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Resumen

El presente estudio evalué la acumulacion de metales pesados (Cd, As, y Pb) en el
suelo y en la especie Pseudosamanea guachapele en las provincias de Guayas y el
Oro, Ecuador, con el objetivo de determinar la viabilidad de esta especie como
bioindicador en el biomonitoreo ambiental. La investigacion propone el uso de
Pseudosamanea guachapele, una planta nativa de Ecuador, como un bioindicador
para el monitoreo de metales pesados, dado su potencial para acumular estos
elementos en sus tejidos.

Se recolectaron muestras de raices y suelo en cuatro localidades, las cuales fueron
analizadas mediante técnicas de espectrometria de masas por plasma acoplado
inductivamente (ICP - MS) en el andlisis preliminar del estudio y espectrofotometria
de absorcién atdmica de llama (AAS) para la cuantificacion especifica de los metales
en los tejidos de la especie vegetal y suelos de las diferentes localidades. Los
resultados indicaron variaciones significativas en las concentraciones de metales
pesados entre los sitios de muestreo.

Los analisis estadisticos incluyeron datos que presentan normalidad que han sido
tratados mediante el test de ANOVA, que ha revelado diferencias significativas en la
concentracion de metales pesados en funcion de la localidad (F = 55,96, p > 0,05).
Por otro lado, los resultados que no mostraron diferencias significativas y normalidad
fueron evaluados mediante el test de Kruskall Wallis (H = 10,38, p > 0,05) que ha
permitido destacar diferencias significativas entre las localidades de estudio.

El test de correlacion de Spearman mostro una correlacion positiva significativa entre
las concentraciones de plomo en el suelo y en las raices de Pseudosamanea
guachapele (r = 0,93), lo que confirma la capacidad de esta especie para reflejar con
precision la contaminacion por plomo en el ambiente.

En conclusion, los resultados sugieren que Pseudosamanea guachapele es un
bioindicador eficaz para la acumulacion de metales pesados, especialmente de
plomo. El estudio aporta una herramienta valiosa para el biomonitoreo y gestién
ambiental en zonas afectadas por actividades industriales y mineras, proponiendo

acciones para la mitigacion de la contaminacion.

Palabras claves: Biomonitoreo, Bioindicador, Acumulaciéon y Pseudosamanea

guachapele.
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Abstract

The present study evaluated the accumulation of heavy metals (Cd, As, and Pb) in
soil and in the species Pseudosamanea guachapele in the provinces of Guayas and
el Oro, Ecuador, with the aim of determining the viability of this species as a
bioindicator in environmental biomonitoring. The research proposes the use of
Pseudosamanea guachapele, a native plant from Ecuador, as a bioindicator for
monitoring heavy metals, given its potential to accumulate these elements in its

tissues.

Root and soil samples were collected at four locations and analyzed using inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) techniques in the preliminary analysis
of the study and flame atomic absorption spectrophotometry (AAS) for the specific
guantification of metals in plant tissues and soils from the different locations. The
results indicated significant variations in heavy metal concentrations between

sampling sites.

Statistical analyses included data that were normal and treated using the ANOVA test,
which revealed significant differences in the concentration of heavy metals depending
on the location (F = 55,96, p > 0,05). Although the differences were not always
significant in all cases, and data that were not normal and were treated using the
Kruskall Wallis test (H=10,38, p > 0,05) which also highlighted significant differences

between the study locations.

The Spearman correlation test showed a significant positive correlation between the
concentrations of lead in the soil and in the roots of Pseudosamanea guachapele (r =
0,93), which confirms the capacity of this species to accurately reflect lead

contamination in the environment.

In conclusion, the results suggest that Pseudosamanea guachapele is an effective
bioindicator for the accumulation of heavy metals, especially lead. The study provides
a valuable tool for biomonitoring and environmental management in areas affected by

industrial and mining activities, proposing actions to mitigate pollution.

Keywords: Biomonitoring, Bioindicator, Accumulation and Pseudosamanea

guachapele.
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Introduccién

El continuo desarrollo de los sistemas urbanos e industriales ha generado como resultado
varios impactos ambientales (Rodriguez et al., 2017), tales como la creciente emision al
ambiente de sustancias contaminantes y la liberacion de metales pesados provenientes
de diversas industrias. El suelo, el agua y el aire se han deteriorado significativamente
debido a la presencia de sustancias toxicas que no solo provienen de fendémenos
naturales, sino también de actividades humanas como la agricultura, la mineria y la
industria, las cuales generan cada vez mas residuos, agravando la crisis climatica y
ambiental global (Jiménez, 2017).

Las actividades industriales y mineras son consideradas las principales causantes de la
contaminacion por metales pesados en el medio ambiente, lo que provoca una toxicidad
significativa debido al plomo (Pb), mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As) y cromo (Cr),
gue son los mas comunes. Ademas, se suman a esto las emisiones de combustibles
fosiles, siendo el principal problema la quema de gasolina con plomo, que es el material
(Aguilar, 2019).

En Ecuador, las actividades industriales abarcan desde la refinacion de petréleo hasta la
extraccion de minerales y la agroindustria, las cuales emplean diariamente diversas
sustancias y metales pesados que ponen en peligro el medio ambiente. La transformacion
de materias primas e insumos en estos procesos industriales produce residuos con
variadas caracteristicas fisicas, los cuales se convierten en subproductos del proceso de
produccion (Ministerio del Ambiente, 2020).

En consecuencia, el sector minero e industrial del Ecuador en las provincias del Guayas y
el Oro, ha incrementado en los Ultimos afios, generando una creciente preocupacion por
el impacto ambiental de los metales pesados, incluidos el Cd, As y Pb (Calero, 2023). La
acumulacion de estos elementos téxicos en los suelos, el agua y los seres vivos puede
generar riesgos importantes para la biodiversidad y las poblaciones humanas, debido a la
persistencia que mantienen en el medio ambiente y la capacidad de bioacumulacion en
los organismos vivos (Saenz et al., 2023).

De los metales pesados, el Cd y el Pb son de los mas toxicos. La exposicion a Cd se ha
asociado a enfermedades renales, hipertension, anemia, diabetes y algunos tipos de
cancer como: leucemia, cancer de mama y prostata (Pernia et al., 2018). Asimismo, el Pb

genera alteraciones en el estatus iénico celular y estrés oxidativo, o que trae como
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consecuencia disrupciones enddcrinas, inhibicion de la actividad enzimética, muerte
celular, genotoxicidad y problemas inflamatorios (Lassiter et al., 2015).

Asimismo, la Organizacion Mundial de la Salud da a conocer que, la exposicion prolongada
al As a través del agua de bebida y los alimentos puede causar intoxicacion cronica. Los
efectos mas caracteristicos son la aparicion de lesiones cutaneas y cancer de piel (OMS,
2022).

Por consiguiente, se ha considerado al biomonitoreo como una técnica significativa para
evaluar la extension y abundancia de estos contaminantes, proporcionando una
evaluacién confiable y econémica, que permite aprovechar el uso de multiples especies
como bioindicadores para monitorear metales pesados en el medio ambiente, ofreciendo
conocimientos valiosos para la evaluacion ambiental, la salvaguardia de la salud publica y
el avance de estrategias de remediacion y biorremediacion (Moreno et al., 2021).

Este trabajo de investigacion propone a la especie vegetal Pseudosamanea guachapele,
leguminosa de América tropical, como organismo acumulador, elogiado por su capacidad
para almacenar metales pesados en sus tejidos. Cabe destacar que el biomonitoreo
vegetal impulsa la busqueda de plantas hiperacumuladoras con potencial para
biorremediacion, el desarrollo de biosensores para la deteccién rapida de metales pesados
y la aplicacion de ingenieria genética para modificar plantas y mejorar su capacidad de
bioindicador (Labre et al., 2022).

De tal manera, el objetivo primordial de la presente investigacion es evaluar la presencia
y concentracion de metales pesados (Cd, As y Pb) empleando a la especie
Pseudosamanea guachapele como bioindicador en las provincias de Guayas y el Oro,
Ecuador. Las muestras correspondientes a la especie vegetal de estudio han sido
escogidas al azar en las ciudades de Guayaquil (Guayas — Bosque protector “Cerro
Blanco”), Santa Rosa (el Oro — cercanias del humedal “La tembladera”) y Portovelo (el Oro
— alrededores del “Puente negro”).

Con la finalidad de lograr los objetivos propuestos, se realizara la metodologia descrita por
Tucker (2003) y modificada hasta obtener los resultados esperados, mismos que seran
evaluados segun el acuerdo ministerial 097A (Ministerio del Ambiente, 2015).

El presente estudio se organizd en cinco capitulos, los cuales abordan aspectos

especificos de la investigacion. A continuacion, se manifiesta una breve descripcion de la

estructura:
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En el Capitulo |. se detalla el problema de la investigacion con apoyo de datos
bibliograficos, se exploran los objetivos y el alcance del estudio, y se plantean la hipotesis,

justificacion y relevancia de la investigacion en el contexto actual.

Capitulo 1. Se presenta el marco tedrico de referencia, proporcionando las teorias y
conceptos esenciales relacionados con el “Biomonitoreo de metales pesados (Cd, As y
Pb) en la especie Pseudosamanea guachapele en las provincias del Guayas y el Oro”,
ofreciendo una base conceptual para el estudio y enfocandose en los fundamentos

necesarios para el biomonitoreo de estos metales en la planta objeto de investigacion.

Capitulo Ill. Se describe la metodologia empleada en la investigacion, incluyendo los
métodos, materiales y disefio experimental, asi como las variables y su interaccion.

También se detalla el procesamiento estadistico de los datos recolectados.

Capitulo IV. Se dan a conocer los resultados obtenidos en la investigacion, con el analisis
detallado e interpretacion de los datos alcanzados. Se discuten estos resultados en
relaciéon con la bibliografia existente sobre los biomonitoreos en las especies vegetales.

Capitulo V. Se exponen los resultados de manera especifica, se sintetizan las
conclusiones derivadas de la investigacion y ofrecen recomendaciones para futuros

estudios o aplicaciones practicas basadas en los datos obtenidos.

En definitiva, esta investigacion busca generar una herramienta invaluable para la
biotecnologia, aportando en la investigacion de mas especies vegetales nativas como
bioindicadores contribuyendo a un ambiente sano y sostenible. Un analisis mas exhaustivo

sobre la problematica y los resultados se presentaran en capitulos posteriores.
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CAPITULO I: El Problema de la Investigacion

1.1. Planteamiento del problema

La contaminacion por metales pesados representa una preocupacion integral importante.
Varios estudios han documentado los efectos negativos de la contaminacion por metales
pesados en los suelos agricolas, ecosistemas y en la salud humana, tales como
erupciones cutaneas, Ulceras, problemas respiratorios, debilitamiento del sistema inmune
y afecciones cardiacas, ademas de los ecosistemas, integrando ampliamente al medio
ambiente (Urbina et al., 2023).

Urbina et al. (2023) consideran que, de la problematica antes descrita, el mayor
inconveniente recae en la contaminacion de los suelos y su repercusion en los productos
vegetales de consumo humano. Sin embargo, Pedroso Herrera (2019) manifiesta que los
principales factores que afectan a los ecosistemas por contaminacion de metales pesados,
se destacan de forma mayoritaria las operaciones de tipo minero, de fundicion, entre otras
actividades de tipo industrial y urbana.

Por consiguiente, en Ecuador, especificamente en las provincias de Guayas y el Oro, las
actividades industriales y agricolas han aumentado los niveles de metales pesados como
el cadmio (Cd), el arsénico (As) y el plomo (Pb) en el ambiente. Estos metales pesados
pueden acumularse en los seres vivos, lo que afecta la biodiversidad y la calidad de vida
de las comunidades locales.

No obstante, la escasez de estudios de biomonitoreo y la ausencia de bioindicadores
especificos para estas regiones dificultan la evaluacion precisa de la contaminaciéon y la
implementacion de medidas correctivas. Por tal motivo, para poder evaluar de manera mas
precisa el grado de contaminacién y tomar medidas correctivas, es necesario contar con
herramientas de monitoreo eficientes.

De tal manera, el presente estudio propone el uso de la especie vegetal Pseudosamanea
guachapele como bioindicador para detectar la presencia de Cd, As 'y Pb en la naturaleza.
Esta especie, al actuar como un sensor bioldgico, puede proporcionar informacion valiosa
sobre la distribucion y concentracion de estos metales en el ambiente para tomar

decisiones necesarias en el restablecimiento y recuperacion del medio ambiente.
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1.2. Delimitacion del problema

Este estudio se enfocara en:

Las provincias de Guayas y el Oro en Ecuador, areas conocidas por su actividad agricola
e industrial, focalizdndose en las ciudades de Guayaquil (Guayas), Sta. Rosa y Portovelo
(el Oro), escogidas al azar por la presencia de la especie Pseudosamanea guachapele y
accesibilidad a las zonas de muestreo.

La especie Pseudosamanea guachapele, ha sido sugerida por su capacidad potencial para
acumular metales pesados ante los estudios realizados en un diagnostico preliminar en el
gue fueron evaluados diversos metales mediante la técnica del “Plasma de Acoplamiento
Inductivo” (ICP) en las raices.

El presente estudio propone a la especie Pseudosamanea guachapele como bioindicador
de los metales pesados (Cd), (As) y (Pb) que han sido seleccionados, debido a su
prevalencia y toxicidad en estas regiones. El analisis de los metales pesados se realizara
en muestras del suelo y en las raices de la especie vegetal mediante la técnica de
“Espectroscopia de Absorcién Atémica” (AAS) en diferentes unidades de trabajo, segun el
tipo de muestra y metal.

Por consiguiente, este trabajo de investigacion tiene el potencial de generar un impacto
significativo en la gestion ambiental y la salud publica en las provincias de Guayas vy el
Oro, contribuyendo de esta manera con el desarrollo sostenible de la regién ante las

practicas agricolas y mineras de las zonas expuestas.

1.3. Formulacion del problema

¢, Como afecta la presencia de metales pesados (Cd, As y Pb) al medio ambiente y a la
salud publica en las zonas del Guayas y el Oro, Ecuador? ¢Y como puede la especie
vegetal Pseudosamanea guachapele ser propuesta como un bioindicador efectivo para el

biomonitoreo de estos contaminantes?

1.4. Preguntas de investigacion

e (Cual es la concentracién de Cd, As y Pb en el suelo y en los tejidos de la raiz de
la especie Pseudosamanea guachapele en las provincias de Guayas y el Oro?
e ;/COmo varia la acumulacién de estos metales pesados en Pseudosamanea

guachapele entre los diferentes sitios de muestreo correspondientes a las

localidades estudiadas?
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e ¢ Qué relacion existe entre la concentracion de metales pesados en las raices de
Pseudosamanea guachapele y los resultados obtenidos en la concentracion de los

metales pesados en el suelo de las areas sujetas a la investigacion?

1.5. Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Evaluar la presencia y concentracion de metales pesados (Cd, As y Pb) empleando a
la especie Pseudosamanea guachapele como propuesta de bioindicador en zonas del

Guayas y el Oro, Ecuador.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Identificar la composicién de los metales presentes en el suelo y especies vegetales
de el Oro (Portovelo — Rio Amarillo) mediante la técnica de espectrometria de masas
por plasma acoplado inductivamente (ICP — MS) para reconocer la capacidad de
bioconcentracion de estos metales en las especies.

2. Cuantificar las concentraciones promedio de Cd, As y Pb en suelos y raices
(Pseudosamanea guachapele) recolectados en las localidades seleccionadas (Guayas
y el Oro) mediante la técnica de espectroscopia de absorcién atomica de Llama (EAA
Llama)

3. Correlacionar las concentraciones de Cd, As y Pb en las raices de la especie vegetal
Pseudosamanea guachapele con las concentraciones en el suelo para analizar y

validar su capacidad biomonitora.

1.6. Hipotesis

1.6.1. Hipotesis alternativa (Ha): La especie vegetal Pseudosamanea guachapele puede
acumular metales pesados (Cd, As y Pb) en los tejidos de las raices en diferentes niveles

gue reflejen la contaminacion ambiental en las provincias de Guayas y el Oro, Ecuador.

1.6.2. Hipotesis nula (Hy): La especie vegetal Pseudosamanea guachapele no acumula
metales pesados (Cd, As y Pb) en los tejidos de las raices en diferentes niveles que

reflejen la contaminacion ambiental en las provincias de Guayas y el Oro, Ecuador.
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1.7. Justificacion

Martinez et al. (2024) mencionan que el estudio sobre los sistemas de monitoreo para
cuantificar los depdsitos de los metales pesados en los ecosistemas es escaso, por lo
gue el biomonitoreo puede ser una alternativa, donde se buscan variables fisioldgicas
de organismos que respondan a la disponibilidad y alta tolerancia de metales pesados.
En concordancia con lo antes expuesto, Martinez et al. (2024) manifiestan que con
frecuencia se usan como biomonitores organismos epifitos (son aquellos que viven
sobre la superficie de otros organismos, principalmente plantas, sin causarles dafio
significativo).

Por tal motivo, el presente estudio, propone utilizar a Pseudosamanea guachapele
como bioindicador con la finalidad de proporcionar una herramienta efectiva y
econOmica para la vigilancia ambiental, facilitando la identificacion de &areas
contaminadas y apoyando la formulacion de politicas de gestion ambiental. Este estudio
contribuira al conocimiento cientifico y ofrecerd una base para futuras investigaciones

y acciones de mitigacion en Ecuador y otras regiones con problemas similares.

1.7.1. Alcancesy limitaciones

« Proveer datos sobre la concentracién de Cd, Asy Pb en el suelo y en la especie
vegetal Pseudosamanea guachapele en las provincias de Guayas y el Oro.

o Evaluar la eficacia de Pseudosamanea guachapele como bioindicador de la
contaminacion por metales pesados.

« Ofrecer recomendaciones para la gestion ambiental y la mitigacion de la

contaminacion por metales pesados.
Limitaciones:

« La disponibilidad y accesibilidad de sitios de muestreo representativos en las

provincias de Guayas y el Oro.
o Posibles variaciones en la capacidad de acumulacién de metales pesados entre

diferentes individuos de Pseudosamanea guachapele.
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1.8. Declaracién de las variables (Operacionalizacion)

Tabla 1

Variables de investigacion dependientes e independientes.

Variables de investigacion Descripcion

Variable de control Concentracion de los metales pesados
(Cd, As, Pb) en el suelo y en la especie
Pseudosamanea guachapele (raices)
para los analisis mediante la

espectroscopia de absorcion atbmica.

Variables dependientes Concentracion de metales pesados (Cd,
As y Pb) en los tejidos de las raices de
la especie Pseudosamanea guachapele

de los diferentes sitios de muestreo.

Variables independientes Niveles de contaminacion por metales
pesados (Cd, As y Pb) en el suelo de las
localidades del Guayas y el Oro.

Nota. Esta tabla muestra las variables dependientes e independientes del estudio de

investigacion. Fuente: Leon (2024).
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CAPITULO II: Marco Teérico Referencial

2.1. Antecedentes Referenciales

La contaminacion ambiental por metales pesados como el Cd, As y Pb se ha convertido
en uno de los problemas ambientales mas graves en la actualidad, ya que representa un
grave problema ecoldgico y de salud publica a nivel global. Estos metales, debido a su
naturaleza no biodegradable y su capacidad de bioacumulacién, pueden persistir en el
ambiente y afectar a diversas formas de vida, incluyendo a los seres humanos (Castillo,
2021).

En Ecuador, se han informado niveles alarmantes de estos contaminantes en el suelo y el
agua, particularmente en aquellas zonas involucradas en actividades mineras artesanales
e ilegales y actividades agricolas intensivas este tipo de contaminacion ha provocado
concentraciones de metales en los suelos que exceden los limites normativos, causando
graves impactos ambientales (Oviedo et al., 2017).

El estudio realizado por Oviedo et al. (2017) menciona que la mineria artesanal en la
cuenca del rio Puyango, especificamente en Zaruma y Portovelo, provincia de el Oro, se
enfoca en la extraccion de oro y plata en dos fases: la extraccién de mineral en bruto y su
posterior procesamiento en plantas ubicadas cerca de los rios Calera y Amarillo. Estas
plantas utilizan cianuro en el proceso de lixiviacion, generando relaves que contaminan los
rios con metales pesados.

Segun Gonzalez et al. (2018) los metales considerados mas toxicos y de riesgo para el
ambiente son el Cd, mercurio (Hg) y Pb, algunos de ellos provenientes de las minas. De
conformidad con lo expuesto, Castro (2019) manifiesta que el minero va al rio a lavar el
oro encontrado, y en el agua deja residuos de Pb, Hg, manganeso (Mn) y As, dejandolo
completamente contaminado y por lo tanto su agua no es apta para el consumo humano.
De tal manera, el presente estudio de investigacion se encuentra enfocado en tres de los
metales pesados anteriormente expuestos, por la importancia representativa en la salud
humana y del medio ambiente, siendo estos el Cd, As y el Pb, obtenidos de datos
preliminares en el sedimento y la especie vegetal propuesta en el actual trabajo para el
biomonitoreo de estos metales contaminantes en Portovelo — el Oro.

Conforme a lo expuesto, estudios como el de Chambi et al. (2017) hacen énfasis en que
la mineria produce una contaminacién de impacto relevante por metales pesados en agua

y suelo a través de los desechos sdlidos y liquidos que se vierten y que luego son utilizadas
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para actividades agropecuarias que generalmente revelan altas concentraciones de
metales como As, Cd y Pb. Asimismo, se citan los metales pesados escogidos en la
presente investigacion como contaminantes de importancia integral.

Segun Prieto et al. (2019) por el caracter no biodegradable del Cd ejerce una toxicidad
mayor sobre los diferentes cultivos y su biodisponibilidad puede resultar peligrosa. Por
consiguiente, la European Commission (2020) manifiesta que el Cd puede contaminar el
suelo y el agua, y puede ser absorbido por las plantas y los cultivos provocando en las
hojas un marchitamiento y disminucién en la longitud de sus raices y de la biomasa.
Segun una nueva declaraciéon cientifica de la American Heart Association publicada
en Journal of the American Heart Association (2023) expone que el cadmio (Cd) provoca
en la salud humana una serie de enfermedades cardiovasculares, incluidas entre ellas la
enfermedad de las arterias coronarias , ataque cerebral y enfermedad arterial periférica .
Asimismo, con relacion al efecto del As en las plantas, la Water Quality Association (2024)
en el articulo “Arsenic fact sheet” manifiesta que este metal provoca en la vegetacion un
grado importante de toxicidad que afecta al crecimiento y desarrollo, principalmente al
interferir con la absorcion de nutrientes esenciales como el fosfato. Este metal se acumula
en las raices y hojas, lo que puede llevar a una reduccion en la fotosintesis y al deterioro
general de la salud de la planta. La toxicidad del arsénico puede causar clorosis, necrosis
y, en casos graves, la muerte de la planta.

Igualmente, con respecto a la salud humana la importancia de estos metales, implica en
el metaloide arsénico su reconocido carcindgeno que provoca enfermedades respiratorias
menciona Rodriguez (2019) cardiovasculares y metabdlicas (Speer et al., 2023). Segun
Ramsey (2023) con relacién a su toxicidad, es el Unico que, después de ser ingerido, se
asocia con enfermedades respiratorias. En efecto, Flora (2023) coincide con lo antes
expuesto, indicando que, en la actualidad el arsénico sigue representando un riesgo para
la salud humana a nivel global, ya que contamina las aguas subterraneas y los suministros
de alimentos.

Asi también, existen estudios que indican la dificultad que implica el incremento del Pb en
el suelo y la vegetacion, como parte agricola, lo cual afecta en el desarrollo de las raices,
tallos, hojas, flores y retraso del crecimiento (Collin et al., 2022; Niu et al., 2023) y en los
seres humanos tienen efectos letales sobre las células, principalmente como resultado de

su capacidad para alterar o desnaturalizar las proteinas (Qu et al., 2020). El plomo
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https://watchlearnlive.heart.org/index.php?moduleSelect=iscstr&uid=1329
https://www.heart.org/en/health-topics/peripheral-artery-disease

representa graves consecuencias en diferentes érganos y en el cerebro afecta el
desarrollo y capacidad mental de los nifios (Londofio et al., 2016).

Asi pues, la contaminacion por metales pesados en el suelo puede afectar su fertilidad,
reducir los rendimientos y causar dafios quimicos que influyen en el metabolismo de
las plantas, lo cual también afecta a la red alimentaria, ya que los metales pesados tienen
a transferirse a las plantas mediante la vascularizacion y luego son consumidas por los
animales, continuado asi la cadena alimenticia, lo que convierte a la agricultura y la
ganaderia en una fuente potencial de una posible transmisién de enfermedades para los
seres humanos.

Por otro lado, Bersosa & Ulloa (2018) dan a conocer que el Ecuador es rico en
biodiversidad y cuenta con muchos ecosistemas de agua dulce, como humedales, la
mayoria de los cuales estdn amenazados por las actividades humanas para acceder a los
recursos naturales, especialmente la extraccion de petréleo, la mineria, la silvicultura y
el aumento de areas agricolas y ganaderas.

Por consiguiente, en una reiterada ocasion, la provincia de el Oro es mencionada en la
investigacion realizada por Romero, Campuzano & Rueda (2017) con respecto al
conocimiento del humedal “La Tembladera”, uno de los sitios de estudio del presente
trabajo, en el cual manifiestan que pertenece a uno de los lugares de importancia basado
en el tratado internacional Ramsar, relativo a la conservacion y uso racional de los
humedales.

Reyes (2020) comparte en su investigacion que este ecosistema se ve afectado por el
impacto ambiental de las practicas productivas, como la pérdida de vegetacion por el
cultivo de banano y el uso inadecuado de fertilizantes quimicos. Ademas, la presencia de
ganado en los humedales provoca la acumulacion de materia organica en el nivel freatico,
aumentando la degradacion de los cuerpos de agua con el tiempo y el posible aumento de
la contaminacién por metales con el tiempo.

En concordancia, Valdivia (2019) cita en su estudio la contaminacion de los recursos
hidricos de los humedales es muy comun y se puede dividir en dos tipos de efectos,
uno es el efecto difuso causado por fertilizantes quimicos o depdésitos metélicos como los
sedimentos con metales, el otro es el efecto puntual causado por infiltracion
directa y también estéa el efecto puntual.

En este contexto, Waclawek et al. (2022) mencionan que el biomonitoreo se ha establecido

como una herramienta eficaz para evaluar la presencia y concentracion de metales
11
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pesados en el ambiente. Este método, que involucra el uso de organismos vivos como
indicadores bioldgicos de la contaminacion ambiental, o cual permite una evaluacion mas
precisa y continua de la calidad ambiental. A nivel internacional, diversas especies
vegetales han sido utilizadas con éxito como bioindicadores de metales pesados debido a
su capacidad para absorber y acumular estos elementos en sus tejidos.

De tal manera, se considera al biomonitoreo como herramienta empleada en la evaluacion
del nivel de contaminacion de ecosistemas seleccionados, asi como el impacto de las
fuentes individuales de contaminacion para un posterior analisis de trazas de elementos,
con la finalidad de proporcionar informacion sobre la concentracion y el origen de los
contaminantes y como se dispersan.

Estudios previos como el de Galvis (2021) menciona que, particularmente en Ecuador la
especie Pseudosamanea guachapele, un arbol nativo de la region tropical, ha mostrado
un gran potencial como bioindicador de contaminacién por metales pesados. Su capacidad
para sobrevivir en condiciones adversas y su distribucion en areas afectadas por
actividades humanas lo posicionan como un candidato ideal para el biomonitoreo ya que
puede acumular Cd, As, y Pb en sus raices, lo que la convierte en un recurso valioso para
la evaluacién y control de la contaminacion en las provincias de Guayas y el Oro.

En concordancia, estudios como el de Akintola et al. (2022) mencionan que la especie
Pseudosamanea (antiguamente Albizia) se ha identificado como una planta prometedora
para la fitorremediacion de suelos contaminados, como los presentes en los vertederos de
residuos. La capacidad de esta planta para absorber y acumular metales pesados como
el Cd, el Pb y el As la hace una opcion viable para la restauracion ambiental, concluyendo
con que esta planta no solo contribuye a la descontaminacién del suelo, sino que también
mejora las condiciones edaficas, promoviendo la recuperacion del ecosistema afectado.
A continuacion, en un estudio de investigacion realizado por Ayodele & Oluseye (2022) en
una especie de planta leguminosa (Albizia procera), en la rehabilitacion de suelos
contaminados con petroleo crudo. Se realizaron experimentos en un entorno controlado y
se evaluaron variables como el porcentaje de germinacién, la altura y grosor de las plantas,
el numero de hojas y la nodulacion, destacando la capacidad de la especie para sobrevivir
a diferentes niveles de contaminacion, sugiriendo que es una especie leguminosa con
potencial para la remediacion y rehabilitacion de suelos contaminados con petréleo crudo
en la region del Delta del Niger.
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De tal manera, los trabajos de investigacion antes expuestos, resaltan la importancia
bioldgica de la especie Pseudosamanea (anteriormente nombrada Albizia) como especie
biomonitora en la mitigacion de suelos contaminados por metales pesados al poseer un
sistema radicular extenso y una biomasa significativa, o que le permite no solo extraer
contaminantes del suelo, sino también estabilizarlos y reducir su movilidad, minimizando
asi el riesgo de contaminacion secundaria.

Por consiguiente, proponen que la implementacion de Pseudosamanea en proyectos de
fitorremediacibn puede ser una herramienta clave en la gestion de residuos y la
rehabilitacion de areas contaminadas, especialmente en regiones donde la contaminacion

por metales pesados es un problema critico.
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2.2. Marco Conceptual

2.2.1 Biomonitoreo

El biomonitoreo es la técnica mas actual en Quimica ambiental, donde se utilizan
organismos, plantas, animales como biomonitores o bioindicadores para lograr evaluar el
estado de una determinada zona geogréfica y su entorno en funciéon de un contaminante
o de un determinado grupo de ellos (Cedrén & Velasquez, 2022).

Kularatne & De Freitas (2013) dan a conocer que los estudios de biomonitoreo
generalmente se realizan dos formas: biomonitoreo pasivo y activo. Siendo el biomonitoreo
pasivo aquel que se realiza en el &rea de estudio y recolecta muestras como: plantas,
organismos, animales, etc., como parte del biomonitoreo para ser trasladada a un
laboratorio, donde se detectar4 un contaminante. Por otro lado, el biomonitoreo activo
consiste en primer lugar recolectar muestras de un determinado biomonitor en zonas no
contaminadas, para el posterior trasplante a diferentes zonas de estudio (generalmente
zonas contaminadas) de forma que dichas muestras acumulen contaminantes en su
estructura expuesta durante un determinado tiempo.

Mediante este tipo de monitoreo se puede detectar las causas de degradacion de la calidad
del medio ambiente como pueden ser fuentes de contaminacién difusas, erosion, cambio
en el uso del suelo, agricultura, la construccién de presas, etc., con ello se exhibe un

amplio espectro de los factores que causan perturbaciones (Saad, 2020).

2.2.2 Bioindicador

Los indicadores biolégicos o bioindicadores son organismos vivos, partes o comunidades
gue responden a condiciones ambientales, indican la naturaleza de la perturbacion o
contaminacion, con el fin de brindar informacién sobre la gravedad de la perturbacion o la
cantidad de contaminacion en un area, ofreciendo informacion cualitativa sobre el medio
ambiente y sus cambios (Cedron &Velasquez, 2022).

Los bioindicadores pueden ser examinados con facilidad a medida que se encuentran
expuestos ante las condiciones ambientales de su habitat, hace que sean organismos
altamente sensibles a la contaminacion ambiental (Asif et al., 2018).

Cedrén & Velasquez (2022) mencionan que entre las principales caracteristicas de un
bioindicador se encuentran:

a. Proporcionan la capacidad de recolectar contaminantes sin eliminarlos.

b. Se pueden distribuir ampliamente.
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c. Son abundante, de escasa movilidad, y deben de ser representativos en la zona.

d. Estar perenne o disponible en cualquier época del afio y proporcionar un numero
suficiente de muestras para andlisis o investigacion.

e. Son de facil identificacion, recoleccidén y conexion.

f. Resisten a las duras condiciones ambientales y de laboratorio.
Figura 1

Ventajas de los organismos bioindicadores.

Ofrecen rangos de los impatos de las largos en determinados
resistencia ante la actividades ambientes permite la
contaminacion. antropogénicas en el integracion de las

medio ambiente. condiciones del habitat.

Se pueden emplear En su mayoria,
para hacer un permiten realizar un
diagnéstico en etapa conteo rapido y eficaz
temprana. de los organismos.

Nota. El grafico representa las ventajas sugeridas para los organismos bioindicadores
(elaboracion propia a partir de Parmar et al., 2016; Serafin Mufioz et al., 2022; Luna
Bautista et al., 2023)

2.2.3 Bioacumulacion

La bioacumulacion es una caracteristica Unica de ciertos organismos bioldgicos que
pueden movilizar contaminantes dentro de sus tejidos, lo que significa que aumenta la
cantidad de la sustancia en los tejidos del organismo. Es importante recalcar que se
considera a un organismo bioacumulador cuando la tasa de absorcion del contaminante
excede la capacidad del cuerpo para eliminar la sustancia extrafia. Sin embargo, la
cantidad de contaminacion acumulada depende de factores tales como: la naturaleza
guimica de la contaminacién, el tipo de organismo, su estado fisiolégico, la temperatura
del agua y la salinidad (Coto, 2014 como se cit6 en Cornejo & Chalen, 2022).

Sandhi et al. (2018) manifiestan que el factor de bioconcentracién o bioacumulacién (BCF),

gue se define para aire, suelo o agua, es utilizado para medir la capacidad de captacion

gue presenta una planta de un metal pesado presente en su entorno, en términos de la
15

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



concentracion del metal. se define como la relaciéon entre la concentracion de metales
pesados en la planta y la concentracion del metal en el cultivo medio.

([cC] elemento) planta T.
BCF =

([cC] elemento) medio T.

Donde [CC] es la concentracion del elemento en la planta y el medio y T. representa el
tiempo final de exposicion. Para definir a una planta como potencialmente
hiperacumuladoras, se requiere que el BCF sea mayor a 10. Si el BCF es mayor a 1 se
suele considerar como acumuladora. Si este factor se encuentra por debajo de 1 se define
a la planta como exclusora (Azevedo & Rodriguez, 2012 como se cité en Reyes 2021).

2.2.4 Metales pesados

El término "metales pesados" se usa habitualmente para describir un grupo de metales y
metaloides que poseen una masa atémica elevada, superior a 5 g-cm=. Algunos
investigadores se refieren a ellos como "metales toxicos" o "metales traza". Aunque a
menudo se asocia el término con una connotacion negativa debido a su capacidad para
contaminar y dafar el medio ambiente, es importante destacar que varios de estos metales
son esenciales para el desarrollo de plantas y animales. Este grupo incluye elementos como
As, Cd, cromo (Cr), cobalto (Co), cobre (Cu), Hg, Pb, Mn, niquel (Ni), selenio (Se), y zinc
(Zn) (Hernandez et al., 2022).

Sin embargo, cuando se encuentran en concentraciones elevadas, pueden ser nocivos. El
incremento en la contaminacién por estos metales pesados se atribuye principalmente a las
actividades humanas como la mineria, el uso de pesticidas y fertilizantes, la quema de
combustibles fosiles, la agricultura, la silvicultura, la descarga de desechos en cuerpos de

agua y los procesos industriales (Alengebawy et al., 2021).
2.2.5 Cadmio (Cd)

El cadmio (Cd), es un elemento metalico de numero atémico 48 y masa atomica 112,41,
comparte muchas propiedades fisicas y quimicas con el Hg y el Zn formando asi el grupo
12 en la tabla periddica. Su presencia natural en el medio ambiente se debe principalmente
a 32 actividades volcéanicas, incendios forestales y a la erosién de las rocas (Ramirez,
2016; Villén, 2022). De tal manera, el cadmio se encuentra presente en la corteza terrestre
de manera natural. Por la contaminacion ambiental y otros factores su concentracion en

suelos y fuentes de agua se ha incrementado con el paso de los afios. Los alimentos en
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los que generalmente se encuentran mayores concentraciones de cadmio son mariscos,
mejillones, champifiones, cacao, etc. (Falero, 2020).

El Cd suele liberarse al ambiente por medio de industrias de fabricacion de bateria niquel-
cadmio, agentes anticorrosivos y pigmentos (Saleh et al., 2017). El limite maximo permitido
(LMP) de Cd segln la normativa canadiense es de 0.7 mg kg~*(Pernia et al., 2019). Sin
embargo, segun el registro oficial publicado por el Ministerio del Ambiente del Ecuador
(MAE, 2015) para los parametros inorganicos en suelos, el limite maximo permitido es de
0.5 mg/kg.

El Cd es un metal téxico de caracter acumulativo en los cuerpos de los seres vivos, en el
ser humano causa enfermedades como: retraso del crecimiento, cancer, toxicidad renal y
hepatica (Zhang & Mindy, 2019).

2.2.6 Arsénico (As)

El arsénico es un elemento ampliamente distribuido en la atmdsfera, en la hidrosfera 'y en
la biosfera, el cual esta presente en cuatro estados de oxidacion -3, 0, +3 y +5. Segun
Clemens (2016) el arsénico se puede presentar en las plantas como arsenato As (V),
arsenito As (Ill) y especies metiladas de As (V) por bacterias presentes en la rizosfera y
por la biotransformacién que sufre el elemento durante el proceso de absorcién y
translocacién al interior de la planta.

El arsénico en su forma inorganica es muy toxico, llega al alcance de los seres humanos
por agua contaminada usada para: beber, preparar alimentos, regar cultivos y realizar
procesos industriales. Se encuentra naturalmente en aguas subterraneas contaminadas,
(World Health Organization, 2018). El limite permitido (LP) de As en fuentes naturales de
agua superficial y de suelo en Ecuador es 12 mg kg™ y seguin la normativa canadiense de
sedimentos 7.24 mg kg™ (Aveiga et al., 2020).

El consumo prolongado de arsénico inorganico puede causar intoxicacion crénica que se
manifiesta mediante: vémitos, dolor abdominal, diarrea, lesiones cutaneas y cancer a la
piel. Por consecuencia, aparecen otras secuelas como: entumecimiento u hormigueo en
manos y pies o calambres musculares y en casos extremos la muerte (World Health
Organization, 2018).

2.2.7 Plomo (Pb)

El plomo es un metal del grupo IV A de la tabla periddica. Su nimero atomico es 82, peso

molecular 207,90 g/mol y en su forma pura es de color gris azulado. El plomo es un metal

pesado, y se lo considera como tal por que resiste a la corrosion, maleabilidad, bajo punto
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de fusion y una facilidad para formar aleaciones con cobre, arsénico, cadmio, etc. Se oxida
facilmente a iones Pb*? y Pb** (Escobar, 2016).

Figura 2

Fuentes de exposicion al Pb.

» Accesorios 0 agua que ha estado en contacto con Pb.
» Tuberias y soladuras contaminadas.

Agua » Agua del océano y de grifo.

» Campos de cultivos (hortalizas, legumbres, tubérculos, cereales y frutas).

» Campos cerca de fabricas contaminantes.
Suelo

« Tabaquismo

Fuentes < Medicinas tradicionales y cosméticos.
domeésticas

Baterias de plomo y acido.

Plomo de pesca (visceras de animales, pescados y mariscos).
Proceso < Municiones de armas.

industrial

Nota. El grafico representa las fuentes exdgenas de exposicion del Pb (elaboracion propia
a partir de Salas et al., 2019; Apraez, 2023).

Por consiguiente, se conoce que el limite permitido (LP) de Pb segun el Ministerio del
Ambiente del Ecuador (MAE, 2015) para los parametros inorganicos en suelos, es de 19
mg/kg. Sin embargo, la Agencia de Proteccibn Ambiental de Estados Unidos (EPA)
establecié que el LP de Pb en el agua potable publica es de 15 pg/L, aunque muchos
expertos en toxicologia creen que el nivel seguro debe ser de 10 pug/L o menos, dado a
gue no representa ningun beneficio al cuerpo humano (Swistock, 2023).

Parker (2021) considera que el Pb es una neurotoxina que actiua violentamente impidiendo
la normalidad del funcionamiento del sistema: 6seo, nervioso y muscular. Se asocia a este
metal con enfermedades como: depresion grave, reducido coeficiente intelectual,

trastornos de ansiedad; ademas, el alto nivel en los cuerpos genera: estrefiimiento crénico,

dolores de: cabeza, cuerpo, articulaciones y musculos.
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2.2.8 Pseudosamanea guachapele

De acuerdo a Echeverry (2011) y Apreciado (2023) el Guachapeli (Pseudosamanea
guachapele) es originario de bosques siempreverde piemontano y humedos, se lo puede
encontrar en Ameérica desde sureste de México, hasta Ecuador, se caracteriza por
desarrollarse en habitats de 0 a 800 msnm de altitud, es resistente a pequefios incendios,

pero no es capaz de tolerar mal drenaje o inundaciones.

Tabla 2

Clasificacion taxonémica del ejemplar arboreo Guachapeli.

Taxonomia
Reino Plantae
Orden Fabales
Familia Leguminosae
Subfamilia Mimosaceae
Género Pseudosamanea
Especie Guachapele
Nombre cientifico Pseudosamanea guachapele
Nombre comun Guachapeli

Nota. Esta tabla representa la taxonomia de la especie Pseudosamanea guachapele

(elaboracion propia a partir de Pefalver, 2018; Apreciado, 2023).

De tal manera, se contempla que el Guachapeli puede adaptarse facilmente a diferentes
condiciones climaticas, lo que lo hace una especie a considerar en programas de
reforestacion debido a su resistencia y adaptabilidad.

Ademas, se conoce también que es una especie caducifolia debido a que requiere una
temporada seca anual de 4-5 meses aproximadamente, crece un aproximado de 30 m de
altura con tronco mas de 30 cm de DAP, sus hojas son compuestas, bipinnadas y alternas
grandes de 30 cm aproximadamente. Sus flores tienen estambres largos y numerosos de
color blanco o crema en grandes racimos y el fruto es un frijol plano y seco de color marrén

oscuro (Penalver, 2018).

19

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Figura 3

Representacion de las hojas y floracion de la especie P. guachapele.

Nota. La siguiente imagen muestra las caracteristicas correspondientes a la morfologia
foliar y floracion de la especie Pseudosamanea guachapele tomada por Cornejo (2015).

Cornejo (2015) menciond que dentro de las caracteristicas de la especie se destacan a la
madera debido a su compactibilidad, facil manejo, durabilidad y su resistencia al agua de
mar y a los insectos perforadores.

2.2.9 Humedales

Los humedales constituyen como uno de los ecosistemas mas diversos biolégicamente,
ya gue albergan una gran abundancia de especies, son fundamentales para salvaguardar
la vida, poseen valores intrinsecos que los ubican como ecosistemas estratégicos en la
sostenibilidad ambiental, planetaria y local (Secretaria de la Convencién sobre los
Humedales, 2021).

Fennell (2020) da a conocer que los humedales no son ecosistemas exclusivamente
terrestres o acuaticos; mas bien, pueden ser dinamicos, todo dependera de las
condiciones climaticas variable en el tiempo. Esta caracteristica dinamica influye
significativamente en las comunidades de plantas y animales. Son retenedores de
carbono, reguladores del ciclo del agua y del sistema climatico, ademas, amortiguadores

de desastres naturales (Secretaria de la Convencion de Ramsar, 2018).

20

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




El Ministerio de Ambiente, Agua y Transicién Ecoldgica (MAATE, 2015) indica que en el
Ecuador existe, hasta el momento, 19 humedales de importancia internacional o
humedales Ramsar que cubren una superficie de 1'064,483 ha. Estos 19 humedales han
cumplido al menos uno de los nueve criterios establecidos por la Convencion sobre
Humedales. La Convencion sobre los Humedales es un tratado intergubernamental
aprobado el 2 de febrero de 1971 en la ciudad irani de Ramsar, situada en la costa
meridional del Mar Caspio. Ramsar es el primero de los modernos tratados
intergubernamentales mundiales sobre conservacién y uso racional de los recursos
naturales.

Ecuador es parte contratante desde 1990, entré en vigencia el 7 de enero de 1991. A la
fecha el pais ha designado 18 sitios que abarcan alrededor de 286.659 ha, de las cuales
el 86% se encuentra dentro de areas protegidas y el 14% no cuenta con una categoria de
proteccion oficial RAMSAR (MAATE, 2015).

En el presente trabajo, uno de los sitios de muestreo se realizé en los alrededores del
humedal “La Tembladera®, sitio Ramsar que se encuentra en un area no protegida de la
provincia de el Oro y posee 1471 ha de superficie. A continuacion, se citan los sitios
RAMSAR del Ecuador ubicados en las diferentes provincias del Ecuador, se encuentren
estos en &reas protegidas o no.

Tabla 3

Listado de los sitios RAMSAR del Ecuador.

Nro Sitio Ramsar Area Designacion Provincia Superficie
protegida ha
1 Manglares/Churute Si 07/09/1990 Guayas 35042
2 Parque Nacional Si 07/09/1990 Manabi 14430
Machalilla
3 Reserva biol6gica Si 10/07/1998 Sucumbios 4613
de
“Limoncocha”
Isla Santay Si 31/10/2000 Guayas 4705
5 Laguna de Cube Si 02/02/2002 Esmeraldas 113
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6

7

10

11

12

13

14

15

16
17
18
19

Refugio de vida
silvestre “Isla
Santa Clara”

Parque Nacional

Cajas

Humedales del
sur de Isabela

Reserva ecoldgica

Cayapas - Mataje

Complejo “Nucanch
Turupamba”
Complejo
“Llanganati”
Reserva ecoldgica
“El Angel”
Sistema lacustre
“Lagunas del
compadre”
Sistema
lacustre “Yacuri”
Complejo
“Cuyabeno
Lagartococha
Yasuni”
Abras/mantequilla
La Segua
La Tembladera
Manglares del Golfo
de Guayaquil “Don
Goyo”

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No
No
No
No

02/02/2002

14/08/2002

17/09/2002

12/06/2003

05/06/2006

25/06/2008

07/12/2012

15/12/2012

15/12/2012

24/08/2017

14/03/2000
07/06/2000
06/12/2011
02/02/2012

El Oro

Azuay

Galapagos

Esmeraldas

Napo - Pichinch

Tungurahua

Carchi

Lojay Zamora
Chinchipe

Lojay Zamora
Chinchipe
Sucumbiosy

Orellana

Los Rios
Manabi
El Oro

Guayas

46

29477

872

44847

12290

30355

17003

23962

27760

773668

22500
1836
1471
15337

Nota. Esta tabla muestra los sitios RAMSAR con la informacion sobre las areas protegidas

gue forman, fecha de designacion, provincia en la que estan y superficie (MAATE, 2015).
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2.2.10 Mineria

La mineria implica una compleja interaccion de factores sociales, econdémicos,
tecnologicos, ambientales y de salud, que pueden variar mucho entre contextos
locales y nacionales. Por tanto, es dificil crear una definicion Unica. ElI Convenio de
Minamata sobre el Mercurio define la mineria como “la actividad econémica que consiste
en la extraccion o explotacion de minerales y otros materiales existentes en el suelo para
procesarlos y luego comercializarlos” (Cepeda & Hernandez, 2020).

En el Ecuador, se han identificado una serie de momentos historicos en el desarrollo de la
pequefia mineria metalica en el Ecuador. El surgimiento de la pequefia mineria se dio a
finales de la década del 70 a raiz de la quiebra de la Compafiia Industrial Minera Asociada
— CIMA (empresa de capital mixto) que explotaba oro en el sur del Ecuador, en el sector
Portovelo — Zaruma (Gaona & Vaca, 2023).

El Ministerio del Ambiente, Agua y Transicién Ecoldgica (MAATE, 2021) ha identificado
afectaciones ambientales a causa de la mineria, mismas que han puesto en riesgo el
entorno natural e incluso urbano de varios sectores de diversas provincias, donde ha
existido socavones, erosion del suelo, pérdida de la cobertura vegetal, biodiversidad y
espacios paisajisticos, contaminacion del suelo y del agua por combustibles y quimicos.
2.2.11 Fitorremediacion

La fitorremediacion (del griego “phyto” o “planta”), también llamada fitolimpieza o
fitocorreccion, incluye cualquier proceso biolégico, quimico o fisico, inducido por las
plantas, que ayude en la absorcion, degradacion y metabolizacién de los contaminantes,
ya sea por las plantas mismas o por los microorganismos que se desarrollan en la
rizosfera. Este proceso denominado “fitorremediacién” consiste en la remocion,
transferencia, estabilizacion y/o degradacion y neutralizacion de compuestos téxicos
(Papuico, 2019).

Lopez (2011) menciona que el concepto de usar plantas para limpiar suelos contaminados
no es nuevo, desde hace 300 afos las plantas fueron propuestas para el uso en el
tratamiento de aguas residuales (plantas acuaticas en aguas contaminadas con plomo,
cobre, cadmio, hierro y mercurio). Por consiguiente, este proceso se puede seguir con
tecnologias biotecnolégicas que analizan la capacidad de las plantas para acumular
diferentes metales en distintos érganos de las especies vegetales empleando a plantas

para absorber, acumular y estabilizar contaminantes en el ambiente.

23

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Estudios como el de Maldonado et al. (2016) mencionan que en general el proceso de
fitorremediacién puede ocurrir de tres formas, en la primera la rizosfera mejora las
propiedades fisico-quimicas de los suelos contaminados al favorecer la aireacion e ingreso
de nutrimentos; la segunda consiste en la comunicacion directa entre vegetal y
microorganismo, favoreciendo al desarrollo selectivo de los microorganismos
degradadores del contaminante; la tercer forma consiste en la degradacion del
contaminante por la planta mediante la extraccion de agua hacia la parte aérea

favoreciendo la inmovilizacion - degradacion del contaminante en la raiz y parte aérea.
Figura 4
Estrategias de fitorremediacion.

Absorcion y  transformacion  de
contaminantes en compuestos menos

Fitovolatilizacion toxicos (Ej. Contaminantes organicos y
metales).

Hg Se cd

6 & ] Elementos potencialmente toxicos (EPT's)
J

A Hidrocarburos
Fitoextracciéon U @ Radionucleidos
Absorcion, acumulacion y P
translocacion <4le. metales o ‘ Ti
compuestos organicos.

4

Fitodegradacion
Mineralizacion o transformacion (Ej.
Compuestos organicos).

Fitoestabilizacién

Contaminantes como  los
EPT's se acumulan en las -
raices y se incorporan ya sea
en la planta (Ej. lignina.

humus) o son precipitados > Rizodegradacion
como es el caso de los A e Planta + Microorganismo
radionticleidos. N ) A} \N ] 77 /A’ = Estabilizacis : -
N A <3 } N stabilizacion del contaminante por sinergia
\ A ‘ 1 !\ bk (Ej. EPT's, contaminantes organicos).
- ))/ A

Nota. Principales estrategias en la fitorremediacion. En el sistema suelo-planta
microorganismo los elementos potencialmente toxicos (cuadros), hidrocarburos
(triangulos) y radionucleidos (circulos) pueden ser transformados, metabolizados o

acumulados en puntos especificos del sistema (Maldonado et al., 2016).
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2.3. Marco Tebrico

En Ecuador, aunque se han llevado a cabo estudios sobre la contaminacién por metales
pesados en diversas especies, existe desconocimiento en el conocimiento que se
relaciona con la utilizacion de especies especificas de arboles, como la Pseudosamanea
guachapele, en regiones especificas de Guayas y el Oro. Los estudios actuales se enfocan
principalmente en otros organismos faunisticos como bioindicadores, dando lugar a un
vacio en cuanto a como las especies arboreas pueden actuar como conductores de la
contaminacion por metales pesados en zonas agricolas y urbanas de alta actividad
industrial.

Desde la perspectiva teorica e ideoldgica del presente estudio, se destaca el enfoque del
desarrollo sostenible y la ecologia politica, en el cual se reconoce la relevancia de la
preservacion de los recursos naturales y la necesidad de proteger a las poblaciones
vulnerables ante los efectos de la contaminacion. Se pretende, desde una perspectiva
ecoldgica y de justicia ambiental, generar evidencia cientifica que respalde politicas
publicas centradas en la mitigacion de la contaminacién por metales pesados en areas
rurales e industriales, desde una perspectiva ecologica y de un enfoque ambiental.

Por consiguiente, el biomonitoreo implica la utilizacidon de organismos vivos para evaluar
la salud ambiental, especialmente en lo que respecta a la contaminacion. Las plantas
como Pseudosamanea guachapele pueden acumular metales pesados del suelo y el aire,
lo que las convierte en excelentes indicadores de contaminacién ambiental. Este método
es particularmente Util en &reas urbanas e industriales donde la contaminacién por metales
pesados es frecuente debido a la actividad humana, como la mineria, la agricultura y los
procesos industriales.

En conclusion, se ha considerado el uso de la biotecnologia para monitorear los metales
pesados y la utilizacion de especies bioindicadoras como es el caso de la especie arbdrea
nativa Pseudosamanea guachapele quien no solo proporciona una herramienta util para
evaluar la contaminacion, sino que también contribuye al desarrollo de soluciones
sostenibles para reducir la contaminacion en Ecuador y brindar conocimiento a la
poblacion aledafia sobre lo desconocido. De tal manera, la biotecnologia ayuda a optimizar
los procesos naturales de absorcion y transformacion de metales pesados, lo que permite

un monitoreo mas eficiente y preciso.
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CAPITULO lIlI: Disefio Metodolégico

3.1. Tipoy disefio de investigacion

La presente investigacion se considera es de tipo cuantitativa y cualitativa, es decir,
emplea un enfoque mixto. El tipo cuantitativo se ha empleado para medir la concentracion
de metales pesados (Cd, As y Pb) en las raices de la especie Pseudosamanea guachapele
y en el suelo de las zonas de muestreo ubicadas en las provincias de Guayas y el Oro en
Ecuador. El enfoque cualitativo se ha utilizado para interpretar los resultados obtenidos y
establecer la relacion entre la concentracion de metales pesados en el suelo y en la
especie antes mencionada. Los métodos teoricos y practicos empleados aportan datos
especificos sobre la concentracién de metales pesados en las areas de estudio.

Sin embargo, desde el punto de vista cuantitativo, la investigacion presenta un disefio no
experimental y de tipo transversal. El disefio no experimental se justifica debido a que, no
se han manipulado las variables independientes (concentracion de metales pesados en la
especie de estudio y el suelo), ya que estas fueron determinadas por factores ambientales
y antrépicos preexistentes. Por otro lado, el disefio transversal se debe a que los datos se
han recopilado una sola vez, en un solo momento en cada una de las localidades de
estudio, lo cual facilita la comparacién entre estas y su evaluacion.

Esta investigacion alcanza un nivel exploratorio, ya que introduce a una especie
bioindicadora no utilizada previamente en el monitoreo de estos metales pesados en las
provincias de estudio especificas en el Ecuador. Pero al mismo tiempo, también puede
llegar a ser explicativo al ser planteado para identificar y explicar los mecanismos por los
cuales los metales pesados llegan al ecosistema, como interactian con el bioindicador, y
gué impacto tienen en el ambiente y la salud publica.

Por consiguiente, el enfoque mixto consiste en un conjunto de procesos sistematicos,
empiricos y criticos que implican la recoleccion, analisis, integracion y discusion conjunta
de datos cuantitativos y cualitativos. Este enfoque permite obtener una perspectiva mas
amplia y profunda de los fendmenos estudiados al combinar las fortalezas de ambos
enfoques, aportando mayor seguridad en las inferencias cientificas (Hernandez et al.,
2014).

De modo que, esta investigacion presenta un disefio mixto exploratorio secuencial debido

a que, combina una fase cualitativa inicial explorando el contexto y las percepciones de

las localidades de estudio, ya que, en la fase inicial, se realizé un diagndstico preliminar
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con las muestras de las raices en tres especies correspondientes a una zona aledafia al
estudio realizado en el Rio Amarillo (Portovelo), junto a los sedimentos, destacando la
especie Pseudosamanea guachapele para el objetivo de estudio, seguida de una fase

cuantitativa en la que se miden los niveles de contaminacion de la especie y el suelo.
3.2. Lapoblaciony la muestra

Las muestras de la especie Pseudosamanea guachapele y de suelo fueron obtenidas en
las siguientes cuatro localidades de estudio durante los meses de mayo - julio, siendo
estas:

Muestras de control: Prov. Guayas — Guayaquil - Universidad de Guayaquil “Facultad de

Ciencias Naturales”
Muestras de estudio:

1.- Prov. el Oro — Portovelo (puente negro — Rio Amarillo) y Sta. Rosa (alrededores del

Humedal “La Tembladera”)

2.- Prov. Guayas — Guayaquil: Bosque Protector “Cerro Blanco”
3.2.1 Caracteristicas de la poblacion

La poblacion del estudio esta constituida por muestras extraidas de la zona radicular de la
especie Pseudosamanea guachapele en ejemplares de aproximadamente 2,50 m de
altura, que se encuentran distribuidos en las provincias de Guayas y el Oro, Ecuador.
Ademas, se incluye el suelo de las localidades seleccionadas para el andlisis de la

contaminacién por metales pesados (Cd, As y Pb).
3.2.2 Delimitaciéon de la poblacion

Una parte de la poblacion se limita a la localidad ubicada en la provincia del Guayas que
presenta ejemplares de la especie en un estado de adultez, con un espacio considerable
entre los efectos industriales y/o de transporte, asi como antropogénicos para la seleccién
de los ejemplares de control.

Con respecto al resto de la poblacién que se encuentra en las localidades de estudio

ubicadas en las provincias del Guayas y el Oro, fueron seleccionadas con base en

antecedentes literarios, considerando a areas afectadas por actividades humanas que
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podrian estar relacionadas con la contaminacion por metales pesados como la industria,
antropogénica o mineria, disponiendo como prioridad la accesibilidad en las zonas de

muestreo y la disponibilidad de la especie en una etapa adulta.

3.2.3 Tipo de muestra

El tipo de muestra es no probabilistica, de tipo intencional o dirigida, debido a que, las
localidades y los ejemplares de Pseudosamanea guachapele y el suelo del cual emergen
fueron seleccionados al azar para asegurar que las muestras incluyan areas con posibles
zonas expuestas a la contaminacion por metales pesados, asi como la de ejemplares

representativos de la especie en otros entornos con menos exposicion.

3.2.4 Tamafno de la muestra

En cada una de las cuatro localidades de estudio, se tomaron 500 g de muestras (raices)
por cada uno de 3 ejemplares de la especie Pseudosamanea guachapele, lo que da un
total de 1,500 g de tejido radicular vegetal por localidad. Adicionalmente, se tomaron 500
g de suelo de una toma intermedia (de 20 a 60 cm) de profundidad en cada localidad. En
total, se recolectaron 2,000 g de muestra por cada localidad (1,500 g de planta + 500 g de

suelo), para un total de 8,000 g de muestra entre las cuatro localidades.

3.2.5 Proceso de seleccién de la muestra

El proceso de seleccion involucroé la identificacion de tres ejemplares de Pseudosamanea
guachapele en funcién de sus caracteristicas morfoldgicas en cada localidad. Estos
ejemplares fueron seleccionados de acuerdo con su ubicacién en las areas de interés.
Ademas, se recogieron muestras de suelo por cada numero de los ejemplares
correspondientes a cada localidad en las cercanias de las raices de los especimenes

seleccionados.

3.3. Los métodos y las técnicas

3.3.1 Metodologia analitica en muestras sélidas
Las muestras vegetales y de sedimento correspondientes al analisis preliminar fueron
tratadas en el estado sélido (original) con base en el siguiente proceso que se explica en

la figura 5. De esta manera, los elementos se vuelven disponibles para el analisis.
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Figura 5

Tratamiento de las muestras sélidas para su respectivo analisis.

Muestras solidas

Digestion en medio Digestion asistida por
acido nitrico (HNO3) microondas.

Nota. La siguiente figura muestra en detalle el procedimiento a seguir en el andlisis de

las diferentes técnicas analiticas para las muestras sdlidas. Las muestras se preparan

de acuerdo con el procedimiento de digestion de acida descrito en el método 3051 de
la EPA (elaboracion propia a partir de ANAVANLAB, 2024).

3.3.2
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Digestion por microonda

Sacar una porcion significativa de muestra en un plato plastico y dejar secar al
ambiente por alrededor de 24 horas.

Pesar 0,5 g (peso seco) en un plato plastico y transferir a un vial de digestion
PFA seco y limpio.

Colocar los viales de digestion limpios y secos dentro de las chaquetas
numeradas y ordenar ascendentemente.

Registrar la muestra y numero de vial correspondiente en el formato PES-
010601.

Afadir 10 mL de acido nitrico concentrado a cada vial. Tapar los viales.
Encender el extractor del microondas.

Encender el microondas y seleccionar el método EPA para digestion en sélidos.
Iniciar el programa, presionando START.

Una vez terminado el programa dejar que se enfrie hasta por lo menos 60°C y
sacar del equipo. Dejar que los viales se enfrien completamente.

Llevar los viales a una campana de extraccion.

Sacar el vial, abrirlo con cuidado y transferir a un embudo de vidrio con papel
filtro, recoger el filtrado en un envase de 25 mL. Realizar un lavado con agua
desionizada, sin sobrepasar el volumen de 25 mL del balén aforado.

Aforar con agua desionizada. Pasar a los viales de lectura del ICP-MS o para el
analisis por Absorcion Atomica.
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3.3.3 Espectrometria de masas por plasma acoplado inductivamente (ICP — MS)
Para el estudio preliminar de diagnostico realizado en Portovelo — el Oro (Puente negro a
las cercanias del Rio Amarillo) al ser un lugar desconocido con respecto a los registros
biolégicos de la vegetacién y de los posibles metales presentes en el lugar, se opto6 por
recopilar muestras de tres ejemplares arboreos y de los sedimentos del lugar cercano al
Rio Amarillo, vertiente que facilita la irrigacion a la vegetacion del lugar. Cada muestra
recolectada cumplié con el estandar de peso (500 g) sugerido para su posterior analisis.
Con la finalidad de conocer el andlisis fisicoquimico del lugar y la capacidad de
bioacumulacién de los especimenes, estos han sido seleccionados por su abundancia,
disponibilidad y accesibilidad en la zona de muestreo, siendo estos: Mangifera indica,
Senna siamea y Pseudosamanea guachapele.

El analisis fisicoquimico fue ejecutado en el laboratorio de ANAVANLAB (Analitica
Avanzada, Asesoria y Laboratorios CIA — LTDA, 2024) siguiendo los requisitos
establecidos en la norma NTE INEN ISO/IEC 17025:2018, la cual exige una adecuada
gestion de las instalaciones, del personal, de los equipos, de la validacion de métodos
analiticos y del control de calidad de los ensayos, entre otros.

A continuacion, se detalla el procedimiento metodolégico empleado para el analisis de

metales en muestras vegetales cubierto por su validacion.

Tabla 4

Procedimiento metodol6gico empleado para el analisis de metales mediante la técnica de

ICP - MS en las muestras vegetales y de sedimento.

Caracteristicas Descripcion
Ensayo Metales en muestras solidas
Procedimiento especifico AAA-PE-S016
Matriz Suelos, sedimentos, lodos, resinas,

alimentos, vegetales,

entre otros.

Técnica ICP - MS
Rango Tabla 5
Método de referencia EPA 6020B. Rev 2 julio 2014

Digestion acida: método EPA 3051.
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Nota. Esta tabla muestra el resumen del procedimiento metodologico empleado para el
andlisis de metales en las muestras vegetales y de sedimento utilizado en el analisis
preliminar de diagnostico (ANAVANLAB, 2024).

Tabla b

Metodologia analitica - lista de los metales disponibles para el andlisis de ICP - MS en

muestras vegetales y de sedimento.

Metal Rango de trabajo (mg/Kg) Dilucién maxima
Aluminio (Al) 5 a 100 000 mg/Kg 1000
Antimonio (Sb) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Arsénico (As) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Bario (Ba) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Berilio (Be) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Bismuto (Bi) 0,5 a 5000 mg/Kg 1000
Boro (B) 5 a 5000 mg/Kg 1000
Cadmio (Cd) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Calcio (Ca) 50 a 500 000 mg/Kg 1000
Cerio (Ce) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Cesio (Cs) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Cobalto (Co) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Cobre (Cu) 0,5 a 5000 mg/Kg 1000
Cromo (Cr) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Disprosio (Dy) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Erbio (Er) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Escandio (Sc) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Estafio (Sn) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Estroncio (Sr) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Europio (Eu) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Fosforo (P) 10 a 500 000 mg/Kg 1000
Gadolinio (Gd) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Galio (Ga) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Germanio (Ge) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Hafnio (Hf) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
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Hierro (Fe)
Holmio (Ho)
Indio (In)
Iridio (Ir)
Ytrio (Y)
Lantano (La)
Litio (Li)
Lutecio (Lu)
Magnesio (Mg)
Manganeso (Mn)
Molibdeno (Mo)
Neodimio (Nd)
Niobio (Nb)
Niquel (Ni)
Oro (Au)
Osmio (Os)
Paladio (Pd)
Plata (Ag)
Platino (Pt)
Plomo (Hg)
Potasio (K)
Praseodimio (Pr)
Renio (Re)
Rodio (Rh)
Rubidio (Rb)
Rutenio (Ru)
Samario (Sm)
Selenio (Se)
Silicio (Si)
Sodio (Na)
Talio (TI)
Tantalio (Ta)
Telurio (Te)
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50 a 500 000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,5 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg

50 a 500 000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,5 a 5000 mg/Kg
0,5 a 5000 mg/Kg
0,5 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,5 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg

50 a 500 000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,5 a 5000 mg/Kg
0,5 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,5 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,5 a 5000 mg/Kg

50 a 500 000 mg/Kg

50 a 500 000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
0,1 a 5000 mg/Kg
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1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
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1000
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1000



Terbio (Tb) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Titanio (Ti) 0,5 a 5000 mg/Kg 1000
Torio (Th) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Tulio (Tm) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Tungsteno/Wolframio (W) 1 a 5000 mg/Kg 1000
Uranio (U) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Vanadio (V) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Yterbio (Yb) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Zinc (Zn) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Zirconio (Zr) 0,1 a 5000 mg/Kg 1000
Mercurio (Hg) 0,05 a 500 mg/Kg 1000

Nota. Esta tabla presenta la lista de los metales identificados mediante la técnica de ICP

— MS en el analisis preliminar de la fase inicial en el estudio (ANAVANLAB, 2024).

La espectrometria de masas por plasma acoplado inductivamente (ICP - MS), es
altamente sensible y capaz de determinar de forma cuantitativa casi todos los elementos
presentes en la tabla periédica con un potencial de ionizacibn menor a concentraciones
muy bajas (nanogramol/litro o parte por trillén, ppt). Se basa en el acoplamiento de un
meétodo para generar iones (plasma acoplado inductivamente) y un método para separar
y detectar los iones (espectrometro de masas) (ANAVANLAB, 2024).

La realizacion del método de ICP — MS se detalla a continuacion en los siguientes pasos
(ANAVANLAB, 2024):

1. EI'ICP-MS siempre se encuentra encendido en modo de espera, por lo que hay que
asegurar que los gases de argdon y helio estén abiertos y tengan la presion
apropiada.

2. Ingresar al software del equipo, encender el plasma y realizar la corrida de
verificacion de ajuste de las condiciones con la solucion de acondicionamiento.

3. Colocar las muestras en los espacios disponibles del automuestreador.

4. Abrir el método de metales y crear una secuencia que incluya curvas de calibracion,
blancos, estandares de control y muestras, indicar para cada caso la posiciéon de

los viales en el automuestreador.
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5. Una vez que el equipo se encuentre listo, iniciar la secuencia de lecturas,
asegurarse de que siempre se encuentre disponible agua de lavado en el
contenedor respectivo.

6. Al finalizar la corrida revisar los resultados y realizar los calculos segun el peso de

muestra digestada, volumen de aforo y factor de dilucion, si se realiz6 diluciones.

La lectura de la muestra dada por el equipo en ug/L se utiliza en la siguiente ecuacion

para obtener la concentracion de metal en mg/Kg:

C metal (%) =X (&) % V aforo (mL) % FD
Kg L Peso muestra (g)x 1000

Donde:

X: Concentracion del metal en ug/L dado por el equipo. V

aforo: Volumen de aforo de la digestion (25 mL)

Peso muestra: peso muestra para la digestion en gramos (0,5 g)
FD: Factor de dilucién de la muestra, si aplica.

3.3.4 Absorcion atomica de llama

Para el andlisis en las muestras vegetales sodlidas de la especie Pseudosamanea
guachapele y suelos se empled el procedimiento metodoldgico descrito en las tablas 6 y
7. Por consiguiente, el andlisis de los metales pesados de Cd y Pb se realizé por el método
de absorcion atdbmica de llama y el del As por absorcién atomica en la generacion de
hidruros.

De tal manera, segun la metodologia analitica empleada por ANAVANLAB (2024) para la
realizacion del proceso se debe de:

1. Encender el Espectrofotometro de Absorcion Atémica (EAA) y esperar a que se
estabilice. Asegurar que los gases aire, acetileno y argon estén abiertos y tengan
la presion apropiada.

2. Ingresar al software del equipo, encender la lampara del metal y escoger el método

del metal.
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Tabla 6

Metodologia analitica empleada para el analisis de cadmio y plomo mediante la técnica

de Espectrofotometria de Absorcidn Atdmica de Llama en las muestras vegetales y de

suelo.

Caracteristicas

Descripcion

Ensayo
Procedimiento especifico

Matriz

Técnica

Rango

Método de referencia

Metales por Absorcion Atomica de llama.
AAA-PE-S011

Vegetales y suelos

Espectrofotometria de Absorcién Atémica
de Llama.
Cadmio (0,1 a 50) mg/Kg
Plomo (5 a 500) mg/Kg
Mercurio: EPA 7061 A. 1992; EPA 3015,
2007.

Nota. Esta tabla muestra el resumen del procedimiento empleado para el analisis de los

metales pesados (Cd y Pb) de las muestras correspondientes a Pseudosamanea

guachapele en los sitios de muestreo y de los suelos (ANAVANLAB, 2024).

Tabla 7

Metodologia analitica empleada para el andlisis del arsénico mediante la técnica de

Espectrofotometria de Absorcion Atomica (AAS) y generacion de hidruros en las muestras

vegetales y de suelo.

Caracteristicas

Descripcion

Ensayo

Procedimiento especifico

Matriz
Técnica

Rango

Método de referencia

Metales por Absorcion Atdmicay
generacion de hidruros.
AAA-PE-S012

Suelos, sedimentos, vegetales.

Espectrofotometria de Absorcion Atomica
(AAS) — generacion de hidruros.
Arsénico (0,1 a 50) mg/Kg

Arsénico: EPA 6020B / EPA 3051, 2007.
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Nota. La siguiente tabla muestra el resumen del procedimiento empleado para el analisis
del metal pesado (As) de las muestras correspondientes a Pseudosamanea guachapele
en los sitios de muestreo y de los suelos (ANAVANLAB, 2024).

En espectrofotometria de absorcion atdmica se determina metales si se encuentran en
solucion, por lo tanto, suelos, lodos, sedimentos y otros residuos solidos requieren ser

digestados para el andlisis como se describe en la figura 6.

Figura 6

Tratamiento de las muestras en solucién por absorcion atomica de llama.

Aspirar a
una llama

Muestra en
solucion

Un haz de luz
atraviesa la

Pasa al
monocromado

Llega al
detector

Nota. Descripcion del analisis de los metales Cd y Pb segun la cantidad de luz absorbida
por el elemento atomizado en la llama cuando llega al detector (elaboracién propia a partir
de ANAVANLAB, 2024).
La cantidad de energia a la longitud de onda caracteristica que fue absorbida en la llama
es proporcional a la concentracion del elemento en la muestra mediante al siguiente
procedimiento:
1. Iniciar el ensayo aspirando la solucion de estandar de sensibilidad y ajustar la
posicion del mechero para encontrar la maxima absorbancia.
2. Aspirar consecutivamente el blanco y los estandares de calibracion del método,
de acuerdo lo que el equipo solicita.
3. Verificar que la curva de calibracion cumpla los criterios de validacion.
4. Aspirar las muestras y registrar los resultados encontrados para cada una.
El resultado de la muestra en mg/L se utiliza en la siguiente ecuacién para obtener la

concentracion de metal en mg/Kg:

C metal (ﬂ) = X x—2° _ «Fp
Dénde: Kg Peso muestra
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X: Concentracion del metal en mg/L, dado por el equipo.
V: Volumen de aforo en mL (25 mL)
Peso muestras: peso muestra para digestion en gramos.

FD: Factor de dilucion de la muestra, si aplica.

3.3.5 Generacién de hidruros

Ciertos metales como el Sbh, As, Bi, Sn, Hg, Se y Te; tienen la propiedad de reaccionar en
medio acido con boro e hidruro de sodio, para generar sus respectivos hidruros volatiles.

Figura 7

Tratamiento de las muestras en solucion por generacion de hidruros.

Celda en el
campo Optico

Generacion
de hidruros

Transporte
de hidruros

Pasa al
monocromador
y detector

Deteccién
de hidruros

Nota. Descripcidon del analisis del As para generar la deteccidén de hidruros (elaboracién
propia a partir de ANAVANLAB, 2024).
Explicacion: se generan hidruros a partir de las muestras previamente digestadas. Los
hidruros generados son transportados mediante un gas inerte (argon) a una celda de
cuarzo. La celda de cuarzo se coloca en el campo Optico del espectrofotometro de
absorcion atomica. Un haz de luz se dirige a través de la celda de cuarzo. El haz de luz
pasa al monocromador y finalmente llega al detector. Los hidruros se detectan a longitudes
de onda especificas para cada metal.
A continuacion, se describe el proceso de la practica para la deteccion del As con base en
el generador de hidruros segun las referencias de ANAVANLAB (2024).

1. Colocar el Generador de Hidruros cerca al mechero del espectrofotometro y

posicionar la celda en el adaptador del mechero.
2. Para el analisis de arsénico se debe de encender la llama.

3. Realizar el ajuste de la celda del generador de hidruros para asegurar que el haz

37

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



38

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



4. Iniciar el ensayo preparando la solucion de estandar de sensibilidad, colocarlo en
el vial de reaccidn, afadir acido clorhidrico, finalmente, colocar en el generador de
hidruros y aspirar. Se verifica que la absorbancia sea adecuada.

5. Repetir el paso anterior para el blanco y los estandares de calibracion del método,
de acuerdo lo que el equipo solicita.

6. Verificar que la curva de calibracion cumpla los criterios de validacion.

7. Aspirar las muestras y registrar los resultados encontrados para cada una la llama.

El resultado de la muestra en ng se utiliza en la siguiente ecuacion para obtener la

concentracion de metal en mg/L:

C metal (ﬂ) = l X " difons x FD

Kg V muestra x 1 000 Peso muestra

Dénde:

X: Concentracion del metal en ng dado por el equipo

V: Volumen de aforo en mL (25 mL)

Peso muestras: peso muestra para digestion en gramos.
FD: Factor de dilucién de la muestra, si aplica.
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3.4. Procesamiento estadistico de lainformacién

En relacion al procesamiento estadistico de la informacion, se ha empleado el programa
Past 4 para el andlisis estadistico de los datos obtenidos, se ha realizado en primer lugar
el test de la distribucion normal utilizando la prueba de normalidad Shapiro-Wilk p (normal)
para reconocer lo siguiente:
e« Un valor p alto (generalmente mayor que 0,05) indica que no hay suficiente
evidencia para rechazar la hipétesis nula, lo que sugiere que los datos pueden

seguir una distribucién normal.

« Un valor p bajo (generalmente inferior a 0,05) indica que hay suficiente evidencia
para rechazar la hipo6tesis nula, lo que sugiere que los datos no siguen una
distribucién normal.

En el caso de los datos que presentan normalidad, se ha empleado la prueba de ANOVA
con el objetivo de conocer las diferencias relativas entre los grupos en comparacioén con
la variabilidad (F) y saber si existen diferencias significativas entre las medias (p).
Posteriormente, se utiliza la prueba de la igualdad de varianzas aplicando la prueba de
Levene en el caso de que haya igualdad de varianzas. En caso de no existir igualdad en
las varianzas se emplearan los valores de (F) y p del test de Welch.

De modo que, con la finalidad de evidenciar las diferencias significativas entre las
localidades de estudio de los datos que poseen normalidad, se ha empleado la prueba de
Tukey's test post hoc para determinar qué grupos son significativamente diferentes entre
si en relacion con los metales pesados de la planta y el suelo.

Para el resto de las muestras con datos que no poseen una normalidad presente, se realizé
la prueba de Kruskall-Wallis, para comparar las medianas entre los grupos. Ademas, se
ha aplicado el test Dunn's post hoc para obtener un resultado significativo en la prueba de
Kruskal-Wallis con la finalidad de identificar cuéles de los grupos difieren
significativamente entre si.

En el cumplimiento del ultimo objetivo especifico con respecto a la correlacién entre la
concentracion de los metales pesados en la especie Pseudosamanea guachapele y las
muestras del suelo se ha empleado la correlacion de Spearman's debido a que la presente

investigacion contiene la mayor cantidad de datos con valores no normales.
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CAPITULO IV: Andlisis e Interpretacion de Resultados

4.1. Analisis e Interpretacion de Resultados

4.1.1 Composicién de los metales en el suelo y especies vegetales (Portovelo)
mediante la técnica ICP-MS.

Dando cumplimiento al primer objetivo especifico de investigacion, se ha empleado la
técnica de la espectrometria de masas por plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) en
las muestras recolectadas de especies vegetales representativas y del suelo ubicado en
el Puente Negro sobre el Rio Amarillo (Portovelo — el Oro), zona expuesta a diversas
plantas de beneficio en mineria metélica. Con la finalidad de conocer los metales
presentes y la capacidad de bioconcentracion de los ejemplares seleccionados al azar. Se
ha optado por esta técnica debido a la amplitud y determinacion en una serie de metales
posibles para el andlisis de las muestras, obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 8

Andlisis de las muestras en suelo y las especies vegetales representativas de Portovelo
(Puente negro - Rio amarillo) mediante la técnica ICP-MS

FBC FBC FBC

Elementos Muestra Mangifera senna & M. S. P.
desuelo siamea guachapele = _
indica indica siamea guachapele
Antimonio <01 <01 <01 0,63 0 0 0
Arsénico 9,64 0,99 3,19 4,7 0,1 0,3 0,5
Bario 51,91 6,34 511 11,11 0 0 0
Berilio 0,15 <01 <01 <01 0 0 0
Cadmio 0,69 0,41 0,68 0,61 1 1 1
Calcio 205,4 561,8 841,47 880,37 3 4 4
Cerio 9,33 0,27 <01 0,41 0 0 0
Cesio 0,98 <01 <0, <0,1 0 0 0
Cobalto 6,18 0,44 0,4 0,86 0 0 0
Cobre 29,64 6,1 6,9 34,7 0 0 1
Cromo 10,19 <0, <0, 3,77 0 0 0
Disprosio 0,78 <01 <01 <01 0 0 0
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Erbio
Estroncio
Europio
Fosforo
Gadolinio
Galio
Germanio
Hierro
Holmio
Itrio
Lantano
Litio
Magnesio
Manganeso
Neodimio
Niquel
Plomo
Potasio
Praseodimio
Rubidio
Samario
Selenio
Silicio
Sodio
Terbio
Titanio
Torio
Vanadio
Yterbio
Zinc

Zirconio

0,32
8,79
0,2
120,42
0,83
3,00
0,96
1301,22
0,12
3,26
3,34
8,54
4569,01
305,66
3,92
4,02
21,29
358,49
0,98
1,92
0,87
0,87
133,53
105,83
0,12
142,74
0,86
21,86
0,29
96,5
0,1

<01
17,71
<01
449,16
<01
<01
<01
241
<01
0,14
0,17
<01
960,59
55,4
0,13
0,72
1,2
6658,91
<01
5,94
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Nota. En los datos de la tabla, se han considerado los metales que presentan valores
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De los metales analizados en la tabla 5 mediante la técnica de ICP — MS para el analisis
preliminar del suelo y especies vegetales, se han considerado Unicamente a los metales
gue han arrojado valores desde 0,1 0 < 0,1 en la representacion de la tabla 8.

Por consiguiente, se logra enfatizar los resultados obtenidos en los metales pesados
segun el Factor de Bioconcentracion (FBC) en las especies vegetales (figura 8).

Figura 8

Factor de bioconcentracion de los metales pesados en las especies vegetales con la
técnica de ICP-MS.
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® FBC Mangifera indica FBC Senna siamea m FBC Pseudosamanea guachapele

Nota. Descripcion del andlisis del As para generar la deteccién de hidruros (elaboracion
propia a partir de ANAVANLAB, 2024).

De tal manera, se destaca el poder de bioconcentracion de la especie nativa
Pseudosamanea guachapele con los metales pesados de mayor relevancia (As, Cd, y Pb)
por los efectos nocivos que ante la investigacion de multiples trabajos los definen como
metales que no cumplen ninguna funcion biolégica en las plantas, ya que son toxicos
incluso en concentraciones bajas. Sin embargo, debido a sus caracteristicas fisico-
guimicas similares a las de otros metales esenciales, las plantas los absorben a través de
los mismos canales, lo que provoca interferencias en la absorcion, transporte y uso de
diversos macro y microelementos (Quintana et al., 2024). El analisis de las muestras de
suelo y de las especies vegetales mediante la técnica ICP-MS ha sido significativa para el
diagnostico preliminar del sitio de muestreo, debido a que, ha permitido detectar y

cuantificar con alta precision y sensibilidad la concentracion de los metales pesados y otros

elementos traza posibles para la medicién del FBC en los ejemplares propios del lugar.
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4.1.2 Concentraciones de As, Cdy Pb en P. guachapele y suelo mediante la técnica
EAA - Llama.

Para cuantificar las concentraciones promedio de Cd, As y Pb en suelos y raices

(Pseudosamanea guachapele) recolectados en las localidades seleccionadas se ha

empleado la técnica de espectroscopia de absorcion atdmica de Llama (EAA Llama) que

ha proporcionado los siguientes resultados. Adicionalmente, se ha realizado el calculo del

factor de Bioconcentracion (FBC) para el anadlisis de los metales pesados sujetos a

investigacion en cada localidad de muestreo, obteniendo los resultados de la tabla 9.
Tabla 9

Andlisis de las muestras en suelo y P. guachapele mediante la técnica EAA Llama.

Localidad N° Muestra As Cd Pb Muestra As Cd P i
Pg Pg Pg s s s As Cd Pb
Uu.G Cl P.guachapele 0 0 0 Suelo 08 12 99 00 00 0,0
Uu.G C2 P.guachapele 0 0 0 Suelo 1 21 134 00 0,0 0,0
Uu.G C3 P.guachapele 0 0 0 Suelo 02 19 136 00 0,0 0,0
R. Amarillo 1 P.guachapele 88 03 19,1 Suelo 226 16 411 04 0,2 05
R. Amarillo 2 P.guachapele 6,7 0,2 10,1 Suelo 20,2 15 432 03 01 0,2
R. Amarillo 3 P.guachapele 152 0,4 23,2 Suelo 29,2 18 486 05 02 05
La
Tembladera 1 P.guachapele 1 0,1 8,7 Suelo 162 15 43 01 01 02
La
Tembladera 2 P.guachapele 0,7 O 86 Suelo 131 16 384 0,1 00 0,2
La
Tembladera 3 P.guachapele 0,7 0,2 1 Suelo 11,2 2 332 01 0,1 0,0
C. Blanco 1 P.guachapele 1,8 0,1 10,2 Suelo 2 15244 09 01 04
C. Blanco 2 P.guachapele 0,7 02 91 Suelo 16 15243 04 01 04
C. Blanco 3 P.guachapele 0,7 01 95 Suelo 18 14 224 04 01 04

Nota. La presente tabla muestra los datos obtenidos para As, Cd y Pb en las muestras de
control (C1, C2 y C3) y los sitios de muestreos mediante el andlisis de la técnica EAA —
Llama en suelo y P. guachapele para la obtencion del Factor de Bioconcentracion.
Elaborado por: Ledn, 2024
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En concordancia con el estudio de Cuenca y Pilco (2020) realizado en el cultivo de Carica
papayay del agua de riego se manifiesta que el nivel de Pb es uno de los metales pesados
mas elevados por encima del arsénico y cadmio encontrados en especies vegetales como
resultado identificado para el Oro (Rio Amarillo — Portovelo) debido a la accion de las

plantas de beneficio mineras de la zona.

41.2.1 Andlisis estadistico del arsénico (As) en P. guachapeley el suelo.

Con respecto al analisis estadistico de los metales pesados considerados en la
investigacion, en primer lugar, se ha comprobado si los datos presentan una normalidad
para el estudio. De tal manera, se procedi6 a colocar los datos del As procedentes de las
raices de la especie P. guachapele en el programa Past 4 y a realizar la prueba de la
distribucion normal de Shapiro-Wilk obteniendo como resultado la p (normal) de
0,0005316.

Lo que significa que, si el valor p es menor que 0,05, se rechaza la hipotesis nula de
normalidad, es decir, los datos para las muestras de arsénico en la muestra vegetal de
Pseudosamanea guachapele no presentan normalidad.

Por tal motivo, se ha procedido a realizar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
la igualdad de las medianas, obteniendo el H (chi?): 9,359 y p: 0,02097 con la finalidad de
luego realizar el test Dunn's post hoc y determinar cuales son los grupos especificos
diferentes entre si (ver figura 9).

Figura 9

Test de Dunn's post hoc de As en los diferentes sitios de muestreo para P. guachapele.

U.G R. Amarillo La Tembladera C. Blanco
UG 0,001823 0,1333 0,106
R. Amarillo 0,001823 0,106 0,1333
La Tembladera 0,1333 0,106 0,9081
C. Blanco 0,106 0,1333 0,9081

Nota. Se dan a conocer las diferencias significativas entre Rio Amarillo (Portovelo) y U.G

(Universidad de Guayaquil — Facultad de C. Naturales). Elaborado por: Leén, 2024

Las diferencias significativas se presentan entre las muestras de control (U.G) y R. Amarillo,

con un valor p= 0,001823. Este valor es menor que 0,05, lo que indica una diferencia
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Figura 10

Concentracion de As en P. guachapele (mg/kg) segun las localidades de estudio.
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Nota. El presente grafico muestra las concentraciones del As en P. guachapele
correspondientes a las localidades de estudio. (*) Indica las diferencias significativas

segun Kruskall-Wallis y el test a posteriori de Dunn’s (P <0.05). Elaborado por: Ledn,

Con base a la concentracion de As en la especie P. guachapele se logra interpretar que el
sitio con la concentracién mas alta de As, con un valor aproximado de 10 mg/kg es el de

Rio Amarillo (el Oro — Portovelo). Las barras de error estandar (EE) son las mas largas en

concentracion de As en este lugar. La barra de error estandar sugiere que la concentracion
podria estar entre el rango de 8 - 13 mg/kg.

En referencia a la tabla 9, el As es el segundo metal pesado, después del Pb mas
significante de los datos obtenidos, siendo la localidad de Rio Amarillo (el Oro) la zona
mas expuesta a este metal identificada en P. guachapele. Tal como lo manifiestan Oliveira
et al (2020) los materiales de origen vegetal tienen una capacidad de union estatica al
metal presente en el efluente, esto debido a la presencia de lignocelulosa vital en el

proceso de biosorcién de metales pesados.
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concentracion de As en este lugar. La barra de error estandar sugiere que la concentracion
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Asimismo, se realiz6 la prueba de la distribucién normal de Shapiro-Wilk para el As en el
suelo obteniendo como resultado la p (normal) de 0,04178. Lo que significa que, si el valor
p es menor que 0,05, se rechaza la hipotesis nula de normalidad, es decir, los datos para
las muestras de As en el suelo no presentan normalidad tampoco.

Por consiguiente, se ha procedido a realizar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para la igualdad de las medianas, obteniendo el H (chi?): 10,38 y p: 0,01556.
Posteriormente se realizd el test Dunn's post hoc y se determinaron los grupos que

presentan diferentes entre si (ver figura 11).

Figura 11

Test de Dunn's en As para los diferentes sitios de muestreo para el suelo.

U.G R. Amarillo La Tembladera C. Blanco
Uu.G 0,002235 0,04154 0,3082
R. Amarillo 0,002235 0,3082 0,04154
La Tembladera 0,04154 0,3082 0,3082
C. Blanco 0,3082 0,04154 0,3082

Nota. Se dan a conocer las diferencias significativas entre los sitios de muestreos en las

muestras de analisis para el suelo de As. Elaborado por: Leén, 2024

Las diferencias significativas se presentan entre las muestras de control (U.G) vy R.
Amarillo, con un valor p= 0,002235. Este valor p es menor que 0,05, lo que indica que la
diferencia entre las concentraciones de As entre ambos lugares es significativa.

También existe diferencia significativa entre U.G y La Tembladera “Humedal — el Oro”. El
valor p= 0,04154, el cual también es menor que 0,05, lo que indica una diferencia

entre los niveles de arsénico en estos sitios de muestreo antes mencionados.

Estudios como el de Vilela (2021) manifiestan que el relleno sanitario del cantén Santa
Rosa, el Oro, otorga una gran parte de lixiviados contaminantes que en conjunto con la
ubicacion cercana al humedal la “Tembladera”; cerca de la via Santa Rosa — Arenillas,
pueden ocasionar una contaminacion del cuerpo hidrico de metales pesados como el As.
De tal manera, la proximidad entre el relleno sanitario y el humedal “La Tembladera”
aumenta el riesgo de que los lixiviados lleguen al humedal y otros cuerpos de agua

cercanos.
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entre los niveles de arsénico en estos sitios de muestreo antes mencionados.

Estudios como el de Vilela (2021) manifiestan que el relleno sanitario del cantén Santa
Rosa, el Oro, otorga una gran parte de lixiviados contaminantes que en conjunto con la
ubicacion cercana al humedal la “Tembladera”; cerca de la via Santa Rosa — Arenillas,
pueden ocasionar una contaminacion del cuerpo hidrico de metales pesados como el As.
De tal manera, la proximidad entre el relleno sanitario y el humedal “La Tembladera”
aumenta el riesgo de que los lixiviados lleguen al humedal y otros cuerpos de agua

cercanos.
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Figura 12

Concentracion de As en el suelo (mg/kg) segun las localidades de estudio.
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Nota. El presente grafico presenta las concentraciones del As en las muestras del suelo
correspondientes a las localidades de estudio. (*) Indican las diferencias significativas
segun Kruskall-Wallis y el test a posteriori de Dunn’s (P <0.05). Elaborado por: Leon,
2024

En referencia, la localidad del R. Amarillo (el Oro) se destaca la mayor concentracién de
As cercana a los 25 mg/kg, significativamente mayor que los otros sitios, lo que sugiere un
nivel de contaminacion potencialmente alto. Las barras de error son mas grandes, lo que
indica una mayor variabilidad en las mediciones.

Por otro lado, la localidad de “La Tembladera” (el Oro) también muestra una concentracion
de arsénico relativamente alta, alrededor de 15 mg/kg, pero es considerablemente menor
gue R. Amarillo, con un nivel moderado de variabilidad (barras de error).

Tanto U.G como C. Blanco presentan concentraciones de As muy bajas: UG cerca de 0

variabilidad en los datos, como lo reflejan sus pequefas barras de error. Lo que sugiere

poca o nula contaminacion en estas areas.
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variabilidad en los datos, como lo reflejan sus pequefas barras de error. Lo que sugiere

poca o nula contaminacion en estas areas.
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41.2.2 Andlisis estadistico del cadmio (Cd) en P. guachapele y el suelo.

Para el analisis del Cd en la especie P. guachapele, se ha realizado la prueba de la
distribucién normal de Shapiro-Wilk obteniendo como resultado la p (normal) de 0,1511.
Es decir, un valor p alto (mayor que 0,05) lo cual indica que no hay suficiente evidencia
para rechazar la hipétesis nula, lo que sugiere que los datos pueden seguir una distribucion
normal.

De tal manera, los datos fueron sujetos a la prueba de ANOVA de una via, dando como
resultado F= 8 y p = 0,008596. Un valor F mas alto indica una mayor diferencia relativa
entre los grupos en comparacion con la variabilidad dentro de los grupos. En este caso,
un valor F de 8 sugiere que las diferencias entre los grupos son bastante grandes en
relacion con la variabilidad interna. Con respecto al p dado a que el valor es menor que
0,05, es estadisticamente significativo. Esto significa que es muy improbable que las
medias de los grupos sean iguales, por lo que se rechaza la hipétesis nula de que las
medias de los grupos son iguales.

Con respecto a las varianzas, la prueba de Levene a partir de las medias ha sido de 0,2469
lo que indica que, el valor al ser mayor de 0,05 no se rechaza la hipotesis nula. Es decir,
las variaciones entre los grupos evaluados son homogéneas (igualdad de varianzas).

Por consiguiente, se realizé la prueba Tukey Post — hoc cuyos resultados se comparten
en la figura 13, que determinan con un valor p= 0,005839 diferencias significativas entre
los grupos U.G y R. Amarillo. Esto indica que los dos grupos son diferentes entre si ante
la presencia del Cd en P. guachapele. También, existe una diferencia significativa entre R.
Amarillo y La Tembladera. Aunque el valor p= 0,04966 es cercano al umbral de 0,05, sigue

siendo significativo, lo que indica que estos grupos también difieren entre si.

Figura 13

Test de Tukey's del Cd presente en los diferentes sitios de muestreo para P.

guachapele.

Nota. Se comparten las diferencias significativas entre los sitios de muestreos en el

analisis del Cd para P. guachapele. Elaborado por: Leén, 2024
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_ Uu.Gg R. Amarillo La Tembladera C. Blanco -

U.G 0,005839 0,4283 0,2203
R. Amarillo 6,803 0,04966 0,1056
La Tembladera 2,268 4,536 0,9481
C. Blanco 3,024 3,78 0,7559

Nota. Se comparten las diferencias significativas entre los sitios de muestreos en el

analisis del Cd para P. guachapele. Elaborado por: Leén, 2024
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Figura 14

Concentracion de Cd en P. guachapele (mg/kg) segun las localidades de estudio.
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Nota. El presente gréafico presenta las concentraciones del Cd en las muestras de la
especie P. guachapele correspondientes a las localidades de estudio. (*) Indican las
diferencias significativas segun la prueba Levene y el test a posteriori de Tukey’s
(P <0.05). Elaborado por: Leon, 2024

Como se observa en la tabla de Tukey compartida previamente, existen diferencias
estadisticamente significativas entre R. Amarillo y UG, y también entre R. Amarillo y La
Tembladera. Estas diferencias pueden explicarse por las diferencias en las
concentraciones de Cd que se observan en la figura 14.

La barra correspondiente a UG muestra una concentracion de Cd practicamente nula. Por
otro lado, en R. Amarillo la concentracion de Cd es la mas alta en comparacion con las

demas, con una media cercana a 0.30 mg/kg. Las barras de error indican la variabilidad

significativamente mayor que en los otros lugares. Este resultado coincide con la prueba
de Tukey mostrada anteriormente, que indica diferencias significativas entre R. Amarillo y

otros sitios.
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significativamente mayor que en los otros lugares. Este resultado coincide con la prueba
de Tukey mostrada anteriormente, que indica diferencias significativas entre R. Amarillo y

otros sitios.
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Con respecto a la concentracion de Cd en La Tembladera es méas baja que en R. Amarillo,
con un valor promedio cercano a 0.10 mg/kg, las barras de error indican cierta variabilidad.
En C. Blanco, la concentracion de Cd es algo superior a la de La Tembladera, con una
media cercana a 0.15 mg/kg. Las barras de error son mas amplias, lo que sugiere una
mayor variabilidad en las mediciones.

En conclusién, se confirma que el sitio R. Amarillo presenta la concentracion mas alta de
cadmio en P. guachapele, y esta diferencia es estadisticamente significativa en
comparaciéon con otros sitios. En los demas sitios (UG, La Tembladera y C. Blanco), las
concentraciones de cadmio son menores y no muestran diferencias significativas entre si.
Esto sugiere que R. Amarillo podria estar expuesto a mayores fuentes de contaminacién
por Cd que los demas sitios.

Para el analisis del Cd en el suelo, se ha procedido a realizar la prueba de la distribucién
normal de Shapiro-Wilk obteniendo como resultado la p (normal) de 0,4189. Es decir, un
valor p alto (mayor que 0,05) lo cual indica que no hay suficiente evidencia para rechazar
la hipotesis nula, lo que sugiere que los datos pueden seguir una distribucion normal.

De tal manera, los datos fueron sujetos a la prueba de ANOVA de una via, pero la prueba
de Levene ha demostrado que las varianzas no son iguales, es decir, hay una
heterogeneidad (p = 0,04068) por lo que se han empleado los datos del Test de Welch,
obteniendo los siguientes resultados: F= 1,404 y p = 0,3719. Estos resultados indican que
las diferencias entre las medias de los grupos no son estadisticamente significativas lo que
se comprueba con los resultados obtenidos por la prueba Tukey Post — hoc que se
comparten en la figura 15.

Figura 15

Test de Tukey's del Cd presente en los diferentes sitios de muestreo para el suelo.

U.G R. Amarillo La Tembladera C. Blanco
u.G 09711 0,9988 0,669
R. Amarillo 0,6124 0,991 0,8858
La Tembladera 0,2041 0,4082 0,7483
C. Blanco 1,633 1,021 1,429

Nota. Se comparten los resultados que demuestran que las diferencias entre las medias
de los grupos no son significativas entre los sitios de muestreos para el analisis del Cd

en las muestras del suelo. Elaborado por: Leon, 2024
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Figura 16
Concentracion de Cd en el suelo (mg/kg) segun las localidades de estudio.
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Nota. El presente grafico presenta las concentraciones del Cd en las muestras del suelo

correspondientes a las localidades de estudio. Elaborado por: Ledn, 2024

Los valores de concentracién de Cd oscilan entre aproximadamente entre los rangos de
1.5 - 2.0 mg/kg. Aungque hay ligeras diferencias en las medias de concentracion entre las
ubicaciones, todas estan en rangos relativamente cercanos.

En efecto, las barras de error no parecen ser muy grandes, lo que sugiere que las
mediciones tienen una variabilidad moderada, pero no parece haber una diferencia
estadisticamente significativa en las concentraciones de Cd entre los diferentes sitios.

La superposicion indica que las diferencias observadas podrian deberse al azar mas que

Por consiguiente, los resultados de la grafica indican que las concentraciones de Cd en el
suelo son bastante similares entre las diferentes ubicaciones, y las barras de error sugieren

gue no hay diferencias estadisticamente significativas entre ellas.
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Por consiguiente, los resultados de la grafica indican que las concentraciones de Cd en el
suelo son bastante similares entre las diferentes ubicaciones, y las barras de error sugieren

gue no hay diferencias estadisticamente significativas entre ellas.
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41.2.3 Andlisis estadistico del plomo (Pb) en P. guachapele y el suelo.

En relacion con los datos del Pb, se ha realizado la prueba de la distribucién normal de
Shapiro-Wilk obteniendo como resultado la p (normal) de 0,04811. Lo cual indica que, Si
el valor p es menor que 0,05, se rechaza la hipétesis nula de normalidad, a pesar de que
el resultado es muy cercano a 0,05, los datos para las muestras de plomo en la muestra
vegetal de Pseudosamanea guachapele no presentan normalidad.

Por tal motivo, se ha procedido a realizar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
la igualdad de las medianas, obteniendo el H (chi?): 9,141 y p: 0,02668 con la finalidad de
luego realizar el test Dunn's post hoc y determinar cuales son los grupos especificos

diferentes entre si que se comparten en la figura 17.

Figura 17

Test de Dunn's de Pb en los diferentes sitios de muestreo en P. guachapele.

Uu.G R. Amarillo La Tembladera C. Blanco
u.Gg 0,007581 0,6495 0,06082
R. Amarillo 0,007581 0,02671 04264
La Tembladera 0,6495 0,02671 0,1555
C. Blanco 0,06082 04264 0,1555

Nota. Se comparten las diferencias significativas entre U.G (Guayas) y Rio Amarillo
(Portovelo), U.G (Guayas) y La Tembladera (el Oro) y entre R. Amarillo y La Tembladera.
Elaborado por: Leon, 2024

En cuanto a las diferencias significativas de mayor a menor se cita a la localidad de U.G
(muestras de control — Guayas) y el humedal “La Tembladera” (Sta. Rosa — el Oro) cuyo
valor es de 0,6495 e indica una diferencia mucho mas grande, sugiriendo que hay mas
variacion entre estos.

A continuacién, se encuentran diferencias significativas entre el Rio Amarillo (el Oro —
Portovelo) y Cerro Blanco (Guayas) cuyo valor es de 0,4264, relativamente grande, lo que
puede indicar una diferencia importante entre estos dos grupos. Finalmente, entre la U.G
(Universidad de Guayaquil — Facultad de Ciencias Naturales) y Rio Amarillo cuyo valor es
de 0,007581 lo cual sugiere una diferencia pequefia entre estos dos grupos.

Estas diferencias reflejan las distintas condiciones ambientales y/o la variabilidad en los
factores que se han evaluado en cada una de estas localidades, siendo el humedal "La

Tembladera" y la U.G los sitios mas contrastantes en este estudio.
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Figura 18
Concentracion de Pb en P. guachapele (mg/kg) segun las localidades de estudio.
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Nota. El presente grafico presenta las concentraciones del Pb en las muestras de la
especie P. guachapele correspondientes a las localidades de estudio. (*) Indican las
diferencias significativas segun Kruskall-Wallis y el test a posteriori de Dunn’s (P <0.05).

Elaborado por: Leon, 2024

Con respecto a los resultados obtenidos de la concentracién del Pb en Pseudosamanea
guachapele en las diferentes localidades de estudio se destaca en Rio Amarillo la mayor

concentracion de Pb entre los rangos de 18 - 20 mg/kg, con una variabilidad considerable,

A continuacion, Cerro Blanco sigue con una concentracion cercana a los 10 mg/kg, con
barras de error mas pequefias, lo que indica que la variabilidad entre las mediciones es
menor en comparacion con R. Amarillo. Aunque presenta niveles menores de plomo, sigue
siendo significativa en comparacion con las otras localidades. Para finalizar, La
Tembladera muestra la menor concentracion de plomo, alrededor de 5 mg/kg, y las barras
de error indican una variabilidad moderada, aunque es evidente que este sitio tiene los

niveles de plomo mas bajos entre los cuatro lugares.

53

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




A continuacion, Cerro Blanco sigue con una concentracion cercana a los 10 mg/kg, con
barras de error mas pequefias, lo que indica que la variabilidad entre las mediciones es
menor en comparacion con R. Amarillo. Aunque presenta niveles menores de plomo, sigue
siendo significativa en comparacion con las otras localidades. Para finalizar, La
Tembladera muestra la menor concentracion de plomo, alrededor de 5 mg/kg, y las barras
de error indican una variabilidad moderada, aunque es evidente que este sitio tiene los

niveles de plomo mas bajos entre los cuatro lugares.
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Del mismo modo, se ha analizado los resultados del suelo mediante la prueba de la
distribucién normal de Shapiro-Wilk obteniendo como resultado la p (normal) de 0,3047.
Es decir, un valor p alto (mayor que 0,05) lo cual indica que no hay suficiente evidencia
para rechazar la hipétesis nula, lo que sugiere que los datos pueden seguir una distribucién
normal.

De tal manera, los datos fueron sujetos a la prueba de ANOVA de una via, dando como
resultado F= 55,96 y p = 0,2989. Un valor F mas alto indica una mayor diferencia relativa
entre los grupos en comparacion con la variabilidad dentro de los grupos, lo que sugiere
gue podria haber diferencias notables entre estos. En este caso, el valor p de 0,2989 es
mucho mayor que 0,05, lo que indica que no hay suficiente evidencia para rechazar la
hipotesis nula. Esto significa que, aunque el valor F es alto, las diferencias entre los grupos
no son estadisticamente significativas con los datos observados.

De tal manera, los datos fueron sujetos a la prueba de ANOVA de una via, mediante la
prueba de Levene con un valor de p = 0,2989 lo que indica que las varianzas entre los
grupos no son significativamente diferentes, es decir, hay homogeneidad de varianzas. A
continuacién, se comparten los resultados de la prueba de Tukey con la finalidad de
identificar las diferencias significativas entre los resultados obtenidos de las localidades en
estudio compartidas en la figura 19.

Figura 19

Test de Tukey's del Pb presente en los diferentes sitios de muestreo para el suelo.

Uu.G R. Amarillo La Tembladera C. Blanco
Uu.G 1,192E-05 5,/87E-05 0,01309
R. Amarillo 16,6 0,1929 0,0003019
La Tembladera 13,43 3,164 0,003159
C. Blanco 5913 10,68 1,52

Nota. Se comparten las diferencias significativas entre U.G (Guayas) y el resto de las
localidades compartidas, pero se descartan estas diferencias entre R. Amarillo y Cerro
Blanco. Elaborado por: Leoén, 2024

Se distinguen diferencias significativas entre U.G (Guayas) y las otras localidades de
estudio (R. Amarillo y La Tembladera) asi como entre Cerro Blanco y varios de los otros

grupos, ya que el valor p es mucho menor que 0,05. Mientras que, entre R. Amarilloy La

Tembladera, el valor p es mayor que 0,05 (0,1929), lo que indica que no hay significancia.
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Figura 20

Concentracion de Pb en el suelo (mg/kg) segun las localidades de estudio.
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Nota. El presente gréafico presenta las concentraciones de Pb en las muestras del suelo
en las localidades de estudio. (*) Indican las diferencias significativas segun la prueba

Levene y el test a posteriori de Tukey’s (P <0.05) Elaborado por: Ledn, 2024

Con relacioén a los resultados obtenidos, el Rio Amarillo presenta la mayor concentracion
de Pb en el suelo, alrededor de 45 mg/kg, con barras de error relativamente pequefas, lo
gue indica que las mediciones fueron consistentes y hay poca variabilidad.

Asi también, la localidad de La Tembladera sigue con una concentracion de Pb cercana a
35 mg/kg, también con barras de error pequefas, lo que sugiere una alta concentracion
de Pb en el suelo y poca variabilidad en las mediciones.

Asi mismo, la localidad de Cerro Blanco muestra una concentracion cercana a 25 mg/kg,
con una variabilidad igualmente baja, lo que indica que este sitio tiene menos Pb en
comparaciéon con Rio Amarillo y La Tembladera, pero aln presenta niveles elevados.

Sin embargo, la U.G tiene la menor concentracion de Pb en el suelo, alrededor de 10-15
mg/kg, con barras de error mas pequefias, 0 que sugiere consistencia en las mediciones
y un ambiente menos contaminado en términos de Pb en el suelo comparado con las otras
localidades. La diferencia en las concentraciones de Pb entre las localidades sugiere que

hay fuentes de contaminacioén especificas en las areas mas afectadas, y las barras de
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4.1.3 Correlacion entre las concentraciones de Cd, As y Pb en P. guachapeley el

suelo
Cumpliendo con la finalidad de evaluar la relacion entre las concentraciones de los metales

pesados del estudio en el suelo y su acumulacion en las raices de Pseudosamanea
guachapele mediante la correlacion de Spearman's ya que se trabaja con datos que no
necesariamente siguen una distribucion normal en su totalidad.

Figura 21

Correlacién de los metales pesados en las muestras de P. guachapele y el suelo.
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Nota. Correlacion de Spearman's entre la concentracién de metales en P. guachapeli y el
suelo. Elaborado por: Leo6n, 2024

Con relacion al andlisis de los datos obtenidos, hay una fuerte correlacion positiva entre las
concentraciones de los metales pesados en el suelo y la planta, especialmente para el Pb,
donde el coeficiente es muy alto (0,93) debido a su aproximacion de 1, tales como, la
correlacion de 0,86, entre las concentraciones de As y Cd en la planta Pseudosamanea
guachapele. Seguida de la correlacion de 0,85 lo que también indica una fuerte relacion entre

la concentracion de As y Pb en la planta.
Por otro lado, ante la correlacion de 0,79, se sugiere que cuando aumenta el Cd en la planta,

también aumenta el Pb, lo que refleja una relacion positiva entre ellos. respectivamente. En
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conclusion, hay fuertes correlaciones entre las concentraciones de los metales (As, Cd y Pb)
dentro de la planta, lo que sugiere que cuando uno de estos metales aumenta en la planta,
los otros tienden a hacerlo también.

De tal manera, se destaca una relacion positiva significativa entre las concentraciones de Pb
en el suelo y las raices de Pseudosamanea guachapele (r = 0,93; p < 0,05), lo que confirma
la capacidad de esta especie para reflejar la distribucion espacial de la contaminacién. Este
patron también se observara en el caso del Cd, aunque con correlaciones moderadas,
indicando una acumulacioén selectiva influenciada por factores como la biodisponibilidad del
metal y las caracteristicas edaficas del suelo.

El gréafico de dispersion refuerza esta tendencia, ilustrando mayores niveles de acumulacion
en zonas cercanas a fuentes directas de contaminacion, como descargas mineras y
agricolas. Estos hallazgos subrayan la utilidad de Pseudosamanea guachapele como
bioindicador para identificar puntos criticos de contaminacion y guiar estrategias de

mitigacion en areas criticas.
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CAPITULO V: Conclusiones, Discusion y Recomendaciones

5.1. Discusién

La investigacion identifico con éxito la composicion de metales pesados (Cd, As y Pb) en
el suelo y en la especie Pseudosamanea guachapele en las localidades de el Oro sujetas
al estudio. El uso de la Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente
(ICP — MS) fue instrumental para reconocer la capacidad de bioconcentracion de estos
metales en la especie. Estudios como el de Cedron y Velasquez (2020) destacan y
concuerdan en la importancia de la bioacumulacion de especies vegetales y animales
como un proceso clave en el biomonitoreo ambiental al permitir que ciertas especies
acumulen contaminantes en sus tejidos, lo que facilita el seguimiento de la calidad del

ambiente a lo largo del tiempo.

El estudio determiné las concentraciones de Cd, As y Pb en las muestras de plantas de
Pseudosamanea guachapele (raices) y en el suelo mediante Espectroscopia de Absorcion
Atémica de Llama (EAA Llama). Los resultados mostraron concentraciones variables en
diferentes puntos de muestreo, lo que refleja la heterogeneidad de la contaminacién por
metales pesados como el plomo y el cadmio en las areas estudiadas. De acuerdo con el
estudio realizado por Galvis y Fernandez (2021) en el que se investiga la capacidad de
bioacumulaciébn de metales pesados en especies vegetales nativas de zonas
contaminadas de Ecuador, se destaca el rol de Pseudosamanea guachapele en la

absorcion de contaminantes, como cadmio y plomo, en sus tejidos.

La investigacion correlaciono las concentraciones de Cd, As y Pb en las raices de la
especie vegetal Pseudosamanea guachapele con las concentraciones en el suelo. Los
hallazgos validaron la capacidad de esta especie como biomonitora. Lo cual concuerda
con la investigacion de Apreciado y Echeverry (2023) al identificar a la especie
Pseudosamanea guachapele como potencial bioindicador en suelos contaminados con
plomo y cadmio, confirmando su capacidad para bioacumular estos metales en sus raices.
Sus hallazgos refuerzan el uso de esta planta en programas de restauracion ecoldgica y

biomonitoreo de zonas altamente contaminadas.
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Asi también, estudios como el de Saenz et al. (2023) identificaron la correlacion entre
practicas agricolas y mineria con la presencia de Cd y Pb en humedales ecuatorianos,
destacando impactos en la biodiversidad acuatica, lo cual coincide con la presente
investigacion hacia el entorno del humedal “La Tembladera” y la relacién con la provincia

de el Oro ante los picos altos de concentracion de los metales pesados investigados.

Se confirma la hipétesis alternativa. Se encontré que la especie vegetal Pseudosamanea
guachapele acumula metales pesados (Cd, As y Pb) en los tejidos de sus raices en
diferentes niveles, lo que refleja la contaminacién ambiental en las provincias de Guayas
y el Oro, Ecuador. Por consiguiente, se rechazd la hipotesis nula. La investigacion
demostré que Pseudosamanea guachapele acumula metales pesados (Cd, As y Pb) en
los tejidos de sus raices, lo que contradice la hipétesis nula. Lo cual coincide con el estudio
de investigacién de Ayodele y Oluseye (2022), debido a que, documentan el uso de Albizia
procera para remediar suelos contaminados, proporcionando un modelo de comparacion

para Pseudosamanea guachapele en contextos similares.

El presente estudio confirmé la prevalencia y toxicidad de Cd, As y Pb en el ambiente de
las zonas de estudio, especialmente en las que presentan mayor exposicion a las zonas
mineras de el Oro (Portovelo) y la capacidad de la especie de acumular estos metales en
sus tejidos. En consonancia con el estudio de Labre et al. (2022) en el cual se examina la
eficacia de diversas especies arbdéreas en la bioacumulacién de metales pesados,
resaltando a Pseudosamanea guachapele por su alta capacidad para absorber
contaminantes en areas impactadas por la mineria. Esto refuerza la relevancia de esta
especie en los esfuerzos de biomonitoreo y la importancia de abordar la contaminacion

por metales pesados en Ecuador.

Estudios como el de Reyes (2020) concuerdan con la presente investigacion debido a que
manifiesta que, la actividad agricola e industrial intensiva, junto con el crecimiento urbano,
ha incrementado los niveles de contaminacion por metales pesados en Guayaquil y zonas
aledafas, especialmente en areas cercanas al estero Salado y el Bosque Protector Cerro
Blanco. Estas areas se enfrentan a la acumulacion de metales como Cd, As y Pb debido

a descargas industriales y el uso de pesticidas, generando una justificacion ante la

tendencia que se encuentra entre los sitios de muestreo y los resultados obtenidos.
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5.2. Conclusiones

La investigacion confirma la capacidad de Pseudosamanea guachapele para acumular
metales pesados, particularmente Pb, en sus raices, lo que la convierte en una especie
bioindicadora eficaz. Los analisis realizados tanto en el suelo como en los tejidos de la
planta revelaron concentraciones significativas de Cd, As y Pb, especialmente en areas
cercanas a actividades mineras e industriales. Esto la convierte en una herramienta eficaz
para el monitoreo ambiental de estas sustancias, validando su potencial como

bioindicador.

La metodologia aplicada, que incluyé espectrometria de masas por plasma acoplado
inductivamente (ICP - MS) y espectrofotometria de absorcién atémica de llama (EAA),
permitié identificar diferencias significativas en las concentraciones de metales pesados
entre los sitios de muestreo. Estos resultados subrayan la variabilidad en la contaminacién
y resaltan la importancia de realizar monitoreos continuos para mitigar los efectos de la
contaminacion. Pseudosamanea guachapele ofrece un enfoque de monitoreo ambiental

eficiente, econémico y ecoldgico.

Los andlisis estadisticos, incluyendo el test de ANOVA vy el test de Kruskal-Wallis,
revelaron diferencias significativas entre las concentraciones de Cd, As y Pb en las
distintas localidades de muestreo. Estos hallazgos son clave para identificar zonas con
mayor riesgo ambiental y refuerzan la propuesta de implementar Pseudosamanea
guachapele en programas de monitoreo ambiental debido a su capacidad de

bioacumulacién de estos metales toxicos.

Se observé una correlacion positiva significativa mediante la prueba Spearman entre las
concentraciones de Pb (r = 0,93) sobre todo ante As y Cd en el suelo y las raices de
Pseudosamanea guachapele, lo que confirma la aceptacion de la hipétesis alternativa en
la acumulacion de metales pesados (Cd, As 'y Pb) en los tejidos de sus raices en diferentes
niveles. Por consiguiente, se rechazo la hipétesis nula, lo que refuerza la propuesta de
utilizar a esta especie en programas de biomonitoreo. La capacidad de la especie para
reflejar la contaminacion ambiental de manera precisa contribuye a la validacién de su

eficacia como bioindicador.
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Uno de los principales aportes de este estudio es la propuesta de Pseudosamanea
guachapele como una opcion viable para la fitorremediacion. Su capacidad de acumular
metales pesados en sus tejidos abre la posibilidad de utilizar esta especie en programas
de remediacion ambiental, contribuyendo al monitoreo de la contaminaciéon y su

mitigacion.

El uso de Pseudosamanea guachapele en las provincias de Guayas y el Oro, areas con
intensa actividad agricola, industrial y minera, proporciona una herramienta eficaz para el
monitoreo y la gestion ambiental. Las concentraciones elevadas de Cd, As y Pb
detectadas en estas zonas sugieren la necesidad urgente de implementar medidas de
control y reduccion de la contaminacion, basadas en los datos proporcionados por este

tipo de estudios.

A nivel ecoldgico, el estudio destaca la importancia de preservar especies nativas como
Pseudosamanea guachapele, que tienen valor como bioindicador y desempefian un papel
clave en la proteccién y recuperacion de los ecosistemas locales. Su resistencia y
capacidad de adaptacion a diferentes condiciones climéticas la convierten en una especie
fundamental para futuros programas de reforestacion y restauracion ambiental en areas

afectadas por la contaminacion.

Se ha determinado que en los valores obtenidos para el analisis de las muestras de suelo
en las zonas de estudio segun el acuerdo ministerial 097A (Ministerio del Ambiente, 2015)
el Pb supera en todos los lugares de muestreo el rango maximo que es de 19 mg/kg. Al
igual que el Cd, cuya representacion maxima en el suelo es de 0,5 mg/kg y en todas las
localidades de estudio ha excedido. Con respecto al As, los valores en el suelo de las
zonas de muestreo correspondientes a el Oro (Sta. Rosa y Portovelo) ascienden el rango

maximo que es de 12 mg/kg.

En conclusion, esta investigacién proporciona evidencia sdlida sobre la viabilidad de
Pseudosamanea guachapele como bioindicador de la contaminacion por metales pesados
en las provincias de Guayas y el Oro. El estudio aporta una mejora en la gestion ambiental,

el uso de esta especie nativa contribuye a la proteccion del medio ambiente y facilita la

implementacion de estrategias sostenibles de mitigacion de la contaminacién en Ecuador.
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5.3. Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda investigar el potencial de otras
especies vegetales nativas complementarias para crear sistemas de remediacion
multiespecies por medio del potencial que presentan como bioindicadores, con el
propdsito de generar la capacitacion de equipos locales en técnicas de recoleccion y
analisis de muestras usando meétodos estandarizados como ICP-MS y AAS en

proyectos biotecnoldgicos.

Los resultados indican que Pseudosamanea guachapele tiene potencial para ser
utilizada como bioindicador en programas de monitoreos ambientales permanentes. Se
sugiere que investigaciones futuras se dirijan ademas a la capacidad de descontaminar
el suelo mediante el disefio de un cronograma de muestreo estacional (minimo
trimestral) para evaluar la variabilidad temporal de las concentraciones de
contaminantes, lo cual representa un impacto significativo en las zonas afectadas por

la actividad minera.

Una de las principales limitaciones del presente estudio fue la disponibilidad de sitios
de muestreo representativos y la variabilidad en la capacidad de acumulacion de
metales entre los ejemplares de Pseudosamanea guachapele. Por ello, se recomienda
desarrollar una base de datos georreferenciada accesible para almacenar y analizar
los resultados del monitoreo en diferentes épocas del afio, con el fin de obtener datos
gue permitan reducir la incertidumbre asociada a las variaciones climaticas y

estacionales.

Dado que los resultados sugieren una correlacion significativa entre la contaminacién
del suelo y la acumulacién de metales pesados en Pseudosamanea guachapele, se
recomienda utilizar los datos de este estudio para apoyar la creacion de politicas
publicas orientadas a la gestion y reduccion de la contaminacion por metales pesados,
con la propuesta de limites maximos permisibles mas estrictos para Cd, As y Pb en

suelos agricolas y areas protegidas, en concordancia con estandares internacionales.

La inclusion de esta especie en programas de monitoreo ambiental puede facilitar la
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zonas prioritarias de intervencion basadas en los datos generados. Asi como también,
presentar los resultados obtenidos en congresos internacionales y publicarlos en
revistas especializadas para fomentar el reconocimiento global del estudio que puede
gestionar el fortalecimiento de redes de investigacion y colaboracion internacional para

mejorar la educacioén y sensibilizacion comunitaria.
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ANEXOS

Anexo A: Zonas de muestreo correspondientes a las provincias del Guayas y el Oro.

MAPAS DE LAS AREAS DE ESTUDIO MUESTREADAS EN LA REGION COSTA

ECUATORIANA: PROVINCIAS DE GUAYAS Y EL ORO, ECUADOR
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Anexo B: Recoleccién de las muestras (raices y suelo) para su posterior procesamiento
y andlisis.
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