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III. RESUMEN

Tolerancia y eficiencia de Typha domingensis Pers. en la retencion de metales y nutrientes

de efluentes industriales.

Se construyd un wetland para tratamiento de efluentes que contienen Cr, Ni, Zn,
(efluente industrial), P y N (efluente cloacal), ademas de elevados pH y salinidad. Después
de un periodo de dominancia de especies flotantes, 7. domingensis resultd ser la especie
dominante por varios afios hasta la actualidad tolerando las condiciones del sistema. Por esta
razon, en esta tesis se estudio su tolerancia a las condiciones del sistema y su eficiencia en la
retencion de los contaminantes. En experiencias de invernadero, se evalio su respuesta al ser
expuesta a condiciones extremas de pH y/o salinidad y a diferentes concentraciones de
metales. Finalmente, se evalud la capacidad de biosorber metales de sus hojas secas.
Paralelamente, se monitore6 el humedal construido, determinando metales y nutrientes en
diferentes 6rganos vegetales, en los efluentes y en el sedimento de la zona de entrada y de
salida, asi como también la tolerancia de las plantas a las condiciones del sistema. Respecto
de la salinidad y el pH, se comprobd que las plantas del humedal construido adquirieron
adaptaciones fisiologicas y morfologicas para tolerar elevados valores. Las adaptaciones de
las plantas del humedal construido fueron demostradas por una mayor tasa de crecimiento
relativo y un incremento en la concentracion de clorofila, en comparacion con los obtenidos
en plantas provenientes de un humedal natural que fueron expuestas a las mismas
condiciones. Contrariamente, las plantas del humedal construido mostraron estrés cuando
fueron expuestas a condiciones de pH y salinidad que son generalmente encontradas en
aguas de humedales naturales. Respecto de la exposicion a metales, cuando 7. domingensis
se sometid a concentraciones combinadas de metales se observo que las raices disminuyeron
sus areas transversales y su numero de vasos metaxilematicos, aumentando estos tltimos su
area. Cuando 7. domingensis fue sometida a altas concentraciones de metales, las hojas
alcanzaron concentraciones de los mismos similares a las de raices, determinandose que esto
se debid a que las partes basales de las hojas que estuvieron en contacto directo con la
solucion sorbieron los metales. En los tratamientos con concentraciones de 500 mg L™ de
metales por separado y de metales combinados se observd una menor remocion en agua, por
lo que se concluyd que 7. domingensis toler6 esa concentracion de metales debido a que dejo
de acumularlos, posiblemente para evitar que estas condiciones causen dafos irreversibles.

Por otro lado, las partes sumergidas de las hojas fueron un compartimiento muy eficiente
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para la acumulacion de metales y P, debido a que estos tejidos se encuentran en contacto
directo con la solucion experimental. Las plantas no toleraron la exposicion a 100 mg L™ Ni
y 500 mg L' Ni y la combinacién de 500 mg L' Cr + 500 mg L' Ni + 500 mg L Zn 'y
tampoco a los tratamientos de 600 mg L™ Ni y 600 mg L™ Cr + 600 mg L™ Ni + 600 mg L™
Zn. Ademas, se realizaron experimentos para evaluar la eficiencia de remocion de metales de
agua por hojas secas de 7. domingensis. La alta eficiencia de remocion de metales alcanzada
en soluciones multimetales permitiria proponer que cuando las hojas de 7. domingensis sean
cosechadas durante las operaciones de mantenimiento de un wetland construido, podrian ser
utilizadas como un material biosorbente eficiente, dindole una disposicién final a estos
residuos. Respecto del estudio del humedal construido, se observd que el mismo presentod
diferentes etapas de cobertura de 7. domingensis debido a eventos de depredacion por
animales herbivoros y a acciones de manejo, atn asi, el sistema siempre mostrd una buena
eficiencia. 7. domingensis demostré una alta eficiencia en la retencion de metales y
nutrientes y una elevada tolerancia a las condiciones de los efluentes tratados debido a su

capacidad de adaptacion.
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IV. SUMMARY

Tolerance and efficiency of Typha domingensis Pers. in the retention of metals and nutrients

from industrial effluents.

A wetland was constructed for the treatment of effluents that contain Cr, Ni, Zn
(industrial effluent), P and N (sewage effluent), as well as high pH and salinity. After of a
dominance period of floating species, 7. domingensis was the dominant since several years
to the present, tolerating the conditions of the system. Therefore, in this thesis its tolerance to
the conditions of the system and its efficiency in the contaminant retention were studied. In
greenhouse experiments the responses to extreme conditions to pH and/or salinity and to
different metal concentrations were evaluated. Lastly, the capacity of metal biosorption by
dry leaves was evaluated. In parallel, the constructed wetland was monitored by determining
metals and nutrients in different plant organs, and in effluents and sediments of the inlet and
outlet zones, as well as, the plant tolerance to the conditions of the system was studied.
Regarding salinity and pH, it was probed that the plants from the constructed wetland
acquired physiological and morphological adaptations to tolerate high values. The
adaptations of the plants from the constructed wetland were demonstrated by a higher
relative growth rate and an increase in the chlorophyll concentration in comparison with the
values obtained in plants from a natural wetland exposed to the same conditions. Contrary,
the plants from the constructed wetland showed stress when they were exposed to conditions
of pH and salinity generally observed in waters from natural wetlands. Regarding the metal
exposition, when 7. domingensis was subjected to combined metal treatments, it was
observed that the plants decreased the cross-sectional area of roots and metaxilematic vessels
and the number of vessels. When 7. domingensis was subjected to high metal concentrations
the leaves showed similar concentrations to the registered in roots because the lower parts of
leaves, which were in direct contact with the solution, sorbed the metals. In treatments with
concentrations of 500 mg L™ of single and combined metals it was observed a lower removal
from water. It was concluded that 7. domingensis tolerate these treatments because it stopped
the metal acumulation to aovid irreversible damages. On the other hand, the submerged parts
of the leaves were a very efficient compartment for the accumulation of metals and P,
because these tissues are in direct contact with the experimental solution. Plants do not
tolerate the exposure to 100 mg L™ Ni and 500 mg L™ Ni and the combination of 500 mg L™
Cr + 500 mg L™ Ni + 500 mg L' Zn and neither the treatments 600 mg L™ Ni and 600 mg L~
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"Cr+ 600 mg L™ Ni + 600 mg L Zn. Besides, experiments were conducted to evaluate the
efficiency of metal removal from water by the dried leaves of 7. domingensis. The high
efficiency in metal removal achieved in multimetal solutions would propose that when the
leaves of T. domingensis are harvested during the maintenance of a constructed wetland, this
material could be used as an efficient biosorbent, giving a final disposal of these wastes.
Regarding the constructed wetland study, it was observed different stages of 7. domingensis
cover due to predation events by herbivores and management actions, even so, the system
always showed a good efficiency. 7. domingensis proved a high efficiency in the nutrient
and metal retention and a high tolerance to the conditions of the treated effluents due to its

adaptation ability.

10
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V. INTRODUCCION
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V.I. Los metales en los sistemas bioldgicos

El rapido crecimiento de la poblacion mundial y la consecuente demanda de recursos
se reflejan en los problemas medioambientales que afectan a todo el planeta, como la
destruccion de la capa de ozono, el efecto invernadero, el agotamiento de los recursos, la
desertizacion y otros. Si bien durante millones de afios muchas especies han evolucionado y
se han adaptado a cambios naturales, en la actualidad la mayoria de los habitats del mundo
estin cambiando tan rdpidamente que las especies no tienen el tiempo suficiente para
evolucionar o adaptarse a tales cambios. Es muy dificil para los seres vivos adaptarse a
materiales contaminantes liberados al ambiente como producto de las actividades humanas.

Por ejemplo, la presencia de metales se ha incrementado sustancialmente en el
ambiente durante las ultimas décadas. Los metales se encuentran generalmente como
componentes naturales de la corteza terrestre, en forma de minerales, sales u otros
compuestos. No pueden ser degradados de forma natural o bioldgica (Baran, 1995; Deer et
al., 1996; Abollino et al., 2002).

Permanentemente, se arrojan miles de toneladas de contaminantes metélicos al aire,
al suelo y al agua, como consecuencia de la utilizacion de combustibles fosiles, de
actividades industriales, de mineria, etc. Los metales producen serias formas de
contaminacion en sistemas acudticos ya que no se degradan como lo hacen los organicos
(Schoeder, 1973). Muchos iones metalicos forman quelatos o complejos orgéanicos que
tienden a concentrarse en las redes troficas y pueden actuar como téxicos acumulativos. Es
por ello que la eliminacion de los contaminantes de los residuos liquidos que seran vertidos
al ambiente es necesaria. Entre estos metales se encuentran zinc, niquel y cromo,
contaminantes ubicuos en efluentes industriales, agricolas y municipales en nuestra region.

Los seres vivos habitamos en un entorno esencialmente inorganico y a través de
distintas etapas de la evolucién debimos adaptarnos a ese entorno y aprendimos a utilizarlo
para nuestro mejor desarrollo. En la actualidad, 27 elementos se reconocen como esenciales.
De estos elementos, aparte del carbono, hidrégeno, nitrégeno y oxigeno, que son
constituyentes basicos y caracteristicos de los compuestos organicos, todos los demas son
elementos tipicamente inorganicos. Estos elementos pueden ser divididos en tres grandes
grupos, de acuerdo a su abundancia en los sistemas bioldgicos. En el primer grupo, se ubican
los mayoritarios los que representan mas del 98 % del peso de un humano adulto, éstos son:
C, H, N, O y ademéas Na, K, Mg, Ca, Cl, S y P. En el segundo grupo, se incluyen los

elementos trazas como Fe, Zn, Si, F y Br. En el tercer grupo, se ubican los elementos micro-
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traza, o ultra-micro-traza. En este grupo se ubican elementos cuyas concentraciones son
sumamente bajas pero de esencialidad reconocida (Mo, I, Co) y otros cuyas concentraciones
y/o funciones todavia no estan claramente establecidas (Cr, Ni, As, V) (Baran, 1995;
Newman, 1998). La Tabla V.1 muestra las concentraciones de macroelementos y

microelementos que generalmente se encuentran en plantas superiores (Baran, 1995; Bonilla,

2008).

Tabla V.1. Concentracion usual de los elementos en las plantas superiores.

Macroelementos mg por 100 g de materia seca
Carbono 45,0
Oxigeno 45,0

Hidrogeno 6,0
Nitrégeno 1,5
Calcio 0,5
Potasio 1,0
Azufre 0,1
Fosforo 0,2
Magnesio 0,2
Microelementos
Boro 2,0
Cloro 10,0
Cobre 0,6
Hierro 10,0
Manganeso 5,0
Molibdeno 0,01
Zinc 2,0
Niquel 0,3

Los elementos que ingresan al medio ambiente pueden ser clasificados en toxicos y
no-toxicos. De cualquier forma un elemento esencial puede transformarse en toxico, cuando
se sobrepasan ciertos limites de concentracion. En el caso de una especie toxica, el efecto
fisiologico es siempre negativo cualquiera sea la dosis del elemento.

Los efectos toxicos de los metales sobre las plantas pueden ser caracterizados por los
siguientes procesos: produccion de especies reactivas de oxigeno por autooxidacion bloqueo
de grupos funcionales esenciales en biomoléculas, y desplazamiento de iones metalicos

esenciales de biomoléculas (Gasic y Korban, 2006).

15



Mufarrege, Maria de las Mercedes - 2012 -

V.II. Mecanismos de captacion y transformacion de los elementos traza por los seres

vivos.

Captacion de cationes

Se han propuesto dos modelos moleculares simples, para explicar la captacion de
iones metalicos por las células que son la quelacion y el intercambio i6nico (Baran, 1985).
Un proceso simple propuesto es una adsorcion superficial del metal (a) o bien la posibilidad
de que el sistema biologico ofrezca al medio un agente quelante externo L, para capturar al
elemento (b). Ambos procesos deben ser seguidos por el pasaje del elemento capturado hacia

el interior de la célula, donde eventualmente, puede ser retenido por otro ligando L (c, d)

M + /supert. < Msupert. (a)
M + L < ML (solucién) (b)
M/supert. + L <& ML+ /supert. (c)
ML+L" <ML +L (d)
ML’ +L" < ML" + L’ (e)

Pueden ocurrir procesos redox antes de la transferencia del cation al interior de la
célula o después de ella. Y, finalmente, el quelato ML puede constituir la via de transporte
del elemento a otro sitio celular, donde se genera un nuevo complejo ML"(e).

Todos los procesos llegan rapidamente al equilibrio y deben estar sometidos a control
cinético y termodinamico. Obviamente, en los procesos de seleccion del cation entran en
juego efectos relacionados con la carga y el tamano de los iones, a sus preferencias por
ciertos tipos de ligandos (centros duros o blandos), asi como a las propiedades redox de los
sistemas involucrados.

En el intercambio i6nico, los sitios ligantes se unen al grupo intercambiable a través
de fuerzas electrostaticas y esta interaccion es la Unica responsable de la selectividad. La

fuerza relativa de la unidn electrostatica condiciona el desplazamiento de un grupo por otro

(Baran, 1995).
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Captacion de aniones

Mientras que para muchos cationes, la captacion e incorporacion ocurre sin cambios
en sus estados de oxidacion, en el caso de los elementos no metalicos, presentes
naturalmente como oxoaniones, estos procesos generalmente involucran tales cambios, como

por ejemplo:

SO4 = varios intermediarios = R—SH

NO;" = NH; = amida

La raiz constituye el tejido de entrada principal de metales pesados en la planta.
Hasta alli los metales pesados pueden llegar, fundamentalmente, por un proceso de difusion
en el medio, mediante un flujo masivo y por intercambio cationico (Ahrland, et al., 1958;
Suné, et al., 2007). La raiz posee cargas negativas en sus células, debido en gran medida a la
presencia de grupos carboxilo del 4cido péctico. Las cargas negativas de estas células de la
rizodermis interaccionan con las positivas de los metales pesados presentes en el suelo,
creando un equilibrio dindmico que facilita la entrada hacia el interior celular. De esta forma,
los cationes entran por la pared celular, que ademas es hidrofilica, lo que facilita el
transporte i6nico. Una vez unidas las cargas positivas a las negativas de la pared celular, los
metales pesados se transportan, en parte por la via apoplastica, y en parte por la simplastica.
No obstante, se ha demostrado recientemente que parte del fluyjo de metales pesados, al
menos en el caso del Pb puede quedar retenido en la pared celular por la estructura de lignina

y celulosa (Marmiroli et al., 2005).

V.III. Mecanismos de toxicidad

En general los mecanismos de toxicidad originados por metales estdn asociados a uno

o mas de los siguientes procesos:

e FEl bloqueo de un grupo funcional esencial de alguna biomolécula, incluyendo
enzimas o polinucledtidos.
e FEl desplazamiento de un metal esencial de una biomolécula.

e Lamodificacion estructural de algln sitio activo importante.
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e La ruptura de biomembranas.

La actividad de los sistemas bioldgicos, en su mayoria, estd ligada con la presencia
de sitios metdlicos coordinados a residuos de aminodcidos (nitrégenos imidazolinicos,
grupos carboxilatos, sulfhidrilos, etc.). Consecuentemente, el metal invasor puede desplazar

al esencial de esa posicion de coordinacion tornando inactivo al sistema.

V.IV. Mecanismos de defensa y detoxificacion

A nivel celular, las plantas tienen una amplia gama de posibles mecanismos que
participan en la detoxificacion y, por tanto, en la tolerancia al estrés por metales. Importantes
componentes de la homeostasis de metales y los sistemas de desintoxicacion son, la
membrana basada en los transportadores de metales (Williams et al., 2000), chaperones
intracelulares del metal para la distribucion eficiente de los escasos metales esenciales, la
quelacion (Cobbett y Goldsbrough, 2002), y los procesos de captura. La pérdida de
cualquiera uno de estos procesos criticos conducird a la hipersensibilidad a los iones de
metales. Dependiendo de sus estados de oxidacion, los metales pueden ser altamente
reactivos, dando lugar a toxicidad en la mayoria de los organismos.

Muchas especies de plantas toleran elevadas concentraciones de metales en el suelo
porque restringen su absorcion y translocacion hacia las hojas evitando que se produzcan
dafios en estos drganos que son imprescindibles para la reproduccion mediante el proceso de
floracion, lo que les permite mantener concentraciones constantes y relativamente bajas en la
biomasa aérea independientemente de la concentracion metalica del suelo. Sin embargo,
otras absorben los metales activamente a partir del suelo y los acumulan en formas no
toxicas en su biomasa aérea (estrategia acumuladora).

Se conocen diferentes mecanismos de detoxificacion en los organismos y se pueden
clasificar como: tolerancia, evasion, adaptacion, resistencia y defensa (Baran, 1995):

Tolerancia: acepta y tolera la presencia del elemento toxico.

Evasion: evita interactuar con el elemento porque posee un mecanismo para repelerlo
o porque se desplaza del sitio contaminado.

Adaptacion: implica cambios genéticos inducidos por la reiterada exposicion al
elemento toxico, de manera tal que el organismo se vuelve resistente al mismo o encuentra

maneras de tolerarlo o evitarlo.
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Defensa: respuesta inmediata a la interaccion con un agente toxico y puede o no,

implicar alteraciones genéticas. En la préctica no es facil clasificar un proceso dentro de una

categoria, por lo que se habla en general de mecanismos de defensa.

Se reconocen mecanismos tipicos y de caracteristicas bastante definidas como:

La retencion o absorcion de metales toxicos por las membranas celulares. Estos
mecanismos son poco especificos y en ellos pueden participar, por ejemplo, las
glicoproteinas y mucopolisacaridos que forman parte de esas membranas. Incluso
alguna de estas biomoléculas pueden ser segregadas desde el interior de la célula,
ante un aumento de la concentracion de la especie toxica en el entorno.

La inmovilizacion de metales téxicos en forma de granulos o corpusculos
insolubles, corpusculos de inclusion, que quedan fijados en ciertos tejidos y aislan
a la especie toxica. Estan constituidos por formaciones de capas concéntricas que
contienen cantidades variables de calcio, magnesio, carbonato y fosfato junto a
pequeiias proporciones de metales (Pb, Cd, Ag, Sn, Sr, Ba) que de esta manera
quedan inmovilizados. Es un tipo particular de biominerales, resultantes de
mecanismos de detoxificacion. En general, la tolerancia a metales viene
determinada por la reduccion del transporte del mismo al interior de la célula y/o
una mayor capacidad para secuestrar estos metales. La raiz constituye una de las
principales barreras de defensa mediante la inmovilizacion del Cd por pectinas
de la pared celular. Los carbohidratos extracelulares (mucilago y calosa) de la
raiz también pueden intervenir en la inmovilizaciéon del metal (Benavides et al.
2005). La acumulacion del metal en los tricomas de la superficie foliar también es
un mecanismo de inmovilizacion y defensa celular (Salt et al. 1995).

La transformacion del elemento toxico en una especie quimica no toxica. Esto se
denomina detoxificacion quimica y un ejemplo interesante es la quelacion de
metales por parte de las metalotioneinas (proteinas de bajo peso molecular con un
contenido inusual de atomos de azufre provenientes de residuos de cisteina). Se
encontrd que la sintesis de metalotioneinas aumenta considerablemente cuando el
organismo se expone a sales de Cd (II) o Hg (II), lo que muestra con claridad su
intervencion en procesos de detoxificacion (Baran, 1995). Una vez dentro de la
célula, el Cd u otros metales, pueden ser secuestrados por acidos organicos,
aminoacidos,  fitoquelatinas y  metalotioneinas, 'y  posteriormente

compartimentalizados en la vacuola para prevenir su toxicidad. Las fitoquelatinas
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constituyen uno de los principales mecanismos de defensa frente a metales
pesados. Su sintesis tiene lugar a partir del glutation y se induce en presencia de
metales pesados (Clemens, 2006). Plantas que sobreexpresan la enzima
fitoquelatina sintasa muestran una mayor tolerancia frente al Cd (Pomponi et al.
2006). Otras posibles moléculas responsables de la acumulacion del cadmio son
las metallotioneinas (MTs), pequefias proteinas ricas en cisteina, si bien en las
plantas no son las principales responsables de la detoxificacion del cadmio, como

ocurre en células animales (Hamer 1986).

V.V. Caracteristicas de los metales a estudiar

Se ha encontrado que muchas plantas son sensibles a la toxicidad por metales,
mientras que otras desarrollan ciertos mecanismos bioquimicos que evaden su accidn toxica;
como son la deposicion de metales sobre la pared celular, enlace a grupos -SH en el limite
del citoplasma, o mediante su aislamiento en compartimientos, formando complejos con
acidos orgénicos, fenoles y otros compuestos organicos en la vacuola. Debido a que la
toxicidad implica inactivacién de enzimas vitales, los mecanismos de evasion mencionados,
ofrecen una proteccion efectiva contra dafios bioquimicos. La habilidad que tienen ciertas
plantas de desarrollar resistencia contra dafios ocasionados por metales, es un caracter fijado
genéticamente, pero modificable por adaptacion. Los quimo-ecotipos muestran isoenzimas
particulares, que pueden resistir altas concentraciones de metales sin inactivarse. En ciertas
plantas se ha hallado una correlacion directa entre el grado de exposicidon a un metal pesado,
y su tolerancia. Algunas de las plantas tolerantes a metales (metalofitas), se pueden utilizar
inclusive como indicadoras de depdsitos minerales cerca de la superficie y son también
apropiadas para ser plantadas en areas industriales y sujetas a mineria.

Aunque cualquiera de los metales puede ser toxico a las plantas a ciertos niveles de
solubilidad, solamente pocos han sido observados como causantes de fitotoxicidad en suelos.
En los suelos, muchos metales se encuentran como compuestos inorganicos o estan unidos a
la materia orgénica, arcillas de 6xidos hidratados de Fe, Mn y Al. Debido a la precipitacion y
absorcion de muchos metales por los suelos, las toxicidades por Zn, Cu y Ni son los que han
sido frecuentemente observadas. Las toxicidades por Pb, Co, Be, As y Cd ocurren solamente
bajo condiciones especiales.

El Cr es introducido en los ecosistemas naturales como resultado de diferentes

actividades industriales, como la industria del hierro y acero, el curtido de cuero, industrias
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de cromado y otras fuentes de contaminacion antropogénica. El Cr es utilizado en
aleaciones, catalizadores, pigmentos, curtiembres y preservativos de la madera. Solo Cr(III)
y Cr(VI) son significativos en sistemas biologicos, mientras que compuestos de Cr tetra o
pentavalente pueden ocurrir como intermediarios reactivos de corta vida en reacciones
redox. La forma mas toéxica es la de Cr(VI), la cual es carcinogénica (Newman, 1998). El
Cr(VI) se presenta como iones CrOs o Cr,O; . Contrariamente, el Cr(Ill) en forma de
oxidos, hidroxidos o sulfatos, es mucho menos modvil y generalmente se encuentra
acomplejado a la materia organica en suelos o ambiente acuaticos. El Cr(VI) es un agente
oxidante fuerte y en presencia de materia organica es rapidamente reducido a Cr(IIl). De
cualquier forma, altas concentraciones de Cr(VI) pueden sobrepasar la capacidad reductora
del ambiente y entonces persistir como contaminantes. En el ambiente, el Cr(II) es poco
probable que sea oxidado a Cr(VI), esto podria ocurrir por ejemplo en presencia de grandes
cantidades de Mn(V), transformandose nuevamente en la forma mas téxica. (McGrath y
Smith, 1990; Vajpayee et al., 1999). El Cr(IIl) a elevadas concentraciones comienzan a
competir con otros metales esenciales por los sitios activos de diversas biomoléculas (Baran,
1995).

El Zn es usado extensivamente en capas protectoras y galvanizados para prevenir
corrosion y en aleaciones. Es menos toxico que el Cr y Ni (Newman, 1998). En los
ambientes acudticos se encuentra como Zn(II). También puede encontrarse en los suelos, y
es un nutriente requerido por las plantas para su desarrollo (Mahler, 2003). El Zn es parte
esencial de enzimas como deshidrogenadas alcohdlica, lactica y glutamina, y ciertas
peptidasas como la carboxipeptidasa (Sivori et al., 1980).

El Ni es utilizado en aleaciones como la de acero inoxidable y en bafios de niquelado.
Posee también otros usos, como por ejemplo, la produccién de baterias de Ni-Cd. A
suficientemente altas concentraciones, el Ni es carcinogénico (Newman, 1998). En los
ambientes acuaticos el estado de oxidacion predominante del niquel es +2, pero también
forma compuestos en los estados de oxidacion +1, +3 y +4. La movilidad y
biodisponibilidad del niquel en medio acuoso estan influenciadas por factores ambientales
tales como el pH, el potencial de oxido-reduccion y la presencia de materia organica y de
material particulado inorganico (Callahan et al., 1979). En condiciones aerobicas, a pH por
debajo de 9, el Ni forma compuestos con iones hidroxilo, carbonato, sulfato y grupos
organicos; en condiciones anaerdbicas y en presencia de azufre, se forman sulfuros de baja
solubilidad. Los 6xidos de hierro y manganeso adsorben el niquel (+2) y coprecipitan a pH

mayor que 6 (CCME, 1996). La preeminencia de la especie ionica libre (Ni* ) apH =7y la
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capacidad de acomplejarse con ligandos orgadnicos evidencian la relativamente alta
movilidad del niquel en los ambientes acudticos, comparada con las de otros metales (Mills
et al., 1985). El Ni es un elemento traza esencial para diferentes sistemas bacterianos. Las
enzimas de Ni son especialmente prominentes en el metabolismo de bacterias anaerdbicas,
por ejemplo en las bacterias metanogénicas (Baran, 1995).

Aunque para los organismos superiores el Cr y Zn son nutrientes esenciales y son
imprescindibles bajas concentraciones de ellos, la exposicion a elevadas concentraciones es
toxica. El Niquel no es un nutriente esencial para las plantas, probablemente la toma de este
metal por las plantas es por afinidad de cargas, y generalmente se da en plantas que son
llamadas “Hiperacumuladoras”, este termino se usa para referirse a plantas desarrolladas a
campo capaces de acumular >1.000 mg Ni kg las cuales toman el metal y lo inmovilizan
generalmente en sus raices ya sea acumulandola en vacuolas o reteniéndolas en las paredes
celulares de la epidermis, estos son mecanismos de defensa de las plantas para evitar dafos
en tejidos vitales no solo para la reproduccion sino también para el crecimiento y la
realizacion de la fotosintesis.

Algunos estudios recientes sugieren que la acumulacion inusual de metales confiere a
estas plantas la capacidad de limitar su depredacién y las infecciones microbianas causantes
de enfermedades vegetales (Pollard y Baker, 1997; Poschenrieder et al., 2006).

En plantas, concentraciones excesivas de Cr producen senescencia debida a la
disminucién de clorofila, proteinas, dcidos nucleicos y actividad de algunas enzimas (Soltan
y Rashed, 2003), mientras que la exposicion a cierto umbral de Ni y Zn produce signos de
clorosis y disminucion en la biomasa (Chaney, 1993; Loneragan y Webb, 1993; Monni et al.,
2000). Sen y Bhattacharyya (1994) proponen que elevadas concentraciones de Ni son toxicas

para las macrofitas produciendo una disminucion de clorofila, proteinas y aminoécidos.

V.VI. Remediacion de ambientes contaminados con metales

Las medidas que se aplican para disminuir la contaminacion industrial adoptadas
tradicionalmente consisten en una serie de procesos fisicos y quimicos que logran la
disminucién de los contenidos de contaminantes que se verteran al ambiente. En cuanto a los
efluentes liquidos industriales, las tecnologias de remediacion que estan actualmente en uso,
tales como precipitacion (Galil y Rebhum, 1990), reduccion (Brewster y Passmore, 1994),
membranas artificiales (Geckeler y Volchek, 1996) e intercambio i6nico (Markus y Kertes,

1969), son costosas, relativamente ineficientes y en la mayoria de los casos generan una gran
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cantidad de desechos de dificil disposicion. Hace afios se han propuesto técnicas de
bioremediacion usando bacterias (Ohtake et al., 1990; Coleman y Paran, 1991; etc.), suelos
(Losi et al., 1994), algas (Brady et al., 1994) y plantas (Wolverton y Mc Donald, 1979;
Martin y Coughtrey, 1982; de Wet et al., 1990; Delgado et al., 1993; Sen y Battacharyya,
1994; Dushenkov et al., 1995; Salt et al., 1997; Lytle et al., 1998; Maine et al., 1998;
Schneider y Rubio, 1999). El uso de plantas o fitorremediacion aparece como una opcion
altamente competitiva frente a otros métodos de tratamiento de aguas residuales. Los
procesos englobados en la fitorremediacion dependen del tipo de plantas y del contaminante

a tratar, y pueden resumirse como:

Fitoextraccion: uso de plantas acumuladoras de elementos toxicos o compuestos organicos
para retirarlos del agua, suelo o sedimento mediante su absorcion y concentracion en las
partes cosechables.

Fitoestabilizacion: uso de plantas para reducir la biodisponibilidad de los contaminantes en
el entorno, mejorando las propiedades fisicas y quimicas del medio. Obviamente la
eficiencia del tratamiento dependera en gran medida de las especies de plantas que se
utilicen (Reddy, 1983, Gersberg et al., 1986).

Fitovolatilizacion: uso de plantas para eliminar los contaminantes del medio mediante su
volatilizacion.

Fitodegradacion: uso de plantas y microorganismos asociados para degradar contaminantes
0rganicos.

Rizofiltracion: uso de raices para absorber y adsorber contaminantes del agua y de otros

efluentes acuosos.

Para tratar un efluente se necesitan plantas que presenten alta eficiencia y alta
tolerancia a concentraciones elevadas del contaminante que se quiere eliminar. Se ha
propuesto que las plantas pueden ser cosechadas y su tejido, rico en el contaminante
acumulado, puede ser procesado para producir energia y los metales pueden ser recuperados
de los residuos de las plantas después de un tratamiento acido (Dushenkov et al., 1995). A
pesar de que en muchos casos no es economicamente factible el reciclado de metales, sigue
siendo mas econdémico disponer de una pequefia cantidad de biomasa contaminada que de
una gran cantidad de residuos so6lidos o semisdlidos. Las macrofitas no solamente sorben
contaminantes cuando estan vivas. Se ha demostrado que los tejidos de plantas secas pueden

ser altamente eficientes en la retencion de metales, actuando como resinas de intercambio
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(Elifantz y Tel-Or, 2002; Miretzky et al., 2006; Verma et al., 2008; Abdel-Ghani et al.,
2009). Schneider y Rubio (1999) demostraron a escala de laboratorio que la biomasa seca de
las macrofitas Potamogeton lucens L., S. herzogii y E. crassipes, resultd un excelente
biosorbedor de metales. Miretzky et al. (2006) reportaron similares resultados cuando
trabajaron con biomasa no viva de Spirodela intermedia, Lemna minor y P. stratiotes
utilizando una solucién multimetal (Cu2+, Pb2+, Cd2+, Ni#* y Zn2+). La utilizacion de biomasa
seca seria una importante ventaja para el manejo de humedales construidos, porque las
macroéfitas podrian ser cosechadas, secadas y como disposicion final, utilizadas en columnas
para la eliminacién de metales en agua. Por otra parte, cuando mueren, como su degradacion
es lenta (Hammerly et al., 1989), seguirian reteniendo metales dentro del humedal.

El valle de inundacion del Rio Parand Medio se caracteriza por sus zonas pantanosas,
humedales o wetlands, donde se desarrollan una gran variedad de macrofitas. Entre las
especies flotantes libres y emergentes de mayor dispersion y productividad se encuentran
Salvinia herzogii, Pistia stratiotes, Hydromistia stolonifera, Eichhornia crassipes, Typha
domingensis, Scirpus californicus, Panicum elephantipes, entre otras. Se ha propuesto la
utilizacion de humedales naturales como sistemas de tratamiento de aguas residuales
cloacales y domiciliarias, pero su uso podria traer aparejado dafios ambientales. Otra
desventaja de los wetlands naturales es que dificilmente estén disponibles en el lugar donde
debe llevarse a cabo el tratamiento. Por ello, se ha implementado la utilizacion de wetlands o
humedales construidos. Un wetland construido es un ambiente constituido por una zona
deprimida donde se desarrollan plantas acuaticas flotantes y arraigadas sobre sedimentos
permanentemente inundados donde se induce un flujo artificial de agua (Hammer y Bastion,
1989; De Luis Calabuig, 2001). El uso de wetlands construidos tiene muchas ventajas ya que
pueden construirse donde se necesitan, dimensionarse de acuerdo a las necesidades del
tratamiento, impermeabilizarse para evitar la contaminacion de las napas son de bajo costo
inicial de construccion, bajo costo anual de funcionamiento ya que no utilizan reactivos ni
energia eléctrica. Los wetlands construidos ademéds de eliminar eficientemente
contaminantes, son proyectos amigables con el medio ambiente que proveen un habitat para
la vida silvestre ya que se los utiliza como tratamientos secundarios o terciarios.

Esta tecnologia “natural” podriamos decir que “ha echado firmes raices” para el
tratamiento de aguas residuales en todo el mundo. A juzgar por el creciente nimero de
humedales naturales y construidos utilizados para el tratamiento de aguas residuales,
principalmente cloacales, estos sistemas constituyen una nueva y promisoria tecnologia que

ya ha sido aceptada en la mayor parte del mundo. Sin embargo, es un método de tratamiento
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no tradicional y ademds su tecnologia no estd ain completamente entendida. El
conocimiento de los procesos que regulan un wetland no estd tan avanzado como para
proveer modelos predictivos de funcionamiento detallados, ya que es un sistema natural
sujeto a cambios climaticos y ciclos vegetativos (Cole, 1998). Sin embargo, la mayoria de
las investigaciones sobre el tema han sido realizadas en otros paises del mundo, y
fundamentalmente para el tratamiento de efluentes cloacales, donde los principales
contaminantes a eliminar son nitrégeno y fosforo. En Argentina, la utilizacion de humedales
representaria una practica muy promisoria, ya que existe una baja densidad de poblacion y
gran disponibilidad de terrenos marginales de bajo costo para implementar esta técnica. Otro
factor importante es que nuestra region tiene un clima templado, adecuado para desarrollar
este tipo de sistemas. En paises con clima frio, presentan dos problemas principales: fallas
hidraulicas debidas al congelamiento o cambios en la viscosidad del efluente e inadecuada
purificacion debido a las bajas temperaturas (Jenssen et al., 1993).

La mayoria de los estudios que se han llevado a cabo hasta el momento en el mundo
sobre macrofitas para eliminacion de contaminantes, abocan sus esfuerzos en determinar las
eficiencias de remocién de contaminantes o los efectos toxicos que los contaminantes
producen sobre las plantas, sin detenerse en los procesos por los cuales las macrofitas llevan
a cabo la bioacumulacion de metales, o los efectos que los contaminantes pueden causar a
las plantas. En nuestro grupo de investigacion, la Dra. Sufié¢ ha realizado su tesis doctoral,
determinando los mecanismos que utilizan las plantas para la remocion de metales. Estos
mecanismos, que no son necesariamente los mismos para las diferentes especies de plantas y
para los diferentes metales, incluyen sorcion por raices (una combinacion de procesos fisicos
y quimicos como quelacion, intercambio i6nico y precipitacidn quimica), procesos
biologicos (translocacion a la parte aérea y precipitacion inducida por exudados de raices o
por microorganismos) (Suii¢ et al., 2007).

Determinar la tolerancia de las plantas a las condiciones del efluente a tratar (pH,
salinidad, concentracion de contaminantes) es un punto clave para optimizar el

funcionamiento de estos ecosistemas construidos.

V.VII. Estado actual del conocimiento del tema

Respuestas de plantas de Typha sp. a contaminantes y elevados pH y salinidad
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Se han realizado abundantes estudios en laboratorio, invernadero y a campo a fin de
determinar las eficiencias de distintas plantas acudticas, tanto flotantes como arraigadas, en
la remocion de contaminantes de agua (Delgado et al., 1993; Soltan y Rashed, 2003;
Miretzky et al., 2006; Maine et al., 2001, 2004; Hadad et al., 2007, 2011). Stoltz y Greger
(2002) estudiaron la capacidad de acumulacion de metales (As, Cd, Cu, Pb y Zn) en cuatro
macrofitas arraigadas. Deng et al. (2004) demostraron la eficiencia de acumulacion y
tolerancia a diferentes metales (Pb, Zn, Cu y Cd) de 12 especies arraigadas.

Typha domingensis es una especie de rapido crecimiento y elevada biomasa y, por lo
tanto, posee una elevada capacidad competitiva frente a otras especies emergentes. Keddy et
al. (1994), estudiaron la habilidad competitiva de 20 especies vegetales de humedales
naturales. Sus resultados indicaron que las especies con mayor capacidad competitiva fueron
las rizomatosas perennes con elevada biomasa individual debido a su gran capacidad para
almacenar nutrientes. En otros trabajos de competencia, 7. angustifolia fue una de las
especies preponderantes debido a su capacidad para dominar sitios con densa vegetacion
(Weiher y Keddy, 1995; Bernard, 1999), a la vez que T. latifolia se encontré dentro de la
jerarquia competitiva mdas alta (Gaudet y Keddy, 1995). Por esta razon, las especies de
Typha sp. son mundialmente estudiadas a escala de laboratorio, invernadero y en humedales
construidos para el tratamiento de diversos efluentes.

A escala de laboratorio, Manios et al. (2003) realizaron una experiencia con 7.
latifolia a fin de evaluar los efectos de la acumulacion de varios metales Estos autores
encontraron una reduccion de clorofila de 1081 a 715 pg g peso fresco”' en las plantas
expuestas a irrigacion con una solucion de Cd, Cu, Ni, Pb y Zn de 4, 80, 40, 40 y 80 mg L
respectivamente. Chandra y Yadav (2010) evaluaron la potencialidad de Typha angustifolia
para ser utilizada en la fitoremediacion de Cu, Pb, Ni, Fe, Mn y Zn en presencia de fenol y
melanoidina observando una tolerancia a las condiciones experimentales. Yadav y Chandra
(2010) observaron que 7. angustifolia fue mas tolerante a la exposicion de Fe, Cr, Pb, Cuy
Cd que la especie Cyperus esculentus L. Macek y Rejmankova (2007) encontraron que el
crecimiento vertical y horizontal de plantas de 7. domingensis fue limitada por la alta
salinidad. Glenn et al. (1995) observaron que a una concentracion de 9 ppt de NaCl, la altura
y el nimero de nuevos tallos de 7. domingensis presentaron un decrecimiento significativo.

Ademas de estudios referidos a la tolerancia de macrofitas (teniendo en cuenta el
crecimiento y la sintesis de clorofila), se han realizados trabajos que estudiaron los efectos
de los contaminantes sobre la morfologia de raices. Por ejemplo, White y Ganf (2001)

encontraron un mayor desarrollo de las raices de plantas de 7. domingensis que crecieron en
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medios con agregado de nutrientes. Kapitonova (2002) estudié las variaciones en la
estructura anatémica de o6rganos vegetativos de diferentes macrofitas bajo condiciones de
aguas contaminadas por efluentes industriales. Nilratnisakorn et al. (2007) observaron que la
tasa de crecimiento de 7. angustifolia fue afectada por efluentes con alta salinidad y pH
provenientes de una fabrica de tinturas sintéticas. Estos autores observaron en imagenes de
microscopio electronico de barrido que las raices fueron dafnadas después de ser sometidas al
tratamiento del efluente y que el Na se depositd en las células de las raices y hojas
produciendo una inhibicién de la fotosintesis debido a la obstruccion del transporte de

solutos.

Utilizacion de humedales construidos para el tratamiento de efluentes

La tecnologia de wetlands construidos es una de las formas de tratamiento de
efluentes cada vez mas difundidas en los ultimos afios debido a su alta eficiencia y bajo
costo (Kadlec y Wallace, 2009). Los wetlands naturales se han utilizado como receptores de
aguas residuales desde la antigiiedad. Los chinos y los egipcios los utilizaban desde tiempos
remotos. El siglo XX trajo el desarrollo de sistemas de wetlands construidos por el hombre,
disenados para enfatizar caracteristicas especificas de los humedales naturales, con el objeto de

mejorar la eficiencia del sistema.

Los wetlands construidos pueden clasificarse en:

* Los wetlands de flujo de agua libre o de agua superficial (FWS segun su sigla en inglés)
presentan areas de agua a cielo abierto y son de aspecto similar a los pantanos naturales.
Debido a su capacidad de enfrentar pulsos de flujo y niveles de agua variables, pueden
utilizarse para tratamiento final de aguas residuales proveniente de procesos de
tratamiento secundario o terciario de aguas pluviales urbanas, de la agricultura y de la
industria, para el tratamiento de aguas de minas, pulido final de efluentes con metales
pesados y tratamientos de lixiviacion. Depuran mediante los procesos de filtracion,
oxidaciodn, reduccion, sedimentacion, precipitacion y adsorcion al sedimento y absorcion

por las plantas.

* Los wetlands de de flujo subsuperficial horizontal (HSSF segtn su sigla en inglés),

que normalmente utilizan una lecho de grava sembrada con plantas enraizadas. El
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agua, que se mantiene por debajo de la superficie de la lecho, fluye horizontalmente
desde la entrada hasta la salida, interactuando con el sistema rizosférico. Cominmente
se utilizan para tratamiento secundario para viviendas unifamiliares, pequefios grupos de

viviendas, para comunidades pequefas y para efluentes agroindustriales.

* Los wetlands de flujo vertical (VF seglin su sigla en inglés) distribuye el agua a
través de la superficie de un lecho de arena o grava sembrada con plantas acudticas
enraizadas wetlands. El agua se filtra a través de la zona de la raiz de las plantas. Se
utilizan para efluentes cloacales, municipales, y de la industria alimenticia, donde el

objetivo de disefio es producir un efluente nitrificado.

En Europa se tiene reportes de disposicion a terrenos que datan de los comienzos
del Renacimiento. En algunos paises del sudeste asiatico, el cultivo de plantas acuaticas en
lagunas es usado tradicionalmente para depurar aguas contaminadas y recuperar asi
nutrientes de las mismas (Abbasi, 1987). En dichas culturas y desde hace siglos, los
granjeros han convertido el reciclado de nutrientes en un arte. Ya en el ano 1950 habia en
Malasia granjas funcionando con esta base. Desafortunadamente es poca la informacion
disponible acerca de su disefo y eficiencia. Sin embargo, se piensa que el primer’wetland
artificial” se construyd en Australia en 1904. Los primeros trabajos con plantas fueron
reportados en 1950 por la Dra. Saidel en Alemania. El primer wetland construido de flujo de
agua libre comenz6 a funcionaren Holanda en 1960 y el primer wetland sub-superficial en
1970. En América los estudios comenzaron en la década de 1970. La primera conferencia
internacional sobre control biologico de aguas residuales, fue en la Universidad de
Pensylvania en 1976. Alli fueron establecidos los primeros conceptos en el uso de plantas
acuaticas para el tratamiento de aguas residuales. Se presentaron entonces los primeros
trabajos realizados con E. crassipes en los Laboratorios Nacionales de Tecnologia Espacial
(National Space Technology Laboratories, NSTL) de la NASA (Wolverton, 1987). El rapido
desarrollo de esta tecnologia llevo a la realizacion de la conferencia en sistemas acuaticos
para el tratamiento de aguas residuales en la Universidad de Davis, California, en septiembre
de 1979. Fue alli que se introdujeron propiamente los sistemas acuaticos al mundo de la
ingenieria como una nueva herramienta para el tratamiento de las aguas de desecho.

Una de las plantas que ha sido mas ampliamente estudiada es E. crassipes. El primer
sistema operativo de tratamiento de aguas residuales domésticas con esta especie fue

instalado en los NSTL en 1976. El primer sistema operativo para el tratamiento de aguas
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residuales de laboratorios fotograficos y quimicos fue en 1975, también en los NSTL. Este
ultimo funcion6é muy bien por 11 afios y luego fue extendido con un filtro rocoso con plantas
arraigadas (Phragmites communis Trin. y Typha latifolia L.). En 1978, en Coral Springs,
Florida, se instal6 para el Coral Springs Improvement District un sistema terciario para tratar
el efluente de una planta de lodos activados, obteniéndose una concentracion final de N y P
del orden de 3 y 1 mg L™, respectivamente. En 1979, un proyecto conjunto entre los NSTL,
la Environmental Protection Agency (EPA) y el Coral Springs Improvement District, dio
lugar a una planta de tratamiento para aguas domésticas de Disney World en Orlando,
Florida. Posteriormente, se instaldé un reactor anaerobio que produce metano a partir de la
biomasa cosechada en el sistema. Asi, con la obtencion de energia, se cerrd el proceso
combinando el tratamiento del agua residual con la recuperacion de energia. El sistema mas
ambicioso que se tenga noticia es el implantado en San Diego, California. Fue instalado en
1984 para la obtencion de agua potable a partir de aguas residuales urbanas. El eje del
tratamiento eran lagunas con E. crassipes.

Una desventaja de plantas como E. crassipes y otras similares es su escasa resistencia
a las bajas temperaturas. En la busqueda de extender el rango de temperatura para la
operacidon de estos sistemas, se comenzo a trabajar con plantas mas tolerantes como lo son
las especies arraigadas, entre ellas, Scirpus californicus (Mey.) Steud., planta que comenz6 a
estudiarse en 1976 en Alemania. En los NSTL se instalo un humedal artificial con esta
misma planta, para el mejoramiento del efluente de lagunas facultativas. También, existe un
sistema similar en Collins, Mississippi, y se ha estudiado un sistema piloto de este tipo por
afnos en Arcata, California. Los sistemas con plantas sin cosechar han dado resultados de
hasta 50% de remocion de DBOs con un tiempo de residencia hidrdulico de 6-7 dias. En
general, los resultados son muy optimistas para el uso de estos sistemas en climas templados.
Ademas, pueden mencionarse los sistemas combinados de plantas emergentes y filtros
biologicos. El cultivo de plantas arraigadas en un lecho de rocas provoca una extension de la
capacidad de los sistemas con plantas solas y el tradicional filtro percolador por separado. La
relacién simbidtica entre microorganismos y plantas hace que estos sistemas superen en
muchos casos la capacidad del filtro percolador tradicional, conocido desde 1892.

La utilizacion de humedales construidos ha experimentado un desarrollo tecnolégico
importante que los lleva a ubicarse actualmente como una alternativa competitiva a la hora
de la seleccion de un método de tratamiento de residuos liquidos. Si bien al principio se
aplicaron mas bien en etapas terciarias de depuracidon, actualmente estd comprobada su

utilidad en todos los niveles de tratamiento, sustituyendo en muchos casos con ventaja los
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tratamientos convencionales (Kadlec y Wallace, 2009). Hay experiencias muy positivas
tanto para efluentes domésticos como industriales.

La mayoria de los trabajos y de las investigaciones sobre humedales, como ya
dijimos, han sido realizadas para la depuracion de efluentes domiciliarios y agricolas, donde
los contaminantes a eliminar fueron P y N (Athie y Cerri, 1987; Sedlack, 1991; Weisner et
al., 1994; Adler et al., 1996; Perdomo et al., 2000; Saunders y Kalff, 2001; Ansola et al.,
2003). Los resultados informados indican remociones en el rango de 30-98% de parametros
como P, nitrogeno total Kjeldahl (NTK), amonio y nitrato. Los estudios realizados en
humedales construidos muestran que los porcentajes de remocion de parametros como DBO
y demanda quimica de oxigeno (DQO) son generalmente altos mientras que los porcentajes
de remocion de nutrientes (N y P) son frecuentemente inferiores y mas variables (Song et al.,
2006). Gersberg et al. (1986) encontraron una remociéon aproximada del 30% de amonio
utilizando 7. latifolia y del 90% utilizando Scirpus validus Vahl. en humedales
monoespecificos construidos en California para el tratamiento de efluentes domiciliarios.
Bishop y Eighmy (1989) informaron una remocion del 47% para el NTK, 75% para el
amonio y 38% para el P en un humedal construido para el tratamiento de efluentes
domiciliarios en New Hampshire, Estados Unidos. En un humedal construido para el
tratamiento de residuos domiciliarios préoximo a Oslo, Noruega, Jenssen et al. (1993)
encontraron una remocion del 55% para el NTK y del 98% para el P. Dicho humedal estuvo
constituido por tres subsistemas. El primero consistio en un filtro de arena, el segundo en
una unidad de desnitrificacién de sustrato arenoso y el tercero, en una unidad de remocién de
P que contenia un sustrato reactivo poroso denominado comercialmente LECA. Los dos
ultimos subsistemas fueron plantados con Phragmites australis (Cav.) Steud. y 7. latifolia.
En Massachusetts, Estados Unidos, Peterson y Teal (1996) realizaron un tratamiento de
efluentes domiciliarios en un sistema artificial dividido en dos etapas. En la primera, se
utilizo E. crassipes encontrando una remocion del 68% del N total. La segunda consistié en
un sistema con diversas macroéfitas reteniéndose el 38% del N total. Merlin et al. (2002)
estudiaron un humedal artificial de flujo sub-superficial, ubicado a una elevacion de 720
metros en montaias prealpinas de Francia. El proceso de tratamiento consistié en un sistema
de tres etapas dimensionado para el tratamiento de un efluente cloacal con un caudal
equivalente al de una comunidad de 350 personas. El tiempo de residencia hidraulica fue de
4-5 dias. Las especies utilizadas fueron 7. latifolia, P. australis y Scirpus maritimus. En
promedio, la retencion de P fue de 90%, confirmando que este tipo de sistema podria ser

considerado como una alternativa de tratamiento de efluentes cloacales en pequefias
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comunidades, incluso en areas montafiosas. Marifielarena et al. (2005) registraron una
eficiencia de remocion de DQO de 24% y 34% a tiempos de residencia hidraulica de 0,9 y
0,4 dias, respectivamente, en un humedal experimental de flujo subsuperficial de 60 m* que
utilizo a S. californicus 'y Typha sp. para el tratamiento de los efluentes de la destileria de la
empresa Repsol YPF en La Plata.

Con respecto a la remocion de contaminantes metalicos utilizando humedales, Ellis et
al. (1994), estudiaron la acumulacién de Cd, Zn, Cu y Pb en tejidos de T. latifolia y Juncus
effusus L. en un humedal natural de Londres que recibia desagiies pluviales, actuando estas
especies como una efectiva barrera de filtracion. Beining y Otte (1997) encontraron que las
concentraciones de Zn, As, Pb y Cd diminuyeron en un efluente de escorrentia de una mina
al atravesar un humedal natural en Irlanda. Para el Zn la retencion fue del 95% y para el As
del 65%. Vesk y Allaway (1997) informaron que las concentraciones de Cu y Pb en tejidos
de E. crassipes disminuyeron exponencialmente con el incremento de la distancia a la
descarga del efluente en un humedal construido en Sydney, Australia. En un estudio de un
humedal construido para el control de las aguas de escorrentia de una autopista en Berkshire,
Inglaterra, se propone que un efectivo modelo de tratamiento de este tipo de escorrentia
mediante humedales construidos se lograra sélo si los humedales retienen los metales en los
sedimentos (Pontier et al., 2004).

Vymazal (2011) realizd una revision pormenorizada de la experiencia mundial
acumulada durante las ltimas 5 décadas referida a la utilizacion de humedales construidos
para el tratamiento de efluentes. Este autor destacd que en la actualidad estos sistemas son
reconocidos como tecnologias confiables para tratar efluentes industriales y representan una
solucion adecuada para el tratamiento de muchos efluentes con distintas caracteristicas.

En nuestro pais, el humedal construido para el tratamiento de efluentes con metales
que posee la mayor antigiiedad de operacion fue estudiado por el grupo de trabajo del cual la
tesista forma parte (Maine et al., 2006; Maine et al., 2007; Maine et al., 2009; Hadad et al.,
2010; Di Luca et al., 2011). Dicho humedal fue construido en la ciudad de Santo Tomé,
Santa Fe (Argentina), en una industria metalirgica. Se construy¢ para tratar sus efluentes, los
cuales presentan alto pH y conductividad y contienen Cr, Ni, Zn (efluente industrial), P y N
(efluente cloacal). En el humedal se transplantaron varias especies de macroéfitas. Eichhornia
crassipes llego a ser la especie dominante durante el primer afio de estudio pero su cobertura
disminuy6 durante seis meses hasta desaparecer. Luego, la especie emergente Typha
domingensis se convirtid en la dominante. El wetland demostro ser muy eficiente en la

retencion de contaminantes durante la dominancia de esta especie. El crecimiento de las
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plantas en el wetland definitivo presentaron el mismo patrén de crecimiento que en el
wetland a escala piloto, predominando las flotantes en una primera etapa, para luego
disminuir su cobertura a medida que 7. domingensis se convertia en la dominante y mantenia
su cobertura, mostrando excelente capacidad de adaptacion a las condiciones del efluente y
buenas eficiencias de retencion de contaminantes. Por este motivo planteamos en esta tesis
estudiar su tolerancia y la eficiencia en la retenciéon de contaminantes y nutrientes. Los
resultados de este trabajo seran una importante herramienta a la hora de la toma de
decisiones en el manejo y operacion de wetland construidos.

Para desarrollar el trabajo se plantearon las siguientes hipdtesis y objetivos:
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VI. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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VLI. Hipotesis:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

T. domingensis sera tolerante a altos valores de pH y conductividad y a la
presencia de Cr, Niy Zn.

La presencia de P y N favorecera la tolerancia y capacidad de sorcién de metales
pesados por parte de las plantas.

Altos valores de pH y de conductividad afectaran la tolerancia y capacidad de
sorcion de metales pesados, Py N de 7. domingensis.

Las plantas de 7. domingensis provenientes del humedal construido serdn mas
tolerantes a las condiciones del efluente que las plantas provenientes de un
ambiente natural.

La velocidad de sorcion y de transporte en la planta sera diferente entre los
metales y el P.

Las caracteristicas morfologicas de plantas de 7. domingensis desarrolladas en el
humedal construido serdn diferentes que las desarrolladas en humedales
naturales.

La biomasa seca de T. domingensis sera eficiente en la sorcion de metales.
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VLIIL. Objetivos:

VIIIL.1.Objetivo General:

Estudiar la tolerancia y la eficiencia en la retencion de metales y nutrientes de la
macrofita arraigada 7. domingensis bajo condiciones que simulan un humedal construido

para tratamiento de efluentes industriales con alto pH, conductividad y metales pesados.

VIII 1. Objetivos especificos:

e Estudiar la tolerancia de 7. domingensis a elevada alcalinidad y salinidad.

e Evaluar la tolerancia y la capacidad de sorcion de Cr, Ni y Zn de T.
domingensis.

e Evaluar si la presencia de nutrientes (N y P) afecta la tolerancia y capacidad
de sorcion de Cr, Niy Zn.

e Evaluar si el pH y la salinidad afectan la tolerancia y capacidad de sorcion de
metales pesados, P y N de 7. domingensis.

e Estudiar la dindmica del P, Cr, Ni y Zn en el sistema agua-sedimento-7.
domingensis.

e Evaluar si plantas de 7. domingensis que crecen en un humedal construido
para tratamiento de efluentes son mas tolerantes a metales pesados, pH y conductividad que
plantas de la misma especie desarrolladas en un humedal natural.

o Comparar las caracteristicas morfologicas de plantas de 7. domingensis que
crecen en el humedal construido para tratamiento de efluentes y plantas de la misma especie
que se desarrollan en humedales naturales con diferentes calidades de agua.

e Evaluar la eficiencia de remocion de metales de la biomasa seca de T.

domingensis.

35



Mufarrege, Maria de las Mercedes - 2012 -

VII. MATERIALES Y METODOS:
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VILI. Experiencias de Invernadero

Se realizaron experiencias de invernadero para determinar las respuestas de 7.
domingensis a la salinidad, pH, metales (Cr, Ni y Zn) y nutrientes (P y N) y estimar su
eficiencia de acumulacion.

El invernadero en el cual se realizaron las experiencias, posee techo de fibra de vidrio
translucida, paredes modviles de media sombra blanca, piso blanco, con temperatura y
fotoperiodo natural.

Para realizar los experimentos, se recolectaron plantas en buenas condiciones y con
similar estado de crecimiento y color de hojas. Después de su recoleccion, se lavaron y se
trasladaron al invernadero para su aclimatacion durante 15 dias bajo fotoperiodo natural,
luego se plantaron en acuarios plésticos de 10 L de capacidad, ya que se ha demostrado que
es el material que posee menor capacidad de adsorcion de metales (Prakash et al., 1987). La
Fig. VII.1 muestra una vista parcial del invernadero y de los acuarios utilizados.

En los experimentos los acuarios fueron dispuestos por triplicado. Durante todas las
experiencias, las plantas se desarrollaron bajo fotoperiodo natural y la temperatura ambiente
del invernadero oscil6 entre 15 y 35°C. Todas las experiencias se realizaron durante la
primavera y verano.

Los objetivos y el disefo de cada experiencia se detallaran en los sucesivos capitulos.

Fig. VII.1. Vista de los acuarios utilizados en la realizacion de los experimentos de invernadero.
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VILLI. Descripcion botanica de la especie estudiada:

Typha domingensis Pers. es una monocotiledonea perteneciente a la Familia
Typhaceae. Su nombre vulgar es “Totora”. Es una hierba perenne, rizomatosa, de 1-2,5 m de
alto. Posee hojas con laminas lineares, acintadas, de 40-120 cm de largo por 0,5-2 cm de
ancho, con la cara superior plana y la inferior ligeramente convexa. Sus flores son
unisexuales, muy pequeiias, dispuestas en espigas densas. Las flores estaminadas se ubican
en la region superior de la espiga, mientras que las flores postiladas se encuentran en la parte
basal. El fruto es fusiforme de 1-1,5 mm de largo. Florece en primavera.

Es una especie de amplia distribucion mundial. En Argentina se encuentra en casi
todo el pais. Habita en sitios bajos, inundables, zanjas, cunetas, bordes de esteros, lagunas y
cursos de agua. En general se encuentran formando “totorales” (Dimitri, 1977).

Esta especie es ampliamente estudiada en humedales naturales y construidos para el
tratamiento de diversos efluentes debido a su elevada resistencia a los contaminantes (Fediuc

et al., 2005; Maine et al., 2009; Hegazy et al., 2011; Dordio et al., 2011).

VILILII. Estudios a campo

Se utilizaron como sitios de estudio y de muestreo de plantas, agua y sedimento para
experiencias en invernadero, un humedal construido y humedales naturales no contaminados
de la zona. En los capitulos sucesivos se explica los objetivos y metodologia especifica

utilizada en cada estudio de campo.

VIIL.ILIII. Humedal construido

El humedal estudiado pertenece a la empresa metalirgica SNA-E (ex Bahco
Argentina S. A.), estd ubicado en su planta industrial de Santo Tomé, Santa Fe (31° 40° 66”
S; 60° 47° 80” O) (Fig. VIL.2). El humedal estudiado es de flujo superficial. Como Ia
relacion longitud:ancho del humedal afecta directamente la distribucion del flujo y la
hidraulica del sistema, los valores minimos recomendados son 2:1 (Tchobanoglous y Burton,
1996). Debido a que sus dimensiones son de 50 m de largo por 40 m de ancho, se construyo
un tabique central, paralelo al sentido de circulacion del efluente, el cual dividié al humedal
en dos secciones de igual superficie, aumentando el recorrido para lograr una relacion 5:1

(Fig. VIL.3). El efluente abandona el humedal a través de una compuerta. Dicho efluente,
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después de atravesar y abandonar el humedal, es conducido por una tuberia hacia una laguna
de 1 ha que existe en el mismo predio. El humedal tiene una profundidad de
aproximadamente 40-70 cm, con un tiempo de residencia hidraulica estimado entre 7-12
dias.

Como medida de seguridad, el humedal se impermeabilizé con 5 capas compactadas
de bentonita alcanzando una profundidad total aproximada de 60 cm con una conductividad
hidraulica de 107 m s™. Sobre la misma se colocé 1 m de suelo proveniente de la excavacién
donde se arraigaron las plantas. Se transplantaron diferentes especies de macroéfitas
representativas de la diversidad vegetal regional para permitir que la competencia en un
ambiente de condiciones extremas definiera la composicion final de la vegetacion. Durante
el periodo que abarca el presente estudio, la especie que domind en el humedal construido
fue T. domingensis. Los resultados que se informan incluyen un periodo de 4 afos

comprendidos entre abril de 2007 hasta abril de 2011.

Fig. VIL.2. Foto aérea del humedal construido en la planta metalurgica SNA-E.
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Fig. VII.3. Esquema de la vista superior del humedal definitivo.

Humedales naturales

Debido a prolongadas sequias e inundaciones que ocurrieron en los humedales
naturales, para realizar las experiencias de invernadero se debid cambiar los sitios de
extraccion de plantas. Es por esto que las plantas se muestrearon en tres sitios naturales
diferentes, pero todos pertenecientes la llanura de inundacion del rio Parana Medio.

El sitio 1 es un humedal periurbano que pertenece a la ciudad de Santa Fe (S 31°

387417, 0 60° 39" 517) (Fig. VIL.4).
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Fig. VILS. Foto satelital del humedal natural Sitio 2 (extraida de Google Hearth).
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El sitio 2 es una laguna que se encuentra proxima a la localidad de Arroyo Leyes,
Provincia de Santa Fe (31° 32° 45 S; 60° 29’ 37” O) (Fig. VIL.5). En este sitio se realizé un
seguimiento del crecimiento de 7. domingensis asi como también de las concentraciones de
nutrientes y metales en agua, sedimento y tejidos vegetales paralelamente al monitoreo
efectuado en el humedal construido. En la Fig. VII.6 se muestra el ambiente natural poblado

por T. domingensis.

Fig. VIL.6. Plantas de T. domingensis en el humedal natural donde se realizo el seguimiento de la

vegetacion paralelamente al estudio del humedal construido.

El sitio 3 es humedal periurbano que se encuentra en la localidad de Rincon,

Provincia de Santa Fe (31° 36’ 18,46 S; 60° 33” 50,04” O) (Fig. VIL7).
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Fig. VIL.7. Foto satelital del humedal natural Sitio 3 (extraida de Google Hearth).

VII. IV. Determinaciones analiticas

VILIV.I. Determinacion de parametros fisicoquimicos en agua:

Las determinaciones fueron realizadas por miembros del equipo de investigacion del
Laboratorio de Quimica Analitica de la facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad

Nacional del Litoral.

Las determinaciones analiticas en agua se llevaron a cabo utilizando técnicas
normalizadas de APHA (1998). Las técnicas empleadas para determinar cada pardmetro se

detallan a continuacion:
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e Conductividad, OD y pH:

La conductividad del agua se midi6 con un conductimetro portatil marca YSI modelo
33. El OD (oxigeno disuelto) se midié con un oximetro Horiba OM-14 y el pH con un

peachimetro Orion.

e Solidos totales disueltos:

Evaporacion de 50 ml de agua en capsula de porcelana y secado en estufa a 105°C

hasta pesada constante.

o Sulfato (S04'2 ):

Método turbidimétrico: En medio acido se precipita el sulfato con cloruro de bario.
Se mide la absorbancia de luz de la suspension formada en espectrofotometro a 420 nm y se

determina la concentracion de sulfato por comparacion con curva de calibrado.

o Cloruro (CI):

Por titulometria por precipitacion con nitrato de plata (Método de Mohr), utilizando

dicromato de potasio como indicador.

e Carbonato-Bicarbonato (CaCO3):

Por volumetria dcido-base con hidréxido de sodio, usando fenolftaleina y verde de

bromo cresol como indicadores.

e Dureza total:
Volumetria quelatométrica con EDTA trabajando a pH=10 y usando NET como

indicador.

o Calcio (Ca):
Volumetria quelatométrica con EDTA trabajando a pH=12 (llevado con NaOH) y

utilizando murexida como indicador.
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e Magnesio (Mg):

Método de calculo: Se determina la concentracion de Mg por diferencia entre la

dureza total y el Ca.

o Sodio y Potasio (Na y K):

Por fotometria de emision de llama. Se utilizé un fotdmetro marca Metrolab modelo

315.

e Nitrito (NO>):
Determinacion mediante método colorimétrico basado en la diazotacion de acido
sulfanilico con el nitrito presente en la muestra y posterior copulacion del compuesto
formado, con N-(1 naftil) etilendiamida de hidrocloruro, obteniéndose un compuesto rosado

que se lee con un espectrofotémetro a 543 nm. Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 20.

e Nitrato (NO3):

Medicion Potenciométrica con electrodo selectivo (Potenciémetro y Electrodo Orion,
sensibilidad 0,01 mg L! NOs’, reproducibilidad + 2%), utilizando método de adicion

estandar.

o Amonio (NH4+2:
Nesslerizacion directa, previa precipitacion de interferencia utilizando tartrato de

sodio y potasio. El color amarillo desarrollado se mide a 425 nm. Espectrofotometro Perkin

Elmer Lambda 20.

e Fosforo Reactivo Soluble (PRS):

La técnica utilizada fue la propuesta por Murphy y Riley (1962) para determinacioén
de ortofosfatos solubles, utilizando molibdato de amonio y tartrato de antimonil potasio, que
reaccionan en medio acido con el ortofosfato para formar acido fosfomolibdico, el cual es
reducido por el 4cido ascérbico a azul de molibdeno. El color azul desarrollado se lee con un

espectrofotometro a 880 nm. Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 20.
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e Fosforo Total (PT):

Digestion de la muestra con acido nitrico y &cido sulfurico, neutralizacion y

determinacion de fosfato por el método de Murphy y Riley (1962) detallado anteriormente.

o Demanda Quimica de Oxigeno (DOO):

Se determiné por el método de reflujo abierto.

e Demanda Biogquimica de Oxigeno (DBO):

Se determino por el test de 5 dias.

e Hierro, Cromo, Nigquel y Cinc (Fe, Cr, Ni, Zn):

Se determinaron por espectrofotometria de absorcion atoémica (por llama o
atomizacion electrotérmica, segin la concentracion de la muestra, Perkin Elmer 5000),

siguiendo los métodos preconizados por APHA (1998).

Observaciones:

Las muestras de agua se mantuvieron refrigeradas hasta su andlisis. Las
determinaciones de los parametros quimicos en agua se realizaron sobre muestras
previamente filtradas con filtros de 0,45 p marca Millipore y conforme a APHA (1998). Las
determinaciones de fosfato, nitrato, nitrito y amonio se realizaron dentro de las primeras 24
horas de tomada la muestra. El espectrofotometro utilizado en las determinaciones
colorimétricas fue un Metrolab 325 BD UV Visible, con cubetas de 1 y 10 cm de paso

optico.

VII.IVII. Determinacion de pardmetros quimicos en sedimento y vegetales:

o Fosforo Total (PT):

Para la determinacién de PT en sedimentos y vegetales se realizé una digestion con
mezcla acida de HCIO4:HNO;:HCI (5:3:2). Las soluciones obtenidas se neutralizaron con
Na(OH) 10 M y se llevaron a volumen. Las determinaciones de PRS se realizaron por la

técnica colorimétrica de azul de molibdeno (Murphy y Riley, 1962).
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e Nitrogeno Total Kjeldahl (NTK):

El NTK en sedimentos y vegetales se determind por el método Macro-Kjeldahl de
acuerdo a la APHA (1998). Se realiz6 una digestion con acido sulfirico y sales
catalizadoras. De esta manera, el nitrogeno organico se transforma a amonio. Se determina el
amonio (original mas el proveniente del nitrégeno organico) mediante el uso de electrodo de

ion selectivo amonio Orion (sensibilidad 0,01 mg L™ NHy4", reproducibilidad + 2%).

e Cromo, Niguel y Cinc (Cr, Ni, Zn):

Las determinaciones de Cr, Ni y Zn en sedimentos y vegetales se realizaron por
espectrofotometria de absorcion atdmica con llama o con horno de grafito (Instrumento:
Perkin Elmer AAnalyst 300 o por Emisiéon Atomica de Plasma Acoplado Inductivamente
(ICP-AES) marca Shimadzu, modelo 1000 III), previa digestion con mezcla acida de
HC104:HNO3:HCI (5:3:2) y calentamiento hasta aparicion de humos blancos de perclérico.

Se utiliz6 Espectroscopia de Emision Atémica por Plasma Acoplado Inductivamente,
ya que permite, el andlisis multielemental alcanzando menores limites de deteccion. Los
andlisis se realizaron en el Laboratorio de Andlisis Quimicos (LANAQUI), del
Departamento de Agronomia perteneciente a la Universidad Nacional del Sur (CERZOS-
CONICET-UNS).

Observaciones:

Las digestiones se realizaron sobre muestras de vegetales y sedimentos secadas en
estufa durante 48 horas a 70°C. En los vegetales las determinaciones se realizaron en hojas,
raices y rizomas. Tanto en muestras de sedimento como de vegetales las concentraciones se

refirieron a peso seco (105°C).
VILV. Estudio de la vegetacion:

En todos los experimentos y durante el estudio el humedal construido y del natural se
midi6 el peso seco de las partes aéreas (hojas) y subterraneas (raices y tallos), se calcularon

las tasas de crecimiento relativo, se determinaron las concentraciones de clorofila a y se

estudid la morfologia interna de raices.
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VIL.V.I. Biomasay crecimiento:

Para determinar la biomasa en las experiencias de invernadero, las plantas utilizadas
se separaron en sus partes aéreas (hojas) y subterraneas (rizomas y raices), colocandolas en
estufa a 105° C hasta peso constante (Westlake, 1974; APHA, 1998).

Ademas, Se calcularon las tasas de crecimiento relativo en base a la altura de plantas,

segun la ecuacion (1), propuesta por Hunt (1978):

R=lnH;—lnHl (1)
T,-T;

donde R = tasa de crecimiento relativo (cm cm™ dia™), H; y H, = Altura inicial y final,
respectivamente, y T, — T = tiempo de experimentacion.

Para estimar biomasa en el humedal construido y en los naturales, se recolectaron
mensualmente muestras de vegetacion con un marco cuadrado de 50 cm de lado, arrojando
dicho marco cuatro veces al azar dentro del humedal. Se cosecharon manualmente todas las
plantas halladas en su interior siguiendo la metodologia propuesta por Westlake (1974) y
APHA (1998). En laboratorio, las plantas recolectadas se lavaron y se separaron en sus
partes aéreas (tallos y hojas) y sumergidas (rizomas y raices colocandolas en estufa a 105° C
hasta peso constante (Westlake, 1974; APHA, 1998). En el humedal construido se determin6
mensualmente la cobertura midiendo la superficie que ocup6d 7. domingensis dentro del

humedal a fin de obtener un porcentaje en funcién de la superficie total de humedal.

VIL.V.II. Concentracion de Clorofila:

Se determinaron las concentraciones de clorofila a al inicio y al final de los
experimentos y periddicamente en los humedales construidos y naturales. Este pigmento se
extrajo con acetona durante 48 h en condiciones de oscuridad y frio (3-5°C). Para calcular la
concentracion de clorofila a, los porcentajes de transmitancia de los extractos se leyeron a

645 y 665 nm usando un espectrofotometro UV-Vis (Westlake, 1974).

48



Mufarrege, Maria de las Mercedes - 2012 -

VIL.V.III. Estudio de la morfologia interna:

Para la descripcion de la morfologia interna de raices, se extrajeron segmentos
cercanos a la base, de aproximadamente un centimetro de longitud, los cuales
inmediatamente se fijaron en formol 4%. Transcurridas 48 hs, se traspasaron a etanol 70%
para su conservacion.

Con el material conservado se realizaron preparados histologicos. Las raices
principales se tomaron al azar y se cortaron transversalmente a mano alzada con hojas de
afeitar nuevas siguiendo la técnica propuesta por D’ Ambrogio de Argiieso (1986). Los cortes
transversales de raiz se colorearon con azul de anilina (azul de algodon), que tifie de azul las
paredes celuldsicas. Dichas secciones se examinaron en microscopio optico Boeco modelo
101 a 100 y 400 aumentos totales. Con un ocular micrométrico, se midieron los didmetros de
la raiz, de la médula y de los vasos metaxilematicos. Para calcular los valores respectivos del
area transversal de la raiz (ATR), del area transversal de la médula (ATM) y del area
transversal de los vasos metaxilematicos (ATV), se utilizé la férmula para el calculo del area

de un circulo. Ademas, se contabilizo el nimero de vasos metaxilematicos (NV) por seccion.

VIL.V.IV. Analisis de rayos X y microscopia electronica de barrido (MEB):

Muestras de raices y hojas fueron cortadas a 1 cm y secadas en estufa a 20°C durante
10 dias con el fin de no danar los tejidos (Suifi¢ et al., 2007). Las muestras fueron examinadas
con un microscopio electronico de barrido; modelo JSM-35C, equipado con un sistema de
energia dispersiva EDAX. Para el analisis quimico elemental de los tejidos en hojas estas se
dividieron en cara adaxial, abaxial y mesofilo. Las raices fueron divididas en epidermis,
parénquima cortical y médula. Porciones representativas de muestras fueron adheridas con
cinta adhesiva de doble cara de grafito. Después de obtener los espectros y las iméagenes
digitales las muestras fueron adheridas con pintura de plata y luego cubiertas con oro usando

un evaporador Veeco, modelo operador VE-300 en atmoésfera de Argon.

VIIL.VI. Analisis estadistico

Se realizaron analisis de la Varianza de una y dos vias, segiin cada caso. En cada

estudio se especifican los niveles de cada factor.
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Se utilizé el test de Duncan para diferenciar medias cuando se detectaron diferencias
significativas. Se utilizé un nivel de p<0,05 en todas las comparaciones. La normalidad de
los residuales se estudid graficamente. Se utilizé el test de Bartlett para homocedasticidad,
para corroborar si las variancias fueron homogéneas (Walpole et al., 1999; Pérez, 1998). La
normalidad de los residuos fue analizados graficamente y homogeneidad de variancias fue
chequeado aplicando test de Barlett’s. Debido a que los parametros de la morfologia interna
de la raiz (ATR, ATM, ATV y ntimero de vasos) no presentaron una distribucién normal, se
realizaron test no paramétricos y se realizaron graficas de caja y bigote, utilizando la
mediana como medida de tendencia central y el rango intercuartilico (25 y 75%) como
medida de variabilidad. Se aplico el analisis de Kruskal-Wallis para testear las diferencias
entre los parametros morfométricos medidos en las raices. Cuando se presentaron diferencias
estadisticamente significativas, el test de Wilcoxon se utilizd para comparar los tratamientos
entre si. En todas las comparaciones se utilizé un nivel de p<0,05. Los célculos se efectuaron

utilizando el software Statgraphics Plus 3.0.
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Capitulo 1

TOLERANCIA DE Typha domingensis Pers. A DISTINTAS
CONDICIONES DE pH Y SALINIDAD
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1.1. Introduccion:

De acuerdo a lo observado en estudios previos de macroéfitas flotantes realizados por
el grupo de investigacion de la Cétedra de Quimica analitica, tanto en el humedal construido
y en laboratorio, se planted realizar una experiencia preliminar sometiendo a plantas de 7.
domingensis a distintas condiciones de pH y salinidad (se eligieron las condiciones que se
encuentran generalmente en humedales construidos para el tratamiento de efluentes
industriales y en humedales naturales), para poder observar la tolerancia y los cambios
morfolégicos de esta especie. De acuerdo con los resultados de esta experiencia preliminar
se determinaron los valores umbrales de tolerancia al pH y salinidad, que se utilizaron en un
experimento posterior, donde se evalud si plantas provenientes de un humedal construido y
un humedal natural presentan la misma tolerancia a dichos parametros. Se puede hipotetizar
que T. domingensis va a tolerar las condiciones de altos pH y conductividad y se produciran
cambios morfologicos como respuesta al estrés al cual fue sometida; debido a esto se
observardn diferencias de adaptacion en dos poblaciones de 7. domingensis provenientes de

dos sitios distintos (el humedal construido y un humedal natural).

1.2. Experiencia N° 1: Estudio preliminar de tolerancia al pH y salinidad

1.2.1. Objetivos:
e Estudiar la tolerancia y las modificaciones en la morfologia de 7. domingensis bajo
distintas condiciones de pH y salinidad que simulan las de un humedal construido
(para tratamiento de efluentes industriales con alto pH y salinidad) y las de un
humedal natural.

e Determinar los valores umbrales de tolerancia de 7. domingensis al pH y salinidad

1.2.2. Metodologia

Recoleccion de las plantas y disefio experimental:

Se recolectaron plantas de 7. domingensis de un ambiente natural (Sitio 1). Las
plantas se encontraban saludables y poseian similar tamafio. Fueron podadas para evitar que
se dafien durante el transporte hasta el invernadero. Luego, sus rizomas se plantaron en

contenedores plasticos de 10 L de capacidad, en los que se colocd sedimento y se agregd
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agua periodicamente. Los contenedores fueron colocados en invernadero para su
aclimatacion y crecimiento. Una vez que las plantas crecieron, se podaron hasta alcanzar una
altura de 19 cm aproximadamente. La experiencia tuvo una duracion de 30 dias.

Se prepararon soluciones de distintos valores de pH y salinidad con agua del sitio de
muestreo. Las salinidades fueron alcanzadas adicionando Sulfato de Sodio (Na,SO4). Esta
sal fue elegida debido a que Na"y SO4> son los iones mayoritarios tratados en el efluente
del WC de una industria metalirgica. Los valores de pH se mantuvieron utilizando
soluciones buffer. Los valores de pH y salinidad estudiados fueron los que se encontraron en
los distintos muestreos del humedal construido y de los humedales naturales de la zona. Las

combinaciones de pH y conductividad estudiadas fueron las del siguiente esquema:

Salinidad/pH pH=7 pH=8 pH=9 pH=10
200 mg L™ X X X X
4000 mg L™ X X X X
6000 mg L™ X X X X
8000 mg L' X X X X

Determinaciones analiticas:

La caracterizacion fisicoquimica y quimica del agua y del sedimento del sitio de
muestreo, se llevaron a cabo siguiendo las técnicas explicadas en la seccion de materiales y

métodos.

Estudio de la vegetacion:

Peridodicamente, se midié la altura de plantas y se calculd la tasa de crecimiento
relativo de acuerdo a la ecuacion que se explica en la seccidn de materiales y métodos. Se
midieron las concentraciones de clorofila al inicio y al finalizar el experimento y de acuerdo
a estos valores se calcularon los porcentajes de aumento de clorofila, segiin la técnica
explicada en la seccion de materiales y métodos.

Al finalizar la experiencia se realizaron cortes transversales de raices que se examinaron en
microscopio Optico. Se analizaron 30 secciones en aquellos contenedores con salinidad y pH
extremos (200 mg L'y pH 7; 200 mg L™ y pH 10; 8000 mg L y pH 7; 8000 mg L' y pH
10) donde se midio el area transversal de las raices (ATR), médula (ATM), nimero y area

transversal de los vasos metaxilematicos (NV y ATV, respectivamente).
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Analisis Estadistico:

Se realizaron analisis de variancia de dos vias para determinar el efecto de la
salinidad y el pH sobre la tasa de crecimiento de las plantas y la concentracion de clorofila,
luego se haber testeado la normalidad de residuos y homogeneidad de variancias. Debido a
que los parametros de la morfologia interna de la raiz (ATR, ATM, ATV y ntimero de vasos)
no presentaron una distribucién normal, se realizaron test no paramétricos. Se aplico el
andlisis de Kruskal-Wallis para testear las diferencias entre los pardmetros morfométricos
medidos en las raices. Cuando se presentaron diferencias estadisticamente significativas, el

test de Wilcoxon se utilizo para comparar los tratamientos entre si.

1.2.3. Resultados:

Las Tablas 1.1 y 1.2 muestran la caracterizacion fisicoquimica y quimica del agua y del
sedimento del sitio de muestreo.

Tabla 1.1. Caracterizacion fisicoquimica y quimica del agua del Wetland natural (WN),
Sitio 1 (ND=no detectado, LD=limite de deteccion).

Parametros WN
pH 7,71
Conductividad pmhos cm-! 400
Alcalinidad (CaCOs) (mg L™) 261,2
Dureza Total (CaCO;) (mg L™) 121,7
Calcio (Ca) (mgL™) 25,4
Magnesio (Mg) (mg L) 14,1
Hierro Total (Fe) (mg L™) 0,51
Sulfato (SO4?) (mg L™) 8,9
Cloruro (CI) (mg L™ 7,1
Nitratos (NO3") (mg L™ 24
Nitritos (NOy) (mg L") ND (LD= 0,05)
Amonio (NH;") (mg L™) 0,54
PRS (mg L") 0,011
PT (mgL™) 1,081
OD (mgL™) 1,13
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Tabla 1.2. Caracterizacion quimica del sedimento del Wetland Natural (WN) (ND= no
detectado LD=limite de deteccion).

Parametros WN
Cr(mgg')  ND (LD=0,005)
Ni(mgg')  ND (LD=0,005)
Zn(mgg')  ND (LD=0,005)
PT (mgg™) 0,108

La altura de plantas aument6 en todos los tratamientos durante la experiencia, no
presentando diferencias estadisticamente significativas entre las distintas condiciones de pH
y salinidad estudiadas (Fig 1.1). En cuanto a la tasa de crecimiento relativo y las
concentraciones clorofila no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
todos los tratamientos analizados (Figs. 1.2. y 1.3). El porcentaje de aumento de clorofila fue
positivo en todos los tratamientos y no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos.

Las plantas sometidas a una salinidad de 8000 mg L' presentaron sales adheridas a la
superficie de las hojas (Fig. 1.4). En cuanto a la apariencia externa, se observéd que las hojas
fueron mas gruesas y rigidas en aquellos tratamientos con alta salinidad que aquellas
sometidas a baja salinidad. Con respecto a los pardmetros morfométricos de las raices, solo
se analizaron en plantas que correspondian a los tratamientos con valores extremos de
salinidad y pH para poder observar claramente los posibles cambios que pudieran suceder en
este organo. Se detectaron diferencias significativas en los pardmetros morfométricos
internos de la raiz, presentando las plantas sometidas a pH 10 y 8000 mg L™ valores
significativamente menores de ATR, ATM y ATV (Fig. 1.5). Considerando que las tasas de
crecimiento relativo no disminuyeron y que 7. domingensis mostro plasticidad fenotipica en
su anatomia radicular interna, esta especie pudo adaptarse y asi tolerar condiciones poco

favorables para su desarrollo.
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Fig. 1.1. Altura de plantas medidas en todos los tratamientos a lo largo del tiempo de
experimentacion.
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Fig. 1.2. Tasas de Crecimiento (R) (cm cm d) relativos de acuerdo a la altura de plantas, tomados
en cada tratamiento.
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Fig. 1.3. Porcentaje de aumento de clorofila (%) de 7. domingensis en todos los tratamientos
aplicados.

Fig. 1.4. Fotografia de las sales adheridas a las superficies de las hojas.
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Fig. 1.5. Pardmetros morfométricos internos de la raiz medidos en los tratamientos con pH y
salinidad extremos. Diferentes letras representan diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos.

1.2.4. Consideraciones finales de la experiencia preliminar:

T. domingensis pudo tolerar condiciones drasticas como pH=10 y salinidad 8000 mg

L' ya que no se observaron signos de senescencia de las plantas, pero si se produjeron

modificaciones en su morfologia radicular interna. Estos resultados demuestran que es una

especie que puede ser utilizada en wetlands construidos para tratamiento de efluentes con

alta salinidad y pH, caracteristicas comunes de muchos efluentes industriales.

1.3. Experiencia N° 2: Adaptabilidad de plantas de 7. domingensis provenientes de un

humedal construido y de un humedal natural a elevados pH y salinidad.

1.3.1. Objetivo:
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Luego de realizar la experiencia preliminar y de acuerdo a los resultados obtenidos en
la misma, se llevd a cabo una experiencia definitiva utilizando los valores extremos
seleccionados en la experiencia anterior. El objetivo de este experimento fue comparar la
adaptabilidad de plantas de 7. domingensis provenientes de un humedal construido a las
condiciones de pH y conductividad de un humedal natural y plantas provenientes de un
humedal natural expuestas a condiciones de alto pH y salinidad, similares a las encontradas

en un wetland construidos.

1.3.2. Metodologia:

Recoleccion de las Plantas y Disefio Experimental:

Plantas en buenas condiciones y de similar tamafio fueron seleccionadas de un
wetland construido (WC) y de un wetland natural (WN, sitio 2, seccion Materiales y
Métodos).

Se utilizaron acuarios plasticos de 10 L de capacidad en donde se colocaron dos
plantas y sedimento. La composicion quimica del sedimento se detalla en la experiencia
anterior. Las plantas se aclimataron durante 10 dias bajo fotoperiodo natural (12:12)
agregandose agua periddicamente. Luego de la aclimatacion las plantas fueron cortadas a
una altura de 19 cm aproximadamente. La experiencia tuvo una duracion de 90 dias. Al
inicio del experimento se agregaron a cada acuario tres litros de las soluciones con los
valores de salinidad y pH. De la misma manera que en la experiencia preliminar, se
utilizaron soluciones buffer para alcanzar los valores de pH a estudiar y sulfato de Sodio
(NaySQy4) para variar la salinidad. Los tratamientos se dispusieron por triplicado de acuerdo

al siguiente esquema:

Salinidad/pH Plantas WC | Plantas WN
8000 mg L' pH 10 (valores encontrados en el WC) X X
8000 mg L™ pH 7 X X
200 mg L' pH 10 X X
200 mg L' pH 7 (valores caracteristicos encontrados en el WN) X X
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Determinaciones Analiticas:

La caracterizacion fisicoquimica y quimica del agua y del sedimento del sitio de
muestreo, se llevaron a cabo siguiendo las técnicas explicadas en la seccion de materiales y

métodos.

Estudio de la vegetacion:

La apariencia externa de las plantas fue observada con el fin de detectar posibles
signos de senescencia. Periddicamente, se midio6 la altura de plantas y se calcul6 la tasa de
crecimiento relativo, de acuerdo a la ecuacién que se explica en la seccion materiales y
métodos. Se midieron las concentraciones de clorofila al inicio y al finalizar el experimento,
segun la técnica explicada en la seccion materiales y métodos.

Al finalizar la experiencia se realizaron cortes transversales de raices que se examinaron en
microscopio optico. Se analizaron 30 secciones en cada tratamiento donde se midi6 el ATR,
ATM, NV y ATV. Ademas se realizd un estudio de microscopia electronica de barrido

(MEB) y microandlisis de rayos X al finalizar la experiencia.

Analisis Estadistico:

Se utilizd6 Analisis de Variancia de dos vias para determinar el efecto de la salinidad
y el pH sobre la tasa de crecimiento y la concentracion de clorofila, en plantas del WN y del
WC. La normalidad de los residuos fue analizados graficamente y homogeneidad de
variancias fue chequeado aplicando test de Barlett’s. Debido a que los parametros de la
morfologia interna de la raiz (ATR, ATM, ATV y nimero de vasos) no presentaron una
distribuciéon normal, se realizaron test no paramétricos. Se aplico el analisis de Kruskal-
Wallis para testear las diferencias entre los parametros morfométricos medidos en las raices.
Cuando se presentaron diferencias estadisticamente significativas, el test de Wilcoxon se
utilizé para comparar los tratamientos entre si.

1.3.3. Resultados:

Las caracteristicas del agua y del sedimento de cada sitio de recoleccion de plantas

(WCy WN) se muestran en la Tabla 1.3 y 1.4 respectivamente.

60



Mufarrege, Maria de las Mercedes - 2012 -

Tabla 1.3. Caracterizacion quimica del Wetland natural y de la entrada del Wetland Construido (WN
y WC respectivamente) (ND=no detectado, LD=limite de deteccion).

Parametros WN WC (entrada)
pH 7,91 12,62
Conductividad (umho cm™) 208 5200
Solidos Totales (mg L™ 149,2 31453
Alcalinidad (CaCOs) (mg L™) 105,2 1427,2
HCOs5 (mg L™) 128,1 ND
COs"(mg L™ ND 483,2
Cl (mgL™) 10,6 2574
S04 (mgL™) 8.2 759,2
Dureza Total (CaCO;) (mg L™) 33,6 6232
Ca” (mgL™) 9,8 249.3
Mg* (mg L) 2,2 0,5
Na" (mgL™) 35,1 834,2
K" (mgL™) 11,1 18,2
Fe (mg L™ 0,29 53,41
Cr (mgL™) DN (LD=0.005) 0,062
Ni (mgL™) DN (LD=0.005) 0,045
Zn (mg L™ DN (LD=0.005) 0,025
PRS (mg L") 0,015 0,040
PT (mgL™) 0,069 0,085
NO, (mgL™) DN (LD=0.005) 0,170
NO; (mg L™ 0,63 27,81
NH;" (mg L™ 2,16 3,97
DBO (mgL™) 3,0 2434
DQO (mg L™) 6,0 982,5
OD (mg L™ 6,51 5,43

Tabla 1.4.Caracterizacion Fisico-Quimica del sedimento comercial (SC), del Wetland construido
(WC) y del Wetland Natural (WN) (ND= no detectado LD=limite de deteccion).

Parametros SC WwC WN
Materia orgénica 8% o o
pH 767 .
Cr(mgg") 0,015 0,488 ND (LD=0.005)
Ni (mg g™) 0,006 0,408 ND (LD=0.005)
Zn (mgg') 0,130 0,054 N D (LD=0.005)
PT (mg g ™) 0,571 1,370 0,119

Las plantas provenientes del wetland construido mostraron las mayores tasas de
crecimiento y porcentajes de aumento de clorofila en el tratamiento 8000/10 (condiciones

tipicas de los efluentes tratados en el WC). En las plantas del WN, las mayores tasas de

61



Mufarrege, Maria de las Mercedes - 2012 -

crecimiento y aumento de clorofila fueron observados en los tratamientos 200/7,
probablemente debido a que este tratamiento presenta los valores normales de salinidad y pH
del agua del WN (Figs. 1.6 y 1.7).

Las areas transversales de las raices de las plantas del WC fueron significativamente
menores que las de las plantas del WN, con excepcion del tratamiento 200/10 (Fig.1.8a). La
mayor area de raices fue registrada en las plantas del WN en el tratamiento 200/7. En las
areas transversales de las raices de las plantas de WC no se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos 8000/10 y 8000/7 y entre los tratamientos 200/10 y
200/7. Las ATM de las plantas del WC fueron menores en los tratamientos con alta salinidad
(8000/7 y 8000/10) que en los otros tratamientos (Fig. 1.8b). Las plantas del WN mostraron
una mayor area transversal de médula que las plantas del WC en el tratamiento 8000/10 y un
menor valor en el tratamiento 200/10.

El méas alto valor de ATM fue observado en las plantas provenientes del WN en el
tratamiento 8000/10. En los tratamientos 8000/7 y 200/10 las plantas provenientes del WC
mostraron ATV que las de las plantas del WN (Fig. 1.8c). En los tratamientos 8000/7 y
200/10 las plantas del WC mostraron mayores areas de vasos metaxilematicos que las que se
obtuvieron en las plantas del WN (Fig. 1.8c). En las plantas provenientes del WC las ATV
de los tratamientos de mayor salinidad (8000/7 y 8000/10) fueron significativamente
menores que las obtenidas en los otros tratamientos. La mayor ATV en las plantas del WN
fue observada en el tratamiento 8000/10. Los mayores NV fueron observados en las plantas
del WN en el tratamiento 8000/10. El valor mas alto de NV fue observado en las plantas de
WN en el tratamiento 8000/10 (Fig. 1.8d). En las plantas provenientes del WC, los NV
fueron menores en los tratamientos de mayor salinidad (8000/7 y 8000/10) que en los otros
tratamientos.

Las observaciones realizadas por microscopia electronica (Fig. 1.9) permitieron
determinar que los tejidos de las plantas del WC se encontraban en buenas condiciones,
excepto en el tratamiento 200/7, en el cual los tejidos foliares y radiculares no estuvieron
claramente diferenciados, lo que indica un dafio evidente. Por el contrario, para las plantas
del WN en el tratamiento de 8000/10, los tejidos radiculares y foliares no se diferenciaron
claramente mostrando dafios severos y deshidratacion, mientras que las plantas en el
tratamiento 200/7 se encontraban en condiciones normales.

De acuerdo con el microanalisis de rayos X, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los contenidos de Si en los tejidos de las plantas provenientes del WC y

WN. El contenido relativo de Si en % (w/w) que se encuentra en los tejidos de las plantas
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provenientes del WC fueron 2-19% y 1-3% para las raices y hojas, respectivamente. Para los
tejidos de las plantas del WN los valores fueron de 1-18% y 1-4% para las raices y hojas,
respectivamente. Debido a la alta abundancia relativa del Si  (proveniente de los
sedimentos), tuvo que ser eliminado de la tabla del microandlisis de rayos X para que no
afecte a los demas elementos encontrados, por lo tanto estos debieron ser calculados
nuevamente (Tabla 1.5).

En todos los tratamientos, Na, S, Cl, K y Ca presentaron las mayores proporciones en
los tejidos de las plantas. El CI fue significativamente superior en hojas que en raices en
todos los casos. En las hojas de las plantas del WC, el Ca fue sustituido por el K cuando la
salinidad incremento6. En raices, el Na reemplaz6 al K y el S reemplazo al Cl. En las hojas y
raices de las plantas del WN, el Ca fue sustituido por el Na en el tratamiento 8000/10.
Nuestro interés se enfoc en el Na y el S en tejidos, ya que fueron los principales elementos
de la solucién utilizada (tratamiento de 8000/10). El Na en las hojas de las plantas
provenientes del WC fue significativamente menor que el de los valores obtenidos en las
plantas del WN. En las plantas provenientes del WC, Na fue acumulado en la epidermis y en
el parénquima de las raices, mientras que en la médula se observo una baja acumulacion. En
comparacion con las raices de las plantas del WC, un mayor valor de Na se observé en la
médula de las raices de las plantas del WN. Las hojas de las plantas del WC mostraron
mayores valores de S que la de los obtenidos en las hojas de las plantas del WN. Aunque el S
se acumuld en las raices de las plantas del WC y WN, su contenido en las raices de las
plantas del WN fueron los mas altos.

En los tratamientos 8000/7 y 8000/10 se observo deshidratacion y presencia de sal
adherida a la epidermis de las hojas de las plantas provenientes del WN (Fig. 1.10). Esto no

fue observado en las plantas provenientes del WC.
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Tabla 1.5. Proporcion relativa en % (w / w) de las hojas y raices de microanalisis de rayos X en los
diferentes tratamientos de salinidad (mg L) y pH (<I representa los valores por debajo del limite de

deteccion).
Tratamientos Zona Na Mg Al P S CI K Ca Mn Fe Ti
Hojas
WC (8000/pH10) Adaxial 3 1 1 <1 18 20 37 19 <1 <1 <l
Mesofilo 3 2 <1t 1 14 25 33 21 <1 <1l <l
Abaxial 2 1 1 1 20 14 36 21 1 1 <1
WN (8000/pH10) Adaxial 11 2 2 7 6 32 25 8 <l <1 <l
Mesofilo 12 1 1 6 4 37 25 13 <1 <1 <l
Abaxial 13 2 3 5 6 32 16 10 <1 1 <1
WC (200/pH7) Adaxial 2 3 1 3 15 26 19 28 <1 <l <l
Mesofilo 6 8 9 17 33 17 17 <1 <1 <l
Abaxial 1 4 1 2 14 27 18 29 <1 1 <1
WN (200/pH7) Adaxial <1 3 <t 3 10 11 51 20 1 <1 <l
Mesofilo <1 2 <t 4 5 23 57 7 2 <l <1
Abaxial 1 5 1 5 5 15 43 20 2 1 <1
Raiz
WC (8000/pH10) Epidermis 14 3 3 2 18 2 8 29 <l 9 1
Parénquima 27 9 6 2 15 5 8 8 <1 5 2
Médula 1 <l <1 <1 33 9 22 25 <l 5 <1
WN (8000/pH10) Epidermis 16 2 2 3 32 3 9 14 <1 1 <1
Parénquima 20 2 1 2 37 3 19 4 <1 <1 <1
Médula 2 2 <1 7 37 6 4 20 1 <1 <1
WC (200/pH7) Epidermis 9 2 o 1 3 3 31 8 <1 3 1
Parénquima 15 2 <1 2 2 3 56 18 <1 <1 <l
Médula 2 2 <1 4 2 5 54 21 <1 <l <l
WN (200/pH7) Epidermis <1 3 2 6 2 <1 42 31 <1 9 <«

Parénquima <1 4 5 5 1 1 47 21 <1 2 <1

Médula <1 3 1 5 3 <1 63 15 <1 1 <1
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Fig. 1.6. Tasa de Crecimientos de plantas (cm cm™ d') de provenientes de un wetland
natural y uno construido, sometidos a valores extremos de pH y salinidad.
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un WN y un WC.
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Fig. 1.8. Parametros morfométricos internos de la raiz tomadas en plantas provenientes de WN y un
WG, las cajas rellenas son los parametros medidos en plantas de un WC y las cajas vacias son WN.
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Fig. 1.9. Imagenes de los cortes transversales realizados bajo SEM-EDAX con energia 20kV en
plantas de un WN y un WC.

67



Mufarrege, Maria de las Mercedes - 2012 -

Fig. 1.10. Fotografia de la sal adherida a la epidermis de las hojas de plantas provenientes de un
wetland Natural (WN).

1.3.4. Consideraciones finales:

Las plantas del WC tienen adaptaciones fisiologicas y morfologicas para tolerar altos
pH y salinidad. Contrariamente, ellas mostraron estrés cuando fueron expuestas a
condiciones de pH y salinidad que son generalmente encontradas en aguas del WN
(tratamiento 200/7). Las adaptaciones de las plantas del WC fueron demostradas por la
mayor tasa de crecimiento relativo y el incremento de la clorofila en comparacién con los
obtenidos en las plantas del WN.

Por otro lado las plantas del WN mostraron estrés cuando ellas fueron expuestas a
altas condiciones de pH y salinidad, normalmente encontradas en WC. Estos resultados
denotan que es necesaria una adecuada aclimatacion de las plantas para favorecer la
adaptabilidad de 7. domingensis y tolerar las condiciones del efluente y la supervivencia en

el wetland.
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A pesar de que 7. domingensis no es una especie halofita y no posee estructuras para
tolerar y excretar sales, es capaz de modificar su morfologia para poder adaptarse a las
condiciones extremas, como la exposicion a altos valores de pH y salinidad.

Debido a su capacidad adaptativa 7. domingensis es una buena opcion para tratar

efluentes con altos pH y salinidad.

1.4. Discusion del Capitulo:

En comparacion con las plantas del WN, las mayores tasas de crecimiento y
porcentajes de aumento de clorofila fueron observados en las plantas del WC, demostrando
que estas plantas ya estaban modificadas no solo su fisiologia sino también su morfologia
con el fin de tolerar las condiciones presentes en el efluente industrial a los que estan
permanentemente expuestas. Por lo tanto estas ya poseen adaptaciones para tolerar las
condiciones extremas de pH y la salinidad estudiados en este trabajo.

Los efectos de la salinidad observados en las plantas del WN fueron coincidentes con
lo reportados por Nilratnisakorn et al. (2007) quienes observaron que la tasa de crecimiento
de T. angustifolia fue afectada por efluentes con alta salinidad provenientes de una fabrica
de tinturas sintéticas. Ellos encontraron que la inhibicion de la fotosintesis fue debido a la
precipitacion de cristales de sal de Na en hojas y raices que causan la obstruccion del
transporte de solutos. Macek y Rejmankova (2007) encontraron que el crecimiento vertical y
horizontal de plantas de 7. domingensis fue limitada por la alta salinidad. Glenn et al. (1995)
observaron que a una concentracién de 9 ppt de NaCl, la altura y el nimero de nuevos tallos
de T. domingensis presentaron un decrecimiento significativo. Munns et al. (1993) sugirieron
que el crecimiento bajo salinidad es inhibida por dos fases. Inicialmente (fase 1), el
crecimiento es afectado debido a las respuestas celulares a los efectos osmoéticos. En la
siguiente fase (fase 2), el crecimiento es reducido debido a los efectos toxicos de las sales
acumuladas.

La estructura de las raices de las plantas del WC fue modificado por la salinidad,
mientras que el pH no produjo cambios en este parametro. Por otro lado, el pH y la salinidad
producen cambios en la estructura de las raices de las plantas de WN. Dyhr-Jensen y Brix
(1996, encontraron que a pH 3,5 T. latifolia mostraron una tasa de crecimiento relativa
significativamente menor que las obtenidas a valores de pH 5,0, 6,5 y 8,0. Valores de pH

extremadamente bajos son toxicas para el crecimiento de especies de Typha sp. debido a un
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incremento pasivo de la entrada de H™ disminuiria el gradiente electroquimico a través de la
membrana plasmadtica y, por tanto la captacion de cationes.

En el caso de macrofitas flotantes libres, Hadad et al. (2006) encontraron que a
valores de pH de 10 fueron toxicos para el crecimiento de S. herzogii, P. stratiotes y E.
crassipes. También, estos autores observaron una tasa de crecimiento negativa en E.
crassipes. A una conductividad de 4000 pmho cm™. El valor de pH fue el mismos que los
utilizados en nuestro experimento y la salinidad fue menor, lo que indica una mayor
tolerancia de 7. domingensis que las macrofitas flotantes estudiadas. Las plantas emergentes
toleran la salinidad y pH mejor que las macrofitas flotantes. El sedimento actia como una
barrera que equilibra el sistema idnicamente, mejorando la tolerancia de las especies
emergentes.

Al final del experimento definitivo los tejidos de las plantas del WC presentaron un
estado saludable como fue observado en las imagenes obtenidas por el microscopio
electronico de barrido. Las hojas de las plantas del WC se estrechan en los tratamientos de
salinidad elevada, lo que sugiere que la pérdida de soportes estructurales en hojas mas
estrechas puede contribuir a un menor crecimiento en altura.

Estas observaciones confirman la adaptacién adquirida por las plantas del WC.
Nilratnisakorn et al. (2007) observaron en imagenes de microscopio electrénico de barrido
que raices de 7. angustifolia fueron danadas después de ser sometidas al tratamiento con el
efluentes de tintura, y el sodio cristalino fue depositados en las células de las raices causando
un decrecimiento en la evaporacion y la transpiracion.

En plantas del WC no hubo diferencias estadisticamente significativas entre el Na de
las hojas de los tratamientos 8000/10 y 200/7, indicando que este elemento no fue
transportado a dichos 6rganos. La baja concentracion de Na en la médula indica la menor
movilidad en las plantas del WN. Esto es debido al hecho que los vasos metaxilematicos
localizados en la médula, son responsables transporte de sustancias a las partes aéreas.

Los mayores valores de S encontrados en la médula indicaron su transporte hacia las
partes aéreas. La acumulacion de Na en las raices de las plantas del WC indica un
mecanismo de proteccion que poseen las plantas para evitar dafios en los tallos y para el
balance de la presion osmotica (Amarante et al. 2006; Munns y Greenway 1980; Parida y
Das 2005; Thomson 1975).

En plantas del WN la médula present6 altos valores de Na indicando el transporte de

raices a hojas. Coincidiendo con nuestros resultados, Nilratnisakorn et al. (2007) encontraron
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que la acumulacion de Na en hojas causo obstruccion del transporte de soluto el cual produjo
la inhibicion de la fotosintesis en las hojas.

La excrecion de sal es una muy eficiente manera de prevenir concentraciones
excesivas en los tejidos fotosintéticos.

Estos mecanismos son tipicos de especies que tienden a desarrollar caracteristicas
especiales localizados mayormente en la epidermis de las hojas, conocidos como glandulas
de sal o pelos. Uno de los signos mas obvios de la excrecion es la sal incrustada en las hojas
y tallos de estas especies con glandulas de sal o pelos (Popp 1995). Sin embargo, T.
domingensis no posee ninguna de estas estructuras y las secreciones salinas observada en la
superficie de la hoja (Fig. 4) fueron probablemente debido a la precipitacion cuando el nivel
del agua en el acuario decrecid por evapotranspiracion. Munns (2002) propuso que la
tolerancia a la sal es debida a dos mecanismos: uno de ellos es para minimizar la entrada de
sal dentro de la planta (acumulacion en los tejidos fotosintéticos) y la otra es la de minimizar
la concentracion de sales en el citoplasma. Generalmente la exclusion de sal en algunas
especies es una eficiente pero compleja manera de prevenir la toma masiva de iones en la
zona de la raiz, permitiendo el menor ascenso y acumulacion de sal en las partes aéreas de
las plantas, especialmente en los 6érganos en donde se produce la transpiracion.

La exclusion de sal estd basada en la baja permeabilidad de las raices para iones en

presencia de alta salinidad externa.
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Capitulo 2

ESTUDIO DE LA TOLERANCIA Y EFICIENCIA DE ACUMULACION
DE METALES DE T. domingensis
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2.1. Introduccion:

En el presente capitulo se determiné el rango de tolerancia aproximado que posee T.
domingensis al ser expuesta a distintas concentraciones de Cr, Ni y Zn para poder realizar
experiencias posteriores. Luego, con los resultados obtenidos en esta experiencia, se estudio
la tolerancia y las respuestas morfologicas de 7. domingensis a una solucién combinada de
Cr(III) + Ni(I) + Zn(II). Debido a que esta especie tolerd las condiciones a las que fue
expuesta, y de acuerdo a los resultados obtenidos en esta experiencia, se realizd un tercer
experimento agregando mayores concentraciones de Cr, Ni, Zn y un nutriente (fésforo). Los

metales fueron agregados en forma combinada y separada.

2.2 Experiencia N° 1: Estudio preliminar de la tolerancia a metales

2.2.1. Objetivo:

Determinar el rango de tolerancia aproximado de 7. domingensis al ser expuesta a Cr,

Niy Zn.

2.2.2. Metodologia:

Diserio Experimental:

Este experimento se realiz6 a fin de evaluar la tolerancia y las posibles
modificaciones morfologicas en 7. domingensis al ser expuesta a distintas concentraciones
de Cr, Ni y Zn. Se recolectaron plantas de un ambiente natural (Sitio 1, 31° 38” 41” S, 60°
30’ 51”7 O) perteneciente a la llanura de inundacioén de Rio Parand Medio. Las plantas fueron
podadas para evitar que se dafien durante el transporte. El experimento se realiz6 en
invernadero. Se colocaron dos plantas por en cada contenedor plastico en los que se agregd 4
Kg de sedimento. Las plantas se expusieron a un periodo de aclimatacion de 15 dias, durante
el cual demostraron un crecimiento adecuado y, posteriormente, se volvieron a podar hasta
una altura de 20 cm. A cada contenedor se le agreg6 3 L de solucion conteniendo los metales
a estudiar por separado preparadas con agua del sitio de muestreo. La experiencia tuvo una
duracion de 30 dias. Las plantas fueron sometidas a los siguientes tratamientos dispuestos

por duplicado:
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1) 20 mg Cr L™ (Cr 20)
2) 40 mg Cr L™ (Cr 40)
3) 60 mg Cr L (Cr 60)
4) 10 mg Ni L™ (Ni 10)
5)20 mg Ni L™ (Ni 20)
6) 40 mg Ni L™ (Ni 40)
7)20 mg Zn L™ (Zn 20)
8) 40 mg Zn L™ (Zn 40)
9) 60 mg Zn L™ (Zn 60)
10) 80 mg Zn L™ (Zn 80)

11) Control: sin agregado de metal

Estas concentraciones fueron seleccionadas teniendo en cuenta la toxicidad de estos
metales observada en experiencias previas realizadas por el grupo de investigacion y la

tolerancia de la planta analizada en la bibliografia (Manios et al., 2003).

Estudio de la Vegetacion:

Periédicamente, se midioé la altura de plantas y se calculd la tasa de crecimiento
relativo de acuerdo a la ecuacidon que se explica en la seccion de Materiales y métodos. Se
midieron las concentraciones de clorofila al inicio y al finalizar el experimento y de acuerdo
a estos valores se calcularon los porcentajes de aumento de clorofila, segiin la técnica
explicada en la seccion de materiales y métodos.

Al finalizar la experiencia se realizaron cortes transversales de raices que se
examinaron en microscopio optico. Se analizaron 30 secciones de raices en los tratamientos
de mayor concentracion de metal, donde se midi6 el area transversal de las raices (ATR),
médula (ATM), nimero y area transversal de los vasos metaxilematicos (NV y ATV,
respectivamente).

Se calcularon los factores de translocacion (concentracion en hojas/concentracion en

raices) y bioacumulacion de metales (concentracion en raiz/concentracion en sedimento).
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Andlisis quimicos:

Se efectud una caracterizacion fisico-quimica del agua del sitio de muestreo donde se
recolectaron las plantas para la realizacion del experimento. Para caracterizar el agua del
sitio de muestreo se siguieron las técnicas explicadas en la seccion de materiales y métodos.
También se determinaron las concentraciones de Cr, Niy Zn en tejidos (hojas y raices) y en
sedimento del sitio de recoleccion de plantas.

En los contenedores se midid periodicamente el pH y la conductividad. Al inicio y al
final de la experiencia se determind la concentracion de metales en agua y se determinaron
los porcentajes de remocion para cada metal en agua.

Al final de la experiencia se determiné la concentracion de metales en hojas, raices,

y del sedimento superficial y rizosférico.

Analisis Estadistico:

Se realiz6 analisis de la Variancia de una via para determinar el efecto de los metales
sobre la altura de las plantas y concentracion de clorofila. Para determinar si existieron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados para las concentraciones
de metales en tejidos vegetales y sedimento rizosférico y superficial, se realizaron anélisis de
la varianza de dos vias (tratamientos: oOrganos vegetativos y tratamientos: sedimento
superficial y rizosférico). Cuando se encontraron diferencias significativas, se aplico el test
de Duncan para diferenciar medias. Debido a que los parametros de la morfologia interna no
presentaron una distribucion normal, se aplico el andlisis de Kruskal-Wallis para testear si
existieron diferencias entre los tratamientos. Cuando se presentaron diferencias
estadisticamente significativas, el test de Wilcoxon se utilizd para comparar los tratamientos

entre si.
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2.2.3. Resultados:

La caracterizacion fisico-quimica del agua del sitio de muestreo donde se
recolectaron las plantas para la realizacion del experimento se muestra en la Tabla 2.1. Las
concentraciones de Cr, Ni y Zn en tejidos (hojas y raices) y en sedimento del sitio de

recoleccion de plantas se muestra en la Tabla 2.2.

Tabla 2.1. Caracterizacion fisico quimica del agua del sitio de muestreo (Sitio 1) (ND=no detectado,
LD=limite de deteccion).

Parametros WN

pH 7,52
Conductividad (umho cm™) 203
Solidos Totales (mg L™ 147,1
Alcalinidad (CaCOs) (mg L™) 104,3
HCO; (mg L™) 126,1
COs"(mg L™ ND

Cl' (mgL™) 9,6

S04 (mgL™) 8,2
Dureza Total (CaCO;) (mg L™) 32,7

Ca*" (mg L™ 9,3

Mg* (mg L™ 2,5

Na" (mg L™ 33,1

K" (mgL™) 13,1

Fe (mgL™) 0,32
Cr(mgL™) ND (LD=0.005)
Ni (mg L™ ND (LD=0.005)
Zn (mg L™ ND(LD=0.005)
PRS (mg L™ 0,016

PT (mg L™) 0,083
NO; (mgL™) ND (LD= 0.005)
NO; (mg L™ 0,49
NH;" (mgL™) 2,54
DBO (mgL™) 2,6

DQO (mg L™ 5,4

OD (mgL™) 5,62

Tabla 2.2. Caracterizacion quimica de los sedimentos comerciales (SC) y del wetland natural (WN)
y vegetales (raiz, hoja y rizoma) del sitio de recoleccion (Sitiol).

Parametros SC WN Raiz  Rizoma  Hoja
Cr(mgg™) 0,015 ND 0,041 ND 0,009
Ni(mgg') 0006 ND 0020 ND 0,002
Zn(mgg') 0,131 ND 0280  ND 0,043
PT(mgg') 0,573 0,119 0,892 2,791 1,534
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Las concentraciones de los metales en agua disminuyeron significativamente a lo largo del
tiempo en todos los tratamientos (Fig. 2.1), alcanzdndose a los 30 dias del experimento los

porcentajes de remocion que se muestran en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Porcentajes de remocion de metales en los distintos tratamientos.

Cr % remocion
20 99,4
40 99,7
60 99,5

Ni % remocion
10 95,6
20 97,8
40 98,5

/n % remocion
40 96,9
60 98,2
80 98,5

Al final de la experiencia, tanto en el sedimento superficial como en el rizosférico,
las concentraciones de Cr fueron significativamente superiores a las de los otros metales. El
sedimento superficial mostrd concentraciones de los tres metales significativamente mayores
que el sedimento rizosférico, excepto en el tratamiento Ni 20 (Fig. 2.2, Tabla 2.2).

Las hojas presentaron concentraciones significativamente inferiores que las de las
raices en todos los tratamientos, indicando una escasa translocacion, que se refleja en el
factor de translocacion (Tabla 2.4; Fig. 2.3). Las concentraciones de metales en hojas se
encuentran limitadas, debido a que todas llegan a la misma concentracion, mientras que en
las raices las concentraciones son significativamente mayores (Fig. 2.3) y presentan una
correlacion positiva con las concentraciones de metales de cada tratamiento. La altura de
plantas aument6 a lo largo del tiempo en todos los tratamientos durante la experiencia (Fig.
2.4.). En las tasas de crecimiento relativo no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos (Fig. 2.5).
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Fig. 2.1. Concentracién de metales (Cr, Ni y Zn) en agua (mg L") obtenida al final de la experiencia
en cada tratamiento.
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Fig. 2.2. Concentracion de Cr, Ni y Zn (mg g') en sedimento superficial y sedimento rizosférico
obtenida al final de la experiencia en cada tratamiento.
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Fig. 2.3. Concentracién de Cr, Niy Zn (mg ') en hojas y raices de plantas de T,
domingensis, obtenidas al final de la experiencia en cada tratamiento.
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Tabla 2.4. Factores de bioacumulacion y de translocacion en plantas de 7. domingensis en
los distintos tratamientos. FT= Factor de translocacion, FB= Factor de bioacumulacion,
SS=Sedimento Superficial, SR=Sedimento Rizosférico.

Tratamientos  FT FB (SS) FB (SR)

Cr 20 0,245 0,312 0,931
Cr 40 0,028 1,16 7,89
Cr 60 0,022 0,492 0,512
Ni 10 0,244 0,255 0,182
Ni 20 0,086 0,48 0,463
Ni 40 0,056 1,70 7.43
Zn 40 0,123 2,11 5,44
7n 60 0,083 1,62 4,70
Zn 80 0,072 1,51 5,49

En los tratamientos con Cr no se observaron diferencias significativas con el
porcentaje de aumento clorofila del control (Fig. 2.6). La mayor inhibicidn en la sintesis de
clorofila produciendo el menor porcentaje de aumento, se observo en el tratamiento de Ni
40, siendo este valor significativamente menor que en Ni 10, Ni 20 y el control. El Zn no
mostroé diferencias significativas entre los tratamientos y el control. Para el Zn no se
observaron efectos toxicos en este parametro ya que no se produjo una disminucion en la
concentracion de clorofila en ningln tratamiento (Fig. 2.6.)

Respecto de los pardmetros morfolégicos radiculares, se observd que el Zn 80
present6 el mayor ATR, mientras que Cr 60 y Ni 40 no presentaron diferencias significativas
con el control (Fig. 2.7). En el ATM no se observaron diferencias significativas entre Zn 80
y el control. El ATM medido en el tratamiento de Ni 40 fue el mas alto. Para el ATV no
existieron diferencias significativas entre los tratamientos Zn 80 y Cr 60 ni tampoco entre Ni
40 y el control. En el caso del NV, el tratamiento de Ni 40 presento el valor mas alto. E1 NV
del tratamiento Zn 80 fue significativamente menor que en el resto de los tratamientos (Fig.

2.7).
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Fig. 2.4. Altura de plantas (cm) medidas periédicamente en plantas de 7. domingensis en los distintos
tratamientos.

Fig. 2.5. Tasa de crecimiento relativo (cm cm™'d™) basada en las altura de plantas en todos los
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Fig. 2.6. Porcentaje de aumento de clorofila de plantas de T. domingensis obtenida en cada

tratamiento al finalizar el experimento. Diferentes letras representan diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos.
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Fig. 2.7. Parametros morfométricos internos (ATR, ATM, ATV y NV) de las raices tomada de
plantas de tratamientos con altas concentraciones de metales. Diferentes letras representan
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.

2.2.4. Consideraciones finales:

En esta experiencia se pudo observar que la altura de plantas aumentd
significativamente, no se observaron cambios en la morfologia interna radicular, ni se
registraron sintomas de muerte celular en ningin tratamiento, por esto se puede concluir que
T. domingensis presenta alta tolerancia a las condiciones a las que fue expuesta. De acuerdo
a estos resultados se propone realizar un nuevo experimento determinando la tolerancia
exponiendo a 7. domingensis a altas concentraciones de los tres metales. Se aprovechara esta
experiencia para estudiar la dindmica de acumulacion de Cr, Niy Zn en los distintos tejidos
y la tolerancia a dichos contaminantes. Para esto se expondrd a 7. domingensis a altas
concentraciones de metales agregados en forma combinada y las distribuciones de los
mismos a lo largo del tiempo en los distintos compartimientos del sistema agua-planta-

sedimento.
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2.3. Experiencia N° 2: Estudio de la distribucion de Cr, Ni y Zn en tejidos de 7.

domingensis a lo largo del tiempo

2.3.1. Objetivo:

Estudiar la tolerancia y las respuestas morfoldgicas de 7. domingensis a una solucién
combinada de altas concentraciones de Cr (III) + Ni (II) + Zn (II) y determinar la

distribucion a lo largo del tiempo en agua, raiz, hojas.

2.3.2. Metodologia:

Diserio experimental:

Se recolectaron plantas en un ambiente natural ubicado en la cercania de la localidad
de Arroyo Leyes, Santa Fe, perteneciente a la llanura de inundacion del Parana medio (Sitio
2, S 31°33°52,69"", O 60° 37’ 7,51°") y se plantaron sus rizomas en contenedores plasticos
conteniendo 4 kilos de sedimento. Los tratamientos fueron dispuestos por duplicado. Cuando
las plantas alcanzaron una altura de aproximadamente 20 cm a cada acuario se le agregd 5 L
de una solucion combinada de 100 mg L™ Cr + 100 mg L™ Ni + 100 mg L' Zn, preparada
con agua del sitio de muestreo. Cada muestreo consistio en la extraccion de agua, sedimento
y plantas para su andlisis, por lo tanto cada reactor era desechado en cada muestreo. Se
utilizaron tantos acuarios como muestreos se realizaron. El esquema de los muestreos fue el
siguiente:

e Muestreo 1: 2 hs.

e Muestreo 2: 8 hs.

e Muestreo 3: 24 hs.
e Muestreo 4: 48 hs.
e Muestreo 5: 14 dias
e Muestreo 6: 7 dias
e Muestreo 7: 10 dias
e Muestreo 8: 15 dias
e Muestreo 9: 28 dias
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e Muestreo 10: 60 dias
e Muestreo 11: 90 dias

El experimento tuvo una duracion de 90 dias y se utilizé un contenedor control que
solo se analiz6 al finalizar la experiencia El nivel de agua de los acuarios se mantuvo

mediante el agregado de agua del sitio de muestreo.

Estudio de la vegetacion:

En cada muestreo realizado, se midi6 la altura de plantas, la concentracion de
clorofila (la cual fue expresado como porcentaje de aumento de clorofila) y de metales en
agua, tejidos (hojas, raices y rizomas) y sedimento. Se calcularon las tasas de crecimiento
relativo en base a la altura de plantas, los factores de translocacion (concentracion en
hojas/concentracion en raices) y bioacumulacion de metales (concentracion en
raices/concentracion en sedimento. Al finalizar la experiencia se analizaron en microscopio
optico 30 secciones transversales de raices en el muestreo final (90 dias) y en el control,
midiendo el area transversal de las raices (ATR), de la médula (ATM), de los vasos
metaxilematicos (ATV) y contabilizando el ntimero de vasos (NV). Los tejidos fueron

analizados también por microscopia electronica de barrido (MEB).

Andlisis quimico:

Se efectud una caracterizacion fisico-quimica en el agua y sedimento del sitio de
muestreo donde se recolectaron las plantas para la realizacion del experimento (sitio 2).

Para caracterizar el agua del sitio de muestreo se siguieron las técnicas explicadas en
la seccion de materiales y métodos. Las concentraciones de Cr, Ni y Zn se determinaron en

cada muestreo en plantas (raiz, rizoma y hojas), agua y sedimento.

Andlisis Estadistico:

Se realizaron andlisis de la varianza de una via para determinar si existieron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados para las tasas de
crecimiento relativo y para el porcentaje de aumento de clorofila. Para determinar si

existieron diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados para las
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concentraciones de metales en tejidos vegetales, se realizaron analisis de la varianza de dos
factores (tiempo de muestreo y oOrganos vegetativos). Debido a que los parametros de la
morfologia interna de raices no presentaron una distribucion normal, se aplico el andlisis de
Kruskal-Wallis para testear las diferencias entre los tratamientos. Cuando se presentaron
diferencias estadisticamente significativas, el test de Wilcoxon se utilizd para comparar los
tratamientos entre si.
2.3.3. Resultados:

Las Tablas 2.5 y 2.6 muestran la caracterizacion fisico-quimica del agua y sedimento,
respectivamente, del sitio de muestreo donde se recolectaron las plantas para la realizacion

del experimento.

Tabla 2.5. Caracterizacion fisico quimica del agua del sitio de muestreo (Sitio 2) (ND=no detectado,
LD=limite de deteccion).

Parametros WN

pH 7,31
Conductividad (pmho cm™) 210
Solidos Totales (mg L") 139,2
Alcalinidad (CaCOs) (mg L™) 103,2
HCO5 (mg L™) 138,1
CO;"(mg L™ ND

Cl' (mgL™) 9,6

S04 (mg L™) 7,2
Dureza Total (CaCO3) (mg L™) 34,6

Ca’ (mgL™) 9,7

Mg* (mg L™ 2,5

Na" (mg L™ 32,1

K" (mgL™") 12,1

Fe (mg L™ 0,392
Cr(mgL™) ND (LD=0.005)
Ni (mg L™ ND (LD=0.005)
Zn (mg L™ ND (LD=0.005)
PRS (mg L™) 0,015

PT (mg L™) 0,060
NO; (mgL™) ND (LD= 0.005)
NO; (mg L™ 0,58
NH;  (mgL™) 2,27

DBO (mgL™) 2,5

DQO (mg L™ 5.6

OD (mgL™) 6,72
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Tabla 2.6 Caracterizacion quimica de los sedimentos comerciales (SC) y del wetland natural (WN) y
vegetales (raiz, hoja y rizoma) del sitio de recoleccion (Sitio2).

Parametros SC WN Raiz Rizoma  Hoja
Cr(mgg") 0,015 ND 0,008 0,009 ND

Ni(mgg') 0006 ND 0054 0,033 0,022
Zn(mgg') 0,132 ND 0,020 0,026 0,020
PT(mgg') 0,512 0119 0,784 0532 1,961

La concentracion de metales en agua disminuy6 luego de 90 dias de experiencia hasta
alcanzar porcentajes finales de remocion de 99,9%, 99,04% y 99,5% de Cr, Ni y Zn,
respectivamente. Durante los primeros dias de experimentacion, el Cr fue removido en
mayor proporcion que los otros metales, alcanzando en el dia 14 una remocion de 98,2%,
mientras que el Zn mostr6 una remocion de 58% y el Ni 27,2% (Fig. 2.8).

En cuanto a la acumulacion de los metales en el sedimento, el Ni y el Zn aumentaron
su concentracion a lo largo del tiempo alcanzando un valor maximo en el dia 28, pero
disminuyeron en los ultimos dos muestreos. Las concentraciones de Cr fueron
significativamente menores que las de los otros metales en todos los muestreos. Las
concentraciones finales de Zn y Ni en sedimento al final de la experiencia fueron
significativamente superiores que la del Cr (Fig. 2.9).

En cuanto a los tejidos, la parte aérea acumul6 concentraciones de metales iguales o
mayores a las raices (Fig. 2.10). La figura 2.11 Muestra lo balances de masas de metales
considerando sus contenidos en agua, raices y hojas. Este contenido (expresado en mg) se
calculé multiplicando la concentracién en el compartimiento (mg g ¢ mg L) por la masa
(g de peso seco) o volumen del mismo (L). En los balances de masa se observa que a lo largo
del tiempo el contenido de metales en agua disminuye al mismo tiempo que aumenta en
raices y hojas, mientras que el rizoma no mostré aumentos ya que actué como un o6rgano de
transporte de los metales (Fig. 2.11). El sedimento fue el compartimiento que mostrd el
mayor contenido de metales. En el dia 14 se observo un aumento significativo del contenido
de los tres metales en el sedimento, manteniendo valores similares hasta el final del

experimento.
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Fig. 2.8. Concentracion de metales (Cr, Ni y Zn) en agua (mg L) obtenida a lo largo del tiempo
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Fig. 2.9. Concentracion de metales Cr, Niy Zn (mg g'') en sedimento obtenida a lo largo del tiempo
(Dias).
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Tabla. 2.7. Factores de Translocacion (Concentracion de metales en hojas/ concentracion de metales
en raices) calculados en cada muestreo.

Muestreos Cr Ni Zn

0 1,092 0,788 1,004
2hs 0,984 0,882 1,056
8hs 0,835 0,834 0,798
24hs 0,559 0,329 0,410
48hs 0,502 0,294 0,340
7 dias 1,311 1,145 0,842
14 dias 1,143 1,107 0,775
21 dias 1,554 1,064 1,025
28 dias 0,773 1,090 0,675
60 dias 0,707 1,083 0,598
90 dias 0,602 0,861 0,527

Tabla 2.8. Factores de Bioacumulacion (Concentracion en raices/concentracion en sedimentos)
calculados en cada muestreo.

Muestreos Cr Ni /n
0 0,36 0,41 0,22

2 hs 3,771 1,37 2,38
8 hs 5,12 2,51 3,28
24 hs 9,49 4,75 5,86
48 hs 5,68 2,34 2,96
7 dias 2,90 1,27 2,19
14 dias 5,56 1,33 1,86
21 dias 3,27 1,86 3,00
28 dias 4,61 1,35 2,17
60 dias 5,68 1,30 2,33
90 dias 3,53 1,29 2,53

En las tablas 2.7. y 2.8 se muestran los factores de translocacion y de bioacumulacion
en todos los muestreos. Es importante destacar que los factores de traslocaciéon muestran que
la concentracion en hojas no mostréd diferencias significativas con la de raices. El Cr fue el
metal que presentdé los mayores factores de bioacumulacion, debido a una menor

acumulacion en sedimento que los otros metales (Fig. 2.9)
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distintos compartimientos (agua, raiz,
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La altura de plantas aumentd durante toda la experiencia resultando en tasas de
crecimiento relativo positivas (Fig. 2.12a). En las tasas de crecimiento relativo no existieron
diferencias estadisticamente significativas entre los primeros muestreos (2 hs- 48 hs), pero
posteriormente dichas tasas aumentaron sostenidamente hasta el final de la experiencia. Si
bien las tasas de crecimiento relativo fueron positivas, fueron significativamente menores
que las del control, lo cual demuestra una inhibicidon en el crecimiento. En cuanto a la
concentracion de clorofila se observd una disminucién de dicho pigmento en todos los
muestreos, excepto a los 14 y 21 dias, demostrando que las plantas no toleraron la mezcla de

elevada concentraciones de metales (Fig. 2.12b).

0,10

o

[=}

®
1

0,06

0,04

o

Q
¥
1

(%

N
o
1

. de.Clorofila
>
L

Porcentaje de Aumento

0,00

W,mem%%, Jan

T
o @%

1 T T T T T
4 : o
“[‘S@ & (1/&(\ &60 ,\ \ b\fb b\(b 6\'56 6\ &&0\ &06‘, 6\@“—’ 6\06 6\,06 6\06 6\'2?
TR P A R N ® S B
Muestreos Muestreos

Fig. 2.12. Tasas de crecimiento relativo (a) (R) (cm cm™ d™') y porcentaje de aumento de clorofila
(b) (%) de T. domingensis. en cada muestreo. Diferentes letras representan diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Los parametros morfométricos internos de las raices disminuyeron significativamente
con respecto al control, excepto el ATV (Fig. 2.13). En los andlisis de MO (Fig. 2.14) y

MEB (Fig. 2.15) se puede observar el estado de los tejidos al finalizar la experiencia.
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muestreos a los 90 dias y del control. Diferentes letras representan diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos.
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Fig. 2.14. Imagenes de microscopia Optica de las secciones transversales de raices de 7. domingensis
sometida a tratamientos de Cr, Ni, Zn a los 90 dias y el tratamiento control. Ep= epidermis, Co= cortex,
En= endodermis, Me= médula y Mx= vasos metaxilematicos. Barra= 650 pm.

Fig. 2.15. Imagenes de los cortes trasversales de tejidos (hoja, raiz y rizoma) obtenidos a los 90 dias
bajo SEM-EDAX con energia 20kV en plantas de 7. domingensis.
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2.3.4. Consideraciones finales:

Las raices responden a la toxicidad de los metales disminuyendo sus &reas
transversales y su numero de vasos, aumentando estos ultimos su area. Esto no pudo
observarse en la experiencia anterior debido a que las concentraciones de metales eran muy
bajas en comparacion con las de esta experiencia.

Las hojas presentaron concentraciones iguales o mayores a las raices. Este dato no
coincide con la bibliografia y con los resultados obtenidos hasta el momento por nuestro
grupo de trabajo. Pudimos observar que esto sucedidé solo cuando 7. domingensis fue
sometida a altas concentraciones de metales. Podemos hipotetizar que la rapida
translocacion de los metales a las partes aéreas fue debido a que al podarse las plantas se
activa la fisiologia de dicha especie translocando los metales a estos 6rganos.

Recordemos, que al comenzar la experiencia las plantas fueron podadas a una altura
de 20 cm, a partir de ese momento se observé que la altura de plantas aument6 rapidamente
alcanzando en apenas 10 minutos de haber sido podada la planta, un crecimiento de 2 cm.
Otra hipdtesis que podria plantearse es que las altas concentraciones en hojas se debieron a
que la parte inferior de las hojas estuvieron sumergidas en la solucion, sorbiendo los metales
por contacto directo

Para responder estos interrogantes, se decidio realizar otro experimento para poder
observar con mds detalles cuales eran los procesos de entrada y acumulacion de los metales
en plantas de 7. domingensis, por lo cual se secciond a las hojas en una parte aérea y en otra
parte sumergida, la cual se encuentra en contacto directo con la solucién experimental.

Como las concentraciones estudiadas son extremadamente mayores que las que se
encuentran habitualmente tanto en humedales naturales como construidos para tratamiento
de efluentes, los resultados obtenidos demostrarian la capacidad de 7. domingensis para
sobrevivir ante un accidental volcado de altas concentraciones de estos metales a un sistema
acuatico.

Debido a que las plantas no murieron al ser expuestas a la combinacion de 100 mg L
''Cr + 100 mg L' Ni + 100 mg L™ Zn, se propuso realizar una siguiente experiencia
utilizando mayores concentraciones de metales en forma separada y en soluciones de metales
combinados, ademas de estudiar al P (nutriente presente habitualmente en humedales
construidos para el tratamiento de efluentes industriales y en humedales naturales) para
estudiar no solo la dinamica de los metales y el P dentro del sistema, sino también analizar el

comportamiento y la acumulacion de los metales en presencia de este nutriente.
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2.4. Experiencia N° 3: Estudio de la respuesta de 7. domingensis a altas concentraciones

de metales y P

2.4.1. Objetivo:

De acuerdo con los resultados obtenidos en la experiencia anterior, se realizd esta
experiencia con el objetivo de estudiar la tolerancia y los cambios morfoldgicos de T.
domingensis sometida a altas concentraciones de metales y nutrientes (P), en forma separada

y combinada.

2.4.2. Metodologia:

Diserio Experimental:

Se realizé una experiencia en invernadero con el fin de observar la tolerancia y los
cambios morfologicos de 7. domingensis cuando es sometida a altas concentraciones de
metales y nutrientes agregados en forma conjunta y separada.

Las plantas se recolectaron en un ambiente natural ubicado en la cercania de la
localidad de Arroyo Leyes, Santa Fe (Sitio 2, 31° 32° 45” S; 60° 29 37” O). Se colocaron
dos plantas en cada acuario y luego se aclimataron en invernadero durante 15 dias. Luego,
fueron podadas a una altura de aproximadamente 20 cm y se agregaron soluciones de

metales y nutrientes segtn los siguientes tratamientos:

1) 100 mg L™ P (P100)

2) 500 mg L P (P500)

3) 100 mg L™ Cr (Crl100)

4) 500 mg L™ Cr (Cr500)

5) 100 mg L™ Ni (Nil00)

6) 500 mg L™ Ni (Ni500)

7) 100 mg L™ Zn (Zn100)

8) 500 mg L™ Zn (Zn500)

9) 500 mg L™ Cr + 500 mg L' Ni+ 500 mg L™ Zn (Comb500)

10) Control, sin el agregado de metales
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El nivel de agua de los acuarios se mantuvo mediante el agregado de agua del sitio de

muestreo.

Estudio de la vegetacion:

Periodicamente, se midio la altura de plantas, y al inicio y al final de la experiencia se
midid la concentracion de clorofila (la cual fue expresada como porcentaje de aumento de
clorofila). Se calcularon las tasas de crecimiento relativo en base a la altura de plantas, los
factores de translocacion (concentracion en hojas/concentracion en raices) y bioacumulacion
de metales (concentracion en raices/concentracion en sedimento). Al finalizar la experiencia
se analizaron en microscopio Optico 30 secciones transversales de raices de cada contenedor,
midiendo el area transversal de las raices (ATR), de la médula (ATM), de los vasos
metaxilematicos (ATV) y contabilizando el nimero de vasos (NV). Los tejidos fueron
analizados también por microscopia electronica de barrido (MEB). En esta experiencia se
dividi6 la planta en distintas zonas con el fin de poder observar en que lugar se produce la

sorcion y consecuente translocacion de los metales en las plantas

Andlisis quimico:

Se efectud una caracterizacion fisico-quimica en el agua del sitio de muestreo donde
se recolectaron las plantas para la realizacion del experimento. Para caracterizar el agua del
sitio de muestreo se siguieron las técnicas explicadas en la seccion de materiales y métodos.
Se muestred el agua sobrenadante a los 0, 2, 4, 7, 14 y 28 dias, tiempo que dur6 la
experiencia.

Al inicio y a los 28 dias se determind la concentracién de los contaminantes en
sedimento y en plantas, las cuales fueron separadas en raiz, rizoma, hojas aéreas sumergidas

y hojas aéreas.

Analisis Estadistico:

Se realizaron andlisis de la varianza de una via para determinar si existieron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados para las tasas de

crecimiento relativo y para el porcentaje de aumento de clorofila. Para determinar si
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existieron diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados para las
concentraciones de metales en tejidos vegetales, se realizaron andlisis de la varianza de dos
vias (tratamientos y organos vegetativos). Debido a que los parametros de la morfologia
interna de raices no presentaron una distribucion normal, se aplico el analisis de Kruskal-
Wallis para testear las diferencias entre los tratamientos. Cuando se presentaron diferencias
estadisticamente significativas, el test de Wilcoxon se utilizd para comparar los tratamientos

entre si.

2.4.3. Resultados:

Las Tablas 2.9 y 2.10 muestran la caracterizacion fisico-quimica del agua y
sedimento del sitio de muestreo donde se recolectaron las plantas para la realizacion del

experimento.

Tabla 2.9. Caracterizacion fisico quimica del agua del sitio de muestreo (Sitio 2) (ND=no detectado,
LD=limite de deteccién).

Parametros WN

pH 8,0
Conductividad (umho cm™) 223
Solidos Totales (mg LY 152,4
Alcalinidad (CaCOs) (mg L™) 104,2
HCOs5 (mg L™) 128,1
COs*(mgL™) ND

Cl' (mgL™) 14,6

SO+ (mgL™) 10,5
Dureza Total (CaCO;) (mg L™) 33,6

Ca” (mgL™) 9,8

Mg* (mg L) 2,2

Na" (mgL™) 36,8

K" (mgL™ 16,1

Fe (mg L) 0,29
Cr(mgL™) N D (LD=0.005)
Ni (mg L™ ND (LD=0.005)
Zn (mg L™ ND (LD=0.005)
PRS (mgL™) 0,023

PT (mg L™) 0,076
NO, (mgL™) ND (LD= 0.005)
NO; (mg L™ 0,41

NH;" (mg L™ 1,99

DBO (mgL™) 3.6

DQO (mg L™) 6,4

OD (mg L) 6.71 99
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Tabla 2.10. Caracterizacion quimica de los sedimentos comerciales (SC) y del wetland natural (WN)
y vegetales (raiz, hoja y rizoma) del sitio de recoleccion (Sitio2).

Parametros SC WN Raiz  Rizoma Hoja
Cr(mgg') 0015 ND 0,008 0,005 0,004
Ni(mgg') 0,006 ND ND ND ND

Zn(mgg') 0,132 ND 0071 0,030 0,049
PT(mgg') 0512 0,119 0,781 0,533 1,984

La concentracion de contaminantes en agua disminuy6 durante todos los muestreos
(Fig. 2.16). A lo largo del experimento, las concentraciones de Cr en agua en el tratamiento
Comb500 fueron significativamente menores que las obtenidas en el tratamiento Cr500. En
el caso del Ni, no se registraron diferencias significativas entre las concentraciones de este
metal en agua para los tratamientos Ni500 y Comb500. Las concentraciones de Zn en agua
en el tratamiento Comb500 fueron significativamente superiores que las de Zn500 a lo largo
del todo el experimento. El Zn en el tratamiento de Zn100 mostrd una remocion mas lenta
que los otros metales y, por su parte, el P mostré6 una menor eficiencia de remocioén en
comparacion con las obtenidas en los metales (Fig. 2.16).

En cuanto a las concentraciones de Cr en tejidos, pudo observarse que en el
tratamiento Cr100 la parte sumergida de hojas mostr6 la mayor concentracion de este metal,
mientras que en el tratamiento Cr500, la raiz fue el o6rgano que mostré la mayor
concentracion del metal, seguido de la parte sumergida de las hojas, este mismo resultado
fue observado en el tratamiento Comb500 (Fig. 2.17). La concentracion de Ni registrada en
las partes sumergidas de hojas fue la mas alta en los tratamientos Ni100 y Ni500, mientras
que en el tratamiento Comb500 no existieron diferencias significativas entre las
concentraciones de Ni de los diferentes compartimientos. El Zn mostrd las mayores
concentraciones en la parte sumergida de hojas en comparacion con las registradas para el Cr
y Ni. Respecto del P, no se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones
de los diferentes o6rganos en el tratamiento P100. La concentracion de P en sedimento, fue

significativamente menor que en los tejidos.
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Fig. 2.16. Concentraciones de contaminantes (Cr, Ni y Zn) y P en agua (mg L™") a lo largo del tiempo
(dias).

Pudo observarse que en P100 la concentracion en sedimento fue significativamente
menor que en P500.Las concentraciones de metales en el sedimento no mostraron
diferencias significativas entre los metales. El sedimento mostr6 un aumento en la
concentracion de los tres metales en los tratamientos Cr500, Ni500 y Zn500, no
encontrandose diferencias significativas con las concentraciones en los tratamientos de
metales combinados. En el tratamiento P500, se observd un aumento significativo en las
concentraciones de P en todos los 6rganos vegetales, siendo la parte sumergida de las hojas
el tejido que mostré la mayor concentracion. En comparacion con los metales, el P mostro
mayores concentraciones en tejidos al final del experimento. En cuanto a la concentracion de
P en sedimento se observan bajas concentraciones de este. En las Tablas 2.11 y 2.12 se

muestran los factores de translocacion y de bioacumulacion, respectivamente.
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Tabla. 2.11. Factores de Translocacion (Concentracion de metales en partes aéreas de hojas/
concentracion de metales en raices) calculados al final del experimento en cada tratamiento.

-2012 -

Tratamientos Factor
Cr100 2,339
Cr500 0,421

Cr (Comb500) 0,463
Nil00 1,814
Ni500 0,648

Ni (Comb500) 1,385
Zn100 0,387
Zn500 0,236

Zn (Comb500) 0,659
P100 1,875
P500 0,737

Tabla 2.12. Factores de Bioacumulacién (Concentracion en raices/concentracion en sedimentos)

calculados al final del experimento en cada tratamiento.

Tratamientos Factor
Cr100 1,611
Cr500 7,062

Cr (Comb500) 4,847
Nil00 0,210
Ni500 0,482

Ni (Comb500) 1,398
Zn100 1,206
Zn500 2,536

Zn (Comb500) 3,045

P100 4,670
P500 6,930
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Fig. 2.17. Concentracion de contaminantes en tejidos vegetales (parte aérea de hojas, parte sumergida
de hojas, raiz y rizoma) y sedimento (mg g™).

Se realizaron balances de masa para cada tratamiento para determinar en qué medida
se acumularon los metales y el P en cada compartimiento (Figs. 2.18a, 2.18b, 2.18c, 2.18d).
En los mismos pudo observarse que el sedimento fue el principal compartimiento
acumulador de metales y de P y que los tratamientos con el agregado de la mayor
concentracion y los tratamientos de metales combinados presentaron menores remociones de
metales de agua. En los tratamientos de metales combinados se observd que el Cr fue el

metal que mas se removid del agua acumulandose mayormente en el sedimento.
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Fg. 2.19. Tasa de crecimiento relativo (cm cm™ d™') calculado de acuerdo a la altura de plantas en
todos los tratamientos. Diferentes letras representan diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos.

En los tratamientos de P se obtuvieron porcentajes de aumento de clorofila
significativamente superiores que el obtenido en los demés tratamientos, mientras que no se
encontraron diferencias significativas con el control (Fig. 2.20), sin embargo, el porcentaje
obtenido en el tratamiento P500 fue significativamente menor que el obtenido en el de P100.
Los tratamientos P500 y Zn100 no presentaron diferencias significativas. Los porcentajes de
aumento de clorofila en los tratamientos de Cr y Zn mostraron diferencias significativas con
el control (Fig. 2.20). Los porcentajes de aumento de clorofila en los tratamientos de Ni y de
metales combinados fueron negativos, siendo el de metales combinados significativamente

menor que el obtenido en los tratamientos de Ni.
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Fig. 2.20. Porcentaje de aumento de clorofila (%) de plantas de 7. domingensis en todos los
tratamientos.

En cuanto a los pardmetros morfométricos internos de raices puede observarse que
las menores ATR y ATV se registraron en los tratamientos de Nil00, Ni500 y Comb500,
mientras que las mas altas ATR y ATV se observaron en P500, Cr100 y Zn100 (Fig. 2.21).
En cuanto a las ATM, las menores areas se observaron en el tratamiento de Ni500; las mas
altas ATM se observaron en P100 y Cr500. Los mas bajos NV se observaron en los
tratamientos de P500, Ni500 y Zn500, mientras que los maximos NV se observaron en los

tratamientos P100, Ni100, Cr500 y Comb500.
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Fig. 2.21. Parametros morfométricos internos de las raices (ATR, ATM, ATV y NV) obtenidas en
todos los tratamientos. Diferentes letras representan diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos.

2.4.4. Consideraciones finales:

En los tratamientos con concentraciones de 500 mg L™ de metales y de metales
combinados se observd una menor remocion en agua, podemos hipotetizar que T.
domingensis toler6 esas concentraciones de metales debido a que dejo de absorberlos,
posiblemente para evitar que estas concentraciones causen dafios irreversibles en 6rganos
vitales. Por otro lado, las partes sumergidas de las hojas fueron un compartimiento muy
eficiente para la acumulacion de metales y P debido a que estos tejidos se encuentran en
contacto directo con la solucion experimental. Sin embargo, fue el sedimento el

compartimiento que presentd la mayor acumulacion de metales y de P. Las plantas no
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toleraron la exposicién a 100 mg L' Niy 500 mg L Ni y la combinacién de 500 mg L' Cr
+500 mg L' Ni+ 500 mg L Zn.

2.5. Experiencia N° 4: Estudio de la tolerancia de plantas de 7. domingensis a mayores

concentraciones de metales y nutrientes

2.5.1. Objetivo:

De acuerdo con los resultados obtenidos en la experiencia anterior, se realizd esta
experiencia para poder evaluar la tolerancia de 7. domingensis, en base a la tasa de
crecimiento y a la concentracion de clorofila, al ser sometida a altas concentraciones de

metales pero con el agregado de nutrientes (P y N).

2.5.2. Metodologia:

Diserio experimental:

Se realiz6 una experiencia en invernadero con el fin de observar la tolerancia de T.
domingensis cuando es sometida a altas concentraciones de metales (Cr, Ni y Zn) y
nutrientes (P y N) agregados en forma conjunta y separada.

Las plantas se recolectaron en un ambiente natural ubicado en la localidad de Rincon,
Santa Fe (Sitio 3, 31°36° 18.46” S; 60° 33’ 50,04 O). Se colocaron dos plantas por en cada
contenedor plastico en los que se agregd 4 Kg de sedimento. Luego se aclimataron en
invernadero durante 15 dias. Luego, fueron podadas a una altura de aproximadamente 20 cm

y se agregaron soluciones de metales y nutrientes segun los siguientes tratamientos:

1)200 mg L™ Cr (Cr200)
2) 600 mg L' Cr (Cr600)
3)200 mg L™ Ni (Ni200)
4) 600 mg L Ni (Ni600)
5)200 mg L Zn (Zn200)
6) 600 mg L Zn (Zn600)
7) 200 mg L Cr + 200 mg L™ Ni + 200 mg L™ Zn (Comb200)
8) 600 mg L™ Cr + 600 mg L Ni+ 600 mg L™ Zn (Comb600)
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9) 200 mg L' Cr+200 mg L' Ni + 200 mg L' Zn + 50 mg L' P + 50 mg L' N
(Comb200 + nut.)

10) 600 mg L™ Cr + 600 mg L™ Ni+ 600 mg L' Zn+ 50 mg L' P+ 50 mg L' N
(Comb600 + nut.)

11)50mg L' P+ 50 mg L' N (nut.)

12) Control, sin el agregado de metales ni de nutrientes

El nivel de agua de los acuarios se mantuvo mediante el agregado de agua del sitio de

muestreo.
Estudio de la vegetacion:

Periodicamente, se midio la altura de plantas, y al inicio y al final de la experiencia se
midio6 la concentracion de clorofila (la cual fue expresada como porcentaje de aumento de
clorofila). Se calcularon las tasas de crecimiento relativo en base a la altura de plantas.
Analisis quimico:

Se efectud una caracterizacion fisico-quimica en el agua del sitio de muestreo donde
se recolectaron las plantas para la realizacion del experimento. Para caracterizar el agua del
sitio de muestreo se siguieron las técnicas explicadas en la seccion de materiales y métodos.
Durante el experimento, se muestre6 el agua sobrenadante de cada acuario a los Ohs, 8hs,
24hs, 48hs, 5 dias, 10 dias, 20 dias y 30 dias, tiempo que dur6 la experiencia.

Andlisis estadistico:

Se realizaron andlisis de la varianza de una via para determinar si existieron

diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados para las tasas de

crecimiento relativo y para el porcentaje de aumento de clorofila.

2.5.3. Resultados:
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Las Tablas 2.13 y 2.12 muestran la caracterizacion fisico-quimica del agua y
sedimento del sitio de muestreo donde se recolectaron las plantas para la realizacion del

experimento.

Tabla 2.13. Caracterizacion fisico quimica del agua del sitio de muestreo (Sitio 3) (ND=no detectado,
LD=limite de deteccion.

Parametros WN

pH 7,42
Conductividad (umho cm™) 2102
Soélidos Totales (mg LY 1399,9
Alcalinidad (CaCOs) (mg L™) 278,2
HCOs5 (mg L™) 339,4
COs*(mgL™) ND

Cl' (mgL™) 354,1
S04 (mgL™) 410,6
Dureza Total (CaCO;) (mg L™) 212,6

Ca” (mgL™) 63,7

Mg* (mg L™ 26,3

Na" (mgL™) 331,8

K" (mgL™ 33,9

Fe (mg L) 0,282

Cr (mgL™) ND (LD=0.005)
Ni (mg L™) ND (LD=0.005)
Zn (mg L™ ND(LD=0.005)
PRS (mg L") 0,119

PT (mgL™") 1,154
NO, (mgL™) ND (LD= 0.005)
NO; (mg L™ 0,2

NH;" (mg L™ 2,12

DBO (mgL™) 2,7

DQO (mg L™) 5,0

OD (mg L™ 6,03

Tabla 2.14. Caracterizacion quimica de los sedimentos comerciales (SC) y del wetland natural (WN)
y vegetales (raiz, hoja y rizoma) del sitio de recoleccion (Sitio3).

Parametros SC WN  Raiz Rizoma Hoja
Cr(mgg") 0,014 ND 0,03 ND 0,008
Ni (mg g™) 0,005 ND 0,024 ND 0,003
Zn(mgg') 0,142 ND 0,26 ND 0,055
PT(mgg') 0455 0201 3,621 2,842 4,031
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A excepcion del tratamiento de Ni600, todas las tasas de crecimiento relativo fueron
positivas (Fig. 2.22). Las tasas de crecimiento de los tratamientos de Cr600 y Zn600, tanto
en los acuarios que se agregaron nutrientes como en los que no, fueron significativamente
inferiores que los tratamientos de Cr200 y Zn200, demostrando una inhibicion debida a la
exposicion a las elevadas concentraciones. Los tratamientos de Cr y Zn en los que se
agregaron nutrientes mostraron tasas de crecimiento significativamente superiores que los
tratamientos en los que no se agregaron. Por su parte, el tratamiento de Zn200 con el
agregado de nutrientes no mostr6 diferencias significativas con el control, mientras que el
resto de los tratamientos fueron significativamente inferiores al control, indicando una menor
toxicidad del Zn.

Con el agregado de nutrientes, los tratamientos de Ni200 y Ni600 mostraron una tasa
de crecimiento significativamente mayor en comparacion con los tratamientos en los que no
se agregaron nutrientes. El tratamiento que present6 la mayor toxicidad fue el de Ni600 sin
agregado de nutrientes, el cual mostro una tasa de crecimiento negativa. Sin embargo, el
mismo tratamiento con el agregado de nutrientes presentd una tasa positiva, aunque
significativamente menor que el tratamiento Ni600 con agregado de nutrientes. Por su parte,
los tratamientos de metales combinados mostraron una respuesta similar a la obtenida en los
tratamientos de Cr y Zn aunque con tasas de crecimiento significativamente inferiores.
Aunque se esperaba que el tratamiento con nutrientes hubiera mostrado tasas de crecimiento
mayores que en el control, no se observaron diferencias significativas entre ellos,
probablemente debido a que la exposicion a las concentraciones de nutrientes utilizadas
produjo algln tipo de inhibicion fisiologica. Al igual que en los experimentos anteriores, el
Ni fue el metal que mostré la mayor toxicidad.

Es de destacar que en los tratamientos que presentaron la mayor toxicidad se observo
una escasa aparicion de nuevas plantas, observandose en el tratamiento con la mayor

concentracion de metales combinados la inexistencia de propagacion vegetativa.
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Fig. 2.22. Tasas de crecimiento (cm cm d™') obtenidas en cada tratamiento de Cr, Ni, Zn y
nutrientes.

Los tratamientos con agregado de nutrientes presentaron porcentajes de aumento de
clorofila significativamente superiores a los registrados en los tratamientos en los que no se
agregaron nutrientes, excepto en los tratamientos de metales combinados y en el de Ni600
(Fig. 2.23). En los tratamientos de Cr+Ni+Zn200, se observaron aumentos de clorofila
significativamente inferiores que los del control, mientras que en los tratamientos de
Cr+Ni+Zn600 se observo una disminucion en la concentracion de clorofila. Todos los
tratamientos mostraron porcentajes de aumento de clorofila significativamente inferiores al
control, demostrando una inhibicién en este parametro debida a la exposicion a las altas

concentraciones de metales y nutrientes.
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Fig. 2.23. Porcentajes de aumento de la concentracion de clorofila (%) obtenidos en cada tratamiento
de Cr, Ni, Zn y nutrientes.

2.5.4. Consideraciones finales:

Las plantas no toleraron la exposicién a 600 mg L™ Ni y se observo inhibicién en el
crecimiento frente a la combinacion de 600 mg L™ Cr + 600 mg L™ Ni + 600 mg L™ Zn. Sin
embargo, el agregado de nutrientes favorecio la tolerancia de las plantas, representada por el
aumento en la tasa de crecimiento y la concentracion de clorofila.

Si bien en el experimento N° 3 se observo que en los tratamientos de Ni100 y Ni500
las plantas mostraron tasas de crecimiento negativo, en este experimento el tratamiento
Ni200 mostr6 una tasa positiva. Esto pudo deberse probablemente a que las plantas
utilizadas en este experimento mostraron una mayor concentracion inicial de PT en tejidos

(Tabla 2.14) que la registrada en los tejidos de las plantas utilizadas en el experimento
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anterior (Tabla 2.10), por lo cual, presentaron una mayor tolerancia a las condiciones

experimentales.

2. 6. Discusion del Capitulo:

Aunque los 3 metales alcanzaron similares remociones finales, el Cr presentd una
mayor eficiencia y una mayor velocidad de remocion que los otros metales. Similares
resultados fueron informados para las macrofitas flotantes P. stratiotes y S. herzogii, las
cuales mostraron eficiencias de 98-99% después de 30 dias de experimentacion utilizando
concentraciones de 1, 2, 4 y 6 mg L' (Maine et al., 2004). Estos autores propusieron que la
remocion obtenida se debid al hecho de que la sorcion de Cr(IIl) es probablemente un
mecanismo competitivo-consecutivo con etapas de reaccion reversibles, esto se refleja en
que los porcentajes de remocion nunca llegan al 100% cualquiera sea la condicion inicial,
ademas propusieron que P. stratiotes y S. herzogii pueden tomar Cr del agua a través de la
sorcion sobre la superficie de las hojas por contacto directo con la solucion. En el presente
trabajo pudo observarse que la adsorcion a las partes sumergidas de las hojas de T.
domingensis es un mecanismo muy importante debido al contacto directo de estos tejidos
con la solucion, lo mismo fue observado por Hegazy et al. (2011) quienes estudiaron la
acumulacion de metales pesados (Al, Fe, Zn y Pb) de un humedal natural contaminado con
efluentes industriales en distintos oOrganos de 7. domingensis. Estos autores pudieron
observar que esta especie acumuld mayor concentracion de Zn en las partes sumergidas de
hojas en comparacion con las raices y los rizomas.

El Cr, Ni y Zn intervienen en una variedad de funciones criticas relacionadas con el
control de genes, el transporte de oxigeno y el metabolismo enzimatico (Bonilla, 2008; Rana,
2008). Sin embargo, cuando sus concentraciones alcanzan un valor umbral estos metales se
vuelven primero inhibitorios y luego toxicos.

Comparando con el control, la tasa de crecimiento mostré un efecto toxico en los
tratamientos de Ni100 y Ni500 y en el tratamiento de metales combinados en la experiencia
N° 3 (Fig. 2.19) y en el tratamiento de Ni600 de la experiencia N° 4 (Fig. 2.22), mientras que
el Cr y el Zn no afectaron el crecimiento, o bien mostraron un efecto inhibitorio segun las
concentraciones utilizadas en cada experimento. En comparacion con macroéfitas flotantes,
estos resultados concuerdan con los informados por Hadad et al. (2007) al estudiar la
tolerancia de S. herzogii al Cr, Ni y Zn; cabe aclarar que las concentraciones de metales a las

cuales se expuso a estas macrofitas flotantes son mucho menores que con los que se
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trabajaron con 7. domingensis y con los resultados de Mufarrege et al. (2010) al estudiar la
respuesta de P. stratiotes a los mismos metales. Delgado et al. (1993) observaron que E.
crassipes también tolerd al Cr y Zn. Respecto a la tolerancia de macrofitas arraigadas,
Chandra y Yadav (2010) evaluaron la potencialidad de Typha angustifolia para ser utilizada
en la fitoremediacion de Cu, Pb, Ni, Fe, Mn y Zn observando una tolerancia a las
condiciones experimentales. Yadav y Chandra (2010) observaron que 7. angustifolia fue
mas tolerante a la exposicion de Fe, Cr, Pb, Cu y Cd que la especie Cyperus esculentus L.
Por su parte, Arduini et al. (2006) observaron que el crecimiento de la especie enraizada
Miscanthus sinensis se detuvo al ser expuesta a concentraciones de Cr de 150 mg L™

La presencia de nutrientes en agua contribuyé a aumentar la tolerancia de T.
domingensis a los metales estudiados. Incluso, pudo observarse que las concentraciones de
nutrientes en tejidos también aumentan la tolerancia. Esto explica el hecho de que las plantas
utilizadas en el experimento N° 4 presentaron una mayor tolerancia a las condiciones
experimentales debido a una mayor concentracion inicial de PT en tejidos que la registrada
en los tejidos de las plantas utilizadas en el experimento anterior. Gothberg et al. (2004)
propusieron aplicar una fertilizacion con nutrientes para atenuar la acumulacion de metales
en macrofitas y asi aumentar la tolerancia a los mismos. El enriquecimiento con nutrientes
mejoraria la remocion de metales de agua a través del aumento en la produccion de biomasa
y del mejoramiento del metabolismo (Hadad et al., 2007).

La concentracion de clorofila en plantas es un buen indicador de toxicidad para
diferentes metales (Burton et al., 2004; Hadad et al., 2007). Sin embargo, las respuestas de
las plantas dependeran del contaminante estudiado y de las especies de macrofitas. Los
tratamientos de Ni100, Ni500 y de metales combinados fueron toxicos para la sintesis de
clorofila a en la experiencia N° 3 (Fig. 2.20) en los tratamientos Ni600 con agregado de
nutrientes y de metales combinados en la experiencia N° 4. Manios et al. (2003) observo un
aumento en la hidrolisis de la clorofila a debido a la exposicion a metales combinados (4 mg
L' Cd, 80 mg L Cu, 40 mg L' Ni, 40 mg L' Pb y 80 mg L Zn) en T. latifolia. Por su
parte, el Cr y el Zn en forma separada no produjeron toxicidad sobre este parametro ya que
el Cr produce el aumento de la concentracion de clorofila incrementando la disponibilidad de
Fe biologicamente activo en los tejidos vegetales (Bonet et al., 1991) y el Zn interviene en
los procesos fotosintéticos. Los metales podrian ser directamente 6 indirectamente esenciales
para la sintesis de clorofila (Chandra et al., 2004). Respecto de estudios realizados con
especies flotantes, Delgado et al. (1993) observaron clorosis en E. crassipes al exponerla a

concentraciones crecientes de Cr y Zn, siendo la clorosis mas intensa en el caso del Zn.
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Hadad et al. (2011) observo un efecto toxico sobre la concentracion de clorofila al exponer a
E. crassipes a una concentracion de Ni de 1 mg L. Maine et al. (2004) informd una
disminucién en la concentraciéon de clorofila en P. stratiotes cuando esta especie fue
expuesta a concentraciones superiores a 3 mg L' Cr, mientras que la clorofila en S. herzogii
no diminuy® al ser expuesta a concentraciones de Cr inferiores a 6 mg L™. Cuando el Cr se
encuentra en bajas concentraciones pueden aumentar la concentracion de clorofila debido a
que aumenta la disponibilidad de Fe biologicamente activos en los tejidos de las plantas
(Bonet, et al. 1991) y el Zn participa de procesos fotosintéticos (Bonilla, 2008), pero cuando
estos metales se encuentran en altas concentraciones son toxicos causando dafios en la
produccion de clorofila.

Las concentraciones en las especies flotantes que produjeron efectos fueron mas
bajas. Debido a que las macrofitas flotantes se encuentran en contacto directo con la solucion
experimental, presentan una menor tolerancia a los metales, mientras que 7. domingensis
mostro una tolerancia mucho mayor a los metales estudiados debido a que el sedimento es el
primer compartimiento de acumulacién de metales produciendo que éstos lleguen con
posterioridad y en menor concentracion a los tejidos vegetales.

Con respecto a los factores de bioacumulacion que se obtuvieron a lo largo del
tiempo en la experiencia N° 2, se pudo observar que en el muestreo inicial, las mayores
concentraciones se observaron en el sedimento, mientras que a partir de las 2 primeras horas
de experimentacion, los tres metales se acumularon en raices (Tabla 2.8). Para los factores
de translocacion obtenidos a lo largo del tiempo, pudo observarse una primera etapa donde
los metales se acumularon en raices (Tabla 2.7). Luego, a partir del séptimo dia de
experiencia, los tres metales mostraron una mayor concentracion en hojas, distinguiéndose
una etapa de translocacion de metales desde raices hacia partes aéreas. Sin embargo, el Cry
el Zn a los 60 y 90 dias mostraron una nueva translocacioén pero en sentido inverso, desde
partes aéreas hacia raices. Probablemente, debido a las elevadas concentraciones de metales
utilizadas los sitios de sorcion de raices se saturaron durante los primeros 7 dias y se produjo
la translocacion hacia partes aéreas. Luego, a los 60 dias, los sitios de acumulacion en las
partes aéreas se saturaron y los metales se translocaron hacia las raices nuevamente. De
acuerdo a estos resultados podemos hipotetizar que las plantas translocan de forma alternada
los metales, como un mecanismo de proteccion de los tejidos de 6rganos funcionalmente
activos (hojas y raices) protegiendo de esta forma a las plantas de la toxicidad de estos
contaminantes. De esta manera, los tejidos fotosintéticos y de absorcion de nutrientes para

las plantas pueden continuar con sus funciones y es por esto que se le atribuye a esta especie
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una alta tolerancia a lo largo del tiempo. Cabe aclarar que estos resultados fueron observados
cuando se sometid a 7. domingensis a elevadas concentraciones de metales y que estas
condiciones no se observan en humedales naturales ni construidos para el tratamiento de
efluentes industriales. Arduini et al. (2006) observaron que M. sinensis transportd Cr desde
hojas verdes hacia hojas secas como un mecanismo de proteccion demostrando la movilidad
de los contaminantes dentro de la planta.

En los experimentos realizados en este capitulo se observo que 7. domingensis tolera
elevadas concentraciones de Cr, Ni, Zn y P y que sus tejidos poseen una alta capacidad de
acumulacion de contaminantes, siendo las partes sumergidas de las hojas el tejido que mas
los acumula. En la experiencia N°® 3 se utilizaron concentraciones muy altas de los mismos,
en esta experiencia se decidi6 determinar sus concentraciones en las partes sumergidas de las
hojas debido a que éstas se encuentran en contacto directo con la solucidon experimental.
Generalmente, los tejidos radiculares acumulan una significativamente mayor concentracion
de metales que las hojas, indicando una movilidad limitada una vez que los metales ingresan
a la planta. Estos resultados fueron observados para macroéfitas emergentes (Deng et al.
2004; Keller et al. 1998; Taylor y Crowder 1983; Ye et al., 1997; Sinha y Gupta, 2005;
Fritioff y Greger, 2006; Sousa et al., 2008; Yadav y Chandra, 2010), macroéfitas flotantes
libres (Banerjee y Sarker, 1997; Satyakala y Kaiser, 1997; Hadad et al., 2007; Hadad et al.,
2011; Mufarrege et al., 2010) e incluso en especies lefiosas (Yu et al., 2008). Sin embargo,
en la experiencia N° 2 se observod que la parte aérea acumul6 elevadas concentraciones de
metales y en la experiencia N° 3 se observo que la acumulacioén se producia en las partes
sumergidas de hojas debido a que se encuentran en contacto directo con la solucién. No se
encontraron trabajos que hayan observado este tipo de acumulacion en forma experimental.
Este hecho tendria implicancias ambientales ya que la presencia de los contaminantes en las
hojas podria producir una acumulacién de los mismos en las cadenas troficas. Arduini et al.
(2006) observaron una acumulacion significativamente superior de Cr en hojas muertas de
M. sinensis en comparaciéon con las hojas verdes como un mecanismo adicional de
detoxificacion al ser expuesta a una concentracion de 150 mg L™ Cr. Por otro lado Xu et al.
(2011a) estudiaron los mecanismos de detoxificacion de Typha angustifolia sometida a Cd,
ellos encontraron que esta especie es altamente tolerante al Cd debido a los mecanismos de
detoxificacion que poseen las raices (banda de Caspary, pared celular, vacuolas, glutation y
glutation peroxidasa).

El sedimento fue el compartimiento que mostré6 la mayor acumulacion de

contaminantes. Aunque las macrofitas juegan un rol clave en la retencion de contaminantes
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en un wetland construido, ya que no solo acumulan contaminantes en sus tejidos, sino que
influyen el la biogeoquimica del sedimento, a través de a la traslocacion de oxigeno a la
rizosfera, el sedimento demostrd ser el principal compartimiento de acumulacion de P y
metales, coincidiendo con trabajos previos, (Panigatti y Maine, 2003, Maine et al., 2009).
En cuanto a los parametros morfométricos internos de raices se pudo observar que a
altas concentraciones de metales hay cambios significativos en estos parametros. Mufarrege
et al. (2010) observo resultados similares en P. stratiotes al ser sometida a metales en forma
combinada. Arduini et al. (2006) observaron que a una concentracion de 100 mg L™ de Cr
las longitudes de raices aumentaban, mientras que el didmetro de las mismas disminuia,
ocurriendo lo contrario a concentraciones superiores de Cr. Campanella et al. (2005)
registraron cambios debidos a la acumulacion de P en la morfologia interna de raices de E.
crassipes en un humedal artificial para el tratamiento de un efluente cloacal luego de 3
meses de operacion. Estos autores observaron mayores ATR en aquellas raices que se
ubicaron en la zona de entrada del humedal donde ser recibia el efluente en comparacion con
las plantas localizadas en la zona de salida. Por su parte, Xie y Yu (2003) registraron
cambios producidos en la morfologia interna, externa y en la funcionalidad de las raices de

E. crassipes producidos por la exposicion a diferentes concentraciones de P.
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Capitulo 3

ESTUDIOS EN UN WETLAND CONSTRUIDO Y EN UN WETLAND
NATURAL
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3.1. Introduccion:

En el afio 2002 una empresa metalirgica de la zona tomo contacto con el grupo del
cual formo parte, para evaluar la factibilidad de realizar un tratamiento o pulido final a sus
efluentes. Para realizar este estudio se decidio, utilizando un wetland a escala piloto para
evaluar las especies vegetales a utilizar en funcion del efluente a tratar y las caracteristicas
de la zona (Maine et al., 2006; 2007; Hadad et al. 2006).

De once macrofitas transplantadas las especies flotantes tuvieron un gran desarrollo
durante los primeros afios, para luego desparecer. Después de tres afios de operacion, soélo 7.
domingensis alcanz6 una cobertura del 80% convirtiéndose en la dominante mostrando un
crecimiento significativamente superior al de un ambiente natural (Hadad et al., 2006). Los
metales (Cr, Ni y Zn), nutrientes, DQO y DBO disminuyeron significativamente en el
efluente luego de atravesar este humedal experimental (Maine et al., 2005). Debido a las
ampliamente satisfactorias eficiencias de remociéon de contaminantes obtenidas en el
humedal piloto, la empresa decidi6 la construccion de un humedal a gran escala para tratar
los efluentes de la fabrica (cloacal e industrial, ambos ingresan al humedal después de un
tratamiento primario). El humedal se encuentra en operacion y monitoreo desde noviembre
de 2002. Los vegetales que se utilizaron en este humedal, se seleccionaron teniendo en
cuenta los resultados sobre tolerancia a las condiciones del medio y eficiencia en la retencion
de contaminantes obtenidos en la experiencia piloto previa. Las macrofitas seleccionadas se
recolectaron de humedales naturales de la llanura aluvial del Rio Parana Medio. En la Tabla
3.1 se muestra un listado del total de las especies transplantadas al inicio de la etapa de
operacion. Al igual de lo que ocurri6 en el humedal construido a escala piloto, después de un
periodo de dominancia de especies flotantes, 7. domingensis se convirtié en la dominante
desde el 2005 lo que motivd que se realizara este trabajo de tesis, como ya se explico,
estudiando su tolerancia y comportamiento ante las condiciones del wetland (Maine et al.,
2007, 2009), para asi poder explicar cudles fueron los factores que hacen que esta especie
alla sido tolerante y lo siga siendo hasta la actualidad.

El monitoreo del humedal contintia hasta la actualidad. En la presente tesis se
informan los resultados sobre su eficiencia en la retencion de Cr, Ni, Zn y nutrientes durante
el periodo comprendido entre Abril de 2007 y Abril de 2011, ademas de informar los
estudios llevados a cabo a fin de evaluar los efectos del efluente tratado sobre el crecimiento

de la vegetacion.
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Tabla 3.1. Lista de las especies vegetales utilizadas en el humedal definitivo, ordenadas por
familia boténica.

Familia Nombre cientifico Nombre vulgar  Tipo de planta
Araceae Pistia stratiotes L. Repollito de agua Flotante
Cyperaceae Schoenoplectus californicus Falso junco Emergente
Gramineae Panicum elephantipes Ness. ex Trin. Canutillo Emergente

Lemnaceae Spirodela polyrhiza (L.) Schleid. Lenteja de agua Flotante
Pontederiaceae  Eichhornia crassipes (Mart.) Solms. Camalote Flotante
Pontederiaceae  Pontederia cordata L. Aguapey Flotante

Salviniaceae  Salvinia rotundifoliaWilld. Helechito de agua Flotante

Typhaceae Typha domingensis Pers. Totora Emergente

Umbelifera  Hydrocotyle ranunculoides L. F. Redondita de agua Flotante

3.2. Metodologia:

3.2.1. Caracteristicas del humedal construido:

Las caracteristicas del humedal se describen en la seccion de Materiales y Métodos.

3.2.2. Analisis realizados:

En el humedal construido se realiz6 un monitoreo sistematico del afluente y efluente
del humedal, del sedimento de la zona de entrada y de salida y del crecimiento y
concentraciones de metales y nutrientes de la vegetacion.

Se estudid la eficiencia del humedal en la retencion de los contaminantes del agua a
partir del analisis quimico del afluente y efluente del humedal. El porcentaje de remocion del

agua de cada pardmetro se calculd en cada muestreo segun la ecuacion:

% de remocidn = (concentracion en el afluente — concentracion en el efluente) x 100

Concentracion en el afluente

En el afluente y efluente se determinaron mensualmente los siguientes pardmetros:

temperatura, pH, conductividad, solidos suspendidos, OD, sulfato, Ca, Mg, Na, Fe, K, PRS,
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nitrito, nitrato, amonio, Cr, Ni, Zn, DQO y DBO. Las muestras de agua se tomaron por
triplicado.

La determinacion de los contaminantes acumulados en los tejidos vegetales y en
sedimentos permitié determinar en qué compartimiento se retenian. A fin de comparar
bioacumulacion entre los distintos 6rganos de 7. domingensis, se determiné mensualmente la
concentracion de PT, Cr, Ni y Zn en partes aéreas y subterraneas. Para medir estas
concentraciones se recolectaron tres plantas al azar determinando en cada una por separado
las concentraciones de los contaminantes mencionados.

En sedimentos se determiné mensualmente la concentracion de PT, Cr, Niy Zn. Los
sedimentos se recolectaron con un muestreador tubular plastico de 4,5 cm de didmetro

realizando tres réplicas en la zona de entrada y tres en la de salida.

3.2.3. Estudio de la vegetacion:

Se estim6 el peso seco vegetal. Para esto las plantas se recolectaron con un marco
cuadrado de 50 cm de lado que se arrojo cinco veces al azar en las zonas vegetadas (APHA,
1998) de la entrada y salida del humedal. Se cosechd la biomasa aérea de todas las plantas
halladas en su interior siguiendo la metodologia propuesta por Westlake (1974) y APHA
(1998). Las muestras se colocaron en estufa a 105°C hasta obtener peso constante (Westlake,
1974; APHA, 1998). Se estim6 la cobertura midiendo proporcionalmente la superficie
aproximada que ocup6 7. domingensis dentro del humedal, obteniendo asi un porcentaje en
funcion de la superficie total del mismo. Ademas, se midio la altura de plantas y el nimero
de plantas por cada m” (densidad) y se determiné mensualmente la concentracién de
clorofila en plantas de la zona de entrada y de salida del humedal. Se realizaron cortes
transversales de raices que se examinaron en microscopio optico. Se analizaron 30 secciones
de raices de plantas de la zona de entrada y de salida donde se midi6 el ATR, ATM, NV y
ATV.

3.2.4. Estudios en humedales naturales:

Con el objeto de analizar si las plantas del humedal artificial modificaron su altura,
densidad, biomasa, concentracion de clorofila y morfologia radicular interna, se compararon
con muestras tomadas con un marco cuadrado de 50 cm de lado, arrojando dicho marco

cinco veces al azar en zonas vegetadas en su hdbitat natural realizando un seguimiento
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periodico y simultdineo de las macrofitas en humedales naturales no contaminados
pertenecientes a la llanura de inundacion el Rio Parana Medio. 7. domingensis se estudié en
un cuerpo de agua somero con escasa velocidad de corriente y sedimento arcilloso. El
humedal natural donde se colectaron las plantas corresponde al sitio 2 del cual se colectaron
las plantas para realizar las experiencias N° 2 y 3 (Capitulo 2) (Fig. 3.5). Ademas, en cada
muestreo se determind la caracteristica fisico-quimica del agua y se determind la

concentracion de PT, Cr, Niy Zn del sedimento y de las hojas y raices de 7. domingensis.

3.2.5. Determinaciones analiticas:

Se utilizaron las mismas técnicas analiticas que en las experiencias de invernadero

(Capitulo 2).

3.2.6. Analisis estadistico:

A fin de determinar la eficiencia del humedal construido en la remocion de
contaminantes, se compar6 la media del afluente con la del efluente de cada parametro de
calidad de agua medido (test de diferencia de medias).

Se determind si existieron diferencias significativas entre las concentraciones de PT,
NTK, Cr, Ni y Zn medidas en el sedimento de la zona de entrada y de salida, utilizando
ANOVA de dos factores (lugar de muestreo y tiempo). Para cada contaminante (P, N, Cr, Ni
y Zn) se realizé un ANOVA de un factor (6rganos vegetativos) para determinar si existieron
diferencias significativas entre las concentraciones de los contaminantes. La biomasa seca,
densidad y altura de plantas se compararon entre la zona de entrada y de salida del humedal
construido y con el humedal natural, mediante ANOVA de dos factores (sitio de muestreo y

tiempo).

3.3. Resultados:

3.3.1. Cambios en la cobertura por perturbaciones externas:

Durante el estudio realizado en el humedal construido se observaron distintas

perturbaciones y se llevaron a cabo acciones de mantenimiento. En Junio de 2007 se

procedid a cosechar las plantas de 7. domingensis, lo cual produjo una disminucion de la
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cobertura (Fig. 3.1). Durante septiembre y octubre de 2008 se realizd una nueva cosecha de
las partes aéreas, observando una disminucion de la cobertura. Ademas, durante los meses de
invierno de 2008 se registraron heladas, lo cual produjo una disminucién significativa de la
cobertura. En Junio de 2009 una poblacion de aproximadamente 30 carpinchos
(Hydrochoerus hydrochaeris) caus6 una depredacion completa de las partes aéreas de las
plantas y el wetland aparent6 ser una laguna no vegetada. Sin embargo, las raices y rizomas
de 7. domingensis no fueron dafados. En noviembre de 2009 se instald6 un sistema
perimetral simple para detener el ingreso de los animales. Posteriormente, las plantas
mostraron una gran recuperacion que fue favorecida por la estacion de crecimiento,

alcanzando una cobertura de 60% después de 30 dias.
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Fig. 3.1. Variacion temporal de la cobertura vegetal en el humedal construido.

En Septiembre de 2010, la cobertura comenz6 a declinar nuevamente porque los
carpinchos lograban ingresar al humedal y alimentarse nuevamente de los brotes tiernos. En
octubre de 2010 se realizé una extraccion del sedimento de fondo a fin de extraer materia
organica en descomposicion. A partir de esta perturbacion la cobertura disminuy6 en forma
sostenida hasta llegar al 10%. Desde el mes de Febrero de 2011 se trabajo para mejorar el
sistema colocando un nuevo cerco perimetral para alejar a los animales. La vegetacion

comenzd a recuperarse lentamente en Abril. Es de esperar que alcance una cobertura
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adecuada en poco tiempo, tal como se observd en el evento de depredacion antes

mencionado.
3.3.2. Eficiencia del wetland construido en la etapa de depredacion de carpinchos:

La Tabla 3.2 muestra la eficiencia del sistema en la retenciéon de contaminantes en un
periodo donde operd en condiciones normales (Abril 2007-Mayo 2009), comparandola con
el periodo donde el wetland funcion6 sin la parte aérea de las macrofitas enraizadas (Jun.

2009-Nov. 2009) y el periodo de recuperacion posterior (Dic. 2009-Sept. 2010).

Tabla 3.2. Concentraciones medias de los parametros medidos en agua en la entrada y salida y
remocion estimada durante los periodos estudiados. Las concentraciones estan expresadas en mg L™.

Vegetacion sin parte
Periodo Normal Previo derea Recuperacion Posterior
Pardmetro Entrada Salida Remoc. |Entrada Salida Remoc.|Entrada Salida Remoc.
(%) (%) (%)

Temperatura (° C) 21,0 18,7 - 21,3 18,7 - 19,5 17,6 --
OD (mgL™) 1,74 1,30 -- 2,93 1,79 -- 3,40 2,12 --
Conductividad 5177,8 25725 -- 6450,7 22425 -- 5113,3 19556 --
(umho cm™)
pH 10,61 8,01 - 10,91 8,01 -- 10,82 8,32 -
NO5 45,2 9,31 79,9 59,5 9,54 84,0 50,6 9,92 80,4
NO,- 3,935 0,061 93,1 1,183 0,078 934 2,221 0,352 84,1
NH," 2,79 2,43 13,4 2,12 1,94 8,5 0,88 0,77 11,8
PT 0,362 0,303 225 0,514 0,379 26,4 0,396 0,309 22,0
PRS 0,082 0,068 12,5 0,104 0,093 10,6 0,030 0,026 13,3
SO,” 1792,4 767,6 56,2 | 2380,1 736,5 69,0 | 1872,9 6264 66,5
Alcalinidad 710,0 2885 57,2 327,7 2632 19,7 353,2 224,1 36,5
Ca*’ 219,6 81,3 61,7 252,1 93,2 63,4 136,1 47,5 65,1
Fe 13,391 0,307 97,6 1,051 0,095 91,0 0,824 0,087 89,4
Cr 0,062 0,011 76,6 0,041 0,011 73,2 0,092 0,014 84,7
Ni 0,065 0,019 66,8 0,025 0,012 52,0 0,041 0,020 51,2
Zn 0,035 0,020 49,9 0,019 0,012 36,8 0,038 0,023 395
DBO 149,7 26,4 76,2 34,1 24,5 28,2 21,3 10,0 53,2
DQO 396,2 78,3 73,3 88,6 52,4 40,9 85,0 47,1 44,6

Si bien durante todo el periodo estudiado las eficiencias de retencién de contaminantes

fueron satisfactorias, en la primera etapa (operacion normal) se observaron las mejores
eficiencias para la mayoria de los parametros. Entre los dos ultimos periodos no hubo
diferencias significativas en los porcentajes de remocidn, salvo en el caso de la DBO, que
mostré menores eficiencias de retencion en el periodo sin parte aérea. Amonio, PRS y PT no

fueron eficientemente removidos durante los diferentes periodos, probablemente debido a las
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bajas concentraciones de OD que normalmente se produjeron en el wetland, llegando a la
anoxia en algunos muestreos. La disminucion de las concentraciones de alcalinidad y el Ca*"
sugieren la precipitacion de carbonato de calcio. NOs™ y NO;, probablemente fueron
removidos por denitrificacion. La disminucién de Fe y SO4* y los bajos valores de oxigeno
sugieren la formacion de sulfuro de hierro que precipita al sedimento de fondo. Cr, Niy Zn
fueron eficientemente retenidos.

A lo largo del estudio, las concentraciones de Cr, Ni, Zn y PT fueron significativamente
mayores en el sedimento de entrada que en el de salida (Tabla 3.3) demostrando que fueron
eficientemente retenidos en el wetland. Las concentraciones en sedimento de los metales
estudiados presentaron valores significativamente mas altos durante periodo sin parte aérea

en la zona de entrada.

Tabla 3.3. Concentraciones medias, minimas y maximas de los pardmetros medidos en sedimento a
la entrada y a la salida del wetland durante los 3 periodos.

Vegetacion sin parte
Periodo Normal Previo derea Recuperacion Posterior

Media Min  Max | Media Min Max | Media  Min  Max

P ent 1,033 0,500 2,821 | 0488 0,735 1,071 | 1,073 0,683 1,232
P sal 0,390 0,292 0,944 | 0362 0315 0407 | 0377 0309 0,445
Cr ent 1,074 0,145 3312 | 1,289 0,383 3812 | 0804 0327 1,223
Cr sal 0,054 0,016 0,175| 0,035 0,020 0,062 | 0037 0,022 0,081
Ni ent 0,551 0,062 1,223 | 0865 0,201 2,746 | 0,504 0,234 0,708
Ni sal 0,058 0,024 0,111 | 0,041 0,031 0,054 | 0037 0,025 0,063
Zn ent 0,090 0,030 0,213 | 0086 0,026 0,182 | 0,071 0,028 0,129
Zn sal 0,063 0,048 0,078 | 0,053 0,042 0,067 | 0,061 0,051 0,072

Tabla 3.4. Concentraciones medias, minimas y maximas de los pardmetros medidos en hoja y raiz de
T. domingensis durante los 3 periodos.

Vegetacion sin parte
Periodo Normal Previo derea Recuperacion Posterior

Media  Min  Max | Media Min Max | Media  Min Max

P hoja 2,112 0,787 3,483 - - - 2,598 1,822 3,542
P raiz 1,999 0812 4372 | 1,498 1,046 1,863 | 2,466 1,812 4,332
Cr hoja | 0,038 0,003 0,285 - - - 0,023 0,010 0,079
Crraiz | 0422 0,064 1973 | 0,520 0,215 1,274 | 0,795 0,401 1,632
Ni hoja | 0,021 0,001 0,129 - - - 0,017 0,004 0,053
Niraiz | 0308 0,070 1,144 | 0,525 0,217 1,323 | 0,527 0,202 1,064
Zn hoja | 0,028 0,006 0,068 - - - 0,053 0,015 0,161
Znraiz | 0,099 0,045 0319 0,096 0,062 0,323 | 0,109 0,068 0,307
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Durante todo el estudio, las concentraciones de metales fueron mayores en raices que en
parte aérea, sugiriendo escasa traslocacion (Tabla 3.4). Se determinaron altas
concentraciones de Cr, Ni y Zn en raices durante el periodo con las plantas sin parte aérea y
el periodo de recuperacion posterior. Kadlec y Wallace (2009) y Vymazal y Kropfelova
(2005) propusieron que la eficiencia del wetland aumenta cuando el sistema raiz-rizoma de
la vegetacion llega a su madurez, lo cual ocurre entre 3 y 5 afios. En el presente caso, el
sistema probablemente continuo funcionando eficientemente y pudo recuperarse debido a
que ya habia alcanzado su etapa de madurez. Las concentraciones en hojas en la etapa de

recuperacion posterior no mostraron aumento significativo respecto a la primera etapa.

3.3.3. Eficiencia del Wetland

En la Tabla 3.5 se presentan los parametros fisico-quimicos del agua del humedal
natural donde se estudid a 7. domingensis. Las concentraciones de Cr, Ni y Zn se
encontraron por debajo de los limites de deteccion del método utilizado. Por su parte, dichas
concentraciones en el sedimento también se encontraron por debajo de los limites de
deteccion y, para el caso del PT se determind una concentracion media de 0,119 = 0,010 mg
g’

En la mayoria de los pardmetros medidos se registrd una alta eficiencia de remocion
por parte del humedal. Las concentraciones de los parametros medidos en el efluente del

humedal se encontraron por debajo de los niveles guia para aguas de desecho industriales

que exige la Ley provincial 1089/82.

3.3.4. Acumulacion de contaminantes en tejidos vegetales y en sedimento

En la mayoria de los muestreos, se observaron mayores concentraciones de PT en las
partes aéreas de 7. domingensis en comparacion con las partes subterraneas (Fig. 3.2). Las
concentraciones de PT en las plantas del humedal construido variaron permanentemente.
Durante todos los muestreos se registraron mayores concentraciones de Cr, Ni y Zn en las
partes subterraneas en comparacion con las hojas (Fig. 3.2). El Zn present6 las menores
concentraciones en tejidos vegetales a lo largo del estudio, en comparacién con los otros
metales. Debido a que los carpinchos comieron las partes aéreas de las plantas del humedal

durante el afio 2009 y 2010 no se pudo tomar muestras vegetales para su analisis en el
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periodo 2011, debido a esto no se muestran resultados en las figuras de concentracion de PT,

Cr, Niy Zn (Fig. 3.2),

Las concentraciones de PT fueron significativamente mayores en los sedimentos de

la zona de entrada al humedal en comparacion con los de la zona de salida. En la Fig. 3.3 se

muestran dichas concentraciones. Para los tres metales las concentraciones en el sedimento

de la entrada mostraron valores significativamente superiores que las concentraciones

determinadas en el sedimento de la salida (Fig. 3.3).
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Fig. 3.2. Concentracion de PT, Cr, Niy Zn en partes aéreas y subterraneas (rizomas y raices) de
plantas de 7. domingensis en el humedal construido.

131



-2012 -

Mufarrege, Maria de las Mercedes

—e— Entrada
- Salida

|
|

v'"ll'.'l‘...\,\,l~I'.'.I~.~I~."I~I.I.."I‘.’\l‘.,. .J\-I.

1 .'I~I~J

. § .

T
<
—

(.6 Bu)

T
@« ) 2
o o o
IN 8p UQIoBUSOUOD

--l~-‘-}—.\.‘......~l-.‘........

24][PT

-
o
(,

T T 1
@ v o

~ -— -—

B Bw) | 4 op ugioenuaouo)

0,9
6

o
o
E
—
o
©
©
c
hel
[}
©
=}
C
©
O
c
[}
o

2011

2010

2009

2009 2010 2011 2007 2008

2007 2008

Fig. 3.3. Concentracion de PT, Cr, Niy Zn en el sedimento de la zona de entrada y de salida del

humedal construido.

132



Mufarrege, Maria de las Mercedes - 2012 -

Tabla 3.5. Parametros fisico-quimicos medidos en el agua del humedal natural donde se estudio a T.
domingensis durante el periodo de estudio del humedal construido (ND = no detectado, los valores
entre paréntesis corresponden a los limites de deteccion del método).

Parametro T. domingensis
Media Min./Max.
Temperatura (°C) 17,6 10,5/26,0
Conductividad (uS cm™) 210 180/220
pH 7,01 6,7/7,3
OD (mgL™) 6,52 5,7/7,1
Sol. Tot. Dis. (mg L™) 132,0 114,0/147,0
Ca(mgL™) 25,5 23,0/28.0
Na (mg L™ 35,2 31,1/38,5
K(mgL™) 11,9 10,2/13,0
Mg (mg L™ 7,35 5,1/9.4
Carbonato ND (0,5) -
Bicarbonato (mg L'l) 80,6 63,5/95,7
Alcalinidad Total 66,1 54,2/78.,4
Sulfato (mg L™) 15,8 13,0/18.9
Nitrato (mg L) 1,7 1,5/1,9
Nitrito (mg L™) ND (0,005) -
Amonio (mg L™) 0,990 0,850/1,15
PRS (mg L™) 0,059 0,040/0,079
PT (mgL™) 0,584 0,530/0,610
Fe (mg L™) 3,993 3,42/4,60
Cr(mgL™) ND (0,001) -
Ni (mg L™) ND (0,003) -
Zn (mg L™ ND (0,025) -

3.3.5. Estudio de la vegetacion

Las concentraciones de metales en plantas, la variacion en la altura de plantas (Fig.
3.4), la densidad de las plantas (Fig. 3.5), la concentracion de clorofila (Fig. 3.6) y el peso
seco (Fig. 3.7) se midieron desde abril del 2007 hasta Agosto del 2010 ya que durante el
2011 la cobertura vegetal fue muy baja debido al disturbio causado por los carpinchos.

Las plantas del humedal construido mostraron mayor altura que las del ambiente
natural y no se registraron diferencias estadisticamente significativas entre las plantas de la
zona de entrada y de la zona de salida (Fig. 3.4). Se observaron cambios a lo largo del

tiempo, los cuales siguieron un patrén estacional, mostrando menores valores de altura de
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plantas durante los meses de otofio e invierno. En la mayoria de los muestreos, la densidad

de T. domingensis fue significativamente superior que la registrada en el ambiente natural

(Fig. 3.5).
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Fig. 3.4. Variacion en la altura de las plantas de la entrada y salida del humedal construido y en las
plantas del humedal natural.
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Fig. 3.5. Variacion en la densidad de las plantas de la entrada y salida del humedal construido y en
las plantas del humedal natural.
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Las concentraciones de clorofila registradas durante el periodo de estudio no
mostraron una tendencia concreta a lo largo del tiempo. En muchos muestreos, 7.
domingensis mostré mayores concentraciones de clorofila en comparacion con las plantas
del humedal natural (Fig. 3.6).

En la biomasa aérea de 7. domingensis existieron diferencias significativas entre las
plantas de 7. domingensis del humedal construido y las del humedal natural (Fig. 3.7) y, en
algunos muestreos, las plantas de la zona de salida mostraron una biomasa aérea mayor que
la de las plantas del humedal natural (Junio de 2007 y Abril de 2008).

Con respecto a los cambios en la morfologia radicular interna, durante los afios 2007
y 2008 se observo una tendencia estacional en el ATR de las plantas de la zona de entrada
alcanzando mayores valores durante los meses de primavera y verano (Fig. 3.8).
Posteriormente, en las plantas de la entrada se tom6 una muestra en verano de 2009 y en
invierno de 2010, observandose un valor significativamente superior en verano de 2009. El
ATM de las plantas de la entrada y de salida mostr6 un patréon similar el del ATR (Fig. 3.9).
Tanto el ATR como el ATM medidos en las plantas del humedal natural no mostraron una
tendencia definida, al igual que el ATV (Fig. 3.10). El NV en las plantas de la entrada
mostrd una tendencia ciclica alcanzando mayores valores durante los meses de junio de 2007
y marzo de 2008 (Fig. 3.11).

En agosto del 2010 solo se pudieron analizar raices de la salida del humedal
construido y raices de plantas del humedal natural, ya que las raices de la entrada del
wetland construido no estaban en condiciones para realizar cortes histologicos. En el afio
2011 no se tomaron muestras de raices de las plantas del humedal construido para analizar
los parametros morfométricos internos de la raiz debido al efecto adverso provocado por la

predacion de los carpinchos antes mencionado.
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Fig. 3.6. Variacion en la concentracion de clorofila de las plantas de la entrada y salida del
humedal construido y en las plantas del humedal natural.
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3.11. Variacién en el NV de las plantas de la entrada y salida del humedal construido y en las

plantas del humedal natural.
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3.4. Discusion del capitulo

En periodos anteriores a la realizacion de mi trabajo de tesis se evalud la eficiencia
del humedal la cual se determind analizando la composicion quimica del efluente a la
entrada y salida, determindndose Cr, Ni, Zn, Fe, P, N, DQO, DBO, etc durante 4 afios. Se
desarrollaron tres etapas sucesivas de dominancia de vegetacion: 1. Dominancia de
Eichhornia crassipes, 2. Dominancia mixta de E. crassipes y Typha domingensis, 3.
Dominancia de 7. domingensis. Durante la primera etapa, las macrofitas fueron las
principales responsables de la remocion de contaminantes. Durante la ultima etapa se
observdo un aumento significativo de la concentracion de metales y nutrientes en el
sedimento, siendo la precipitacion al sedimento el principal mecanismo de eliminacién de
contaminantes del agua. En el periodo intermedio tanto sedimento de fondo como macroéfitas
fueron los encargados de la remocion. Sin embargo, las eficiencias de remocion de los
diferentes parametros estudiados no mostraron diferencias significativas entre las distintas
etapas de dominancia de vegetacion, salvo para PO, y NH," que presentaron eficiencias
significativamente superiores en la segunda y la tercera etapa con respecto a la primera. Las
eficiencias de remocion fueron 49,0-66,5% para Cr, 48,1-73,0% Ni, 64,8-82,4% Fe, 61,7-
86,1% NOs’, 62,0-86,4% NO,. DBO y DQO disminuyeron en un 55,0-67,8% y 54,4-68.3,
respectivamente (Maine et al., 2007). Las tendencias en la dominancia de la vegetacion y en
las eficiencias de remocidn siguieron el mismo patron que lo que se observo en el wetland a
escala piloto que se construy6 previamente.

Durante el periodo informado en esta tesis, el humedal fue eficiente en la remocion
de metales, a pesar de los eventos temporales de depredacion de las plantas del wetland.
Otros autores informan elevadas eficiencias de remocion de metales en humedales naturales
y construidos (Ellis et al., 1994; Vesk y Allaway, 1997; Pontier et al., 2004; Vymazal, 2011).
Beining y Otte (1997) encontraron que un efluente de escorrentia de una mina disminuy6 en
un 95% su concentracion de Zn luego de atravesar un humedal natural. Tanto en el afluente
como en el efluente del humedal, la concentracién de Zn se encontré por debajo de 0,025 mg
L' durante todo el periodo estudiado. No obstante, se registr6 un aumento del Zn en
sedimentos y biomasa vegetal indicando que el humedal es eficiente en la retencion del
mismo.

Los porcentajes de disminuciéon de DQO y DBO obtenidos en el humedal construido
fueron similares a los informados por la bibliografia. Diversos autores informan porcentajes

de remocion de DQO y DBO de 76% y 88% (Jenssen et al., 1993), 87% y 90% (Gomez
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Cerezo et al., 2001), 90% y 90% (Merlin et al., 2002), 60% y 61% (Ansola et al., 2003), 73%
y 58% (Calheiros et al., 2007). Song et al. (2006) estimaron una remocion media de 62% y
70% de DQO y DBO durante seis afios de operacion de un sistema de humedales de flujo
subsuperficial.

Debido a la carencia de oxigeno, la desnitrificacion fue probablemente el principal
proceso de remocidn de nitrégeno. Los resultados obtenidos son consistentes con numerosas
referencias bibliograficas que muestran la importancia de la desnitrificacién en la remocion
de nitrégeno en humedales, tanto naturales como construidos (Golterman et al., 1988S;
Minzoni et al., 1988; Reddy et al., 1989; D’ Angelo y Reddy, 1993; Matheson et al., 2002).

En cuanto al P, se observd un mayor nimero de muestreos donde las partes aéreas
mostraron concentraciones significativamente superiores que las registradas en las partes
subterraneas. Esto concuerda con resultados de otros estudios de 7. domingensis realizados
en humedales naturales y construidos (Hadad et al., 2006; Hadad et al., 2007). Las hojas de
las macroéfitas poseen eficientes rutas de transferencia de nutrientes hacia las células
fotosintéticas (Barnabas, 1988). Este hecho explicaria la mayor acumulacion de P en las
partes aéreas en comparacion con la registrada en las partes subterraneas.

Los macronutrientes como el P son tomados rapidamente por las raices y luego
translocados hacia las partes aéreas para llevar a cabo la fotosintesis, mientras que los
elementos toxicos tales como el Cr, Ni y Zn son tomados radpidamente y retenidos en el
sistema radicular (Maine et al., 2004; Hadad et al., 2007; Suii¢ et al., 2007). La unién de los
iones metalicos cargados positivamente a las cargas negativas de las paredes celulares de las
raices o la quelacion a fitoquelatinas seguida de acumulacion en vacuolas han sido
reportados como mecanismos para reducir el transporte de metales hacia las partes aéreas
(Gothberg et al., 2004) y asi incrementar la tolerancia de las plantas (Poschenrieder et al.,
2006). Algunas especies de plantas han desarrollado estrategias para evitar la acumulacion
de concentraciones toxicas de metales en los sitios sensibles dentro de las células. Si los
metales son absorbidos por las plantas, pueden ser almacenados lejos de los compartimientos
metabolicamente activos, evitando asi los efectos fitotoxicos (Memon et al., 2001).

Las especies de macrofitas difieren ampliamente en su habilidad para acumular
metales. Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que las concentraciones de
metales en tejidos vegetales y sedimento podrian ser ordenadas en el orden decreciente Cr >
Ni > Zn, probablemente debido a las concentraciones del efluente. De la misma manera, la
acumulacion de metales entre los diferentes compartimientos podria ordenarse como:

sedimento > raices > hojas. Los tejidos de las partes subterraneas mostraron concentraciones
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significativamente mayores de metales que las hojas. Similares resultados fueron observados
para especies emergentes (Taylor y Crowder, 1983; Satyakala y Kaiser, 1997; Keller et al.,
1998; Deng et al., 2004; Carranza-Alvarez et al., 2008) y para especies flotantes libres
(Banerjee y Sarker, 1997; Hadad et al., 2007, 2011). Tal como se explico en el Capitulo II,
una mayor acumulacion de metales en raices de macrofitas en comparacion con la
acumulacion en hojas, es un hecho ampliamente comprobado. Sin embargo, frente a una
exposicion a elevadas concentraciones de metales en los experimentos de invernadero se
observo una translocacion significativa hacia las partes aéreas de 7. domingensis (Capitulo
1), aunque no se superaron las concentraciones que se determinaron en las partes
subterraneas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las concentraciones elevadas que se
utilizaron en dichos experimentos normalmente no se registran en humedales construidos,
por lo que las plantas tendrian un amplio rango de tolerancia a metales si se las utiliza en este
tipo de tratamiento.

Segin Kabata-Pendias y Pendias (2000), un rango de concentraciones de Zn
comprendido entre 0,070 y 0,40 mg g podria considerarse toxico para plantas, mientras que
el nivel de Zn toxico en tejidos vegetales es de 0,230 mg g (Borkert et al., 1998).
Comparando con las concentraciones de Zn obtenidas en las plantas de la entrada, Ellis et al.
(1994) registraron una concentracion de un orden de magnitud mayor en raices de 7. latifolia
(0,70 mg g p. s.) en un humedal natural en Londres utilizado para el tratamiento de aguas
de escorrentia. Gibson y Pollard (1988), Fakayode y Onianwa (2002) y Cardwell et al.
(2002) observaron un crecimiento positivo de macroéfitas cultivadas con sedimento con
concentraciones de Zn de 16 mg g, 0,30 mg g v 0,51 mg g, respectivamente. Manios et
al. (2003) comparé las concentraciones de clorofila en plantas de 7. latifolia expuestas a
mezclas de metales de concentraciones crecientes, informando un dafo sobre los vegetales a
un nivel umbral de una mezcla de Cd, Cu, Ni, Pb y Zn de 4, 80, 40, 40 y 80 mg L
respectivamente. En ese trabajo, la concentracién de Zn en tejidos fue de 0,392 mg g en
raices y de 0,061 mg g en hojas. Ambas concentraciones fueron mucho mayores que las
registradas en las plantas de la zona de entrada del humedal construido. Por otro lado, las
concentraciones de Ni en tejidos alcanzaron valores de 0,550 mg g™ en raices y 0,028 mg g
en hojas, siendo éstas levemente inferiores que las registradas en las plantas de la entrada. El
Zn presentd similares concentraciones entre partes subterrdneas y el sedimento. Las
concentraciones de metales en sedimento y tejidos vegetales determinadas a la entrada del
humedal construido son comparativamente inferiores con los umbrales de tolerancia vegetal

informados en la literatura.
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Aunque una baja produccion de biomasa es tipicamente observada en humedales
naturales durante el invierno, las plantas de 7. domingensis del humedal construido
mostraron una menor senescencia estacional y una mayor altura y densidad en comparacion
con el humedal natural. Esto podria explicarse porque el efluente fue rico en nutrientes.
Frente a un aumento de nutrientes las plantas producen un crecimiento de partes aéreas
proporcionalmente mayor (Reddy y Sutton, 1984; Lallana y Kieffer, 1988; Neiff et al., 2001;
Hadad y Maine, 2007; Maddison et al., 2009). Contrariamente al aumento de la biomasa, la
concentracion de clorofila fue menor que la determinada en las plantas del humedal natural
en varios muestreos. La concentracion de este pigmento es un mejor indicador de la
toxicidad del efluente que la biomasa seca. Varios autores reportaron que la concentracion de
clorofila en macrofitas es un buen indicador de toxicidad para diferentes metales (Chaney,
1993; Burton et al., 2004; Kolotov et al., 2004; Mufarrege et al., 2010; Hadad et al., 2007,
2011). Sin embargo, las respuestas dependen de las diferentes especies de macrofitas.
Manios et al. (2003) observaron un incremento en la hidrélisis de clorofila debido a la
acumulacion de Ni, Zn, Cd, Cu y Pb en Typha latifolia. Maine et al. (2004) reportaron que la
concentracion de clorofila de P. stratiotes disminuyd al ser expuesta a concentraciones de Cr
en agua mayores a | mg L', mientras que Salvinia herzogii no mostrd cambios
significativos en la concentracion de clorofila al ser expuesta hasta concentraciones de 6 mg
Cr 1”". Por otro lado Xu et al. (2011) estudiaron la tolerancia de 7. angustifolia a efluentes
con diferentes niveles de DQO y observaron que la concentracion de clorofila disminuia a
600 y 800 mg L' de DQO.

T. domingensis mostrd una alta biomasa, indicando su tolerancia a los contaminantes
del efluente tratado en el humedal construido. Otras respuestas al efluente incluyen los
cambios adaptativos en la estructura de las raices. Las plantas de la zona de entrada
mostraron las mas altas ATR, lo cual coincide con lo reportado por Ciro et al. (1999) y Xie y
Yu (2003), quienes observaron una disminuciéon en el ATR como una adaptacion a
ambientes acudticos con baja disponibilidad de nutrientes.

Campanella et al. (2005) observaron un incremento en el ATR y ATM en plantas de
E. crassipes expuestas a un efluente cloacal en el mismo humedal construido durante su
primera etapa de operacidon. Los nutrientes contenidos en el efluente actian como sefiales
que pueden disparar mecanismos moleculares, los cuales modifican los procesos de division
celular y diferenciacion dentro de las raices (Wahl et al., 2001). Estos procesos tienen un
significante impacto sobre la estructura radicular. A su vez, las respuestas de la morfologia

de raices a los nutrientes pueden ser modificadas por reguladores del crecimiento vegetativo,
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tales como auxinas y citoquininas, sugiriendo que el control del desarrollo radicular podria
ser mediado por cambios en la sintesis y transporte de hormonas cuando las plantas son
expuestas a cambios en las concentraciones de nutrientes en el ambiente (Lopez-Bucio et al.,
2003). El mantenimiento del meristema radicular es disturbado por factores fisiologicos y
moleculares como respuesta a diferentes concentraciones de P (Desnos, 2008). Mufarrege et
al. (2010) evaluaron los efectos de los contaminantes contenidos en el efluente tratado en el
humedal construido sobre la macrofita flotante P. stratiotes y observd que el Ni mostro el
mayor efecto toxico en términos de la disminucion de los pardmetros anatomicos radiculares.
En la presente tesis, las plantas que se encontraban en la zona de entrada del humedal
construido mostraron un aumento de los parametros radiculares internos como respuesta a la
toxicidad del efluente tratado. Los cambios morfologicos permitieron un aumento en la
eficiencia de la acumulacién de los contaminantes en tejidos subterraneos. Wahl y Ryser
(2001) demostraron que un aumento en el ATR y ATV tiene una influencia positiva sobre la
conductancia hidraulica de las raices. Cuando las concentraciones de los contaminantes
aumentan, las raices gruesas son una respuesta adaptativa para incrementar la toma y
acumulacion de contaminantes (Ciro et al., 1999; Xie y Yu, 2003).

Debido a que la masa total de sedimento es mayor que la de la biomasa vegetal, el
sedimento se convierte en el principal compartimiento de acumulacion de metales en
sistemas acuaticos. Como se determino, el sedimento aumenta su capacidad de retencion de
contaminantes si la cobertura vegetal disminuye manteniendo la capacidad de retencion del
sistema. Estos resultados coinciden con estudios previos (Panigatti y Maine, 2003). Sin
embargo, la ventaja de utilizar macrofitas es la posibilidad que tienen de ser cosechadas,
logrando la remocidon completa del contaminante del sistema. La alta productividad de las
macroéfitas y capacidad de acumulacién de metales permitirian alcanzar importantes tasas de
remocion de contaminantes en corto tiempo. Las macrofitas emergentes juegan un rol
importante en mantener condiciones Oxicas del sedimento por el transporte de oxigeno desde
las partes aéreas hacia las subterraneas (Armstrong, 1978), influenciando la diversidad de
microorganismos y afectando el ciclo biogeoquimico del sedimento (Barko et al., 1991;
Sorrel y Boon, 1992).

En las experiencias de invernadero se plante6 trabajar con altas concentraciones de
metales y nutrientes ya que en el humedal construido las concentraciones de metales que se
determinaron en agua, sedimento y tejidos vegetales fueron comparativamente bajas. Asi, se

buscé establecer la respuesta de 7. domingensis intentando determinar los valores umbrales
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de toxicidad para la especie a fin de ampliar los conocimientos acerca de su utilidad en

humedales construidos por ser una especie cominmente usada en esos sistemas.

3.5. Consideraciones finales

T. domingensis demostrd excelente respuesta en términos de crecimiento y
propagacion después del evento excepcional de depredacion por carpinchos. En
consecuencia, el periodo sin parte aérea fue acotado a unos pocos meses y el sistema se pudo
recuperar. Es importante destacar que el wetland continué reteniendo contaminantes durante
este evento de depredacion accidental y durante la etapa de recuperacion posterior. Las
plantas continuaron con la retencion de metales en sus raices y el sedimento aument6 la
retenciéon de contaminantes, equilibrando el funcionamiento del sistema. Esto ocurrid
probablemente porque el sistema radicular ya habia alcanzado su madurez. La
bioacumulacion de metales en parte aérea no es un factor clave dentro del mecanismo de
retencion, sin embargo la parte aérea transloca oxigeno a las raices y sedimento, cumpliendo
una importante funcion en el mecanismo de retencion.

Durante el periodo de operacion normal del wetland, la concentracion de clorofila fue
sensible a la toxicidad del efluente. Sin embargo, una mayor biomasa y altura de plantas en
comparacion con las registradas en el humedal natural, demostraron la adaptabilidad de T.
domingensis. Las adaptaciones observadas permitieron a esta especie convertirse en la
especie dominante y mantener una alta capacidad de retencion de contaminantes en el
humedal construido. En las plantas del wetland construido, la translocacion de metales hacia
las partes aéreas fue restringida, probablemente debido a las bajas concentraciones de
metales registradas en el efluente, ya que éste es un tratamiento de pulido final. En
consecuencia, la cosecha de las partes aéreas no seria un mecanismo efectivo de remocion de
metales en humedales. Sin embargo, desde un punto de vista ecotoxicoldgico, esto podria ser
una propiedad deseable ya que los metales no pasarian a las cadenas alimentarias a través de
los herbivoros, evitando asi riesgos para el ambiente.

Aunque las macrofitas son importantes acumuladoras de metales debido a su alta
productividad y capacidad de retencion de metales en sus raices, el sedimento es un gran
acumulador de metales que aumenta su capacidad de retencion si la cobertura de las plantas
disminuye regulando y manteniendo la capacidad de retencion del sistema. El sedimento es
el principal compartimiento de acumulacién debido al hecho a que su masa total es mayor

que la correspondiente a la biomasa vegetal en un area dada.
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Capitulo 4

ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DE HOJAS SECAS DE T. domingensis
COMO MATERIAL BIOSORBENTE
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4.1. Introduccion:

La biosorcion se define como la propiedad de ciertas biomoléculas de unirse y
concentrar determinados iones u otras moléculas en soluciones acuosas. En contrapartida con
el fendbmeno de bioacumulacion, el cual es mas complejo ya que se basa en un transporte
metabolico activo, la biosorcidon por biomasa seca es pasiva y se basa principalmente en la
afinidad entre el biosorbente y el sorbato (Volesky, 2007). El uso de biomasa seca de
diferentes especies de macrofitas como material biosorbente ha sido reportado por
Dushenkov et al. (1995), Wang (1995), Schneider et al. (1995), Schneider y Rubio (1999),
Miretzky et al. (2006), Sufi¢ et al. (2007), Abdel-Ghani et al. (2009), etc. Las partes aéreas
de las plantas del humedal construido (Capitulo 3) son periddicamente cosechadas para
proceder a la limpieza del sistema y evitar que dicha biomasa, al secarse estacionalmente,
contribuya a la acumulacién de materia orgéanica sobre el sedimento de fondo y asi aumente
la DBO (Karathanasis et al., 2003). Se observo que las hojas de las plantas del humedal
construido no acumulan metales en gran medida, por lo que en el presente Capitulo se evalud
su utilidad después de ser cosechadas, como material biosorbente de metales. Se realizaron
experimentos a escala de laboratorio donde se evaluaron los efectos del pretratamiento con
acido o alcali y se evaluo el efecto del tiempo de contacto, de la masa de biosorbente y del

tamafio de particula sobre la eficiencia de remocion en soluciones simples y multimetales.

4.2. Objetivo:

Analizar la remocion de Cr, Niy Zn por hojas secas de 7. domingensis de plantas
provenientes del humedal construido, teniendo en cuenta diferentes tiempos de contacto,

masas de biosorbente y tamafios de particula.

4.3. Metodologia:

Diserio Experimental:

Se cosecharon hojas de T. domingensis del humedal construido. Las hojas se lavaron
con agua destilada, se secaron en estufa a 60 °C y luego se molieron. Se prepararon
soluciones de Cr(III), Ni(IT) y/o Zn(II) por diluciéon de soluciones estdndares preparadas con

Cr(NOs)s, NiCl, y Zn". Las soluciones fueron ajustadas a pH 5.2 utilizando 0,1 M HNO; 6
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NaOH. En un agitador rotatorio, el material fue suspendido en soluciones con diferentes
concentraciones de Cr, Niy Zn o en una solucion multimetal (Cr+Ni+Zn). Las

concentraciones utilizadas en las experiencias fueron de 15 mg L™ de Cr, Ni y Zn. En el caso

de la solucién multimetal 15 mg L™ Cr+ 15mg L' Ni+ 15mgL" Zn.

Las plantas fueron sometidas a los siguientes tratamientos dispuestos por duplicado:

Experimento N° 1: efectos del tiempo de contacto sobre la remocion de metales:

1) Cr 2) Ni 3) Zn 4) Cr+Ni+Zn
0 min. 0 min. 0 min. 0 min.
10 min. 10 min. 10 min. 10 min.
30 min. 30 min. 30 min. 30 min.
60 min. 60 min. 60 min. 60 min.
120 min. 120 min. 120 min. 120 min.
1440 min. 1440 min. 1440 min. 1440 min.

Experimento N° 2: efectos del tamafio de particula sobre la remocion de metales:

1) Cr 2) Ni 3) Zn 4) Cr+Ni+Zn
1 mm 1 mm 1 mm 1 mm
2 mm 2 mm 2 mm 2 mm
3 mm 3 mm 3 mm 3 mm

Experimento N° 3: efectos de la masa de biosorbente sobre la remocion de metales:

1) Cr 2) Ni 3) Zn 4) Cr+Ni+Zn
0,05 g/100 ml 0,05 g/100 ml 0,05 g/100 ml 0,05 g/100 ml
0,1 g/100 ml 0,1 g/100 ml 0,1 g/100ml 0,1 g/100 ml
0,5 g/100 ml 0,5 g/100 ml 0,5g/100ml 0,5 g/100 ml

1 g/100 ml 1 g/100 ml 1 g/100 ml 1 g/100 ml

Para el experimento N° 2 el material se tamiz6 con diferentes aberturas de malla de

acuerdo a cada tratamiento de tamafio de particula.

Andlisis quimicos:

La concentracion de cada metal remanente en la soluciébn se determind por
espectrometria de absorcion atémica (Perkin Elmer, AAnalyst 300). Se determind

cualitativamente, utilizando los métodos para resinas, las propiedades de intercambio idnico
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de la masa vegetal seca. Se estim6 la concentracion de proteinas mediante el método
Kjeldhal. El area superficial de la biomasa seca se determiné utilizando el método BET con
N, liquido, a cortos tiempos de adsorcion (condiciones de equilibrio aproximadamente 2
horas). Se hall6 ademas la cantidad de grupos acidos superficiales y totales. Para la
determinacion de grupos acidos superficiales sobre las muestras de biomasa seca,
previamente acondicionadas de forma tal que los grupos acidos se encuentren en su forma
sodica, se realizo la isoterma de adsorcion utilizando como electrolito de adsorciéon cloruro
de Poli-DiMetilDiAllilAmonio, titulando el exceso no adsorbido con polyvinilsulfato de
potasio, utilizando como indicador azul de o-toluidina y siguiendo la absorbancia del
indicador a 628 nm por circulacién a través de un espectrofotometro (ReflectaScan CE
3055). Sobre las curvas de adsorcion se ajustd un modelo desarrollado para sistemas fibras —
polielectrolito. Para la determinacion de grupos dacidos totales, las muestras secas se
humectaron durante 8 horas y se desintegraron, luego se realizaron dos sucesivos
tratamientos acidos (pH=2, 40 minutos) y luego se lavaron con agua destilada hasta
conductividad en el filtrado menor a 7 uS. Luego se llevd a cabo una titulacion

conductimétrica, utilizando NaHCQO3; como titulante.
Andlisis Estadistico:

Se realizaron analisis de la varianza de dos factores para determinar si existieron
diferencias significativas entre los porcentajes de remocion de metales de agua de los
distintos tratamientos aplicados.

4.4. Resultados

Las caracteristicas de las hojas secas de 7. domingensis fueron:

Area de superficie: 3,90 m? g’
Respuesta de intercambio i6nico: catiénico débil
- Grupos 4cidos superficiales: 0.098 0.098 meq g,

- Grupos 4cidos totales: 0.529 meq g,

- Proteinas: 5.1%
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Todos los experimentos fueron realizados a un pH inicial de 5,2 (determinado
previamente como Optimo). La toma de metales en funcion del pH estd relacionada a los
grupos funcionales de la superficie (tales como grupos carboxilo e hidroxilo) y a la quimica
del metal en solucion. A bajos pH los ligandos de superficie estan estrechamente asociados
con los iones hidronio y en consecuencia se restringe el acercamiento de los cationes
metalicos. Por otro lado, el pH no deberia ser muy alto a fin de evitar la hidrolisis de metales
(Sangi et al., 2008).

Considerando que la eficiencia de remocion de las hojas secas de 7. domingensis no
mejord significativamente con el pre-tratamiento acido o alcalino, se decidio trabajar con los
tejidos secos sin tratamiento.

Para todos los metales, se observo una remocion rapida durante los primeros minutos
de contacto (Fig. 4.1), alcanzando un equilibrio después de 2 hs. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la remocion de metales entre 2 y 24 hs de
contacto. En el caso del Cr, no existieron diferencias significativas en la remocion entre los
tratamientos de soluciones de un metal y multimetal, mientras que en el caso del Niy Zn, el
porcentaje de remocidon en la solucion multimetal fue significativamente mayor en
comparacion con el registrado en la solucion de un metal.

De acuerdo a los resultados anteriores, se decidio que el tiempo de contacto de todas
las experiencias fuera de 2 hs.

Al evaluar el efecto del tamafio de particula en la eficiencia de remocion, pudo
determinarse que el porcentaje de remocion de metal disminuyo significativamente con el
aumento del tamafio de particula (Fig. 4.2). Por lo tanto, el tamafio de particula mas pequeiio
(Malla 14: 1,18 mm) se selecciond para el experimento siguiente realizado para estudiar el
efecto de la masa de biosorbente.

La remocion de metal aumentd con el aumento de la masa de biosorbente. Sin
embargo, no existieron diferencias significativas entre 0,5 g/100 ml y 1 g/100ml (Fig. 4.3).
Por lo

La remocion de metales por hojas secas de 7. domingensis se lleva a cabo
probablemente por un proceso de adsorcion, por lo tanto, el tiempo de contacto requerido
para la remocién del metal es de 2 hs. El tamafio de particula mas pequefio (Malla 14: 1,18

mm) y una biomasa de 0,5 g/100 ml fueron los valores 6ptimos.
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Fig. 4.1. Efectos de los diferentes tiempos de contacto sobre el porcentaje de remocion de metal en

cada tratamiento.
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Fig. 4.2. Efectos de los diferentes tamafios de particula sobre el porcentaje de remocion de metal en

cada tratamiento.
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Fig. 4.3. Efectos de las diferentes masas de biosorbente sobre el porcentaje de remocion de metal en
cada tratamiento.

El biosorbente estudiado fue altamente eficiente para la remocioén simultanea de Cr,
Ni y Zn. Los porcentajes de remocion mas altos fueron alcanzados por el Cr (84,2-86,7 %),
seguido por el Zn (62,0-71,7 %), y luego por el Ni (47.6- 52.2 %), tanto para los soluciones
con un metal como para las soluciones multimetal. En el caso del Ni y Zn, los porcentajes de
remocion en la soluciéon multimetal fueron mayores que en las soluciones con un metal,

mientras que en el caso del Cr, no se observaron diferencias significativas.

4.5. Discusion del capitulo

La sorcion de Cr y Cd por raices secas de las flotantes Salvinia herzogii y Pistia
stratiotes y de hojas secas de T. domingensis fue estudiada por Sufié et al. (2008). Estos
autores reportaron que la biomasa no viva de P. stratiotes, S. herzogii y T. domingensis
removieron eficientemente Cr’” y Cd*" de la solucién, siendo la biomasa de hojas de T
domingensis la més eficiente en la remocion de Cr’* y la biomasa de raices de S. herzogii la
mas eficientes en la remocion de Cd*". P. stratiotes fue la especie que presentd mayor area
superficial y la mayor concentracion de grupos acidos superficiales. Una mayor area

superficial estd asociada a una mayor capacidad de sorcion.
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Se determinaron los dacidos carboxilicos libres y totales, ya que los grupos
carboxilicos libres podrian probablemente proporcionar los sitios de enlace con los metales.
Los grupos carboxilicos totales estan relacionados al contenido de proteinas en los tejidos: a
mayor cantidad de proteinas, mayor concentraciéon de grupos carboxilicos. Las proteinas y
otros tejidos bioldgicos, poseen atomos de nitrégeno, oxigeno y azufre, que actian como
importantes atomos ligando y pueden también jugar un rol fundamental en la sorcion de
iones metalicos. Li et al. (1998), encontraron una relacién de la adsorcion de Cd*" a materia
organica con el pH utilizando espectrometria RMN de Cd-113. A pH 4cidos o ligeramente
acidos el metal se acompleja a los atomos O donante de electrones, probablemente de los
grupos carboxilicos, mientras que a elevados pH observaron la coordinacion del metal a
atomos N y no observaron evidencias de la formacion de enlaces entre el metal y atomos de
S en los espectros RMN. Sin embargo, Fujita (1985) trabajando con E. crassipes cultivada
en un medio adicionado con Cd*" encontré, utilizando analisis cromatograficos, que éste se
presentd dentro de la planta en dos formas de elevado peso molecular que demostraron ser
Cd tioneinas, es decir Cd*" acomplejado al S de proteinas. Sufié et al. (2008) reportaron que
T. domingensis presentd mayor cantidad de grupos carboxilicos totales y mayor
concentracion de proteinas que las especies flotantes S. herzogii y P. stratiotes y fue la que
mayor numero de miliequivalentes de Cr’"y Cd*" intercambid, sin embargo fue la especie
que present6 el menor nimero de miliequivalentes totales intercambiados.

Abdel-Ghani et al. (2009) estudiaron la biomasa seca de hojas de 7. domingensis
como material biosorbente de Fe y Zn en funcion de diferentes valores de pH, temperatura y
masa de biosorbente. Estos autores observaron que el pH fue el factor més importante,
mientras que la temperatura fue el segundo factor en afectar la biosorcion de Fe y Zn. A
excepcion de Sufié et al. (2008) y Abdel-Ghani et al. (2009) no se encontraron otros
antecedentes de estudios de biosorcion de metales que utilicen la especie 7. domingensis.
Hasta el momento, la mayoria de las investigaciones que estudiaron de la eficiencia de
remocion de metales de agua utilizando diversos materiales sorbentes, tanto de origen
bioldgico como no bioldgico, fueron realizadas a escala de laboratorio o “batch experiments”
(Dushenkov et al., 1995; Schneider et al., 1995; Schneider y Rubio, 1999; Miretzky et al.,
2006, 2010). Los resultados presentados aqui brindan un nuevo enfoque en la utilizacion de
la biomasa seca de macrofitas. Las mismas pueden ser posicionadas como un material a
emplear a escala real en sistemas de tratamiento de efluentes que integren la utilizacion de
plantas vivas y la utilizacion de los productos de cosecha para asi, cerrar los ciclos naturales

de los materiales vegetales.
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4.6. Consideraciones finales

La alta eficiencia de remocion de metales alcanzada por la utilizacion de la biomasa
seca de hojas de 7. domingensis en soluciones multimetales permitiria proponer que en un
humedal construido para tratamiento de efluentes, cuando las hojas de 7. domingensis sean
cosechadas, podrian ser utilizadas como un material biosorbente eficiente, ddndole una
disposicion final a estos residuos.

Los resultados obtenidos ademas permitieron responder el interrogante de qué ocurre
con los contaminantes retenidos por las plantas cuando se tornan senescentes debido a su
ciclo de crecimiento. Cuando esto ocurre las plantas mueren o se secan, como su
degradacion es lenta (Hammerly et al., 1989), siguen reteniendo metales dentro del humedal,
que finalmente quedaran acumulados en el sedimento y no seran liberados al ambiente. Esto
seria una importante ventaja para el manejo de humedales construidos. Estos detritos pueden
ser removidos facilmente del humedal para su disposicion final, en caso que fuera necesario.
Por otra parte, las macrofitas podrian ser cosechadas, secadas y como disposicion final,
utilizadas en columnas para la eliminacion de metales en agua.

Pero debe tenerse en cuenta que las distintas especies de macrofitas presentan
diferentes procesos y capacidades de sorcion, que a su vez son diferentes para los diferentes
metales, debido a sus diferentes caracteristicas quimicas y morfoldgicas. Por otra parte las
condiciones o parametros operacionales con los cuales se realiza la biosorcion determinaran
la eficiencia del proceso, como comprobamos experimentalmente con el tiempo de contacto,
pretratamiento, tamafo de particula, pH, etc.

El estudio de este proceso permite ademds dilucidar los mecanismos de remocion, al
aislar los procesos bioldgicos de los fisicos y quimicos.

En la presente tesis se estudiaron los diferentes mecanismos con los que 7.
domingensis opera durante la remocion de metales y nutrientes del agua y acumulacién en
tejidos cuando es utilizada en un humedal construido. En la Fig 4.4 se muestra una
representacion de dichos mecanismos. En funcion de los resultados obtenidos se demostro la
eficiencia de 7. domingensis y su elevada tolerancia a los contaminantes estudiados mediante
su capacidad de adaptabilidad, asi como también su eficiencia para ser utilizada en un
tratamiento postcosecha, lo cual convierte a los humedales construidos convencionales que

utilizan 7. domingensis en un tratamiento operativamente ciclico.
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Fig. 4.4. Procesos involucrados en la fitorremediacion de Cr, Ni 'y Zn por 7. domingensis.
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El humedal construido por la empresa metalurgica result6 eficiente para la remocion
de contaminantes de sus efluentes, caracterizados por la presencia de metales y elevados pH
y conductividad.

Aunque la concentracion de clorofila fue sensible a la toxicidad del efluente, la
adaptabilidad de 7. domingensis se vio también representada por una mayor biomasa y altura
de plantas en comparacion con las registradas en plantas de humedales naturales. Las
adaptaciones observadas permitieron a esta especie convertirse en la dominante y mantener
una alta capacidad de retencién de contaminantes en el humedal construido a pesar de los
disturbios que se presentaron. 7. domingensis mostrd una buena respuesta en términos de
crecimiento y propagacion después del evento excepcional de depredacion por carpinchos.

En el humedal construido la translocacion de metales hacia las partes aéreas fue
restringida, por lo que la cosecha de las partes aéreas no seria un mecanismo efectivo de
remocion de metales en humedales. Sin embargo, desde un punto de vista ecotoxicologico,
esto podria ser una propiedad deseable ya que los metales no pasarian a las cadenas troficas a
través de los herbivoros, evitando asi riesgos para el ambiente.

Las macroéfitas son importantes acumuladoras de metales debido a su alta
productividad y capacidad de retencidon en sus raices. Sin embargo, el sedimento es un
acumulador eficiente de metales, que aumenta su capacidad de retencién de contaminantes si
la cobertura vegetal disminuye manteniendo la capacidad de retencion del sistema.

Se pudo observar que las plantas del humedal construido adquirieron con el tiempo
adaptaciones fisioldgicas y morfologicas para tolerar altos pH y salinidad. Contrariamente,
ellas mostraron estrés cuando fueron expuestas a condiciones de pH y salinidad que son
generalmente encontradas en aguas de humedales naturales. Las adaptaciones de las plantas
del humedal construido fueron demostradas por la mayor tasa de crecimiento relativo y el
incremento de la clorofila en comparacion con los obtenidos en las plantas de un humedal
natural. Por otro lado, las plantas del humedal natural mostraron estrés cuando ellas fueron
expuestas a altas condiciones de pH y salinidad, normalmente encontradas en el humedal
construido. A pesar de que 7. domingensis no es una especie haldfita y no posee estructuras
para tolerar y excretar sales, es capaz de modificar su morfologia para poder adaptarse a las
condiciones extremas, como la exposicion a altos valores de pH y salinidad.

En cuanto a la dindmica de acumulacion y distribucion de metales agregados en

forma combinada (100 mg L' Cr + 100 mg L™ Ni + 100 mg L Zn) se pudo observar que
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las raices responden a la toxicidad de los mismos disminuyendo sus areas transversales y su
numero de vasos, aumentando estos ultimos su area.

Luego de estar expuestas a metales, las hojas mostraron concentraciones de los
mismos similares a las obtenidas en las raices. Como este resultado no era coincidente con la
bibliografia y con los resultados obtenidos hasta el momento por nuestro grupo de trabajo, se
continud investigando y pudo determinarse que esto sucedid cuando 7. domingensis fue
sometida a muy altas concentraciones de metales, y que la parte sumergida de las hojas fue
la que presentd las mayores concentraciones debido a la sorcion de metales por contacto
directo con la solucidn, proceso similar al que se produce en raices. Las concentraciones en
la parte aérea de las hojas fue alta, siendo superiores a los valores encontrados en la
bibliografia. En el caso del Ni, se observaron valores superiores en hojas que en raices,
indicando una significativa translocacion. Esto podria deberse al rdpido crecimiento
demostrado por 7. domingensis, debe tenerse en cuenta que a los 10 minutos de haber sido
podadas las plantas para realizar los distintos experimentos, se observaba un crecimiento de
2 cm. Podria proponerse que la répida translocacion de los metales a las partes aéreas es
debido a que con la poda, las plantas activan su fisiologia translocando los metales a estos
organos. Como las concentraciones estudiadas son extremadamente mayores que las que se
encuentran habitualmente tanto en humedales naturales como construidos para tratamiento
de efluentes, los resultados obtenidos demostrarian la capacidad de 7. domingensis para
sobrevivir ante un accidental volcado de altas concentraciones de estos metales a un sistema
acuatico.

En los tratamientos con concentraciones de 500 mg L™ de metales separados y de
metales combinados se observé una menor remocion en agua. 7. domingensis tolerd esas
concentraciones de metales debido a que dejé de absorberlos, posiblemente para evitar que
estas concentraciones causen dafios irreversibles en 6rganos vitales. Por otra parte, las partes
sumergidas de las hojas fueron un compartimiento muy eficiente para la acumulacion de
metales y P debido a que estos tejidos se encuentran en contacto directo con la solucion
experimental. Sin embargo, fue el sedimento el compartimiento que presenté la mayor
acumulacion de metales y de P. Las plantas no toleraron la exposicion a 100 mg L™ Ni y 500
mg L™ Ni y la combinacion de 500 mg L™ Cr + 500 mg L™ Ni + 500 mg L™ Zn.

A la luz de estos resultados, en un siguiente experimento se expuso a 7. domingensis
a concentraciones aun mayores de metales pero agregando nutrientes (P y N) para poder
evaluar su tolerancia en base a la tasa de crecimiento y a la concentracién de clorofila. Se

concluye que las plantas no toleraron la exposicion a 600 mg L™ Ni y se observé inhibicion
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en el crecimiento frente a la combinacion de 600 mg L' Cr + 600 mg L™ Ni + 600 mg L™
Zn. Sin embargo, el agregado de nutrientes favorecid la tolerancia de las plantas,
representada por el aumento en la tasa de crecimiento y la concentracion de clorofila.

La alta eficiencia de remocion de metales alcanzada por la utilizacion de la biomasa
seca de hojas de 7. domingensis en soluciones multimetales permitiria proponer que en un
humedal construido para tratamiento de efluentes, cuando las hojas de 7. domingensis sean
cosechadas, podrian ser utilizadas como un material biosorbente eficiente, ddndole una
disposicion final a estos residuos. Por otra parte, las condiciones o pardmetros operacionales
con los cuales se realiza la biosorcion determinaran la eficiencia del proceso, como
comprobamos experimentalmente a diferentes pretratamientos, tiempos de contacto, tamafios
de particula y masa de biosorbente. Los resultados obtenidos ademds permitieron responder
el interrogante de qué ocurre con los contaminantes retenidos por las plantas cuando se
tornan senescentes debido a su ciclo de crecimiento. Cuando esto ocurre las plantas mueren
o se secan, como su degradacion es lenta, siguen reteniendo metales dentro del humedal, los
cuales finalmente quedaran acumulados en el sedimento y no seran liberados al ambiente.
Esto seria una importante ventaja para el manejo de humedales construidos. Estos detritos
pueden ser removidos facilmente del humedal para su disposicion final, en caso que fuera

necesario.
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