleado para muchos otros tipos que incluyen agua residual industrial, agricola, petrolera,
lixiviados de rellenos y escorrentia de agua lluvia. Los humedales construidos de flujo
horizontal sub-superficial (HCFS) basados en su compleja dinamica de procesos fisico-
quimicos y bioldgicos, eliminan una gran diversidad de contaminantes presentes en el agua,
razon por la cual se estdn empleando actualmente en el tratamiento de los lixiviados de

rellenos sanitarios (Nivala et al. 2007, Vymazal 2009).

Muchas de las especies tropicales han sido evaluadas por su capacidad fitoremediadora, por
lo que en este estudio se demostro6 la importancia de Colocasia esculenta, Heliconia
psittacorum y Gynerium sagittatum en su papel como plantas con caracteristicas para su
uso en el sistemas de tratamiento de lixiviados, humedales construidos de flujo horizontal
sub-superficial (HCFS). El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de crecimiento

de tres especies vegetales tropicales plantadas en humedales construidos sub-superficiales
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de flujo horizontal para el tratamiento de lixiviado de relleno sanitario bajo dos condiciones
de concentracion de metales pesados a escala de microcosmos. El presente estudio se
desarroll6 en el marco del proyecto “Humedales construidos para el tratamiento de
lixiviados de rellenos sanitarios con plantas tropicales” (COWETLA), financiado por
UNESCO-IHE de Holanda.

3. MARCO TEORICO

3.1 Lixiviados.
El lixiviado es un liquido cominmente hallado y asociado a rellenos sanitarios resultado de

la desintegracion de los compuestos organicos y la percolacion de aguas lluvias a través de
los desechos solidos que reaccionan con los productos en descomposicion de la basura. Si
el relleno sanitario no tiene sistema de recoleccion de lixiviado, estos pueden alcanzar las
aguas subterraneas y causar problemas medio ambientales y de salud (Morales 2007).
Ademas los lixiviados son altamente variables en cuanto a su composicion, concentraciones
y tipos de metales pesados, que dependen de maltiples factores como el relleno sanitario
del que provienen, de las condiciones de suelo y de los factores climaticos. (Dimitriou &
Aronsson, 2005).

Otros factores, tales como: la composicion de la basura, edad del relleno, balance de agua,
disefio y operacion del relleno sanitario, solubilidad de los desechos, procesos de
conversion microbioldgica y quimica ademas de la interaccion del lixiviado con el medio

ambiente dificultan mas su tratamiento. (Contreras & Suarez, 2006).

3.2. Metales Pesados.
Los metales pesados son aquellos elementos quimicos que presentan una densidad igual o

superior a5 g cm™ cuando estan en forma elemental, 0 cuyo nlimero atémico es superior a
20 (excluyendo a los metales alcalinos y alcalino-térreos), que en concentraciones
excesivas puede llegar a ser toxico (Navarro et al. 2007). Por esto la presencia de metales

pesados en los lixiviados representa un grave problema ambiental y de salud publica.
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Los metales pesados se clasifican en dos grupos:

Oligoelementos o micronutrientes. Necesarios en pequefias cantidades para los
organismos, pero toxicos una vez pasado cierto umbral. Incluyen As, Co, Cr, Cu, Mo, Mn,
Niy Zn.

Sin funcion biologica conocida. Son altamente tdxicos, e incluyen Ba, Cd, Hg, Pb, Sby
Bi. (Navarro et al. 2007).

Teniendo en cuenta que los metales presentes en los lixiviados del relleno sanitario de
Navarro, (parecido en composicion al vertedero Presidente en San Pedro — Valle del
Cauca), que superan los limites permitidos y estan provocando un impacto negativo en los
ciudadanos, son el cadmio, el plomo, el cobre y el mercurio, estos son los metales
empleados en este proyecto, ademas estos metales pesados son considerados altamente
toxicos para el ser humano, siendo el plomo el segundo en la lista de los metales pesados
mas toxicos segun La Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades
(ATSDR), este elemento es empleado en tuberias, baterias, pesticidas, entre otros usos, el
mercurio ocupa el tercer lugar, al oxidarse a Hg* en el organismo, circula en la sangre,
tiene el potencial de dafiar el tracto gastrointestinal, afecta la formacion de esperma, causa
insuficiencia renal, afecta el sistema inmunolégico, altera los sistemas genéticos, las
enzimas, dafia el sistema nervioso (como la coordinacion y los sentidos del tacto, gusto y
vista), (CIS, 2003 citado Aulestia, 2012); el septimo metal mas toxico es el cadmio
(ATSDR, 2008), es biopersistente, dentro de los efectos negativos a la exposicion de este
metal se han identificado: obstruccién de pulmones (cancer), afecta los huesos
(osteoporosis), incrementa presion en la sangre; por Gltimo el cromo hexavalente (Cr*®), es
un elemento altamente toxico para el ser humano y esté clasificado por la IARC
(International Agency for Research on Cancer) en el grupo | (cancerigeno comprobado en
humanos). (CIS, 2003 citado Aulestia, 2012).
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3.3. Biorremediacion.
La biorremediacion se refiere a la transformacion quimica de los contaminantes, como los

metales pesados mediante el uso de microorganismos o plantas que satisfacen sus
requerimientos nutrimentales y de energia contribuyendo a la desintoxicacion del ambiente
por mineralizacion o co-metabolismo, entre las diferentes opciones técnicas de
remediacion, la fitorremediacion ocupa un lugar importante porque es una tecnologia
emergente basada en la accién combinada de plantas (terrestres o acuéticas) con

comunidades microbianas (Lopez et al. 2005).

En este caso la fitorremediacion es una préctica para llevar a cabo un tratamiento sobre los
lixiviados, buscando reducir los niveles de carga contaminante a través del uso de especies
vegetales que se supone tienen la capacidad de resistir dichos componentes, acumularlos e
incluso transformar el contenido quimico en biomasa. La fitoremediacion puede involucrar
dos procesos: la fitoestabilizacion y la fitoextracion. La primera reduce a niveles constantes
la contaminacion del suelo o la biodisponibilidad del metal pesado, mientras que la
fitoextracion usa plantas para extraer el contaminante del suelo. Otra tecnologia
prometedora es la rizofiltracidon que se puede utilizar para eliminar contaminantes como
metales pesados de aguas contaminadas utilizando raices de plantas. (Miranda et al, 2008,
citado por Aulestia 2012).

En los altimos tiempos se ha producido un considerable avance en la utilizacion de las
plantas en esta problematica, siendo una herramienta de gran importancia en la
biorremediacion (fitorremediacion), ya que el uso de plantas para tratar suelos y aguas
contaminadas, se ha convertido en una alternativa promisoria para recuperar metales de
manera econémica y ambientalmente amigable, (Gardea et al. 2004), especialmente se ha
manejado de manera eficaz en la descontaminacion de metales pesados (Navarro et al.
2007).

Algunas plantas que tiene un potencial fitorremediador son hiper-acumuladoras (Pefia et

al., 2005). Estas plantas pueden acumular uno o mas metales pesados, a niveles cien veces
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mas altos que el ambiente circundante y que otras especies creciendo bajo las mismas

condiciones ambientales (Pilon-Smits 2005).
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Figura 1. Mecanismos de fitorremediacion.
Fuente: Pilon-Smits, 2005

3.4. Plantas hiper.acumuladoras.
Una planta es una hiper acumuladora, si cumple con los siguientes criterios:

1. Las concentraciones de metales pesados en los brotes de las plantas deben alcanzar el
nivel de hiper acumulacion, que es diferente para los diferentes metales pesados, por
ejemplo, es méas de 1000 mg kg-1 para Pb, Cu, y el Cr, y méas de 10.000 mg kg-1 para el
Zn.

2. Las concentraciones de metales pesados en los brotes debe ser 10-500 veces mayor que

los de planta normal.
3. La concentracion de MP en los brotes debe ser siempre mayor en las raices.

4. Un coeficiente de enriquecimiento (la relacion de concentracion de metal en proyectar

desde el suelo) debe ser mayor que uno (Brown et al., 1994 citado por Kausar et al. 2012).

3.5 Especies vegetales empleadas en fitorremediacion para metales pesados.
Algunas de las especies con buena capacidad de acumulacion de metales pesados son:

Thlaspi rotundifolium, Minuarta verna, Thlaspi goesigense, Allysum bertholoni, Berkheya
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codii, Psycothria douarrei, Miconia lutescens, Melastoma malabathricum (Barcel6 &

Poschnrider 2003), entre otras especies descritas en la Tabla 1.

Tabla 1.Especies empleadas en fitorremediacion para metales pesados. Modificada de Saad

et al. 2009.

ESPECIE VEGETAL

CONTAMINANTE

(MP)

ESPECIE VEGETAL

CONTAMINANTE
(MP)

Agropyron elongatum Niquel (Ni) Phaseolus vulgaris Niquel (Ni)
Arabidopsis sp. Cu, Zn, Hg, As, Se, Ni. Phragmites australis Cromo (Cr)
Arabidopsis halleri As, Cd, Pb, y Zn. Pteris biaurita Arsénico (As)
Arabidopsis thaliana Niquel (Ni) Pteris cretica Arsénico (As)
Astragalus bisulcatus Selenio (Se) Pteris vittata Arsénico (As)
Athyrium yokoscense Cu, Pb, Fe,y Zn. Pteris vittata L. Arsénico (As)
Bidens maximorwicziana Plomo (Pb) Ricinus communis Niquel (Ni)
Brachiaria decumbens Cromo (Cr) Sesbania cannabina Fe, Zn, Cu, Pby Ni.
Brassica juncea Niquel (Ni) Silene vulgaris Zny Cd.
Brassica napus Selenio (Se) Solanum lycopersicum Ni, Zn, Cd, Asy Pb.
Chlorella sp. Niy Hg. Solanum nigrum L. Cadmio (Cd)
Festuca arundinacea Selenio (Se) Sorgum vulgare Niquel (Ni)
Gentiana pennelliana Pb, Cu, y Zn. Spartina patens Selenio (Se)
Hordeum vulgare Phosphorus uranium Spartina pectinata titanium (111)
Hordeum vulgaris Niquel (Ni) Spinacea oleracea Niquel (Ni)
Indian Mustard Selenio (Se) Sporobulus airoides Selenio (Se)
Nicotiana tabacum Niquel (Ni) Thlaspi caerulescens Zny Cd.
Penisetum purpureum Cromo (Cr)

3.6. Humedales construidos.
Los humedales construidos de flujo horizontal sub-superficial (HCFS) (Figura 1) se han

usado de manera eficiente y con excelentes resultados en diferentes paises como Canada,
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Estados Unidos, Noruega, Eslovenia, Reino Unido, y Polonia, para el tratamiento de
lixiviados (Vymazal 2011). Pero en el trépico no hay estudios donde se utilizan los
humedales construidos, por ende es importante estudiar la eficiencia tanto del humedal

construido, como el de las especies vegetales, para la remocion de esos contaminantes.
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Figura 2. Diagrama simplificado de un humedal artificial de flujo subsuperficial.
Fuente Biosystems International. http://www.biosystems.com.uy/img/humedales-esquema.jpg

El tratamiento 6ptimo de lixiviado que permita alcanzar una completa reduccion del
impacto negativo sobre el ambiente y la salud, es hoy en dia un reto. Las variaciones en el
lixiviado, en particular las variaciones de sitio en sitio y a través del tiempo, indica que la
mas adecuada tecnologia de tratamiento de este residuo debe ser simple, universal y
adaptable. En este caso, los Humedales Construidos (HC) que es una eco-tecnologia de

tratamiento con gran potencial para este tipo de residuos (Madera 2011).

Los HC tiene la ventaja de ser un sistema sostenible, de grandes periodos de tiempo con
bajo costo de operacion y mantenimiento. Esto es especialmente importante para el control
de lixiviado, el cual a menudo requiere sistemas de tratamiento con periodos de vida
indefinidos. En contraste con las alternativas quimicas y fisicas, los HC pueden proveer una
seguridad frente a nuevos contaminantes no conocidos. Ademas, con una demanda
energética basica como es de luz solar para la fotosintesis, actividad que es direccionador
del proceso natural en todas las tecnologias basados en plantas y algas. Uno de los tipos
mas apropiado para el tratamiento de lixiviado es el humedal construido sub-superficial de
flujo horizontal (HCSFH) (Vymazal, 2009).
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4. ANTECEDENTES

Los lixiviados, que contienen altos niveles de metales pesados, no tienen un tratamiento
adecuado antes de llegar a los rios, segun estudios de una muestra de 194 municipios de 28
departamentos incluyendo las capitales, encontrd que en el 73% de las localidades los
lixiviados son vertidos a fuentes hidricas sin tratamiento previo (Procuraduria Delegada
Agraria 2004). En Colombia menos del 20% de los Lixiviados (LX) son tratados. Teniendo
en cuenta esta problematica los HC se perfilan como una atractiva tecnologia para el
tratamiento de LX.

En el caso del recurso agua afectado por el relleno sanitario de Navarro, ya inexistente, los
estudios “Factores ambientales asociados a la ocurrencia de Malformaciones Congénitas
(MFC) en la ciudad de Cali”, e “Impacto del relleno sanitario de Navarro de la ciudad de
Cali en la Salud, en el ambiente biofisico y social y los costos en salud-BN”, realizado por
grupos de investigacion multidisciplinarios de las Facultades de Salud, Ingenieria y
Ciencias exactas de la Universidad del Valle en el 2009, muestran como el lixiviado de este
botadero es un residuo liquido altamente contaminante y cuya pluma ha alcanzado las
fuentes hidricas superficiales como el rio Cauca, en donde se detectd la presencia de
xenobioticos de metales pesados como cadmio, plomo, mercurio y cobre en
concentraciones que superan los limites permisibles para este tipo de fuente. En el recurso
suelo, se encontrd concentraciones por encima de los limites permisibles de cadmio, cobre
y plomo en los terrenos cercanos al botadero de Navarro y los dos primeros en la franja de
suelo que conecta este sitio con la zona urbana de varias comunas de Cali. Este recurso
puede igualmente contaminar la matriz agua a través de la percolacion o escorrentia en

época de lluvias (Pérez & Rojas 2009).

La presencia de estos contaminantes en agua (superficial y subterranea) y suelo,
independiente del nivel de la concentracion de los mismos, implica altos riesgos ecoldgicos
ya que las matrices bidticas y abioticas estan siendo contaminadas, reduciendo los servicios
ambientales que estas pueden prestar; y los efectos a la salud pueden potenciarse por la
contribucion de otras matrices como animales y vegetales que consiguen acumular y

magnificar los xenobidticos, cuya ruta de transmision puede ser la cadena alimenticia. Los
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alimentos vegetales al ser regados por estas aguas pueden concentrar tales contaminantes al

igual que los animales, como los peces, en donde el estudio MFC reporto la presencia de

metales pesados como mercurio (Hg) en el musculo de dos variedades de peces

comunmente llamados “Corroncho y Bocachico” y que hace parte de la dieta alimenticia de

la poblacion de bajos recursos que habita en la zona conocida como “Aguablanca”. Estos

contaminantes estan asociados a la ocurrencia de malformaciones congénitas y

enfermedades carcinogénicas (Pérez & Rojas 2009).

En los ultimos tiempos se ha producido un considerable avance en la utilizacion de las

plantas en esta problemaética, siendo una herramienta de gran importancia en la

biorremediacion (fitorremediacion), ya que el uso de plantas para tratar suelos y aguas

contaminadas, se ha convertido en una alternativa promisoria para recuperar metales de

manera econémica y ambientalmente amigable, (Gardea et al. 2004), especialmente se ha

manejado de manera eficaz en la descontaminacidn de metales pesados (Navarro et al.

2007). Para Humedales construidos se ha trabajado con especies vegetales propias del

trépico como las que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Vegetacién empleada en sistemas de Humedales Artificiales establecidos en

Centroamérica y Suramerica. Modificada de Fuentes 2011.

Pais Vegetacion
Brasil Oryza sativa y Zizaniopsis bonariensis
Colombia Typha angustifolia, Musg vglutina,_ Alo_casig macrorrhiza, Scirpus
holoschoenus, Typha latifolia, Heliconia psittacorum
Costa Rica  Coix lacryma-jobi
Ecuador  Echinochloa polystachia, Panicum maxium
El Salvador Pennisetum purpureum
Honduras Zea mays
Jamaica Gynerium sagittatum
Nicaragua Cyperus_ articulatus_, Pennisetum purpureum, Pharalis arundinacea,
Phragmites australis y Typha dominguensis
Uruguay  Typha dominguensis
Venezuela  Typha dominguensis y Paspalum virgatum

Los metales pesados tienen efectos en el desarrollo de las plantas, estos se pueden observar

en su crecimiento, en su eficiencia fisiologica y cambios morfolédgicos. (Hossain et al
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2012). Los resultados obtenidos en un estudio realizado por Mantilla & Rivas (1997), en
donde las plantas de Leucaena leucocephala estuvieron sometidas a una carga
contaminantes (aguas residuales), mostraron que la altura de la planta, el didmetro del tallo
en la base y las ramificaciones fueron afectados por los tratamientos aplicados. También en
la investigacion en humedales construidos plantados con Cyperus flabelliformis Rottb y
Vetiveria zizanioides se pudo observar la diferencia en las tasas de remocion e indices de
crecimiento (el crecimiento de los brotes, la biomasa, actividad de la raiz, el incremento de
la biomasa de raices), segun el tipo de especie usada en el humedal, estos resultados
sugieren que el efecto de crecimiento de las plantas en la eliminacién de contaminantes en

humedales construidos depende de la plantas y los contaminantes. (Cheng et al 2009).
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General.
« Evaluar la respuesta de crecimiento de tres especies vegetales nativas tropicales y su

uso en la fitorremediacion de lixiviados de relleno sanitario, a escala de microcosmos.

5.2 Objetivos Especificos.

Analizar el comportamiento temporal del crecimiento de las especies sometidas a cada

una de las concentraciones de metales pesados.

e Evaluar el efecto de la variacion de la concentracion de metales pesados en el
crecimiento de 3 especies vegetales y su uso en la fitorremediacion de lixiviados de

relleno sanitario.

e Evaluar el efecto en el crecimiento por la acumulacion de los metales pesados en los

organos de las especies vegetales.

6. HIPOTESIS

Las especies vegetales en estudio expuestas a las concentraciones de metales pesados

no presentan diferencias de crecimiento entre ellas.

La concentracién de metales pesados en el lixiviado no afecta el crecimiento de las

especies vegetales en estudio.
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7. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo a escala de microcosmos, una unidad de investigacion de muy pequefia
escala que se emplea generalmente para estudios experimentales con modelos biolégicos y
que busca reproducir en condiciones controladas de laboratorio lo que ocurre en la realidad,
ademas fue dentro de una estacion experimental, invernadero con el fin de garantizar las
mismas condiciones de exposicion solar, humedad relativa entre otros parametros que

afecten a cada especie.

7.1 Area de estudio.

El proyecto de investigacion se llevd a cabo dentro del invernadero en la microestacion de
biologia que se encuentra ubicada en el interior de la Universidad del Valle, en el campus
de Meléndez, ubicada en Cali-Valle del cauca. (3° 22’ 23.64" N, 76° 31’ 54.15"0), Figura
3.

Figura 3. Zona donde esta ubicado el lugar de estudio. En la parte izquierda se observa el
invernadero dentro de la microestacion cuya ubicacion se esta al lado derecho de la imagen.

7.2 Especies vegetales estudiadas.
Las especies utilizadas en la investigacion fueron seleccionadas con base en los resultados

del estudio “Efecto en el crecimiento y fisiologia en 11 especies vegetales regadas con
lixiviado del relleno sanitario de Presidente” (Vasquez y Torres, 2010) y del estudio
“Respuesta fisioldgica de tres especies vegetales nativas sometidas a tratamiento con
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lixiviado de relleno sanitario”(Aulestia, K. 2012), ademas estas especies resisten
humedades altas, ya que sus habitats naturales son de bosques himedos y premontanos.
(SIAC 2008 citado por Torres & Vazquez 2010), las especies empleadas fueron: Colocasia
esculenta (Oreja de Burro), Heliconia psittacorum y Gynerium sagittatum (Cafia Brava),
(Tabla 3). La siembra de las especies vegetales se hizo por esquejes (comprados en vivero
comercial las dos primeras y la ultima tomada de la orilla del rio Meléndez, Cali,
Colombia), durante 4 semanas se mantuvieron bajo la condicion de vivero. Se cultivaron
alrededor de 40 plantas de cada especie, las cuales alcanzaron una altura promedio de 15
cm. Posteriormente las plantas en edad juvenil se sembraron en los reactores, como se

observa en la figura 4.

Tabla 3. Informacion general de las tres especies a evaluar.

Nombre . Nombre
, Familia Genero C
Comun Cientifico
Cana . Gynerium
Poaceae Gynerium .
brava sagittatum
Oreja de . Colocasia
Araceae Colocasia
Burro esculenta

Heliconia

Heliconia Heliconiacea Heliconia .
psittacorum
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La Figura 4 presenta el esquema utilizado para el manejo de las plantas.

Aclimatacién de las especies
vegetales (vivero)

}

(Transplante y pruebas a nivel de)
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& J
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Figura 4. Diagrama de manejo de las especies vegetales evaluadas.

Tomado y adaptado de Shiyab et al., (2009).

7.3 Unidades Experimentales.
Las unidades experimentales utilizadas fueron los Humedales construidos subsuperficiales

de flujo horizontal (HCFSS), un microcosmos, (Yang et al., 2001 citado por Madera 2011),
donde se incorporaron las especies vegetales (un reactor por especie), cada uno con
dimensiones de 0,6 m x 0, 3 m x 0,5 m largo, ancho y alto respectivamente, y una altura del
nivel de agua de 0,40 m, los humedales fueron construidos en fibra de vidrio (450 gr) y
resina poliester. La Figura 5 presenta un esquema de los reactores utilizados en el estudio
(@) y una foto de la unidad (b).
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Figura 5. a) Esquema humedales sin escala b) Foto de unidad experimental microcosmos
empleada en el estudio.
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El sistema de alimentacion de los reactores se hizo a gravedad por medio de tanques
alimentadores para cada unidad. Para permitir que los humedales funcionaran bajo flujo
semi-continuo por espacio de ocho (8) horas al dia con una caudal 0.010 m*d™*, que
equivale a un tiempo nominal de retencion hidraulica (TRH) de 3 dias, y para garantizar el
suministro de lixiviado sintético con flujo estable y controlado a los microcosmos, se
utilizé un sistema conformado por tanque pléastico de almacenamiento y un dispositivo de
goteo (venoclises) en cada unidad.

Antes de realizar el llenado de los reactores con el medio filtrante (grava), este material fue
lavado con abundante agua y una solucion al 5% de hipoclorito de sodio para eliminacion
de posibles microorganismos. La grava fue de tamafio mediano de didmetro 25, 4 mm y una

altura de 0,45 m. En la Tabla 4 se presentan las caracteristicas de este material.

Tabla 4. Caracteristicas del medio filtrante utilizado en los humedales construidos ensayo
microcosmos.

Tipo de Tamafio Efectivo Porosidad, Con_d U(,:'[I\{Idad Densidad real
Material Dy (Mm) Hidraulica Kgm?
10 (%) k. (m*/m?/d) g
Grava Media 25 38,86 1100,076 2650

Fuente: Laboratorio de Suelos, Universidad Nacional Sede Palmira, 2011.

Para definir la seleccion de las plantas a sembrar en cada reactor se efectto empleando el
software R 2.10. EI numero de individuos sembrados en cada reactor fue de 3 (densidad 20
plantas m™), lo que implicé que en total se sembraron 18 plantas por especie vegetal (3
plantas por reactor y seis reactores con la misma especie vegetal). EI universo total de
plantas por especie fue de: Heliconia Psittacorum 30, Gynerium Sagittatum 30, Colocasia
esculenta 32. Las plantas fueron numeradas del 1 hasta al N, para de esta forma proceder
mediante R seleccionar las plantas. Los codigos que se usaron en el programa R para la
asignacién aleatoria de cada planta en las unidades experimentales o reactores, se

encuentran en el anexo 1.
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Los resultados de las plantas seleccionadas se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Especies sembradas en los reactores.

Heliconia psittacorum Gynerium sagittatum Colocasia esculenta
Reactores . . .
Plantas seleccionadas Plantas seleccionadas Plantas seleccionadas
Reactor C1R1 10 17 29 13 26 14 18 8 16
Reactor C1R2 23 27 5 1 24 25 20 10 11
Reactor C2R1 26 13 25 2 31 23 2 521
Reactor C2R2 20 19 16 15 27 10 26 1 4
Reactor CR1 18 3 8 5 16 3 24 3 25
Reactor CR2 6 28 14 6 18 30 15 6 12

C1: Factor 1, concentracion 1 de metales. C2: Factor 2, concentracion 2 de metales, R1: Réplica 1; R2: Réplica 2;
C: Control, sin concentracion de metales.

7.4 Disefio experimental.
En este estudio se realizé de manera controlada las siguientes condiciones que a su vez

representan los factores de disefio:

1. Tipo de plantas, tres especies tropicales Gynerium sagittatum, Colocasia esculenta y
Heliconia psittacorum.

2. Solucion de exposicion: De acuerdo a los objetivos planteados se realizo la exposicion de
las especies a cada una de las dos concentraciones de los cuatro metales pesados (Cd, Cr,
Pb y Hg) en el lixiviado sintético, pero fiel a las condiciones verdaderas del lixiviado por
medio de caracterizaciones previas y otras que se efectuaron durante el trabajo de
investigacion, muestras traidas del Relleno Sanitario de Presidente (Municipio de San
Pedro — Valle del Cauca). La tercera solucion fue agua potable (sin cloro) més solucion
Hoogland como tratamiento control, ya que esta contiene sales con todos los nutrientes que
garantizan las condiciones éptimas para el crecimiento de la planta. La Tabla 6, presenta los
componentes de la solucién Hoogland empleada.

Tabla 6. Componentes solucion Hoogland

Componente Cantidad (ml)
Ca(NOy) 2.5
KNO, 25
MgSO, 1.0
Fe EDTA 05

Micronutrientes* 0.1

Fuente: Hoogaln and Arnon, (1938), citado por Shiyab et al., (2009)
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La composicion y caracteristicas de los tratamientos se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Composicién y caracteristicas de los tratamientos.

NUmero Tratamiento
Parametros de
muestras Concentracién 1 Concentracion 2 Sin concentracion de
de metales de metales metales (control)
Temperatura (° C) 48 23,21 23,35 23,09
Conductividad eléctrica 48 1482,54 1512 145,17
(dS/m)
Potencial redox (mV) 48 222,56 224,89 251,64
Oxigeno disuelto (mg/L) 48 4,15 4,13 4,06
pH (Un) 48 5,23 5,14 6,89

DQO (mg L™ 8 735,5 735,5 -
NTK (mg L™?) 8 132,50 132,50 -
N-NH,"(mg L) 8 99,36 99,36 -
N-NO; (mg Ly 8 1,62 1,62 -
P-PO,(mg L™ 6 7,28 7,28 -
DBOs(mg L) 6 391,67 391,67 -
Cadmio-Cd*(ug L™) 5 86,33 253,6 -
Plomo-Pb? (pg L™) 5 283,77 593,87 -
Cromo-Cr®*(ug L™ 5 1183,65 2016,45 -
Cromo-Total(pg L™) 5 1644 2266 -
Mercurio-Hg* (ng L) 5 60,37 71,57 -

Al disponer de dos factores cada uno con tres niveles, la combinacion de los niveles genera

9 tratamientos diferentes a aplicar sobre las unidades experimentales.

Para tener una estimacion de la variabilidad del experimento es necesario tener réplicas,
pero por restricciones de tipo presupuestal, temporal, espacial y de logistica se plantea la
ejecucion de dos replicaciones de cada tratamiento. En total el estudio se llevé a cabo con
18 unidades experimentales o reactores los cuales estuvieron distribuidos tal como se ilustra
en la Figura 6. El trabajo se realiz6 para los dos factores de manera simultanea. La Tabla 8

describe los tratamientos de la investigacion.
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Tabla 8. Descripcion de los tratamientos ensayo microcosmos.

Tratamiento Especie Vegetal Concentracion metal pesado aplicada (Cd, Cr, Pb y Hg)
1 El C1
1 E2 C1
1 E3 C1
2 El C2
2 E2 C2
2 E3 C2
9 (control) El Agua limpia sin metales+ Hoogland
10 (control) E2 Agua limpia sin metales+ Hoogland
11 (control) E3 Agua limpia sin metales+ Hoogland

E1: Gynerium sagittatum, E2: Heliconia psittacorum, E3: Colocasia esculenta

TRATAMIENTO 1

Gynerium Colocasia Heliconia Colocasia Gynerium Heliconia
sagittatum: esculenta: psittacorum: esculenta: sagittatum. psittacorum.
13.26.14. 18.8.16. 10,17,29. 20,10,11. 1,24,25 23,275

TRATAMIENTO 2

Colocasia Heliconia Gynerium
esculenta psittacorum: sagittatum:
2,521 26,13,25 2,31,23.

Colocasia Heliconia
esculenta psittacorum.
26,14. 6,28,14.

Gynerium
sagittatum.
6,18,30

Figura 6. Montaje experimental (sin escala).

Manejo de datos.

Primero se realiz6 un analisis exploratorio por medio de la evaluacién y del
comportamiento temporal de las figuras para las diferentes variables de respuesta en cada
unidad experimental, también se realizaron los célculos de tasa de crecimiento por unidad
experimental, realizando comparaciones descriptiva entre tasas de variacion por factor
ademas se efectuaron figuras de puntos por factor y por tratamiento sobre la medida final,
sin dejar de contrastar con el control, fue necesario hacer uso de técnicas de curvas de
crecimiento donde se analizo las posibles diferencias en las tasas de crecimiento D para los
3 tratamientos (concentracion 1, concentracion 2 y sin concentracion de metales pesados),

en la variable longitud total, realizados en el software estadistico Minitab versién 15, de
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este modo desarrollar una comparacion entre las tasas de crecimiento y por otro lado

ejecutar ANOVA de medidas repetidas Multimuestra en el software estadistico SPSS

version 19 (2010), para realizar las comparaciones entre el conjunto de datos obtenidos,

donde fuera posible para comparar directamente el efecto de los distintos niveles de

concentracion de metales pesados. Se plantearon las siguientes hipotesis estadisticas:

e H,: Hipdtesis Nula: La concentracion de metales pesados en el lixiviado no afecta el
crecimiento de las especies vegetales en estudio.

e H,: Hipdtesis alterna: La concentracion de metales pesados en el lixiviado afecta el

crecimiento de las especies vegetales en estudio.

Asi mismo, se determind el supuesto de esfericidad probado a un nivel de significancia del
5% (0,05) para establecer el tipo de analisis a realizar. Se utiliz6 el estadistico F univariado,
aplicando el indice corrector llamado épsilon. Para poder utilizar el estadistico F univariado
se corrigieron los grados de libertad de F. Este indice corrector expresa el grado en que la
matriz de varianzas — covarianzas se aleja de la esfericidad y ofrece dos estimaciones:
Greenhouse-Greisser (Greisser & Greenhouse, 1958) y Huynh-Feldt (1976), siendo la
primera de ellas la méas conservadora. Para el contraste de las pruebas de las hipdtesis se
utilizé una significancia del 5%, con un nivel de confianza del 95%. Se utilizé el test de
Dunett para determinar cual de los 2 niveles de contaminante diferia directamente con el

nivel establecido como control (sin concentracion de metales).

7.5 Ubicacion de los reactores.
Dado que se tuvo dos factores de trabajo, fue necesario definir la ubicacién de los reactores

en el area de estudio. Este trabajo se realizé de manera aleatoria empleando para ello el
paquete estadistico R 2.10. Para generar la aleatorizacion se emple6 codigos en el programa
R. (Anexo 2).

De acuerdo con los resultados que arrojo el programa la ubicacion de los reactores y estos

se instalaron sobre estibas que elevaron las unidades entre 10 y 15 cm del suelo, condicion
gue permiti6 el aislamiento térmico del suelo y facilitar la recoleccion del efluente. (Figura

7).



Tratamiento 2 Tratamiento 1

Figua 7. Montaje Exerimental.

En cada una de las unidades experimentales que trabajaron con las concentraciones de
metales pesados, se ubico a 0,25 m de la entrada en el sentido del flujo se instal6 un
cilindro de didmetro 76,2 mm en malla plastica (didmetro orificio malla de 19,05 mm), el
cual se rellend con grava y al final del experimento, se tomaron las muestras para la
determinacion del contenido de metales pesados y analisis de microbiolégico en el medio
filtrante de cada uno de estos cilindros.

7.6 Lixiviado Sintético.
Dado que el objetivo central de esta etapa de la investigacion era establecer la capacidad

fitoremediadora de las especies vegetales (Colocasia esculenta, Heliconia psittacorumy
Gynerium sagittatum) y en la perspectiva de reducir potenciales efectos inhibitorios sobre
este proceso, se decidid trabajar con lixiviado sintético, condicion recomendada en otros
estudios (Nan et al., 2006; Liu et al., 2007; Zhi-xin et al., 2007; Papazoglou, 2007;
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Bonfranceschi et al., 2009; Ling-li et al., 2009; Shiyab et al., 2009; Liu et al, 2010; Giri &
Patel., 2011). Citado por Madera 2011.

Con base en los datos de caracterizacion del lixiviado crudo del relleno de Presidente
reportados por BUGASEO (2010) para el periodo 2006-2010 y los valores obtenidos en las
caracterizaciones de Torres y Vasquez (2010) y ECOQUIMICA (2011), se hizo un analisis
estadistico de esta informacion a través del software R version 14 de 2010, buscando
encontrar una correlacion de los datos del contenido de materia organica (DQO) del
lixiviado real con la DBOs. En la Figura 8, presenta la correlacion entre la DQO y la DBOs
(ecuacion 1), con un r? del 92%. Asi mismo, se describen los algoritmos empleados en R

para este trabajo. (Anexo 3).

DBO = 368.738 + 0.378 DQO = 2922.51 mg L™ (Ecuacién 1)
DQO = 6756 mg L™ (promedio periodo 2008 a 2011).

El lixiviado sintético se prepar6 buscando simular las caracteristicas del lixiviado real y que
haya sido parcialmente tratado a traves de una Laguna Anaerobia de Alta Tasa (60%
eliminacién materia organica- DQO, Pefia, 2002 y 2003; Mara, 2003) y compuesto por los
principales &cidos grasos volatiles de cadena corta-AGVs- (acido acético, propionico y
butanoico) encontrados después de la fermentacion acida durante el tratamiento primario de
aguas residuales con lagunas anaerobias. La DQO utilizada fue en promedio de 500 mg L™.
Acorde con los resultados encontrado por Moreno (2009), la composicion de la DQO del
lixiviado de Presidente luego de ser evaluada la biodegradabilidad anaerdbica fue de:
C,:C3:C4 (&cido acético: propionico: butandico) 73%:23%:4% respectivamente, relacion
que fue empleada para la preparacion del lixiviado sintético y cuyos reactivos fueron acido
acético (Merck, Darmstadt, Alemania, pureza > 99,9%), propionico (Alfa Aesar, USA,

99,4% pureza) y butanoico (Panreac, USA, 99,5% pureza).
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Relacioén Histérica DQO(mg/L) - DBO(mg/L)
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Figura 8. Correlacion estadistica de la DQO y DBO.

En el caso de los metales pesado se emplearon sales como cloruro de mercurio (HgCly)
(Merck, 99,6% pureza); Sulfato de plomo (PbSQO,) (Merck, 99,9% pureza); Dicromato de
Potasio (K,Cr,07) (Merck, 99,9% pureza); CdCl, (Merck, 99,9% pureza), buscando
concentraciones entre 5 a 10 veces superior a la concentracién promedio encontrada en el

lixiviado real.

Respecto al amonio, acorde con Clark & Baldwin, 2002 y Pefia, E. 2009, citado por
Aulestia 2012, las concentraciones de este contaminante superior a 300 mg L™ es téxico
para las plantas, razén por la cual se optd trabajar con una concentracién de 100 mg L™ de
amonio y para su preparacion se emple6 cloruro de amonio (Merck, 99,9% pureza); En
relacién al Fosforo, acorde con el analisis estadistico de los datos de caracterizacién para
este nutriente en el lixiviado real la concentracion es de 10 mg L™, se trabaj6 con una
concentracion de 7 mg L ™y donde se empleé KH,PO, (Merck,99% pureza); finalmente

para los micronutrientes, las concentraciones utilizadas se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Concentraciones de micronutrientes para 5 L de solucion madre.

Micronutriente Concentracion (mg/L)
Calcio (Ca) 0,075
Magnesio (Mg) 0,500
Manganeso (Mn) 0,500
Hierro (Fe) 5,000

Todos los elementos fueron preparados de manera independiente en soluciones stock de
volumen entre 0,5 y 1 Litro segun el contaminante y para su elaboracion se utiliz6 agua
destilada y diariamente de las soluciones madres se tomaban alicuotas para la preparacion
del Lixiviado sintético con el cual se aliment los reactores. En la Tabla 10, se presentan
los volumenes de las alicuotas tomadas para la preparacion diaria del lixiviado sintético.
Por la adicion de los &cidos y las sales metélicas, el pH del lixiviado descendié a valores de
4 unidades, razén por la cual se adicion6 NaOH al 1% que permitio elevarlo a valores

cercanos 6 unidades.

Tabla 10.Volimenes empleados de sustancias en lixiviado sintético.

., Volumen Concentracion Cantidad (mL) solucion
. Concentracion - . -
Substancia solucién madre solucion madre contaminante en el madre utilizado para
(L) LXmgL"! preparar Lixiviado
A Acético mg L 491,3 1.3 358,6 1.0
A Propi6nico mg L 491,3 0.4 113 0.3
A Butanoico mg L 491,3 0.1 19,7 0.1
Amonio g/l 1509,2 1 100 16,7
Fosforo g/l 84317 0,6 7 16,7
Cd?*mgL* 100 1 0,15/0,3 39,6/79,2

Hg™ *+ mg L™ 111,7/220 0,4 0,0305/0,060 13,3
Pb*2*mg L™ 2600/3400 1 0,75/1,0 16,7
Crf*mgL? 9600/12800 1 0,75/1,0 16,7

* Valores (a/b): a: Concentracion 1 del metal; b: concentracion 2 del metal.
+ Soluciones madres preparada cada 15 dias para minimizar formacién de precipitados.

7.7 Puntos de muestreo y medicién de variables de respuesta.
En la planta, se midi6 biomasa fresca para lo cual se pesaron todas las plantas al inicio y al

final del experimento. Asi mismo, se determind la acumulacion de los metales pesados en

tejido subterraneo (raices) y aéreo (tallo, rama y hoja), labor realizada al inicio y final de la
experimentacion, para lo cual se tomaron muestras de 4 a 5 gr peso en seco; en tejido aéreo
adicionalmente se midieron variables de crecimiento como longitud de planta, diametro de

tallo, area foliar y numero inicial y final de hojas. Para las mediciones de crecimiento se
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trabaj6 en una sola planta por reactor escogida aleatoriamente y en el caso del &rea foliar se
toma datos en tres hojas de la planta seleccionada. La Tabla 11 muestra un consolidado de

las mediciones efectuadas en las especies vegetales para las dos condiciones de trabajo.

Tabla 11. Métodos de medicion de las variables de respuesta en las especies vegetales.

Longitud total 1 Semanal cm Metro o regla 648
Diametro de 1 Semanal cm Metro 648
tallo
Area foliar 1 Quincenal cm? Fotos analizadas con Scion© 324
* Cadmio-Cd2+ Inicio_y final mg kg™l Absorcion atémi_ca con horno de 40
experimento grafito.
* Plomo-Pb2+ Inicio-y final mg kg™ Absorcion atémi.ca con horno de 40
experimento grafito.
Inicio y final Absorcion atomica con horno de
* Cromo-Cré+ J mg kg™ : 40
experimento grafito.
* Mercurio- Inicio y final ma ka't Absorcion atémica con horno de 40
Hg2+ experimento 9xa grafito.
. Inicio y final
Biomasa n|C|o-y na kg Balanza 132
experimento

* Las mediciones en las plantas se haran en tejidos de raiz, rama y hoja.

La medicion de la longitud total y el didmetro del tallo se realiz6 cada ocho dias, una vez
por semana, la longitud o altura total se tomé desde la parte visible del tallo, este punto
asignado desde la primera semana de muestreo (ya que una parte del tallo siempre estaba
cubierto por la grava) hasta el final de este, el didmetro se determiné rodeando el tallo con
el metro, siempre en el mismo punto marcado aproximadamente en la parte central del
tallo, esta marca fue realizada desde la primera medicion. Cada hoja se encontraba marcada

con un nimero a medida que nacia una se le asignaba el nUmero con marcador permanente.

En lo referente al &rea foliar, esta se midié con el programa Scion®© image que analiza las
imagenes o fotografias en formato .bmp (Imagen de mapa de bits). En este programa se
escoge una escala dentro de la imagen (1 cm) y luego se selecciona la superficie que se
necesita hallar, la cantidad de pixeles seleccionados y que el programa reconoce nos arroja
el area foliar determinada.
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Al finalizar la experimentacion las especies empleadas en el estudio (Colocasia escuelenta,
Gynerium sagittatum y Heliconia psitacorum), fueron retiradas de forma completa de las
respectivas unidades. Todas las plantas fueron pesadas y medidas su longitud total.
Posteriormente se cortaron en los diferentes tejidos (raiz, tallo, rama y hojas) y fueron
nuevamente pesados en una balanza digital (FENIX, LEXUS electronics Scale), de cada
6rganos se tomaron muestras para medir la cantidad de metales pesados en cada uno de los

tejidos, segun los protocolos (Anexo 4).

7.8 Arranque de unidades experimentales.
Para reducir el tiempo de adaptacion de los microcosmos, el sistema se trabajé bajo

condicion batch. Los reactores se llenaron con 28 L de agua sin cloro, 5 L del efluente de la
laguna anaerobia del sistema de tratamiento de aguas residuales domésticas de Ginebra,
Valle del Cauca, 14 L del efluente de un HCFSS sembrado con Heliconia psittacorum que
trata aguas residuales domesticas ubicado en la PTAR-Ginebra. Bajo esta condicion de

batch los reactores trabajaron por tres semanas.

Posteriormente, las plantas fueron sembradas en los reactores y estos funcionaron bajo flujo
semi-continuo, para lo cual se le aplico durante 8 horas 10 L de agua sin cloro, condicion
gue se mantuvo por una semana. Luego durante una semana se aplicé a las unidades
lixiviado sintético solamente compuesto de materia organica (acidos grasos de cadena
corta) con una concentracion de 250 mg L™ de DQO. Durante este tiempo los humedales
que contenian las especies vegetales adicionalmente se alimentaron con un litro de solucién
hoogland cada semana por reactor para facilitar la aclimatacion de las plantas a los
humedales. Finalmente, en la fase de experimentacion se aplicé el lixiviado sintético a
evaluar en las dos concentraciones y los reactores control se regaron con agua sin cloro y la
solucion hoogland, durante este tiempo los reactores operaron con el caudal de disefio (0,01

m?* d!) y en condiciones de flujo semi-continuo (8 horas por dfa).



8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Diametro del tallo.

En el caso de Colocasia esculenta (Oreja de Burro) no fue posible medir el diametro de su
tallo durante los dos meses de investigacion solo al inicio y al final, ya que este 6rgano de
la planta es subterraneo.

8.1.1. Gynerium sagittatum (Cafa brava). Diametro del tallo.
En la Figura 9, se visualizan los 3 tipos de tratamientos: se observa que no hubo diferencia

en el crecimiento del diametro para las distintos tratamientos, sin embargo el tratamiento
sin carga contaminante (control) presenta mayor crecimiento para la variable didmetro del

tallo en la especie Cafia Brava, Gynerium sagittatum.

Crecimiento Diametro del Tallo Caia Brava
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Figura 9. Crecimiento diametro del tallo Gynerium sagittatum. Sin concentracion de
metales (control).

8.1.2. Heliconia psittacorum (Heliconia). Diametro del tallo.
En la Figura 10 se observa el diametro del tallo en Heliconia psittacorum donde no se

evidencian diferencias en el crecimiento del didmetro para los distintos tratamientos, a
excepcion del tratamiento control (sin carga contaminante) ya que presenta un crecimiento

mayor en las semanas 9 y 10.
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Crecimiento Diametro del Tallo Heliconia
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Figura 10. Crecimiento didmetro del tallo Heliconia psittacorum. Sin concentracion de
metales (control).

8.2. Analisis de Varianza Medidas Repetidas.

8.2.1. Diametro del tallo: Gynerium sagittatum
El supuesto de normalidad, genero el valor p de 0,000204, lo cual indica que los datos no

siguen una distribucion normal. Respecto al analisis del supuesto de esfericidad para
evaluar la homogeneidad de varianzas, se realizo la correccion para los grados de libertad
de Geisser y Greenhouse. (Figura 11).

Prueba de esforicidad de Mauchh®
Medida MEASURE_1

Epsilon®
Chi-cuadrado Greenhouse- .
Efecto Intra-suleios | ¥V de Mauchly 3pIo3. al Sig Oeisser Huynh-Felct | Limite-inferior
tiempo ,0an 44 ,209 a4 g1

Figura 11. Contraste de esfericidad en SPSS Gynerium sagittatum.

Ajuste del modelo

La correccion de Geisser y Greenhouse para evaluar la significancia de la interaccion entre
el tratamiento y el tiempo, fue de 29,5%, con lo cual se concluye que no existe una
interaccion significativa entre el tiempo y el tipo de tratamiento. Para el efecto del factor

tiempo, el nivel de significancia obtenido por la correccion para los grados de libertad de
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Geisser y Greenhouse es de 0,001%, por lo cual se puede concluir que existe un efecto del
tiempo sobre el crecimiento del didmetro en la especie Gynerium sagittatum. Pero como se
observa en la figura 12 muestra para el efecto del factor tipo de tratamiento no existe un

efecto del tipo de tratamiento sobre el crecimiento del didmetro.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Medida:MEASURE_1
Variable transformada:Promedia

Suma de .
cuadrados Media )
Origen tipo Il al cuadratica F Sig.
Interseccion 2,638 1 2,688 | 128,032 ,001
cargs 102 2 061 2,456 233
Error 063 021

Figura 12. Contraste de efectos inter-sujetos en SPSS Gynerium sagittatum.

8.2.2. Didametro del tallo: Heliconia psittacorum
Para Heliconia psittacorum, el supuesto de normalidad, con un valor p asociado es

0,000191, indican que los datos no siguen una distribucion normal, en cuanto al analisis del
supuesto de esfericidad para evaluar la homogeneidad de varianzas, se realizo la correccion

para los grados de libertad de Geisser y Greenhouse (Figura 13).

Prueba de esfericidad de Mauchh®
Medida:MEASURE_1
Epslion®
Chi-cuadrado Greenhouse- L
Efecto intra-sujetos | YV de Mauchly aprox gl Big. Geissear Huynh-Feldt | Limite-inferior
tiempo ,000 |. 44 |. 220 1,000 11

Figura 13. Contraste de esfericidad en SPSS Heliconia psittacorum.

Ajuste del modelo

La correccién de Geisser y Greenhouse para evaluar la significancia de la interaccion entre
el tratamiento y el tiempo, fue de 39,2% por ende se concluye que no hay interaccion entre
el tiempo y el tipo de tratamiento (concentracion 1, concentracion 2 y sin concentracion de
metales pesados), dado que no existe dicha interaccion se analizo el efecto del tiempo y de

la carga por separado.
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Para el efecto del factor tiempo es de 0.01%, por lo cual se puede concluir que existe un
efecto del tiempo sobre el crecimiento del diametro. La figura 14 indica que para el efecto
del factor tipo de tratamiento el nivel de significancia fue de 63,8%, por lo cual se puede
concluir que no existe un efecto del tipo de tratamiento sobre el crecimiento del diametro

de la especie Heliconia psittacorum.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Medida:MEASURE_1
Variable transformada:Promedio

Suma de )

cugdrados Media )
Qrigen tpo Il al cuadratica F Sig.
Interseccidn 2,053 2,063 23,649 017
Carga ,091 045 524 538
Error ,261 087

Figura 14. Contraste de efectos inter-sujetos en SPSS Heliconia psittacorum.

Estudios como el realizado por Mantilla & Rivas (1997) se observa que la altura de la
planta aumenta cuando la concentracién de contaminantes en este caso aguas residuales
entre 75% y 100%, mientras que el didmetro de la base del tallo disminuyd
significativamente con concentraciones altas. Pero en este estudio el didmetro del tallo no
se vio afectado por el riego con lixiviado creci6 durante el tiempo de experimentacion pero
similares al crecimiento en condiciones normales, lo que indica que en cuanto al diametro

del tallo todas las especies toleraron y se aclimataron a la carga de metales contaminante.

8.3. Ajuste de las Curvas de Crecimiento
El crecimiento depende directamente de la fotosintesis, la respiracion, la division celular, la

elongacion, la diferenciacion, entre otros, y que ademas esta influenciada por factores como
temperatura, intensidad de luz, disponibilidad de agua y de nutrientes. Conjuntamente el
crecimiento en campo es dependiente de la variacion genética y de las condiciones
ambientales (relacion planta-suelo-atmdsfera). (Barrera et al 2010), por ende en mayor o
menor proporcion todas las plantas de las tres especies vegetales crecieron durante toda la
experimentacion y esto se ve reflejado en los datos tomados al inicio y al final del

experimento. (Anexo 5y 6).
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Curvas de Crecimiento
Una curva de crecimiento es un modelo empirico de la evolucién de una cantidad en el

tiempo, las curvas de crecimiento son ampliamente utilizados en la biologia para describir
cantidades tales como tamafio de la poblacidn, crecimiento de una planta o de sus

caracteristicas morfolégicas en funcion del tiempo.*

Curvas Sigmoidales
Las curvas de tipo sigmoidal son una de las tantas curvas de crecimiento que modelan datos

bioldgicos, entre las caracteristicas que describen una curva de tipo sigmoidal es que
muestran una progresion desde comienzos pequefios que se aceleran y se acerca a su climax
con el tiempo. En las plantas la curva de crecimiento presenta un comportamiento
sigmoidal es decir que la curva tiende a una a tener una forma de S, esto se debe a que
durante la etapa inicial (la fase de retardo), la tasa de crecimiento de las plantas es lento y
luego aumenta rapidamente durante la fase exponencial o logaritmica en ella el crecimiento
se da rapidamente y de forma lineal, después de algun tiempo la tasa de crecimiento
disminuye lentamente debido a la limitacion de nutrientes, esta fase constituye la fase

estacionaria o de envejecimiento. (Zwitering & Rombouts 1990 y Barrera et al 2010).

Entre los modelos matematicos mas utilizados para describir el comportamiento de este tipo
de curvas se encuentran el modelo logistico y el modelo de Gompertz, los cuales se
encuentran expresados de manera general por las siguientes ecuaciones (Zwitering &
Rombouts 1990):

Gompertz: y = exp™P

1

Logistico: y = ET—

Los modelos logistico y Gompertz de 3 parametros resultan ser los mas adecuados para
describir el crecimiento de plantas debido a que se caracterizan por que en su fase inicial
cuenta con un periodo de retraso 4 ,luego se presenta una aceleracién de su crecimiento a

un valor méximo g, y posteriormente la tasa de crecimiento se estabiliza hasta que una

! Extraido del documento final de la consultoria estadistica. Diaz & Gaviria, 2012.
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asintota A es alcanzada, a continuacion se describen las ecuaciones para los dos modelos y
sus respectivos parametros (Zwitering & Rombouts 1990):

Modelo Gompertz de 3 pardmetros
Se evaluo el modelo Gompertz de 3 parametros cuya ecuacion puede ser escrita como:

y=a-exp {—exp {b—ct}}
Estimacion de los pardmetros Gompertz (W, 4, A).

Para la estimacion de los parametros correspondiente al valor méximo de crecimiento , el
periodo de retraso 4 y el parametro que describe la estabilizacion de la tasa de crecimiento

A se utilizan la primera y segunda derivada obteniendo:

El punto de inflexion de la curva se obtiene a partir de la segunda derivada de la funcion con
respecto a t: z_?f —ac- e (lb-a)
t

C{zy 9 (b—ct)
GY _ 2. e glo—et)  [lb—ct) _
Bt ac” -e e {e 1]
En el punto de inflexion donde t = tj la segunda derivada es igual a cero:

&y _

d’t
Una expresion para la tasa maxima de crecimiento puede ser obtenida al evaluar la primera

b
0—>ti=—
c

derivada en el punto de inflexion obteniendo:

_ () _ac
H= dt t.-_e

La descripcion de la linea tangente a través del punto de inflexion es:

a
y=p-t+——pt;
16 ©
Por lo tanto el tiempo de retraso (1) es definido como el intercepto en el eje t de la tangente
a través del punto de inflexion: X\ = (b-1) a
0=)U'CA+——[.Ltz
€

Despejando de esta ultima ecuacion se obtiene el valor del tiempo de retraso 4:

El valor asintdtico A es alcanzado cuando t se acerca al infinito: t + 00:y - A =a.
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El pardmetro a puede ser sustituido por A obteniendo la ecuacion modificada de Gompertz:

y=A-exp {—exp [% (A—t) + 1] }

Modelo Logistico de 3 parametros
Posee el mismo nimero de parametros que el modelo Gompertz, sin embargo la diferencia

radica en el punto de inflexion ubicado entre las 2 asintotas:
a
14 elb—ed)

Estimacidn de los parametros Modelo logistico (u, 4,A)

y

El punto de inflexion de la curva se obtiene a partir de la segunda derivada de la funcion

con respecto a t: En el punto de inflexion donde t = t; la segunda derivada es igual a cero:

d?y b
—— =0t =-
d*t e
Una expresion para la tasa maxima de crecimiento puede ser obtenida al evaluar la primera

derivada en el punto de inflexién obteniendo:

_(dy) _ac
F=\a), =4
Donde: c=ﬂafi

El tiempo de retraso () es definido como el intercepto en el eje t de la tangente a través del

punto de inflexion: \— (b—2)
C
El valor asintotico A es alcanzado cuando t se acerca al infinito:

t—)»oo:y—>A=g

El pardmetro a/2 y b puede ser sustituido por A y%{i +2 obteniendo la ecuacién logistica

modificada:
A

T e 200 +2])
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A continuacion se presenta los resultados obtenidos respecto al ajuste de curvas de
crecimiento para las hojas en cada una de las especies vegetales.

Se analizé principalmente el parametro D el cual define la tasa de crecimiento méxima

alcanzada por las hojas de la planta durante el periodo de observacion.

8.3.1. Colocasia esculenta (Oreja de burro). Longitud Total.
Para la especie Colocasia esculenta el modelo de crecimiento que mejor ajuste obtuvo a los

datos fue el modelo de Gompertz de 3 parametros. En la tabla 12 se muestra los valores
para las hojas sometidas a la concentracion sin metales pesados ni contaminantes, por cada

una de las réplicas y para cada hoja.

Para los cuatro modelos se obtuvieron varianzas pequefias lo que apoya que los modelos
ajustados en el tratamiento control son adecuados. Respecto a la tasa de retraso o fase
inicial A para todas las hojas se pueden considerar practicamente cero, al parecer esto se
debe a que las hojas ya estaban en crecimiento cuando inicio el periodo de observacion, y
con relacién a la asintota A es donde se estabiliza el crecimiento, y varia dependiendo de la
edad en la que se encuentre, debido a que algunas tendran mayor asintota que otras porque
apenas estaban naciendo.

Tabla 12. Modelo Gompertz ajustado para Colocasia esculenta sin concentracion.

CTR1 Hoja 1 o° =1,3356 Ajust: Gompertz Hoja 2 o =0,1259 Ajus: Gompertz .
Pariametro Estimaciéon Error est. IC 95 % Estimacién Error est. IC 95 % '

D 23.04 1.76 (19.59; 26.49) 35.10 1.57 (32.03; 38.18)

A 0.02 0.11 (-0.20; 0.23) -0.03 0.05 (-0.12: 0.07)

A 5743 0.60 (56.26: 58.60) 59.85 0.25 (59.35: 60.35)
CTR2 Hoja 1 o’ = 0,2400 Ajust: Gompertz Hoja 2 o = 0,0995 Ajus: Gompertz I
Parametro Estimacion Error est. IC 95 % Estimaciéon Error est. IC 95 % '

D 22.70 113 [20.57; 25.01) 30.41 0.90 (28.61; 32.18)

A (.85 0.11 {-1.06; -0.65) -0.29 0.04 (-0.37: -0.20)

A 65.95 0.32 (65.33; 66.57) 69.38 0.28 (68.84: 69.92)

En la tabla 13 se tienen los pardmetros estimados para las curvas de crecimiento ajustadas a

las hojas de las plantas que fueron sometidas a la concentracién 1 de metales pesados.

Para los cuatro modelos se obtuvieron varianzas pequefias lo que apoya que los modelos

ajustados en esta concentracion 1 de metales pesados son adecuados. Respecto a la tasa de
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retraso o de la fase inicial A para todas hojas se pueden considerar practicamente cero y con
relacion a la asintota A o valor en cm donde se estabiliza el crecimiento, varia dependiendo

de la edad en la que se encuentran, similar a lo que sucede en el tratamiento control.

Tabla 13. Modelo Gompertz ajustado para Colocasia esculenta bajo concentracion 1.

CIRI Hoja 1 G°:0.618  Ajust: Gompertz Hoja 2 2:0.3295  Ajus: Gomperlz
Pardametro Estimacién Error est. IC 95% Estimacién Error est. IC 95 %
D 15.22 3.65 (8.07; 22.37) 5.08 1.30 (2.54; 7.63)
A -0.31 0.34 (-0.97; 0.35) -4.96 1.51 (-7.92: -2.00)
A 2857 0.48 (27.64; 29.50) 41.18 217 (36.93; 45.43)
C1R2 Hoja 1 G2:0.0018  Ajust: Gompertz Hoja 2 2:0.853  Ajus: Gomperlz
Parametro Estimacién Error est. IC 95% Estimacién Error est. IC 95%
D 18.49 .24 (18.01; 18.97) 13.58 3.02 (7.66; 19.50)
A -0.32 0.022 (-0.36: -0.27) -1.43 0.57 (-2.55:-0.31)
A 47.83 0.07 (47.69; 47.97) 45.25 1.20 (42.90: 47.61)

En la tabla 14 se muestra las caracteristicas mencionadas anteriormente para las hojas
sometidas a la concentracion 2, por cada una de las réplicas y para cada hoja. Para los
cuatro modelos se obtuvieron varianzas pequefias lo que apoya que los modelos ajustados

en el tratamiento con concentracion 2 de metales pesados.

Tabla 14. Modelo Gompertz ajustado para Colocasia esculenta bajo concentraciéon 2.

C2R1 Hoja 1 6°:0.8174  Ajusi: Gomperlz Hoja 2 6°:0.555 Ajus: Gompertz
Pardmetro Estimacién Error est. IC 95% Estimacién Error est. IC 95 %
D 23.99 1.58 (20.90: 27.09) 26.74 4.62 (17.69: 35.79)
A 0.48 0.34 (0.36: 0.61) -0.20 0.22 (-0.62; 0.23)
A 44.95 0.42 (44.13; 45.78) 44.55 0.52 (43.52; 45.58)
C2R2 Hoja 1 62:0.0657  Ajust: Gomperlz Hoja 2 62: 0.1022  Ajus: Gompertz
Parametro Estimacién Error est. IC 95% Estimacion Error est. IC 95%
D 14.61 1.03 (12.59: 16.62) 18.67 0.81 (17.08: 20.26)
A -1.40 0.18 (-1.75; -1.05) -0.93 0.09 (-1.11; -0.74)
A 42.38 0.20 (41.98; 42.78) 53.41 0.20 (53.01; 53.81)

En la figura 15 se observan las curvas ajustadas del modelo de crecimiento Gompertz. Para
el tratamiento sin concentracién de metales pesados en la réplica 2 hoja 2 se obtuvo la
mayor tasa de crecimiento de 30.41 cm y la mas baja fue de 23 cm aproximadamente para
la misma réplica (2) en la hoja 1. En la concentracion 1 de metales pesados la mayor tasa de
crecimiento fue de 18.49 cm dada para la réplica 2 hoja 1 y para la concentracion 2 de
metales pesados fue una tasa de 26.74 cm. Se observa una tendencia en las tasas de

crecimiento donde el tratamiento control (sin concentracion de metales pesados) y la
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concentracion 2 son similares, aunque se observa mejor crecimiento en el tratamiento

control.
Sin concentracién de Metales Pesados Concentracion 1 de Metales Pesados Concentracién 2 de Metales Pesados
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Figura 15. Curvas de crecimiento del modelo Gompertz para Colocasia esculenta. Sin
concentracion de metales: control.

8.3.2. Heliconia psittacorum (Heliconia). Longitud Total.
Para la especie Heliconia psittacorum el modelo de crecimiento que mejor ajuste obtuvo a

los datos fue el modelo Logistico de 3 pardmetros.

En la tabla 15 se muestra los resultados del ajuste del modelo Logistico para las hojas
sometidas a la concentracidn sin metales pesados ni contaminantes, por cada una de las

réplicas y para cada hoja.

Para los cuatro modelos se obtuvieron varianzas pequefias lo que apoya que los modelos
ajustados en el tratamiento control son adecuados. Respecto a la tasa de retraso 4 (fase
inicial) son adecuadas para el ajuste del modelo a los datos, ya que al ser negativos permite
que la curva se ajuste en los valores observados y con relacion a la asintota A, donde se

estabiliza el crecimiento algunas tendran mayor asintota que otras ya que son mas jovenes.

Comportamientos similares se presentan para los casos de las plantas que fueron sometidas
a las concentraciones 1 y 2 de metales pesados como puede observarse en las tablas 16 y 17

respectivamente.
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Tabla 15. Modelo Logistico ajustado para Heliconia psittacorum sin concentracion.

CTR1 Hoja 1 62:0.0039  Ajust: Logistico Hoja 2 62:0.0118  Ajus: Logistico
Pariametro Estimacion Error est. IC 95% Estimacion Error est. IC 95 %
D 0.38 0.11 (0.174; 0.602) 0.45 0.22 (0.020; 0.886)
A 48.18 12.54 (-72.76; -23.60) -40.07 18.18 (-75.71; -4.43)
A 23.84 1.93 (-23.60; 27.62) 20.76 1.64 (17.54; 23.98)
CTR2 Hoja 1 6%:0.0033  Ajust: Logistico Hoja 2 G2:0.0041  Ajus: Logistico
Parametro Estimacion Error est. IC 95% Estimaciéon Error est. IC 95%
D 0.34 0.10 ([1.1-12: 0.554) 0.37 0.09 (0.197:0.554)
A -55.73 1548 (-86.09; -25.38) -37.92 870 (-54.99: -20.86)
A 25.33 2,61 (20.20:30.46) 18.65 1.29 (16.11: 21.20)
Tabla 16. Modelo Logistico ajustado para Heliconia psittacorum bajo concentracion 1.
C1R1 Hoja 1 &2: 0.0066 Ajust: Logistico Hoja 2 62:0.0019 Ajus: Logistico
Parametro Estimacion Error est. IC 95% Estimacion Error est. IC 95%
D 0.285 0.16 (-0.035; 0.606) 0.288 0.078 (0.135; 0.441)
A -H4.52 28.99 (-111.36; 2.30) -67.75 16.91 (-100.91; -34.60)
A 21.68 5.88 (10.14; 33.21) 2759 3.93 (19.88: 35.29)
C1R2 Hoja 1 a2:0.0054  Ajust: Logistico Haoja 2 G2:0.0021  Ajus: Logistico
Parametro Estimacion Error est. IC 95 % Estimacion Error est. IC 95 %
D 0.598 0.15 (0.29; 0.90) 0.43 0.15 (0.134: 0.726)
A -37.20 8.94 (-54.72; -19.68) -74.20 -17.16 (-2.55; -0.31)
A 24 83 0.88 (23.09; 26.57) 23.29 1.81 (19.75; 26.84)

Tabla 17. Modelo Logistico ajustado para Heliconia psittacorum bajo concentracion 2.

C2R1 Hoja 1 2:0.0078  Ajusl: Logistico Hoja 2 62: 0.0394  Ajust: Logistico
Parametro Estimacion Error est. IC 95% Estimacion Error est. IC 95%

D 0.821 0.20 (0.428; 1.212) 141 0.36 (0.694; 2.130)

A -24.30 2.81 (-35.69; -12.90) -14.58 3.99 (-22.42; -6.75)

A 20.61 0.36 {19.89; 21.32) 22.60 0.35 {21.90; 23.30)

C2R2 Hoja 1 62:0.0255  Ajust: Logistico Hoja 2 62:0.007f  Ajust: Logistico
Parametro Estimacién Error est. IC 95% Estimacion FError est. IC 95 %

D 1.33 0.26 (12.59; 16.62) 1.134 0.15 (0.846: 1.422)

A -11.68 2.54 (-1.75; -1.05) -0.93 0.09 (-16.67; -6.69)

A 18.00 0.21 (41.98; 42.78) 53.41 0.20 (17.58; 18.42)

En la figura 16 se observan las curvas ajustadas del modelo de crecimiento Logistico. Para

el tratamiento sin concentracién de metales pesados en la réplica 1 hoja 2 se obtuvo la

mayor tasa de crecimiento de 0.453 cm y la més baja fue de aproximadamente 0.35 cm para

la misma réplica (2) en la hoja 1. En la concentracion 1 de metales pesados la mayor tasa de

crecimiento fue de 0.59 cm dada para la réplica 1 hoja 1 y para la concentracion 2 de

metales pesados fue una tasa de crecimiento de 1.412 cm en la réplica 1 hoja 2. Se observa

que las tasas de crecimiento maximas en la concentracion 2 de metales pesados fueron
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superiores a los otros dos tratamientos, para la concentracion 1 de metales pesados y el

tratamiento sin carga contaminante las tasas de crecimientos fueron similares.

Sin concentracién de Metales Pesados Concentracion 1 de Metales Pesados Concentracion 2 de Metales Pesados
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Figura 16. Curvas de crecimiento del modelo Logistico para Heliconia psittacorum. Sin
concentracion de metales: control.

Los trabajos de biorremediacion en heliconia muestran que es una especie
hiperacumuladora de metales pesados y por ende tiene un potencial para descontaminacion
ambiental, ya que en estudios como los realizados por Aulestia, 2012, esta especie puede
estar expuesta a lixiviados de rellenos sanitario sin ser afectada por el contenido de
contaminantes presente en este residuo. Ademas Heliconia psittacorum ha sido evaluado en
el sistema de humedales artificiales por (Fu, C. et al., 2005; Wu, J. et al., 2006a; Wu, J. et
al., 2006b; Calheiros, C.S.C. et al., 2007; Zhang, Z. et al., 2007 y Konnerup, D. et al. en el

2009 citado por Fuentes 2011) donde se encontraron resultados satisfactorios.

8.3.3. Gynerium sagittatum (Cafa Brava). Longitud Total.
Para la especie Gynerium sagittatum el modelo de crecimiento que mejor ajuste obtuvo a

los datos fue el modelo Logistico de 3 parametros.

En la tabla 18 se muestra los resultados del ajuste del modelo Logistico para las hojas
sometidas a la concentracién sin metales pesados ni contaminantes, por cada una de las dos

réplicas.
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Para los 2 modelos ajustados a las plantas sometidas al tratamiento control se obtuvieron
varianzas un poco mayor (superiores a uno) con respecto a las de las concentraciones 1y 2

de metales pesados, aun asi, es pequefia y puede considerarse la adecuacion del modelo.

Respecto a la tasa de la fase inicial o de retraso A los valores son adecuados para el ajuste
del modelo a los datos, ya que al ser negativos permite que la curva se ajuste a los valores
observados y con relacion a la asintota A donde se estabiliza el crecimiento, algunas

tendrdn mayor asintota que otras por su edad.

Comportamientos muy similares se presentan para los casos de las plantas que fueron
sometidas a las concentraciones 1 y 2 de metales pesados como puede observarse en las

tablas 19 y 20 respectivamente.

Tabla 18. Modelo Logistico ajustado para Gynerium sagittatum sin concentracion.

cr Replica 1 5%:1.97 Ajust: Logistico Replica 2 6%: 1.383  Ajus: Logistico
Pardmetro Estimacion Error est. IC 95% Estimacién Error est. IC 95%

D 2.748 0.263 (2.23; 3.26) 2.19 0.196 (1.801; 2.579)

A -3.24 0.718 (-4.65; -1.83) -3.35 0.706 (-4.736; -1.967)

A 42.50 6.30 (-23.60; 27.62) 36.08 6.454 (23.43; 48.73)

Tabla 19. Modelo Logistico ajustado para Gynerium sagittatum bajo concentracion 1.

ct Replica 1 &2: 0.3427  Ajust: Logistico Replica 2 &2%: 0.9668 Ajus: Logistico
Parametro Estimacién Error est. IC 95% Estimaciéon Error est. IC 95%
D 541 0.371 (4.67; 6.13) 1.79 0.639 (0.539; 3.046)
A -3.14 0.355 (-3.83; -2.44) -17.34 6.448 (-20.98; -4.71)
A 40.54 0.406 (39.74; 41.34) 40.85 2.381 (36.18; 45.52)

Tabla 20. Modelo Logistico ajustado para Gynerium sagittatum bajo concentracion 2.

cT Repliea 1 2:0.9262  Ajust: Logistico Replica 2 &2: 0.0069  Ajus: Logistico
Parametro Estimacion Error est. IC 95% Estimacién Error est. IC 95%

D 1.235 0.695 (-0.127; 2.597) 0.804 0.263 (0.286; 1.321)

A -34.34 18.64 (-70.88; 2.19) -33.00 10.26 (-53.11; -12.89)

A 58.139 10.95 (36.66; 79.61) 25.51 0.533 (24.47; 26.56)

En la figura 17 se observa el comportamiento de la curva ajustada a través del modelo
Logistico. Para el tratamiento sin concentracion de metales se tuvo que la mayor tasa
maxima de crecimiento fue de 2.75 cm para la réplica 1; en las plantas bajo la

concentracion 1 se obtuvo una concentracion de 5.4 cm (réplica 1) y la réplica 2 de 1.79 cm
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y en la concentracion 2 de metales pesados se lograron tasas de crecimiento de 1.24 cmy
0.804, réplica 1y 2 respectivamente. De esta manera es posible observar que entre los tres
tratamientos las tasas difieren entre réplicas y tratamientos, donde la concentracion 2 fue la

que presento menor crecimiento.

Sin concentracion de metales pesados Concentracion 1 de Metales Pesados Concentracion 2 de Metales Pesados
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Figura 17. Curvas de crecimiento del modelo Logistico de Gynerium sagittatum. Sin
concentracion de metales: control.

Las variables de crecimiento en Gynerium sagittatum, muestran que todas las plantas
sobrevivieron a la carga contaminante y ademas crecieron, esto se debe a que esta especie
se caracteriza por crecer a las orillas de los rios y que soporta un estrés prolongado de
contaminantes ya que vive a la rivera del Rio Meléndez (Cali) que presenta contaminantes,
ademas tiene una buena adaptabilidad al riego con lixiviados como se evidencio en el

estudio de Torres & Vazquez 2010.

8.4. Andlisis de Varianza para las tasas de crecimiento maximas
A continuacion se presentan los resultados del analisis de varianza donde se lograron

determinar si existian o no diferencias estadisticamente significativas en las tasas de
crecimiento maximas de las longitudes totales entre los tres tratamientos, para cada una de

las especies vegetales.
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8.4.1. Colocasia esculenta (Oreja de burro)

Tabla 21. ANOVA de las tasas de crecimiento de Colocasia esculenta.

GL SC ajust. MC ajust. F Pr(>F)
Concentracion 2 43546 217.73  7.30 0.025
Hoja(Concentracion) 3 115.26 3842 1.29 0.361
Error 6 178.84 2081
Total 11 729.5

La tabla 21 muestra los resultados del ANOVA donde se obtuvo un valor-p de 0.025 para
los efectos entre concentraciones (tratamientos) sobre las tasa de crecimiento méaximas, por
lo que se rechaza la hip6tesis nula, que el efectos de las concentraciones de metal pesado y
el tratamiento control sobre el crecimiento del tallo en la especie vegetal Colocasia

esculenta fueron iguales.

Se corrobora a través de la prueba de hipétesis de Dunnet (tabla 22) que para las tasas de
crecimiento méaxima de la concentracion 2 de metales pesados (C2) y el control (sin
concentracion de metales) no presentan diferencias significativas, pero caso contrario
sucede con respecto a la concentracion 1 de metales pesados (C1), donde se rechaza la
hipétesis de igualdad (nula), es decir que, la C1 de metales pesados esta generando una
menor tasa de crecimiento méaxima que el tratamiento control, por lo que las plantas

expuestas a la C1 crecieron menos que las plantas control y las sometidas a la C2.

Tabla 22. Pruebas simultanéas de Dunnett en Colocasia esculenta.
Concentracion Dif. de medias E.S de diferencia Valor T Valor P
C1 -14.74 3.861 -3.819 0.0156
C2 -6.83 3.861 -1.770 0.2107

Colocasia esculenta presento mayor crecimiento en la concentracion alta de metales
pesados, resultado similar se obtuvo en el estudio de Cheng et al (2009) donde Cyperus
flabelliformis, Vetiveria zizanioides, Phragmites australis y Acorus calamus presentaron

mayores indices de crecimiento a mayor tasa de eliminacion del metales, es decir que el
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efecto de crecimiento de las plantas en la eliminacion de contaminantes de aguas residuales

en humedales construidos, fue especificamente diferente por la carga contaminante.

Los resultados de Cheng et al (2009), sugieren que el efecto de crecimiento de las plantas
en la eliminacion de contaminantes en humedales fue directamente proporcional ya que las
plantas con mayores indices de crecimiento, presentaban las més altas tasas de remocién de
contaminante. En este estudio los resultados de la bioacumulacién y translocacion
confirman que Colocasia esculenta y Heliconia psittacorum logro remover y bioacumular
concentraciones altas de los metales y su crecimiento fue mayor en la concentracion 2 de
metales que en las concentracion 1 de metales pesados. Otra investigacion que apoya estos
resultados es la realizada por Singh & Sinha, 2004 donde la longitud del tallo de Helianthus
annuus aumento con el aumento del tiempo en la correccion de los lodos, concluyendo que
los lodos de curtiduria (altamente contaminados con metales pesados) aportan al

crecimiento de la planta.

8.4.2. Heliconia psittacorum (Heliconia)
La tabla 23 muestra los resultados del ANOVA donde se obtuvo un valor-p de 0.002 para

los efectos entre concentraciones (tratamientos) sobre las tasa de crecimiento maximas, por
lo que se rechaza la hipétesis nula, la cual indica que los efectos de las concentraciones de
metal pesado y el tratamiento control sobre la longitud total de la planta en la especie

vegetal Heliconia psittacorum fueron iguales.

Tabla 23. ANOVA de las tasas de crecimiento de Heliconia psittacorum.

GL SC ajust. MC ajust. F Pr(>F)
Concentracion 2 1.627 0.813 21,16 0.002
Hoja(Concentracion) 3 0,047 0,015 042 0.748
Error 6 0,230 0.0384
Total 11 1.906

A través de las pruebas de hipotesis de Dunnet (tabla 24) se confirma que para la
concentracion 1 de metales pesados y el control (sin concentracion de metales) no hay
diferencias estadisticamente significativas. Caso contrario sucede con respecto a la

concentracion 2 de metales pesados (C2), donde se rechaza la hipdtesis de igualdad (nula),



57

es decir que, la C2 de metales pesados esta generando una mayor tasa de crecimiento

maxima que el tratamiento control.

Tabla 24. Pruebas simultanéas de Dunnett en Heliconia psittacorum.
Concentracion  Dif. de medias E.S de diferencia Valor T Valor P
C1 0.0152 0.1387 0.1100 0.9912
C2 0.7887 0.1387 5.6887 0.0023

En el estudios de Shukla et al. (2011) se observo que las especies Terminalia arjuna,
Prosopis juliflora, Populus alba, Eucalyptus tereticornis y Dendrocalamus strictus
presentaron tasas de crecimiento y capacidad de acumulacion de metales altas. Lo cual es
acorde con el comportamiento que presentaron las plantas de Heliconia psittacorum, las
cuales presentaron tasas de crecimiento mayores en concentraciones altas de metales
pesados, al parecer la tolerancia y/o resistencia al estrés metalico y la alta capacidad para la
absorcion de metales podria estar asociada a mayor numero de sitios de absorcidn activos o
sitios de unidn a los metales. Este comportamiento de las especies es para tener un
adecuado equilibrio entre las capacidades de productividad y remediacién. (Shukla et al.
(2011)).

8.4.3. Gynerium sagittatum (Cafia brava)
Los resultados del ANOVA presento un valor-p de 0.358, por lo que no se rechaza la

hipdtesis nula, lo cual indica que el lixiviado contaminante al cual fueron sometidas las
plantas no haya generado algun tipo de efecto sobre el desarrollo normal del tallo, en este

caso indicador de la longitud total en Gynerium sagittatum.

Tabla 25. ANOVA de las tasas de crecimiento de Gynerium sagittatum.

GL  SC ajust. MC ajust. F  Pr(>F)
Concentracion 2 6.69 3.35 148 0.358
Error 3 6,80 2,27
Total 51 13.49

Segun Kearney & Zhu, (2012) las plantas de los humedales expuestas a cargas de metales
pesados y NO;~.como Glyceria grandis, Typha latifolia y Sagittaria latifolia no inhiben su
crecimiento, crecen bien en las condiciones de uno o varios contaminantes, lo cual tambien

se observo en el caso Gynerium sagittatum donde los tratamientos con lixiviados y metales
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pesados no tuvieron ningun efecto negativo en el crecimiento de las plantas, posiblemente
la capacidad de tolerancia a los metales pesados a través de la exclusion o las estrategias de
acumulacién y aprovechamiento de los nutrientes de la carga organica de los lixiviados fue

lo que permitid que las plantas crecieran normalmente.

La toxicidad de los metales pesados (MP) se manifiesta de muchas maneras cuando se
acumulan en las células vegetales a concentraciones altas. La evidencia visual mas notoria
de la toxicidad de los MP es una reduccion en el crecimiento de plantas incluyendo
clorosis, necrosis, pérdida de turgencia, una disminucion en la tasa de germinacion de las
semillas, y un aparato fotosintético paralizada, a menudo correlacionada con progresando
procesos de senescencia o finalmente con la muerte de la planta, lo cual se observo en la
experimentacion que algunas plantas especificamente de C. esculenta aceleraba su proceso
de senescencia pero se renovaba ya que rapidamente salia una nueva hoja. Todos estos
efectos estan relacionados con cambios ultra estructurales, bioquimicos y moleculares en
los tejidos vegetales. Ademas, la asimilacidn de nitrégeno se reduce en respuesta a los MP
y debido a esto ocurre la inhibicién en las actividades de nitrato reductasa, nitrito reductasa,
y la glutamina sintetasa. (Hossain et al 2012). Pero las plantas tienen mecanismos para
tolerar esta carga contaminante que les permite seguir su desarrollo y crecimiento, la
activacion de la maquinaria antioxidante puede ayudar a las plantas para superar la tension
y el stress por los MP. (Hossain et al 2012). Lo cual posiblemente realizaron las especies
vegetales estudiadas. Efecto similar se observa en Arundo donax registrado por Kausar et
al. (2012), donde las plantas de esta especie toleraron la carga del metal contaminante sin
afectar su crecimiento negativamente, al parecer la tolerancia establecida fue por una
interrelacién de los mecanismos fisioldgicos y moleculares. Ademas de la produccion de

fitoquelatinas para inmovilizar los metales pesados.



Especies

Glyceria grandis, Typha
latifolia y Sagittaria
latifolia

Tipo de contaminante

Aguas residuales con tres
tratamientos: N: NO3~, M:
mezcla de metales pesado
(Zn, Cd, Pb, Cu), y MN:
Mezcla de metales + NO5 .

Respuesta de
crecimiento

No tuvo ningln efecto
negativo en el
crecimiento de las
plantas.

Tabla 26. Principales resultados de estudios afines con la investigacion actual.

Sistema

Humedal
urbano
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Referencia

Kearney &
Zhu, 2012

Carex elata, Juncus
effusus, Phalaris
arundinacea, Phragmites
australis, y Typha
latifolia.

Agua residual sintética con:
NOs"y NH,™ concentraciones
desde 100 hasta 200 ppm.

Todas las especies
crecieron regularmente.

Humedal
construido
escala
mesocosmos

Borin &
Salvato,
2012.

Arundo donax

Cromo

Crecimiento normal

Cultivo
hidroponico

Kausar et al.
2012.

Terminalia arjuna,
Prosopis juliflora,
Populus alba, Eucalyptus
tereticornis y
Dendrocalamus strictus.

Vertederos de lodos de
curtiduria planta comun de
tratamiento de efluentes
(CETP).

La tasa de crecimiento y
capacidad de
acumulacion de metales
fue alta y aumenta con el
pasar del tiempo.

Lodos

Shukla et al.
2011.

Helianthus annuus

Suelo con diferentes
cantidades de lodos de
curtiembres extraidos de
Aguas Residuales.

La longitud del tallo de
la planta aumento con el
aumento de la
proporcion de la
correccion de los lodos.

Lodos

Singh &
Sinha, 2004.

Cyperus flabelliformis,

Vetiveria zizanioides,

Phragmites australis y
Acorus calamus.

Aguas residuales domesticas.

A mayor indices de
crecimiento mayor tasa
de eliminacion del
metal.

Humedales
construidos

Cheng et al
2009:

Leucaena leucocephala

Aguas residuales.

A mayor concentracion
del agua residual mayor
tasa de crecimiento.

Tierra o suelo.

Mantilla &
Rivas 1997.

8.5 Area foliar.

Los resultados de las aéreas de las hojas en Heliconia mostraron que no hubo efecto de los

tratamientos, su crecimiento fue igual durante fase experimental, no hubo incremento

significativo o perceptible. (Figura 18).
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Figura 18. Area foliar de Heliconia psittacorum, en los 6 reactores durante el tratamiento.

C1: Concentracion 1 de metales pesados, C2: Concentracion 2 de metales pesados, CT:

control, sin concentracion de metales, R1: réplica 1, R2: réplica 2.

Area Foliar CB C1R1

cm - cuadrado
enw ERBUBUBARENS

0 7 14 21 28 35 4 & 56 6 0 77
Dias

Area Foliar CB C2R1

%

© 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77

Dias
—— Hojal —— Hoja2 ——Ho@ 3 —— Hojal —— Hoja2 ——Hoj@3
&0 Area Foliar CB CIR2 60 Area Foliar CB C2ZR2
55 55
50 50
as as
810 e §
g5 5 35
g;n !an
25 )
£ B2
15 15
10 10
5 5
0 L

0 7T 14 1 % 35 4 H % 8 W 77
Dias

—— Hojal — Ho@2 — Hojal

0 T 14 1 M 3 422 H 56 6 T 77
Dias

—— Hop1 —— Hoja2 —— Hoja3

&0 Area Foliar CB CTR1
55
50
45

2 w0
E

35
3 30
s 25
E 20
15

10
5

0 7 14 21 28 35 4 49 56 & T 77
Diias.

——Hojal ——Hoja2 ——Hoja3

Area Foliar CB CTR2

/

7

om- cuadrade
cwbERBUBRERERE

0 7 14 11 28 35 4 49 56 €3 O 77
Dias

——HOja1 —— Hoja2 ——Hoja3

Figura 19. Area foliar de cafia brava, Gynerium sagittatum, en los 6 reactores durante el

tratamiento. C1: Concentracion 1 de metales pesados, C2: Concentracion 2 de metales

pesados, CT: control, sin concentracion de metales, R1: réplica 1, R2: réplica 2.
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En la figura 19 se observa que para cafia brava las hojas mas jovenes y pequefias (Hoja 3)
presentaron incremento en sus aéreas foliares en diferentes dias como se observa en la

C1R1y C1R2, en las demas no hubo incremento en el tamafio de las hojas.
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Figura 20. Area foliar de Oreja de Burro, Colocasia esculenta, en los 6 reactores durante el
tratamiento. C1: Concentracion 1 de metales pesados, C2: Concentracion 2 de metales
pesados, CT: control, sin concentracion de metales, R1: réplica 1, R2: réplica 2.

Para oreja de burro las hojas mas jovenes (Hoja 2 y 3) presentaron incremento en sus aéreas
foliares pero generalmente en los primeros dias de existencia, las deméas no aumentaron su
tamano (Figura 20).

Segun Wiedenhoelft 2006, las hojas son el 6rgano de la planta donde principalmente se da
el aprovechamiento del nitrégeno, el cual es un macro nutriente que juega un rol importante
en la estructura de la clorofila, componente esencial en el proceso de fotosintesis y que
como consecuencia esta directamente implicado en la formacion de biomasa. (Peréz &
Garcia, 2004), pero en este caso las plantas no presentaron mayor cambio en sus aéreas
foliares, fueron muy estables posiblemente en los intervalos de tiempo que se observo un
lee incremento en el area foliar las plantas lograron aprovechar el nitrégeno presente en el
lixiviado.
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El tallo provee soporte mecénico a las hojas, flores y frutos, facilita la conduccion del agua
y nutrientes minerales desde las raices a las hojas, ademas que esta encargado de
produccién de tejidos vivos y almacenamiento. Las hojas por su parte cumplen la funcion
de realizar el proceso de fotosintesis, ya que por su forma presenta la maxima superficie
con el minimo volumen. (Valla, 1979 citado porTorres & Vazquez 2010, en ninguna de las
tres especies dejo de crecer el tallo, pero su &rea foliar no crecid significativamente, si el
tallo disminuye la velocidad de crecimiento es decir no crece significativamente en el
tiempo no afecta el desarrollo de sus funciones, pero si disminuye la velocidad del
crecimiento del area foliar ya que si aumenta el &rea, disminuiria la capacidad fotosintética
de la planta, lo cual afectaria la eficiencia de estas especies. (Torres & Vazquez 2010). A
medida gque se incrementa el area foliar aumenta el porcentaje de nitrégeno en las hojas
disminuyendo conforme la planta madura, es decir que el estancamiento en el aumento del
area foliar de las plantas estudiadas pude ser por que las hojas llegaron a su madures. (Peréz
& Garcia, 2004).

8.6 Metales pesados en los tejidos vegetales.
Los metales pesados en los tejidos de las plantas tendieron a acumularsen en la raiz mas

que en cualquier otro 6rgano, y respecto a las especies vegetales la concentracion de
mercurio en las especies vegetales se presentaron una preferencia a la acumularon del metal
en este orden: raiz > hoja > tallo, esto coincide con los resultados obtenidos por Skinner et
al., (2007) donde el mercurio se acumulo en la raiz de esta especie vegetal, aunque lo que
se encontrd en la R1 (réplica 1) de la concentracién 2 de metales pesados para Colocasia
esculenta, fue que en la rama se concentra casi la misma proporcién que en la hoja y se
observa mayor concentracion de mercurio en el tallo que en los otros tejidos vegetales. En
el caso de Gynerium sagittatum en la R1 (réplica 1) de la concentracion 2 de metales, se
observo que la que el 84,88% del mercurio se acumulé en la hoja. (Tabla 27 y Figura 21).
En cuanto a la concentracién de mercurio en las especies vegetales se observa que tanto
para la concentracion 1 de metales pesados y como para la concentracion 2 de metales

pesados es Colocasia esculenta > Gynerium sagittatum > Heliconia psittacorum.
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Tabla 27. Concentracion y porcentajes de mercurio (Hg) en los tejidos vegetales.

Mercurio (Hg) en los tejidos vegetales Concentracion de Hg en mg/kg Porcentaje de Hg
Cn?g?;:ie Especie vegetal Raiz Tallo Rama Hoja Total Raiz Tallo Rama Hoja
Gynerium R1 0,66 0,07 0 0,08 0,82 81,18% 8,96% 0% 9,86%
sagittatum R2 229 006 0 013 248  9213%  2,52% 0% 5,35%
Concentracion Heliconia R1 0,25 0,14 0 0,13 0,52 47,58% 26,49% 0% 25,93%
1 de metales sittacorum
pesados P R2 0,51 0,08 0 0,32 0,91 55,99% 8,84% 0% 35,17%
Colocasia R1 1,14 0,52 0,20 0,15 2,01 56,75% 25,90% 10,12% 7,22%
esculenta R2 259 057 0,27 029 373  6946%  1541%  7.25%  7,89%
Gynerium R1 0,42 0,08 0 2,79 3,29 12,73% 2,39% 0% 84,88%
sagittatum R2 3,05 0,08 0 279 592  5158%  127% 0% 47,15%
Concentracién Heliconia R1 0,46 0,19 0 0,32 0,97 47,13% 19,74% 0% 33,13%
2 de metales sittacorum
pesados P R2 0,78 0,32 0 0,60 1,71 45,56% 19,01% 0% 35,43%
Colocasia R1 2,44 2,93 0,28 0,48 6,12 39,80%  47,88% 4,54% 7,78%
esculenta R2 2,75 0,75 0,42 0,33 425  6470%  17,65%  9,84% 7,80%
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Figura 21. Porcentaje de mercurio (Hg +2) en los tejidos vegetales de las tres especies
vegetales. CB: Cafia Brava-Gynerium sagittatum, OB: Oreja de burro-Colocasia esculenta
y HE: Heliconia-Heliconia psittacorum.

Para la concentracion de cadmio (Cd *2) en los tejidos vegetales se presenté una preferencia
a la acumulacién del metal en este orden: raiz > tallo > hoja, para Colocasia esculenta se
observa mayor concentracion de cadmio en la raiz para la concentracion 1 de metales
pesados valores entre el 56 al 77% y en la concentracion 2 de metales pesados con valores
cercanos al 80%. En las otras dos especies el 100% del metal se acumuld en la raiz (Tabla

28 y Figura 22). Para la concentracién de cadmio en las especies vegetales se observa que
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para la concentracion 1 de metales pesados es Colocasia esculenta > Gynerium sagittatum
> Heliconia psittacorum y para la concentracion 2 de metales pesados es Gynerium
sagittatum > Colocasia esculenta > Heliconia psittacorum aunque entre estas dos primeras
especies no hay mucha diferencias ya que tienen en sus tejidos concentraciones promedio

del cadmio es de 37,18 y 31,71 mg/kg respectivamente.

Tabla 28. Concentracion y porcentajes de cadmio (Cd) en los tejidos vegetales.

Cadmio (Cd) en los tejidos vegetales Concentracion de Cd en mg/kg Porcentaje de Cd
Cn?g?; edse Especie vegetal Raiz Tallo Rama Hoja Total Raiz Tallo Rama Hoja
Gynerium R1 11,22 1,73 0 1,46 14,42 77,84% 12,03% 0% 10,14%
sagittatum R2 573 261 0 189 1024  5601%  2551% 0%  18,48%
Concentracién Heliconia R1 2,24 0 0 0 2,24 100% 0% 0% 0%
1 de metales sittacorum
pesados P R2 2,98 0 0 0 2,98 100% 0% 0% 0%
Colocasia R1 7,36 0 0 0 7,36 100% 0% 0% 0%
esculenta R2 6,98 0 0 0 6,98 100% 0% 0% 0%
Gynerium R1 32,76 3,86 0 3,51 40,13 81,63% 9,61% 0% 8,75%
sagittatum R2 2070 2,40 0 213 3423 8676%  7,01% 0% 6,22%
Concentracion Heliconia R1 3,42 0 0 0 3,42 100% 0% 0% 0%
2 de metales sittacorum
pesados P R2 6,42 0 0 0 6,42 100% 0% 0% 0%
Colocasia R1 20,07 0 0 0 20,07 100% 0% 0% 0%
esculenta R2 11,64 0 0 0 11,64 100% 0% 0% 0%
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Figura 22. Porcentaje de Cadmio (Cd +2) en los tejidos vegetales de las tres especies
vegetales. CB: Cafa Brava-Gynerium sagittatum, OB: Oreja de burro-Colocasia esculenta
y HE: Heliconia-Heliconia psittacorum.
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El Cd es un metal toxico y no es esencial, este metal afecta los procesos metabolicos y el
crecimiento de las plantas a bajas concentraciones. Por ejemplo, la unién a los grupos
sulfhidrilo de las proteinas estructurales y enzimas del Cd lleva a la inhibicion de la
actividad y / o interferencia en la regulacion enzimatica. Los efectos del Cd también se
pueden ver en los embriones malformados de la planta de Arabidopsis expuestos a Cd (alta
tasa de mutacion). En las plantas superiores, la sintesis de etileno en cooperacion con el
acido jasmonico (JA), puede aumentar la senescencia, inhibir el crecimiento celular y
aumentar la rigidez de la pared celular por medio de lignificacion como respuesta a este
metal (Hossain et al 2012). Este metal generalmente se bioacumula en la raiz de la planta,
no lo translocan, como se puede ver en la figura 36. Por lo tanto se puede suponer que las
tres especies vegetales, principalmente C. esculenta tiene una capacidad de bioacumulacion
para el Cd. (Bonanno 2012).

La concentracidn de cromo VI en Gynerium sagittatum se presenté mayor acumulacion del
metal en este orden: hoja > tallo > raiz en la concentracion 1 de metales pesados pero en la
concentracion 2 de metales pesados fue: hoja > raiz > tallo, para Colocasia esculenta para
la concentracion 1 de metales pesados se observa mayor concentracion de cromo VI, en sus
hojas y ramas, mas del 70% del metal en las hojas y cero concentracion en los otros tejidos
vegetales, en la concentracion 2 de metales pesados la réplica 1 (R1), solo acumul6 en su
tallo subterraneo 100%, la réplica 2 (R2) presento la siguiente proporcion: raiz > tallo >
hoja. En el caso de Heliconia psittacorum en la R1 de la concentracion 1 de metales
pesados, se observo que la mayor concentracion del metal se encontré en la raiz y en menor
proporcion en la hoja, en la R2 el 100% del cromo VI se acumulé en la raiz. (Tabla 29 y
Figura 23). Las concentraciones del cromo VI en las especies vegetales se observa que
tanto para la concentracion 1 de metales pesados y como para la concentraciéon 2 de metales
pesados las especies vegetales presenta el siguiente orden: Colocasia esculenta > Heliconia
psittacorum > Gynerium sagittatum. Pero para la concentracion 2 de metales pesados,
réplica 2 en Colocasia esculenta se observa una mayor concentracion del cromo VI desde 3
a 100 veces més que en las otras especies y repeticiones ya que presenta valores de 100,49

mg/kg.
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Tabla 29. Concentracion y porcentajes de cromo (Cr +6) en los tejidos vegetales.

Cromo (Cr *®) en los tejidos vegetales Concentracion de Cr VI en mg/ki Porcentaje de Cr VI
] g 9/Kg J
Cn?g?;;ie Especie vegetal Raiz Tallo Rama Hoja Total Raiz Tallo Rama Hoja
. R1 0 3,88 0,00 11,02 14,90 0% 26,04% 0% 73,96%
Gynerium
sagittatum R2 0 0 0 075 075 0% 0% 0% 100%
Concentracion liconi R1 33,44 0 0 2,54 35,98 92,94% 0% 0% 7,06%
1 de metales He iconia
pesados psittacorum R2 1,94 0 0 0 1,94 100% 0% 0% 0%
Colocasia R1 0 0 0 469 4,69 0% 0% 0% 100%
esculenta R2 0 0 533 188l 24,14 0% 0% 22,06%  77,94%
Gynerium R1 0,47 0 0 0,81 128  36,72% 0% 0% 63,28%
sagittatum R2 4,00 0,16 0 10,18 1434  27.89%  1,12% 0% 70,99%
Concentracion . R1 11,39 0,23 0 3,62 15,23 74,74% 1,49% 0% 23,76%
2 de metales Heliconia
pesados psittacorum R2 0 0,46 0 0 0,46 0% 100% 0% 0%
Colocasia R1 0 20,63 0 0 20,63 0% 100% 0% 0%
esculenta R2 5755 22,97 0 1997 10049  57,27%  22,86% 0% 19,38%
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Figura 23. Porcentaje de cromo (Cr +6) en los tejidos vegetales de las tres especies
vegetales. CB: Cafia Brava-Gynerium sagittatum, OB: Oreja de burro-Colocasia esculenta
y HE: Heliconia-Heliconia psittacorum.

En cuanto a la concentracion del cromo total en Gynerium sagittatum se presentaron una
preferencia a la acumularon del metal en el siguiente orden: raiz > hoja > tallo para los dos
tratamientos, concentracion 1 de metales pesados y concentracion 2 de metales pesados,
para Colocasia esculenta se observa mayor concentracion de cromo total en raiz que en los
otros tejidos vegetales, el tallo fue el segundo en presentar mayores concentraciones del

metal, en las ramas y hojas se observan valores muy similares pero en pequefias cantidades
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del cromo total en estos tejidos, esto se observa para las dos cargas o tratamientos. En el
caso de Heliconia psittacorum en la R1 (réplica 1) de la concentracion 1 de metales
pesados, se observo que el cromo total se acumuld en mayor proporcion en el tallo més del
50%, en la raiz el 36% y la menor cantidad del metal en la hoja (12 %), para la réplica 2
(R2) de la concentracion |y la concentracion 2 de metales pesados se observa el mismo
orden en la manera de acumulacion para el cromo total de Gynerium sagittatum: raiz > hoja
> tallo. (Tabla 30 y Figura 24). Para la concentracion de cromo total en las especies
vegetales se observa que para la concentracion 1 de metales pesados es Colocasia esculenta
> Heliconia psittacorum> Gynerium sagittatum y para la concentracion 2 de metales
pesados es Gynerium sagittatum > Colocasia esculenta > Heliconia psittacorum aunque
entre estas dos primeras especies no hay mucha diferencias ya que tienen en sus tejidos

concentraciones del cadmio de 184,46 y 132,08 mg/kg respectivamente.

Tabla 30. Concentracion y porcentajes de cromo (Total) en los tejidos vegetales.

Concentracion de Cr Total en

Cromo (Total) en los tejidos vegetales Porcentaje de Cr Total
anigtg;edse Especie vegetal Raiz Tallo Rama Hoja Total Raiz Tallo Rama Hoja
Gynerium R1 28,81 581 0 608 40,70  70,79%  14,27% 0% 14,94%
sagittatum R2 30,25 425 0 575 4024  7516%  10,56% 0% 14,28%
Concentracién Heliconia R1 16,76 23,80 0 558 4614  3633%  51,58% 0% 12,09%
1 de metales sittacorum
pesados p R2 40,95 8,79 0 16,02 6576  6227%  13,37% 0% 24,35%
Colocasia R1 6752 1341 471 374 89,38  T7554%  1501%  527%  4,18%
esculenta R2 1539 68,40 407 21,83 24820 62,00%  27,56%  164%  8,80%
Gynerium R1 1188 553 0 1061 13496  88,04%  4,10% 0% 7,86%
sagittatum R2 226,2 3,11 0 866 237,96 9505%  1,331% 0% 3,64%
Concentracion Heliconia R1 31,47 534 0 961 4642  67,79%  11,51% 0% 20,70%
2 de metales sittacorum
pesados P R2 66,09 6,82 0 1229 8521  7756%  8,01% 0% 14,43%
Colocasia R1 1351 11,59 6,06 839 161,11 8383%  7,20%  376%  521%
esculenta

R2 55,67 19,34 15,58 12,46 103,05 54,02% 18,77% 15,12% 12,09%
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Figura 24. Porcentaje de Cromo Total (Cr Total) en los tejidos vegetales de las tres
especies vegetales. CB: Cafia Brava-Gynerium sagittatum, OB: Oreja de burro-Colocasia
esculenta y HE: Heliconia-Heliconia psittacorum.

El Cr en bajas concentracions puede estimular el crecimiento vegetal pero hay evidencias
de la fitotoxicidad por exceso de este metal (Cr) en las plantas, principalmente puede causar
la formacidn de proteinas que llegan a causar la interrupcion del metabolismo N. para el
estudio realizado por Bonanno 2012, la acumulacion del Cr disminuia desde las raices,
tallos y hojas para la especie Arundo donax donde la raiz actia como la principal fuente de
bioacumulacion. La concentracion de Cr en las plantas depende principalmente de la
fraccion soluble en Cr de los suelos. Sin embargo, aunque la mayoria de los suelos
contienen cantidades significativas de Cr, su disponibilidad para las plantas es muy
limitada, al parecer porque los tejidos de raiz no son capaces de estimular la reduccién de
este metal. (Bonanno 2012).

La concentracién de plomo (Pb *%) en las especies vegetales se manifestaron en el caso de
Gynerium sagittatum y Heliconia psittacorum con una preferencia a la acumulacion del
metal en este orden: raiz > hoja > tallo, aunque en la R1 (réplica 1) de la concentracion 1 de
metales pesados de Heliconia psittacorum no acumulo el Pb en el tallo, para Colocasia
esculenta en la concentracion 1 de metales pesados se observa mayor concentracion de
plomo en la raiz > tallo > hoja y para la R1 varia este orden ya que hay mayor contenido en
rama que en la hoja (la raiz > tallo > rama > hoja), en la concentracion 2 de metales

pesados se observa algo atipico en la R1 la hoja presenta la mayor concentracion de plomo
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aproximadamente con el 50% de este metal que en los otros tejidos vegetales, en el caso de
la R2 (réplica 2)la proporcion del metal en los tejidos es: raiz > hoja > rama y 0% para tallo
(Tabla 31 y Figura 25). Para la concentracion de plomo en las especies vegetales se observa
que para la concentracion 1 de metales pesados el orden corresponden a Colocasia
esculenta > Gynerium sagittatum > Heliconia psittacorum y para la concentracion 2 de
metales pesados Colocasia esculenta > Gynerium sagittatum > Heliconia psittacorum. La
especie Colocasia esculenta presenta una muy buena acumulacion de este metal en la

concentracion mas alta, casi el doble que las otras dos especies.

Tabla 31. Concentracion y porcentajes de plomo (Pb) en los tejidos vegetales.

Plomo (Pb) en los tejidos vegetales Concentracion de Pb en mg/kg Porcentaje de Pb
anigtg;edse Especie vegetal Raiz Tallo Rama Hoja Total Raiz Tallo Rama Hoja
Gynerium R1 14,71 2,28 0 4,78 21,77 67,56%  10,49% 0% 21,95%
sagittatum R2 8,24 4,99 0 513 1836  44.8%%  27,16% 0% 27,95%
Concentracion Heliconia R1 4,15 0 0 2,54 6,69 62,08% 0% 0% 37,92%
1 de metales sittacorum
pesados p R2 8,32 2,58 0 6,17 17,07  4874%  1511% 0% 36,15%
Colocasia R1 15,40 5,26 2,20 1,98 24,83 62,01% 21,17% 8,86% 7,97%
esculenta R2 9,89 9,19 0 530 2438  4057%  37,71% 0% 21,72%
Gynerium R1 21,29 1,33 0 5,05 27,68 76,94% 4,82% 0% 18,24%
sagittatum R2 25,08 2,02 0 381 3091 8113%  653% 0% 12,34%
Concentracion Heliconia R1 8,47 2,03 0 4,62 15,12 56,04% 13,40% 0% 30,56%
2 de metales sittacorum
pesados P R2 15,99 1,83 0 6,27 24,09 66,38% 7,59% 0% 26,04%
Colocasia R1 21,90 5,19 2,23 30,20 59,51  36,80% 8,72% 3,74% 50,74%
esculenta

R2 19,22 0 3,38 4,27 26,87 71,54% 0% 12,58% 15,89%
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Figura 25. Porcentaje de Plomo (Pb) en los tejidos vegetales de las tres especies vegetales.
CB: Cafa Brava-Gynerium sagittatum, OB: Oreja de burro-Colocasia esculenta y HE:
Heliconia-Heliconia psittacorum.

La comparacion entre los tejidos morfologicos de las plantas mostrd que las raices en
general presentaron mayores concentraciones de metales que en los tallos y hojas, sin
embargo, no hay una tendencia coherente de acumulacion de metales en los tallos méas que
en las hojas, ya que esto depende en gran medida de las especies individuales examinadas.
(Cardwell et al 2002). Algunas plantas muestran una tendencia general en el contenido del
metal que sigue el patrén de raices> hojas> tallos, por lo que las raices actiian como los
principales centros de bioacumulacion y los tallos como 6rganos de transito como
consecuencia de la translocacién general desde la raiz hasta las hojas. (Bonanno 2012). La
mayoria de estudios indican que en las raices se acumulan mas metales que el rizoma
(posiblemente debido a la placa de hierro), y las hojas se acumulan la menor cantidad de
metales aunque en algunos casos la planta lo puede translocar a las hojas. (Cardwell et al
2002). Otros estudios demuestran que las paredes celulares de las raices pueden ser lugares
adecuados para la acumulacion y por lo tanto puede ser la razon de la mayor concentracion
de los elementos metalicos en las raices en comparacion con otros 6rganos. (Bonanno
2012). El desplazamiento mayor de la raiz a las hojas que se derivan de la raiz puede

depender de las vacuolas de las hojas que por lo general actian como principales centros de
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acumulacion de metales en los 6rganos aéreos (Clemens et al., 2002 citado por Bonanno
2012).

La figura 26 muestra los valores del factor de translocacion de los metales en las tres
especies vegetales, para mercurio (Hg*?) las especies Gynerium sagittatum y Heliconia
psittacorum tienden a translocar el metal desde sus 6rganos subterraneos a sus estructuras
aéreas (tallo y hojas) cuando la concentracién de este metal aumenta, este comportamiento

se ve potencializado en Gynerium sagittatum.

El cromo total (Cr total), en Colocasia esculenta presenta un mayor factor de translocacion
cuando la concentracién del cromo total aumenta, caso contrario ocurre en las otras dos

especies Gynerium sagittatum y Heliconia psittacorum.

Como el cadmio (Cd *?) solo se encontré en las partes subterraneas de Colocasia esculenta
y Heliconia psittacorum, y en Gynerium sagittatum en todos sus 6rganos, solo en esta
especie hubo translocacién del metal mas proporcién para la concentracion 1 de metales
pesados, menor cantidad de cadmio.

Para el plomo (Pb *?) las especies Heliconia psittacorum y Gynerium sagittatum transfiere
el plomo en mayor proporcion cuando su concentracion es baja, caso contrario ocurre en
Colocasia esculenta donde trasfiere mas metal a sus partes aéreas cuando la concentracion

de plomo es alta.
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Figura 26. Factor de translocacidn de metales pesados en las tres especies vegetales. GS:
Gynerium sagittatum, CE: Colocasia esculenta y HEP: Heliconia psittacorum.

Los metales pesados también pueden ser transportados a las partes superiores de la planta,
en donde se concentra y se almacena. Como se observa en el caso especifico de Gynerium
sagittatum para el Hg (mercurio) ya que se encontré mayor concentracion de este metal en
las partes aéreas puede suceder por la accion de las catalasas presentes en las plantas, en
donde se oxida el Hg a una forma menos reactiva para favorecer su acumulacién (Ortega et
al., 2011). Pero en general las plantas prefirieron acumular el metal que translocarlo como
se puede ver en la figura 32.

La figura 27 se observan los valores del factor de bioacumulacion de los metales en las tres
especies vegetales, para mercurio (Hg*?) las tres especies tienden a bioacumular el metal en
mayor proporcion cuando la concentracidn de este metal aumenta, este comportamiento se

ve claramente en Gynerium sagittatum y Colocasia esculenta.

El cromo total (Cr total), en Colocasia esculenta se bioacumula mas cuando la
concentracion del cromo total es menor, pero en Gynerium sagittatum aumenta la
bioacumulacion cuando la concentracion del cromo total es mayor, y para Heliconia

psittacorum la bioacumulacién del metal es muy similar en las dos concentraciones.
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El cadmio (Cd *?) se tiende a bioacumular de manera similar en las dos concentraciones
pero en Gynerium sagittatum en mayor proporcién que en las otras dos especies, Colocasia

esculenta y Heliconia psittacorum.

Para el plomo (Pb *?) las especies Heliconia psittacorum, Gynerium sagittatum y Colocasia
esculenta bioacumula el plomo en mayor proporcion cuando su concentracion es baja.
Colocasia esculenta y Gynerium sagittatum bioacumulan el plomo en mayor proporcién

que en Heliconia psittacorum.
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Figura 27. Factor de Bioacumulacion de metales pesados en las tres especies vegetales.
GS: Gynerium sagittatum, CE: Colocasia esculenta y HEP: Heliconia psittacorum.

En este estudio, algunas especies mostraron una menor capacidad de bioacumulacion de
uno o mas metales de los cuatro que se estudiaron (Cd, Pb, Cr y Hg), lo que sugiere que
esta planta adopta mecanismos de exclusion predominantemente del metal como una
estrategia de tolerancia de toxicidad en lugar de mecanismos de bioacumulacion que se
basan en fuertes concentraciones de elementos en tejidos de la planta, lo que implica que
para ese metal tiene una capacidad moderada estos resultados fueron similares a los
encontrados por Bonanno (2011) donde la especie Arundo donax presento menor capacidad
de bioacumulacién al aluminio (Al). Ademas como lo sugiere Borin & Salvato, (2012) se
debe hacer una correcta eleccion de las especies de los humedales ya que aunque en las tres

especies de este estudio y las especies usadas en el trabajo de Borin & Salvato, (2012) con
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las especies Carex elata, Juncus effusus, Phalaris arundinacea, Phragmites australis, y
Typha latifolia, todas las especies crecieron regularmente la acumulacién y translocacion en

las plantas dependen de la especie.

La toxicidad de los metales pesados (HM) es una de las tensiones abioticas principales que
conducen a efectos peligrosos en las plantas. Una consecuencia comuan de toxicidad es la
acumulacion excesiva de especies de oxigeno reactivas (ROS) y metilglioxal (MG), ambos
pueden causar la peroxidacion de los lipidos, la oxidacién de la proteina, la inactivacion de
las enzimas, dafio en el DNA y/o interactuar con otros componentes vitales de las células
vegetales. Las plantas superiores han desarrollado un sofisticado sistema de defensa
antioxidante y un sistema de glyoxalase para secuestrar ROS y MG. Ademas, el MP que
entran en la célula puede ser secuestrado por los aminoacidos, acidos organicos, glutation
(GSH), o por union especifica de ligandos-metal. Estudios recientes de plantas a niveles
moleculares han demostrado que el GSH y el metabolismo de las enzimas, en particular la
glutation S-transferasa, la glutation peroxidasa, ademas de la desintoxicacion, la formacion
de complejos, quelacion y compartimentacion de los MP en las vacuolas. Ayudan a la
planta para sobrevivir a la carga de metales pesados, figura 28, (Hossain et al 2012). Lo que
al parecer sucedio con las tres especies vegetales ya que ninguna planta muri6, incluso C.
esculenta y H. psittacorum crecié mas que la C1 (Concentracion 1 de metales pesados),
concentracion 2 de metales pesados, y con tasa de crecimiento similares a las observadas en

el tratamiento que no presentaba metales pesados (control).

Las plantas sufren dafios por el exceso de metales pesados en el suelo o en el agua, lo cual
afecta el desarrollo normal de las plantas. No obstante, las especies vegetales que son
endémicas de suelos metaliferos son tolerantes a la toxicidad por metales pesados. Estas
utilizan la estrategia de absorber gran cantidad de metales pesados y lo transfieren y
acumulan en las partes aéreas, por lo que se denominan plantas hiperacumuladoras,
(Cartaya et al, 2009 citado por Aulestia 2012).
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Figura 28. Posibles mecanismos bioquimicos y moleculares de los metales pesados
mediados por la induccion de ROS vy el dafio al desarrollo de las plantas superiores.
Acumulacion excesiva de especies de oxigeno reactivas (ROS), metilglioxal (MG) y
retencién de los aminodacidos, acidos organicos, glutation (GHS). Modificado de Hossain et
al 2012.

Las plantas hiperacumuladoras y especies de plantas tolerantes a los metales pesados (MP)
brindan importantes inicios sobre la respuesta de las especies vegetales al estrés producido
por los MP. Recientemente, se encontraron unos pocos genes responsables de la tolerancia
adquirida. La expresion ectdpica de estos genes relacionados con GSH y sus enzimas del
metabolismo de las especies vegetales han mostrado resultados alentadores. (Hossain et al
2012). Ademas esta tolerancia y/o resistencia al estrés metalico puede estar asociado con
uno 0 mas mecanismos, tales como: (i) la excrecion de compuestos quelantes que reducir la
disponibilidad del metal en el suelo o el agua, (ii) la exclusion del metal a través de la
absorcion selectiva de elementos, (iii) la retencion del metal en las raices, impidiendo su



76

translocacion a la parte aérea, (iv) la quelacion o el secuestro de metales pesados por
ligandos, compartimentalizacion, biotransformacion y los mecanismos de reparacion
celular, (v) el desarrollo de enzimas tolerantes al metal, (vi) el aumento de la produccion de
compuestos intracelulares relacionadas con el metal, (vii) la inmovilizacion del metal en la
pared celular, (viii) homeostaticos mecanismos celulares para regular la concentracion de
iones metalicos dentro de la célula, (ix) la induccion de proteinas de choque térmico; (x) la
liberacion de fenoles a partir de las raices; (xi) el aumento de la tolerancia a la deficiencia
de minerales o la disminucion de los requerimientos nutricionales; (xii) el aumento en la
absorcion de macronutrientes ciertos y (xiii) el desarrollo de la capacidad de absorber y
utilizar para minerales en la presencia de metales pesados (Shukla et al. 2011). La
capacidad de las plantas para acumular y tolerar los MP seguira proporcionando una gran

cantidad de informacion.

9. CONCLUSIONES

¢ No se encontraron diferencias significativas de los datos obtenidos para las variables de
crecimiento en Gynerium sagittatum, lo que sugiere que las plantas de esta especie no se

vieron afectadas por el tipo de tratamiento.

¢ Para Heliconia psittacorum se encontraron diferencias estadisticas solo en el crecimiento
de la longitud total, por lo cual el crecimiento de esta especie aumenta gradualmente a

medida gque la concentracion de metales pesados es mayor.

e El crecimiento en Heliconia psittacorum no se afecté negativamente por la carga de
metales pesados, al contrario en la concentracion alta de metales se obtuvo mayor

crecimiento.

e En laespecie Colocasia esculenta (Oreja de burro) se presentan diferencias en el
crecimiento de la longitud total, entre el tratamiento 1 y el control, donde la menor tasa
de crecimiento se presentd a bajas concentraciones de metales pesados, y su crecimiento

fue mayor para condiciones normales de la planta y concentraciones altas de metales.
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e Los metales pesados tendieron a bio-acumularse en los tejidos vegetales principalmente

en la raiz.

¢ De acuerdo a los resultados obtenidos sobre las respuestas de crecimiento frente a los
tratamientos de lixiviados, las tres especies vegetales muestran la capacidad para ser
usadas en la fitoremediacion, especialmente Colocasia esculenta que acumuld altas
concentraciones de los metales en sus tejidos fundamentalmente en la raiz y su
crecimiento fue mayor para las plantas expuestas a la concentracion 2 de metales

pesados.

10. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar estudios a escala mayor (piloto) y ampliar el tiempo de

experimentacion sometiendo las plantas por mayor tiempo con el lixiviado.

e Estudiar los mecanismos de acumulacion que les permite a las plantas tolerar,
bioacumular y tanslocar las altas concentraciones de los metales pesados. Para
comprender los mecanismos fundamentales que intervienen en las plantas
hiperacumuladoras. Permitiendo desarrollar plantas idéneas para la fitorremediacion de

suelos y agua contaminadas con materiales contaminantes.
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ANEXOS

1. CODIGO PARA LA ALEATORIZACION DE LAS PLANTAS “CUALES
PLANTAS SE ASIGNAN A CADA REACTOR?”

Heliconia

k=30 #disponibilidad

r=6  #reactores

n=3 #plantas por reactor

x<-1:k #vector de disponibilidad

plantas<-matrix(sample(x,n*r,replace=F),r,n,byrow=T)

rownames(plantas)<- c("Reactor c1rl", "Reactor c1r2", "Reactor c2rl", "Reactor c2r2", "Reactor crl",

"Reactor cr2")

2. CODIGO PARA LA ALEATORIZACION DE LOS REACTORES “QUE TIPO
DE PLANTA SE ASIGNA A CADA REACTOR”
Para generar la aleatorizacién se empleo cddigos en el programa R. Estos fueron:

#asignacion aleatoria plantas — reactores bajo carga contaminante, se repite para cada réplica y para cada
factor.

especies<-c("Heliconia","Oreja de Burro", "Cafia Brava","Control")

orden<-sample(especies, 3, replace=F)

names(orden)<-c("Reactor 1", "Reactor 2", "Reactor 3", "Reactor 4")

orden

#asignacion aleatoria plantas — reactores bajo solucion Hoagland-Controles.

especies<-c(""Heliconia","Oreja de Burro", "Cafia Brava™)

orden<-sample(especies, 3, replace=F)

names(orden)<-c("Reactor 1", "Reactor 2", "Reactor 3")

orden

3. CODIGOS PARA USO DE SOFTWARE R VERSION 2010 PARA GENERAR

CORRELACION DATOS HISTORICOS DE DQO Y DBO.

#Datos Historicos BUGA ASEO
DQO<-c(7946.6,4463.6,2106.34,600,22467.2,17165.6,1457.8,4490,4380.4,5402,11091,4718.09,6315.9,6092.16,2376.86)
DBO<-¢(6628.5,1540,1000,195.96,7694.8,7744.4,555.3,1266.7,1531.83,3005,3825,1708.1,2717.5,2733.3,1545)

#Datos Profe Madera UNIVALLE

DQO2<-¢(5367,6141,6537,6811,6537,7228,6000,6218.04,6590.05,8769.02)

#Estableciendo la relacién DQO vs DBO

modelo<-Im(DBO~DQO)
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x=quantile(DQ02,0.5)

y=modelo$coefficients[1]+quantile(DQO2,0.5)*modelo$coefficients[2]

x1=quantile(DQ02,0.75)

yl=modelo$coefficients[1]+quantile(DQO2,0.75)*modelo$coefficients[2]

#Generando la figura

a<-matrix(c(1,1,1,2), 4, 1, byrow = TRUE)

layout(a)

#relacion historica (datos bugaseo)

plot(DQO, DBO, main="Relacién Histérica DQO(mg/L) - DBO(mg/L)", xlab="DQO(mg/L)", ylab="DBO(mg/L)",
xlim=c(0,13000),ylim=c(0,8000))

abline(modelo, col="Red")

legend(8000,6000,legend = paste("DBO = ",round(modelo$coefficients[1],3),"
+",round(modelo$coefficients[2],3),"DQO"),cex=0.9)

segments(x,0,x,y, col = "Blue",lty=5)

segments(0,y,x,y, col = "Blue", Ity=5)

segments(x1,0,x1,y1, col = "Green",lty=5)

segments(0,y1,x1,y1, col = "Green", Ity=5)

#Comportamiento DQO mediciones recientes (UNIVALLE)Febrero 2010 - Abril 2011

boxplot(DQO2, ylim=c(0,13000), horizontal=T, main= "Comportamiento Actual DQO(mg/L)",xlab="DQO(mg/L)")
abline(v=c(x,x1), col =c("Blue","Green"),lty=5)

4. PROTOCOLOS PARA LA MEDICION DE METALES PESADOS EN AGUA'Y
PLANTAS.

Se tomaron muestras de 5 gr de los tejidos de las plantas sometidas al tratamiento (C1y
C2) fueron enviadas a los laboratorios de andlisis industrial del Departamento de Quimica
de Univalle para la determinacion de Hg™ y al laboratorio de anélisis quimico del instituto

IHE de Holanda para la determinacion de los otros metales (Pb*2, Cd*?, Cr*®).

En el caso de las muestras para el IHE, previo al envio, estas fueron secadas en horno a
80°C por 24 horas en cajas de petri, posteriormente se realizo la molienda sobre el material
seco en un triturador de muestras marca IKA al4 basic, con cuchillas A11-2.

A las muestras de las plantas secas y molidas se le realiz6 el siguiente procedimiento para
la determinacion de los metales pesados:

1. Se pes6 como maximo 0,5 gramos de cada muestra en una balanza analitica.

2. La muestra se coloco en un tubo plastico y se le adicioné 10 ml de HNO; al 65%.



85

3. Las muestras se llevaron al microondas (CEM-Mars 5 X-press Duotemp, version

194A07) por espacio de una hora, para hacer la digestion y extraccion de los metales. Esta

etapa constd de dos paso a saber: a) Las muestras fueron calentadas desde la temperatura

ambiental hasta 165°C proceso que durd 10 minutos, una vez alcanzada esta temperatura se

mantuvo por espacio de 1 minuto.; b) Posteriormente la temperatura se elevo de 165 a 175

°C, proceso que duré 2 minutos y una vez se obtuvo esta temperatura se mantuvo por 5

minutos. Posteriormente se comienza el proceso de enfriamiento el cual tomé un tiempo de

30 minutos.

4. Las muestras digestadas se colocaron en balones aforados de 50 ml y llenados hasta

el volumen con agua destilada.

5. Muestras de 5 ml de cada balén, fueron llevadas a otro balén de 50 ml y llenados

con agua destilada hasta completar el volumen, teniendo una dilucién de 1:10, las muestras

se agitaron para obtener una buena mezcla.

6. Las muestras fueron vaciadas a recipientes plasticos de 75 ml.

7. Muestras de 10 ml fueron tomadas y llevadas al ICP-MS (Induced Coupled Plasma -

Mass Spectrometer. Thermo scientific Type: X-serie 2), cuyo limite de deteccion es 1 ug L

! para la determinacion de Cr total, Cd **y Pb*2,

Muestras de Agua.

Dado que se tenia diferencia en las concentraciones de los metales entre las muestras de

afluente y efluentes, se procedio de la siguiente forma:

Afluente:

1. 5 ml de la muestra se llevo a un balén de 50 ml y se completd el volumen con agua
destilada, agitando para lograr buena mezcla,

2. A lamuestra diluida se le agrego 0,5 ml de HNO3 al 65%, para un volumen total de
50,5 ml, se agito para alcanzar una mezcla buena,

3. Las muestras fueron llevadas a recipientes plésticos de 75 ml.

4. Muestras de 10 ml se tomaron y llevadas al ICP para la medicién de Cr total, Cd "y
Pb*?,
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Efluentes:

1. 0,25 ml de HNOj al 65%, se coloc6 en un balén de 50 ml y se complet6 el volumen con
muestras de efluente. Se agitaron bien las muestras.

2. Las muestras fueron colocadas en recipientes plasticos de 75 ml.

3. Muestras de 10 ml fueron tomadas y llevadas al ICP para la medicién de Cr total, Cd *
y Pb*2,

Para la medicion de cromo hexavalente a las muestras de agua y tejidos de plantas, el

procedimiento empleado fue el siguiente:

1. Preparacion de muestras patron de Cr™® y elaboracién curva de calibracion acorde
con Kruis, (2010).
2. 10 a 25 ml de las muestras de agua (afluente y efluente) y de plantas preparadas

acorde se explico anteriormente se llevaron a un balon de 50 ml de volumen y se completo6
el volumen con agua destilada.

3. Se adiciond 2 gotas de H3PO,.

4. Se agregd 1,0 ml de la solucion de difenilcarbazida y se dejé en reposo por 10
minutos para el desarrollo de color.

5. 3 ml de la solucion fueron llevadas a celdas de absorcion y se le determino la
absorbancia en el espectrofotometro (Perkin Elmer, LAMBDA 20) a una longitud de onda
de 540 nm.

Mediciones de metales en grava.

210 gramos de grava fue tomado en cada uno de los reactores que operaron bajo las
condiciones de tratamiento (C1 y C2). Las muestras fueron seleccionadas de los cilindros
de malla instalados en cada reactor. Se pes6 70 gramos de grava del fondo, parte intermedia
y superficial en una balanza analitica (Scout Ohaus SC 4010 con capacidad de 1000 gramos
y un error de 0,1 gr), hasta completar la cantidad seleccionada.

En el caso del Cromo Hexavalente, se aplico la técnica 3500 Cr-B Estandar Métodos
(2005), para lo cual se tomo6 25 g de grava en 100 ml de agua destilada y se realizo el
siguiente procedimiento:

1. Adicion6 Acido Nitrico 1 N hasta obtener un pH 2,0 +/- 0,5 unidades

2. La muestra se agito y dejo en contacto por 1 hora a temperatura ambiente
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3. Posteriormente se tom6 50 ml de la muestra y se llevé a un bal6n de 100 ml, el cual se

Ilend con agua destilada hasta completar su capacidad.

4. La muestra se filtré utilizando un filtro (S&S) de diametro de poro 125 mm

5. Se adiciond 2 ml solucion de difenilcarbazida (desarrollo de color)

6. Se leyd la absorbancia en el espectrofotometro (UV-1800 Schimadzu) a una longitud de

onda de 540 nm.

5. Los datos para las variables de crecimiento tomados al inicio y al final se encuentran en

la tabla 32 donde se observa el aumento en todas las variables tanto de longitud como de

peso lo cual indica que las plantas aprovecharon los nutrientes del lixiviado y toleraron de

manera satisfactoria las concentraciones de los cuatro metales pesados estudiados.

Tabla 32. Variables de crecimiento tomadas al inicio y al final del experimento.

PESOS en gramos LONGITUD en cm
Especie Planta " " " " " .
Peso Peso final Peso Peso Peso Peso final L. Tallo L. Tallo L. Raiz L. Raiz Longitud Longitud
inicial total final hoja : finaltallo : final raiz ramas inicial final inicial final Total Inicial Total Final
P1 3,5 4,1 2,6 1,2 0,3 14 21 5,6 7
o P2 4 9,6 4,6 2,4 2,6 18 36 8 15,6 22,4 40,1
Cafia Brava
R1
P3 15 33,2 18,2 10,8 4,2 28 56 13 28,5
Total 23 46,9 25,4 14,4 71
Reactor
P1 11 12,4 1,6 1,4 1,8 7,6 2 2,5 10,5 16 38,1 40,9
. P2 13 119,6 14,6 3,8 10 91,2 23 2,5 4 17
Oreja Burro
R1
P3 16 20 32 1,8 12 13,8 1 2,3 3 7,5
Total 40 152 19,4 7 13
Reactor
P1 23 28,4 4 17,8 6,6 18 32,2 13 19,5
— P2 7 13,4 3 78 2,6 19,4 23 11,3 21 19,8 (hoja 1) 22,7 (hoja 6)
§ Heliconia R1
= P3 6 6,6 2,8 3,6 0,2 15 23,5 1 13
Total 36 48,4 98 29,2 94
Reactor
P1 11 21,6 2,2 1,2 0,8 17,4 2,5 3,2 4 7,5
, P2 11 19,8 1 0,8 1,4 16,6 1,2 1,5 5,6 11,5
Oreja Burro
R2
P3 16 26,4 3 1,2 1,6 20,6 1,3 1,6 6 16,5 | 44,2 (hojal) | 47,9 (hoja3)
Total 38 67,8 6,2 3,2 3,8
Reactor
P1 15 23,2 7,8 1 4,4 10 49 6,2 14,5
" P2 13 18 6,2 3,8 8 31,3 39,3 8 10 32 38,9
Cafia Brava
R2
P3 14 12,6 4,6 56 2,4 37 66 6 10
Total 42 53,8 18,6 20,4 14,8
Reactor
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Reactor

P1 4,5 52 0 2,4 2,8 13,2 16,4 2 52 - -
P2 9 9,8 1 3,8 5 15,6 20,2 11,5 13,1 - -
Heliconia R2
P3 10 26,6 4,6 11,6 10,4 20,5 25,2 6,3 8,5 21 23,1
Total 23,5 41,6 56 17,8 18,2
Reactor
P1 13 46,6 9,2 23,2 14,2 28,6 33,1 5,7 14,2 - -
— P2 8 14,6 3,4 7,6 3,6 22,1 24,6 33 11,3 - -
Heliconia
Control
P3 10 16 2,8 7,6 5,6 18 21 5 9,6 18,4 20,4
Total 31 77,2 154 384 23,4
Reactor
P1 39 68,8 29 32,4 7,4 15,7 29,5 4 4,5 - -
. P2 17 25,6 14 9 2,6 12 27 3 3 - -
Cafia Brava
Control
P3 42 78,2 29 36,8 12,4 13,2 35 1,8 4 13,9 33,8
Total 98 172,6 72 78,2 22,4
Reactor
P1 38 473,8 62 8,4 62,2 341,2 3,6 77,5 19 39 - -
i P2 28 62,2 9 1,2 2,6 49,4 3 51 8 25 50,6 (hoja3) i 60,1 (hoja 6)
Oreja Burro
Control
P3 32 161,4 15,6 7 8,2 130,6 5 80 13 33,5 - -
Total 98 697,4 86,6 16,6 73
Reactor
P1 10 16 16 5 1,2 8,2 4 6,7 10 12,3 - -
. P2 18 36,6 4,6 2,4 2,4 27,2 2,5 4.8 5 12,5 42 (hojal) | 45,8 (hoja 4)
Oreja Burro
R1
P3 10 28,8 1,8 1,8 1,8 234 2 2,3 13,5 20,1 - -
Total 38 81,4 8 9,2 54 58,8
Reactor
P1 8 10 1,8 5,6 2,6 19,1 24 6 7 19,4 22,3
P2 12 13,8 3 7,2 3,6 18 21 4 8,5 - -
Heliconia R1
P3 6 8,4 1 46 2,8 16,3 20,6 3,5 5,5 - -
Total 26 32,2 58 17,4 9
Reactor
P1 15 22,4 10,2 9,2 3 36 58,6 4,5 13,1 - -
. P2 4 5 2,4 1,2 1,4 2 3 6,2 8 - -
Cafia Brava
R1
P3 14 28,6 15,6 8,2 4,8 28 49,2 18 32,5 43,1 49,1
~ Total 33 56 282 18,6 92
] Reactor
c
= P1 8 8,7 0,6 3,4 0,9 3,8 23 3,5 2,5 3,5 - -
. P2 19 25,4 3,2 2,6 1,2 18,4 1,2 2 7,5 14,5 i 31,8 (hoja2) | 53,7 (hoja 3)
Oreja Burro
R2
P3 10 12,6 1 1,6 0,6 9,4 3 3 8 11 - -
Total 37 467 7,6 27
Reactor
P1 32 4,4 0 2,2 2,2 13,2 15,3 4 6,1 - -
P2 9,6 10,3 0,3 6,8 3,2 26,9 31 3,9 6,9 - -
Heliconia R2
P3 9 11,8 2,2 5,4 4,2 16 18,2 48 7,6 15,2 17,8
Total ¢ oie 26,5 25 14,4 9,6
Reactor
P1 6 8,4 3 2,6 2,8 14 29 7 17 23,1 24,8
. P2 15 48,2 18,8 23,8 56 38,7 64,5 11 21,5 - -
Cafia Brava
R2
P3 10 15 7,2 6 1,8 17,3 38,5 15,7 36 - -
Total 31 71,6 29 32,4 10,2
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P1 30 1248 15,8 3,8 32 102 2 2,2 16 246 i 66,3 (hoja3) | 71,7 (hoja4)
) P2 16 68,8 76 2,6 2,6 56 2 23 13 23,2
Oreja Burro
Control
ontro P3 12 50,6 44 34 54 37,4 18 26 8 17,7
Total 58 2442 27,8 9,8 11,2
Reactor
P1 10 27 4 10,6 12,4 25 27,1 6 13,3
e P2 14 37,4 5 12,6 19,8 29,7 31,5 45 11,1
Heliconia
Control . .
P3 15 16,2 2,8 7,2 6.2 21,8 23,1 59 10,5 i 19,1(hoja1) | 22,2 (hoja3)
Total 39 80,6 11,8 30,4 38,4
Reactor
P1 5 56 32 14 1 10,5 27,2 6 24,3 11,3 27
i P2 14 69,4 26,4 28,2 14,8 20,8 51,4 7 25,4
Cafia Brava
Control
P3 10 45,4 15,2 26,6 36 24,3 49,2 65 32,1
Total 29 120,4 44,8 56,2 19,4
Reactor

6. Registro fotogréfico:

En la Tabla 33 se puede observar las diferentes etapas del proyecto desde la fase inicial
donde se cultivaron las plantas el cual se denominé fase de aclimatacion y seguido de la
fase de arranque o la fase experimental donde se inicié el tratamiento con lixiviado sintético

de relleno sanitario y por Gltimo la finalizacion del experimento.

Tabla 33. Registro fotografico de las diferentes fases del proyecto de investigacion.

Fases del
proyecto

Tratamiento

Inicio:
Aclimatacion




90

Arranque de
la fase
experimental

Linea 1 (concentracion 1 de metales pesados ~ Linea 2 (concentracién 2 de metales pesados

y 3 controles “reci
2 ”° 2 Tl 3

LS

pientes verdes”)
7|08 b s i

|5 £

y 3 controles “recipientes verdes”)

la fase
experimental

|

Linea 1 (concentracion 1 de metales pesados  Linea 2 (concentracion 2 de metales pesados
y 3 controles “recipientes verdes”) y 3 controles “recipientes verdes”)
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