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RESUMEN

La agricultura en la provincia de Mendoza es la mayor demandante del recurso hidrico y
compite actualmente con el consumo humano, el industrial y el energético. En las areas de
riego existe un aporte de contaminantes que deterioran la calidad del agua de riego y provienen
de las actividades urbanas, agricolas y recreativas principalmente. El area regadia del rio
Tunuyan presenta un aumento de la superficie cultivada en la subcuenca alta y este fendmeno
supone una mayor demanda del agua, que afecta el aporte hacia la subcuenca inferior, no sélo
disminuyendo los caudales escurridos sino contaminandolos debido a la actividad agropecuaria,
urbana e industrial. Los bioensayos de germinacion de semillas de Lactuca sativa son una
herramienta complementaria al andlisis fisico quimico de las aguas para detectar cambios en la
calidad y diferentes grados de toxicidad. El objetivo del trabajo fue determinar la calidad del
agua en diferentes sitios del rio Tunuyan en funciéon de los parametros fisicoquimicos y los
indicadores biologicos de dos variedades de Lactuca sativa. Se seleccionaron diez sitios de
muestreo estratégicamente ubicados a lo largo de la cuenca en arroyos y en la red de canales
de riego y de drenaje. En cada sitio se extrajeron muestras de agua para el analisis
fisicoquimico, la determinacion de nitratos y fosfatos y los bioensayos. Para ello, se colocaron
20 semillas de L. sativa en cajas de Petri, se incubaron en estufa durante 120 horas a 22 °C y
se realizaron tres repeticiones por cada sitio (n=3). Se midi6 el numero de semillas germinadas,
las longitudes de radicula e hipocotilo y se calcularon los indicadores biologicos. El sitio Yaucha
(Y) se consideré como testigo por tener la menor conductividad eléctrica. La salinidad del agua
se incrementd desde los sitios de muestreo ubicados en la cuenca alta (salinidad moderada)
hacia los sitios de la parte mas baja (salinidad mediana), siendo el dren Cafada Moyano el que
tuvo el mayor valor. Todos los sitios de muestreo tuvieron baja peligrosidad sodica. Los
indicadores de germinacion (GRS e IG) no se redujeron significativamente con las aguas de los
sitios de mayor salinidad en la cuenca. El sitio Las Tunas registré el mayor valor de nitratos, y
Tiburcio Benegas el nivel mas bajo de fosfatos. El grado de toxicidad de los diferentes sitios de
muestreo de la cuenca fue bajo segun el indicador de germinacién normalizado (IGN) y el indice
de elongacion radical (IER). A pesar de que no hubo diferencias significativas entre las dos
variedades, Grand Rapids presenté mayor sensibilidad para detectar cambios en la calidad de
agua, por lo que se recomienda esta variedad para este tipo de bioensayos

Palabras clave: bioensayos de germinaciéon, Grand Rapids, Paris Island, toxicidad,
bioindicador
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INTRODUCCION

En Mendoza, la agricultura es la mayor demandante del recurso agua y compite actualmente
con el consumo humano (agua potable y saneamiento), el industrial y el energético, entre otros.
Es uno de los recursos naturales mas limitados en los oasis de regadio y es de suma
importancia para el crecimiento de la poblacion, la biodiversidad, el desarrollo de la industria y la
expansién agricola (Martin et al, 2018). En diferentes ocasiones existe un aporte de
contaminantes provenientes de las actividades urbanas, agricolas y recreativas, entre otras, que
deterioran la calidad del agua de riego.

La definiciéon de calidad de las aguas superficiales y, en particular, de las de los rios y canales,
tiene en cuenta aspectos de la composicion quimica y bioldgica, la cual, por una parte, puede
estar relacionada con la contaminacion natural propia de la disolucién y arrastre de sustancias
naturales (propias de los terrenos). Por otro lado, la contaminacién artificial se refiere a la
recepcion de efluentes generados por las actividades humanas, urbanas, agricolas e
industriales. Cualquier analisis quimico-biolégico de las aguas manifiesta en si mismo el efecto
conjunto de las dos contaminaciones anteriores, sin que resulte posible, en la mayoria de
ocasiones, separarlas e identificarlas plenamente (Beamonte et al, 2004).

Respecto a los minerales disueltos en las aguas de riego que contribuyen a su calidad, es
importante mencionar a los fosfatos (POs3) y nitratos (NOs) disueltos. Los PO42® son
constituyentes naturales de rocas y minerales, de fertilizantes y estiércoles, de la materia
organica proveniente de desechos urbanos, industriales y residuos agricolas como asi también
de los detergentes de uso industrial y doméstico. En muchos casos, estas fuentes de
contaminacion son arrastradas o arrojadas a las acequias, canales, arroyos, rios y lagos,
constituyendo un grave problema ambiental (Lavie et al, 2010). Por otro lado, el excedente de
NOs puede producir contaminaciéon de aguas superficiales y subterraneas. Este anion es un
componente principal de diferentes fertilizantes, y el uso inadecuado de los mismos puede
provocar la lixiviacion de los mismos hacia las napas freaticas y contaminar el recurso. También
constituye un problema importante la inadecuada disposicion de las aguas residuales
(industriales y domésticas) tanto en los paises en vias de desarrollo como desarrollados (Larios
Ortiz, 2009). Estos aniones al igual que el potasio (K*) en concentraciones adecuadas son
nutrientes indispensables para el crecimiento y desarrollo de plantas a partir de semillas.

Segun las normas del Laboratorio de Salinidad de los Estados Unidos, las caracteristicas mas
importantes que determinan la calidad del agua para riego son: la naturaleza, la cantidad y la
proporcion de los iones presentes en el agua (Avellaneda et al, 2004). Dentro de los analisis
quimicos necesarios para caracterizar la calidad del recurso hidrico, se mencionan los
siguientes:

a) concentracion total de sales solubles.



b) concentracion relativa de Na, respecto de otros cationes.
c) concentracién de boro y otros elementos que puedan ser toxicos (como Pb, Cd, As, etc).

d) concentracion de bicarbonatos con relacion a la concentracion de Ca mas Mg.

Area regadia del rio Tunuydn

La cuenca del rio Tunuyan, ubicada en la provincia de Mendoza, Argentina (Figura 1), es
abastecida por el deshielo de los glaciares andinos, las lluvias de verano principalmente y sobre
todo por la fusion de la nieve acumulada en Los Andes centrales, que constituye el mayor
aporte de caudal (85%) (Abraham et al, 2007).
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Figura 1. Ubicacién de la cuenca del rio Tunuyan. Fuente: Santiago J. Martinez, Ministerio del
interior

El rio Tunuyan (RT) da origen a dos subcuencas separadas por el dique de embalse El Carrizal:
la superior (aproximadamente 54.000 ha entre los departamentos de Tupungato, Tunuyan y
San Carlos) y la inferior ubicada aguas abajo del embalse (departamentos de Lujan de Cuyo,
San Martin, Junin, Rivadavia, Santa Rosa y La Paz). El Departamento General de Irrigacién



(DGI) deriva para la cuenca superior solo el 17 % del caudal del RT mientras que el resto se
aprovecha en la cuenca inferior (Hernandez et al, 2017).

El area regadia del RT presenta un aumento de la superficie cultivada en la subcuenca alta
(vihedos para vino de exportacion y frutales de carozo para industria) con la paulatina
incorporacion de nuevas tecnologias como el riego presurizado. Este fenémeno supone una
demanda creciente del agua de riego que afecta el aporte hacia la subcuenca inferior, no sélo
disminuyendo los caudales escurridos sino contaminandolos debido a la actividad agropecuaria.
Al respecto, ya se ha evidenciado una tendencia al aumento progresivo de la salinidad del agua
de riego con valores medios de 1400 yuS cm ' en el area regadia del Valle de Uco
(Chambouleyron, 2002; Morabito et al, 2011).

A lo largo del recorrido desde la subcuenca superior hacia la inferior, el agua sufre un deterioro
en su calidad (Morabito et al, 2018). Por ejemplo, en los sitios ubicados en la parte mas alta,
como son los arroyos Yaucha (Y) y Aguanda (A), y en Las Tunas (LT), la CE del agua es menor
a 500 uS cm™. Otros sitios como el Arroyo Guifiazt (AG) y Costa Anzorena (CA), los cuales
llevan esencialmente agua de drenaje en la cuenca del rio Tunuyan superior, sus niveles de
salinidad son mayores a (CE= 1205 yS cm™). En los sitios ubicados en el RT inferior, como
Cafnada Moyano (CM), Tiburcio Benegas (TB), Canal Norte (CN) y Canal San Martin (SM), la
CE es mayor a 1200 yS cm™. Entre estos sitios, el dren CM se destaca por sus valores altos de
salinidad (CE= 1535 uS cm™) debido a que recibe aguas de drenaje. Ademas, en ciertos sitios
de muestreo de la cuenca inferior (CM, SM, TB, CN) indicé un incremento de cationes (K*) y
aniones (SO42) en niveles superiores a los registrados en la cuenca alta (LT, Ay Y). Respecto a
los NO3~ las concentraciones estuvieron muy por debajo de los limites maximos de la normativa
(45 mg L") y los niveles de PO4® se encontraron préximos a los limites de la misma. Morabito et
al (2018) también observaron el impacto negativo de los efluentes cloacales de la ciudad de
Tunuyan, la actividad industrial y agricola del Valle de Uco (reflejado en el sitio CA), la actividad
turistica en el Embalse El Carrizal (TB) y los vuelcos clandestinos de asentamientos de
viviendas (en CM) y el impacto de la poblacién (SM).

Bioensayos de germinacion

El concepto de organismo indicador se refiere a especies seleccionadas por su sensibilidad o
tolerancia a varios parametros. Usualmente los bidlogos emplean bioindicadores de
contaminacion debido a su especificidad y facil monitoreo (Washington, 1984). Se han
identificado especies vegetales como bioindicadoras de la presencia de toxicos tanto en aguas
como en suelos y se han constituido como centinelas de contaminantes en estos medios. La
OECD (Guide lines for the Testing of Chemicals) establece las especies bioindicadoras para el
desarrollo de pruebas de toxicidad en los diferentes protocolos de aplicacion en ecotoxicologia.
Dentro de estas especies se encuentran Lactuca sativa “lechuga” (Manrique et al, 2011).

Existen muchas ventajas al emplear especies de importancia agricola en ensayos fitotdxicos
sobre aquellas que emplean animales y algas: Las semillas de las plantas estan latentes (secas
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o deshidratadas) y pueden mantenerse en condiciones adversas sin perder su viabilidad;
cuando se presentan las condiciones favorables sufren cambios rapidos (en ocasiones
inmediatos) en su metabolismo, transporte de nutrientes y divisién celular (Mayer y Poljakoff-
Mayber, 1982). Cuando las semillas se exponen a aguas contaminadas, estas respuestas
inmediatas pueden ser medidas, por lo que la sensibilidad al estrés ambiental las hace idéneas
como organismos centinela (Wang, 1991).

El bioensayo de toxicidad con semillas de L. sativa es una prueba estatica de toxicidad aguda
(120 h de exposicién) en camara de temperatura controlada (22 + 2 °C). Bajo estas condiciones
se pueden evaluar los efectos fitotdxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el
proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros
dias de crecimiento (Castillo Morales, 2004). Es importante destacar que durante el periodo de
germinacion y los primeros dias de desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos
fisiolégicos en los que la presencia de una sustancia toxica puede interferir alterando la
supervivencia y el desarrollo normal de la planta, siendo por lo tanto una etapa de gran
sensibilidad frente a factores externos adversos (Sobrero y Ronco, 2004).

Como puntos clave para la evaluacién de los efectos fitotdxicos, se determina la inhibicién de la
germinacion y de la elongacién de radicula e hipocétilo. Ya que los efectos toxicos pueden no
ser suficientes para inhibir la germinacion, pero si manifestarse en la elongacion de la plantula
(crecimiento de radicula e hipocotilo). De esta manera, la inhibicion en la elongacion de la
radicula e hipocotilo constituyen indicadores subletales muy sensibles para la evaluacion de
efectos biolégicos en vegetales, aportando informacion complementaria a la proporcionada al
estudiar el efecto en la germinacién (Cheung et al, 1989; Dutka, 1989; Bowers et al, 1997).

Si bien L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos, la informacién
generada a partir de esta prueba de toxicidad proporciona datos acerca del posible efecto de
los contaminantes en las comunidades vegetales cercanas a las margenes de cuerpos de agua
contaminados, siendo también una especie interesante de considerar desde el punto de vista
horticola y ser una especie sensible (clave en un bioindicador). Por otra parte, es de facil y
rapida germinacion por lo que es posible desarrollar la prueba en pocos dias (Sobrero y Ronco,
2004). Este bioensayo de toxicidad ha sido recomendado y aplicado por diferentes organismos
de proteccion ambiental para la evaluacion ecotoxicolégica de muestras ambientales y
compuestos puros, ademas de la evaluacion del efecto fitotoxico de plaguicidas sobre especies
no blanco, necesarios para el registro de estos compuestos (OECD, 1984; Wang, 1987;
USEPA, 1989).

Los ensayos de germinacion de L. sativa estan ampliamente difundidos a nivel internacional.
Por ejemplo, Rodriguez Romero et al (2014) utilizaron los bioensayos para caracterizar la
calidad del agua del rio Chalma (México). Manrique et al (2011) realizaron pruebas de
ecotoxicidad para establecer el potencial genotéxico del hipoclorito de sodio utilizando L. safiva
(Colombia). Otros autores utilizaron los ensayos de L. sativa para determinar la calidad de agua
que utilizan los habitantes de la zona rural de Montevideo, Uruguay (Perazzoli, 2001). En
nuestro pais, se han realizado bioensayos para caracterizar la calidad del agua de distintos
puntos en represas para riego (Lallana et al, 2008), evaluar la fitotoxicidad de metales pesados
y glifosato (Sobrero, 2010). A nivel provincial, Martin et al (2018) realizaron los bioensayos para
evaluar y monitorear la calidad de agua de los rios Mendoza y Tunuyan.



Como se ha mencionado, existen numerosos trabajos con aguas de diferente calidad que
evaluan el desempefio en la germinacion y elongacion de L. sativa. Kaya et al (2002),
observaron que las concentraciones salinas retardaron significativamente la germinacién de las
semillas en L. sativa var. Paris Island y redujeron los porcentajes finales de germinaciéon de
ambas especies en comparacion con el testigo. La salinidad elevada también redujo la
elongacién radicular; asi como el crecimiento de las plantulas. Por otro lado, Rodriguez Romero
et al (2014) observaron diferencias significativas entre los indicadores biolégicos de L. sativa.
Por ejemplo, el valor mas bajo del indicador biolégico “germinacion relativa de semillas — GRS”
coincidia con puntos del Rio Chalma (Ocuilan, México) donde habia mayor contenido de
sulfatos, nitrdgeno amoniacal y cloruros. Estos autores también observaron que el “crecimiento
relativo de radicula — CRR” era mayor en sitios con altas concentraciones de nutrientes y
concluyeron que el “indice de germinaciéon normalizado - IGN” era menor (valores negativos) en
zonas de la parte alta del rio donde se concentra la poblacién (identificandose como una zona
de mayor toxicidad). Rossen et al (2017) observaron en la cuenca del rio Tunuyan que la
sobreestimulacion del crecimiento de raiz e hipocotilo de L. sativa fue mas frecuente que la
inhibicion, y esto debido probablemente a la mayor concentracién de nutrientes en el agua. A
nivel local, se obtuvieron diferencias entre ciertos indicadores biolégicos al germinar las semillas
L. sativa var. Gran Rapids con aguas del rio, canales y drenes del rio Tunuyan y Mendoza
(Martin et al 2018). Entre ellos, el menor valor del IGN (asociado a mayor toxicidad) se dio con
el sitio correspondiente a un dren del rio Mendoza. La mayor estimulacion del crecimiento
radicular (indice de elongacion radicular (IER) mayor a cero), se dio en sitios con mayor
concentracién de nutrientes. Cabe aclarar que estos autores utilizaron una mayor temperatura
de incubacion (30°C) que la propuesta en la metodologia descripta por Sobrero y Ronco (2004)
de 22°C.

Por otro lado, las variedades de una misma especie se distinguen entre ellas por tener distintos
caracteres permanentes, morfoldgicos, fisioldgicos, citolégicos y quimicos (Ojeda et al, 2012).
Entre los numerosos estudios que han diferenciado la calidad del agua y su grado de toxicidad
en funcién de los indicadores de germinacion y crecimiento de semillas de lechuga (Poi de Neiff
y Ramos, 2001; Lallana et al, 2008; Ratto et al, 2010; Pérez et al, 2012; Rodriguez Romero et
al, 2014; Quiroz y Loépez, 2017;), se observa que no han realizado comparaciones del
desempeno entre variedades de L. sativa con aguas de diferente calidad. En este trabajo se
pretende realizar los bioensayos de germinacion con dos variedades de L. sativa: Gran Rapids
(ampliamente utilizada en los ensayos) y Paris Island (de difusion local y sin resultados), para
determinar si existen diferencias de comportamiento ante aguas de diferente calidad fisico
quimica en la cuenca del rio Tunuyan.

1.0BJETIVOS

1.1 Objetivo general



Determinar la calidad del agua en diferentes sitios de muestreo del rio Tunuyan en funcién de
los parametros fisicoquimicos y los indicadores biolégicos relacionados con la germinacion y
crecimiento de Lactuca sativa var. Grand Rapids y Lactuca sativa var. Paris island.

1.2 Objetivos especificos

o Clasificar la calidad del agua en funcion de la salinidad y la sodicidad en los diferentes sitios
de muestreo.

e Comparar los porcentajes de germinacion y las longitudes de radicula e hipocotilo de
Lactuca sativa var. Grand Rapids y Paris Island con aguas de diferente calidad fisico
quimica.

e Evaluar los indicadores biolégicos relacionados con la germinacion (GRS, IGN) y el
crecimiento (CRR, IER y CRH, IEH) de Lactuca sativa var. Grand Rapids y Paris Island.

2.HIPOTESIS

Los indicadores bioldgicos relacionados con la germinacion y el crecimiento de Lactuca sativa
varian en funcién de la variedad (Grand Rapids y Paris island) y la calidad fisicoquimica del
agua entre los diferentes sitios de muestreo.

3.MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio y puntos de muestreo

Se seleccionaron diez sitios de muestreo estratégicamente ubicados a lo largo del rio Tunuyan
en arroyos y en la red de canales de riego y drenaje (Figura 2), considerando los distintos
agentes contaminantes y los posibles lugares de vuelco. El criterio de seleccion tuvo en cuenta
la calidad del agua en su ingreso a la zona (arroyos Aguanda (A) y Yaucha (Y), diques Valle de
Uco (VU) y Las Tunas (LT)), de sus drenajes naturales (arroyo Guifiazu (AG)) asi como de
aquellos sitios localizados a la salida de la alta cuenca que son receptores de aguas con posible
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contaminacion urbana y agricola (Costa Anzorena (CA)), todos estos puntos mencionados
corresponden al rio Tunuyan superior (cuenca alta). El ingreso a la cuenca del rio Tunuyan
inferior (cuenca baja), aguas abajo de la presa de embalse El Carrizal, fue registrado en el
dique Tiburcio Benegas (TB), como también se incluyen mediciones en los canales San Martin
(SM) y Norte (CN), y en el dren Cafiada Moyano (CM), también correspondientes al rio Tunuyan
inferior (cuenca baja).
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Figura 2. Localizacién de los sitios de muestreo en la cuenca del rio Tunuyan.

3.2 Extraccion de las muestras

La toma de muestras se realizé en 2 salidas a campo, la primera, el dia 11 de septiembre de
2018, y la segunda, el 13 de septiembre del mismo afo, desde las 8:00 hasta las 20:00 hs. En
cada sitio muestreado se midid la temperatura del agua y se registré el caudal pasante
suministrado por el Departamento General de Irrigacion (DGI). El caudal se midié in situ por
medio de la seccion del frente del agua y la velocidad superficial estimada a través de un
flotador (cuando no habia marca de aforo) (Chambouleyron, 2002), y en otros puntos, la
informacion del caudal fue suministrada por el Departamento General de lrrigacion. Se
extrajeron (para cada punto) tres muestras de agua: una para el analisis fisicoquimico, otro para
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la determinacion de nitratos y fosfatos, y la tercera para la realizacion de los bioensayos de
germinacion (Figura 3).

i

| ;
BRAlN - 0 &Y
my/ FRID

L N L
o W

3

Figura 3. Extraccion de muestras. Fuente: elaboracion propia

3.3 Anadlisis fisicoquimico

En el laboratorio de quimica analitica de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA), se determin6:

o Conductividad eléctrica (CE) a 25 °C, pH, relacién de absorcion de sodio (RAS)

o Aniones y cationes: calcio (Ca*?) y magnesio (Mg*?) por complexometria, sodio (Na*)
y potasio (K*) por fotometria, cloruros (CI") por volumetria (método Mohr), sulfatos
(SO42) mediante método volumétrico con clorhidrato de bencidina, carbonatos (CO3s
2) y bicarbonatos (HCO3') mediante volumetria acido-base (método Warder). (Official
methods of Analysis of AOAC International, 1995).

En el laboratorio de quimica agricola de la FCA se determiné:

o Nitratos (NOg3’) y fosfatos (PO43), utilizando un espectrofotémetro HACH (DR/2400).
(Official methods of Analysis of AOAC International, 1995).



3.4 Clasificacion de la salinidad del agua

Se adoptaron dos criterios de clasificacion de agua de acuerdo a su sodicidad y salinidad
(Avellaneda et al. 2004):

1. Sequn

la escala de Riverside con modificacion de Thorne- Peterson. Se

establecieron seis categorias de salinidad teniendo en cuenta la sodicidad. La
interpretacién practica que se da a las diversas categorias de peligrosidad salina, se
basa en la tolerancia de los cultivos a la salinidad y las condiciones de permeabilidad
de los suelos frente a la necesidad de riegos de lixiviacion para impedir la
acumulacion salina. (Avellaneda et al. 2004)

Tabla 1: Clasificacion de las aguas de riego segun Riverside con modificacion de Thorne-
Peterson (1954). Tomada del libro de Avellaneda et al. (2004).

CE (dS/m) a Categoria Tipo de cultivos y suelos
25°C
<0.25 C1 Puede usarse para riego en la mayoria de los cultivos y suelos.
0.25a0.75 C2 Puede usarse para riego de todos los cultivos, salvo los
extremadamente sensibles a la salinidad, cuando éstos se
hallan en suelos de alta a mediana permeabilidad
0.75a2.25 C3 Debe ser usada unicamente en suelos de moderada a buena
permeabilidad. Deben elegirse cultivos de moderada a buena
tolerancia a la salinidad.
225a4.0 C4 Solamente debe ser usada en suelos de buena permeabilidad, y
donde pueda lixiviarse regularmente para impedir acumulacién salina.
Cultivos de buena tolerancia a la salinidad.
4.0a6.0 C5 Generalmente, estas aguas son inapropiadas para riego. Podrian
usarse so6lo en suelos muy permeables y en cultivos de alta
resistencia a la salinidad.
>6.0 C6 No deben usarse para riego.

La peligrosidad sédica es dividida en 4 clases:

= S1 - Baja Peligrosidad Sédica: Desde RAS 10 hasta RAS 2.

= S2 - Mediana Peligrosidad Sédica: Desde RAS 18-10 hasta RAS 6-2

= S3 - Alta Peligrosidad Sdédica: Desde RAS 26-18 hasta RAS 10-6.

= S4 - Muy Alta Peligrosidad Sodica: Mayor de RAS 26 hasta mayor de RAS

10.
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Figura 4. Clasificacion de las aguas de riego segun Riverside modificada por Thorne y Petersen
(1954). Tomado del libro de Avellaneda et al. (2004).

2. Sequn el criterio de Wainstein: La clasificacion Regional de Wainstein, adaptada a la

zona de Cuyo, tiene en cuenta las sales de mediana solubilidad presentes
mayoritariamente en las aguas de Tunuyan (como carbonato de calcio y/o magnesio
y sulfato de calcio). Se basa en: el esquema de RIVERSIDE modificado por
THORNE y PETERSON; en el criterio de conductividad eléctrica efectiva relativo a
aguas yesosas propuesto por NIJENSOHN; en las caracteristicas de las aguas
cuyanas; en el hecho de que los suelos de la regidon son yesosos y permiten una
adecuada eliminacién del exceso de sodio por drenaje. (Avellaneda et al. 2004)

Tabla 2: Clasificacion de las aguas de riego segun Wainstein (1969).Tomada del libro de

Avellaneda et al. (2004)

CE (dS/m) a 25°C Categoria Clasificaciéon
<0.25 C1 Escasamente salina
0.25-0.75 C2 Levemente salina
0.75-1.25 C3 Moderadamente salina
1.25-1.75 C4 Medianamente salina
1.75-2.25 C5 Francamente salina
2.25-3 C6 Fuertemente salina
3.00-4.00 Cc7 Intensamente salina
>4.00 C8 Excesivamente salina

Se utilizé el software “Modelo de aguas de riego” para realizar la clasificacion de las aguas de
riego en funcion de la conductividad eléctrica efectiva (Avellaneda et al, 2004).
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3.5 Bioensayos de germinacion

Se evaluaron dos variedades de L. sativa (Grand Rapids y Paris Island). Los bioensayos se
establecieron siguiendo el método propuesto por Sobrero y Ronco (2008) y Bagur-Gonzélez et
al. (2011). En cada caja de Petri, se dispuso un papel de filtro y sobre él se colocaron 20
semillas de L. sativa a las que luego se les agregdé 4 mL de muestra de agua proveniente del
sitio de muestreo (cada caja es envuelta en papel film a fin de evitar evaporacion). Se realizaron
tres repeticiones por cada sitio (n=3). Se utilizé el sitio Yaucha (Y) como testigo por ser un
afluente del rio Tunuyan cuyas aguas tiene el menor nivel de salinidad entre todos los sitios
considerados.

Se llevo a estufa durante 120 h a 22 °C en condiciones de luz natural (cuya puerta transparente
permitia el paso de la luz del dia). Finalizado el proceso de incubacion, se conté el numero de
semillas germinadas en cada caja y se realizé la medicién de radicula e hipocotilo de cada
semilla utilizando papel milimetrado. La elongacion de la radicula se consideré desde el nudo
(regidbn mas engrosada de transicion entre la radicula y el hipocotilo) hasta el apice radicular. La
elongacion del hipocotilo se consideré desde el nudo hasta la insercion de los cotiledones
(Figura 5y 6).

__

Emergencia de la radicula

\— cotiledones

radicula

hipocatilo

Figura 5. Germinacion y crecimiento de L. sativa
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Figura 6. Semillas germinadas de Lactuca sativa

3.5.1Cadlculo de indices bioldgicos:

A partir de las mediciones de radicula e hipocétilo, y el conteo de semillas germinadas, se
realizo el calculo de distintos indicadores: GRS, indice de germinacion (IG), CRR propuesto
por Hoekstra et al (2002) y Walter et al (2006), y adicionalmente IGN, IER, crecimiento
relativo de hipocétilo (CRH), indice del porcentaje de elongacion del hipocotilo residual
normalizado (IEH), propuestos Bagur-Gonzalez et al (2011)

Germinacion relativa de semillas (GRS)

N° de semillas germinadas
con agua del sitio de muestreo
N° de semillas germinadas
con agua del testigo

GRS (%) =

x100
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e Crecimiento relativo de la radicula (CRR):

Longitud media de radicula
con agua del sitio de muestreo
. . y x100
Longitud media de radicula
con agua del testigo

CRR(%) =

e indice de germinacion (IG):

GRSxCRR

16(%) = —50

e Indice del porcentaje de germinacién residual normalizado (IGN)

Germ(x) — Germ (testigo
oy GermGo) (testigo)

Germ (testigo)

Siendo Germ (x): porcentaje promedio de semillas germinadas en el agua de cada sitio
de estudio; y Germ (testigo): porcentaje de semillas germinadas en el testigo.

e Indice del porcentaje de elongacién radical residual normalizado (IER):

Elong (x) — Elong (testigo
IER — g x) g (testigo)

Elong (testigo)

Siendo Elong (x): longitud promedio de la radicula de las semillas germinadas en cada
sitio de estudio; y Elong (testigo): longitud promedio de la radicula de las semillas
germinadas en el testigo.

Siguiendo el criterio de clasificacién de Rodriguez Romero et al (2014), ambos indices
(IGN e IER) establecen valores de toxicidad desde -1 a > 0 bajo las siguientes
categorias (Tabla 3):

Tabla 3: Clasificacion de toxicidad en funcion de los valores obtenidos de IGN e IER
13



Valor de IGN-IER Categorias
>0 Crecimiento de la radicula
0a-0.25 Baja toxicidad
-0.25a-0.5 Toxicidad moderada
-0.5a-0.75 Toxicidad alta
-0.75a-1.0 Toxicidad muy alta

e Crecimiento relativo del hipocotilo (CRH)

Longitud media de hipocotilo

con agua del sitio de muestreo

Longitud media de hipocotilo x
con agua del testigo

100

CRH(%) =

e Indice del porcentaje de elongacion del hipocotilo residual normalizado (IEH):

Elong (x) — Elong (testigo
[EH — g x) g (testigo)

Elong (testigo)

Siendo Elong (x): longitud promedio del hipocotilo de semillas germinadas en cada sitio de
estudio y Elong (testigo): longitud promedio del hipocotilo de semillas germinadas en el testigo.

El analisis estadistico se realizd con el software INFOSTAT (version 2011) y se verificaron los
supuestos de ANOVA (normalidad y homocedasticidad) en cada una de las variables
analizadas, al no cumplirse en ninguna, se realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
(comparacién de medianas) para cada uno de los indicadores biolégicos.
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4.RESULTADOS

4.1 Conductividad eléctrica

En la figura 7 se observa el incremento de la conductividad eléctrica (CE) en las aguas de los
sitios muestreados desde la subcuenca alta hacia la baja. El intervalo de valores de CE fue
entre 250 uS cm™ (Y) hasta 1820 uS cm™ (CM). Al ser una Unica repeticion no se pudo realizar
el analisis estadistico para establecer si hay diferencias significativas tanto en la CE como en el
resto de los parametros quimicos (RAS, pH, CI, K*, SO42, POs3, NO3').

Conductividad eléctrica en los sitios de muestreo

1898 .50+

1466 .75+

1035.00

CE (uS cm-1)

603 254

171.504
Y A LT AG VU CN CA TB SM CM

Sitios de muestrec

Figura 7. Conductividad eléctrica del agua (CE pS cm™) en todos los sitios de muestreo de la
cuenca del rio Tunuyan superior e inferior. (septiembre 2018)

El sitio testigo (Y) tuvo una categoria de salinidad de “C1” cuya clasificacion segun Riverside y
Wainstein fue de “baja salinidad”. Los sitios A y LT obtuvieron una clasificacion C2 en ambos
criterios. A partir del sitio AG hubo un aumento notable de la conductividad eléctrica, los sitios
AG, VU, N, CA, TB, SM y CM recibieron una clasificacion C3 segun Riverside (salinidad
mediana), pero segun Wainstein se llega hasta la clasificacion C5 en el dren CM (francamente
salina). Por lo tanto, el sitio CM es el que registrd la mayor conductividad eléctrica en el agua
(1820 uS cm™, tabla 4)
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Tabla 4: Categorias de salinidad segun Riverside y Wainstein en los sitios de muestreo del area

regadia del rio Tunuyan teniendo en cuenta CE (uS cm™) y CEE (uS cm™) (septiembre, 2018)

Riverside (modificada) Wainstein
Sitio de muestreo | CE pS cm™ | Categoria de salinidad | CEE uS cm™ | Categoria de salinidad
Y 250 C1: Salinidad baja 250 C1: Escasamente salina
A 460 C2: Salinidad moderada 460 C2: Levemente salina
LT 590 590
AG 1220 1220 C3: Moderadamente salina
VU 1350 1350
CN 1400 1400
CA 1480 C3: Salinidad mediana | 1480 C4: Medianamente salina
TB 1510 1510
SM 1520 1520
C™M 1820 1820 C5: Francamente salina

4.2 Concentracion de iones, pHy RAS

Otros valores de suma importancia para tener en cuenta son los nutrientes (nitratos, fosfatos y
potasio) ya que juegan un rol muy importante en el desarrollo de las plantulas, la tabla 5
muestra los valores obtenidos en los analisis realizados en laboratorio.

Tabla 5: Valores de pH, RAS y concentraciones de iones de cada sitio de muestreo en el mes

de septiembre de 2018

Muestra pH |RAS |ClI(mg.l?) |K*(mg.L!) |SO42(mg.L?) |NOs (mg.L?) |POs3(mg.L?)
SM 74 (2,12 |142 43,01 405,72 2,65 0,63
™ 7,75|2,27 |156,2 10,36 536,13 0,44 0,74
CN 6,9 |2,21 |156,2 39,1 304,29 2,21 1,82
TB 7,3 12,23 |149,1 39,1 313,95 2,21 0
CA 7,1 2,00 |159,75 39,1 289,8 2,65 0,42
AG 7,2 |1,52 99,4 11,73 120,75 0,88 0,77
A 7,2 /0,70 |31,95 7,82 57,96 0,44 0,84
Y 7,3 10,47 |28,4 3,91 53,13 2,21 0,22
VU 7,4 1,83 |152,65 19,55 367,08 1,77 0,36
LT 7,8 10,52 42,6 3,12 100,27 3,98 0,03
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La tabla 4 muestra los resultados del analisis fisicoquimico para el mes de septiembre de 2018.
Los mayores contenidos de CI" se dieron en los sitios CA, CNy CM, y los menoresen Y, Ay LT;
luego con SO4* los valores mayores se observaron en CM y SM y los menores en Ay Y. La
concentracion de K* fue la mas alta en SM, CN, TB, CA, y la mas baja en los sitios A, Y y LT; en
cuanto a NOs™ el valor mas alto se registré en el sitio LT y los mas bajos en CM y A. Por ultimo,
el sitio con el mayor contenido de PO4* fue CN, y con los mas bajos LT y TB. De acuerdo con la
resoluciéon 778/96 (Anexo 1, articulo 1) del Departamento General de Irrigacion (2006), que
establece parametros maximos permitidos y tolerados de vertido de liquidos a cuerpos
receptores, existen puntos de muestreo que excedieron los limites establecidos por la
normativa. El nivel de nitratos no superé ninguno de los limites establecidos (45 mg.L™").
Respecto a los fosfatos, las concentraciones medidas en CA y SM excedieron el valor maximo
permitido segun norma (0,4 mg.L™"), pero no superaron el maximo tolerable (0,7 mg.L™"). Los
sitios AG, A, CM y CN si superaron el maximo tolerable de fosfatos.

El pH medio del agua entre todos los sitios muestreados es préximo a 7, siendo el mas bajo en
CN (6,9) y el més alto en LT (7,8). En cuanto a los valores de RAS, todos los puntos
muestreados tuvieron una calificacion “S1” que corresponde a una baja peligrosidad sodica.

4.3 Indices biolégicos

No se han registrado diferencias significativas entre las medianas de los indicadores medidos
en los sitios de muestreo, ni entre las dos variedades de L. sativa. La figura 8 muestra la GRS
en la variedad Grand Rapids. Se observé que no hubo una tendencia claramente visible desde
la subcuenca alta hasta la subcuenca baja, los sitios LT y TB tuvieron las medianas mas bajas
(88,89%), y el sitio CA la mayor (112,5%)

GRS % (Grand Rapids)

120,637

110,317

g [ ]
w 100,00 * .
o a U a
] n
T ] g
59,59 = 2
2 a
=] ke
79,38 . T . 3 . . . . . 7 |
Y-T r VU LT AG Ca TB SH CH Ch

Muestra
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Figura 8. Germinacion relativa de semillas (GRS) en L. sativa var. Grand Rapids
entre los diferentes sitios de muestreo.

Por otro lado, la variedad Paris Island reflej6 un comportamiento algo diferente. No se ha
registrado ningun valor de mediana por debajo del sitio testigo (GRS 100%), sin embargo, la
mayoria de las medianas de los sitios estuvieron muy proximas al testigo donde se observaron
4 sitios con GRS=100% (A, VU, CA'y CN) y el mayor valor se dio en el punto SM cuya mediana
tiene un valor de 117,65% (Figura 9).

GRS % (Paris Island)
135,83
122,081
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wy 108,334
o
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d d
a
B0,83 . . . 2 . . . . . . .
T A VU LT AG CA TB SM CH CH
Muestra

Figura 9. Germinacion relativa de semillas (GRS) en L. sativa var. Paris Island en los
diferentes sitios de muestreo.

El andlisis de las medianas de los crecimientos relativos de radicula, en Grand Rapids indicaron
que en 7 de 9 sitios de muestreo hubo un porcentaje de crecimiento menor al testigo (100%), en
donde la mayor mediana aparecio en el sitio LT (113,86%) y las menores en CMy TB (89,62%
y 86,45% respectivamente), sugiriendo que los valores tendieron a disminuir hacia la subcuenca

baja. (Figura 10)
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Figura 10. Crecimiento relativo de radicula (CRR) en L. sativa var. Grand Rapids
entre los diferentes sitios de muestreo

Respecto al CRR en Paris Island, en solo 3 sitios (A, AG y CM) sus medianas tuvieron valores
de este indice por encima del sitio testigo, esta vez el menor valor se registré en LT (81,91%) y
el mayor en A (115,41%), (figura 11).
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Figura 11. Crecimiento relativo de radicula (CRR) entre los diferentes sitios de
muestreo en la variedad Paris island

El indice de germinacién (IG) representa el producto de la germinacion relativa de las semillas
por el crecimiento relativo de la radicula. En Grand Rapids se observé que las medianas

tendieron a disminuir hacia los sitios de la subcuenca baja, ya que la mediana mas baja se
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encontr6 en el punto CM (72,81%) los sitios de la subcuenca alta (A, VU, LT) obtuvieron valores
de IG cercanos al testigo (100%), el sitio CA (108,73%) fue el de mayor valor, eso se debe al

alto valor que obtuvo en el indicador GRS. (Figura 12).
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Figura 12. indice de germinacion (IG) en L. sativa var. Grand Rapids entre los

diferentes sitios de muestreo

El IG en la variedad Paris island (Figura 13) la mediana de mayor valor se presentd en el sitio
CM (117,88%), seguido por SM (115,49%) y la menor en el LT (88,11%) el resto de los sitios

tuvieron una mediana cercana al valor testigo (100%).
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Figura 13. indice de germinacion (IG) en L. sativa var. Paris Island entre los
diferentes sitios de muestreo
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Las menores medianas del IGN en la variedad Grand Rapids fueron medidas en los sitios A, LT,
AG, TBY CM (0 a -0,11) y fueron clasificados de “baja toxicidad”. En cambio, en CA, SM y CN
tuvieron IGN > 0. (Figura 14). En la variedad Paris Island, todos los sitios presentaron valores
de mediana de IGN mayores a 0, siendo SM el sitio que tuvo el mayor indice (0,18, Figura 15).
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Figura 14. indice del porcentaje de germinacion residual normalizado (IGN) en L.
sativa var. Grand Rapids entre los diferentes sitios de muestreo
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Figura 15. indice del porcentaje de germinacion residual normalizado (IGN) en L.
sativa var. Paris Island entre los diferentes sitios de muestreo.

Solo dos sitios presentaron un valor de IER en la variedad Grand Rapids (Figura 16) mayor a
cero, en VU y LT indicando una sobreestimulacion de radicula, y estos valores tendieron a
disminuir hacia la subcuenca baja. Todos los sitios con IER<0 se clasificaron como “toxicidad
baja” por estar entre 0 y -0,25, donde el menor valor de mediana se encontré en el punto de

muestreo TB (-0,14).
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Figura 16. indice del porcentaje de elongacién radical residual normalizado (IER) en
L. sativa var. Grand Rapids entre los diferentes sitios de muestreo.

Por otra parte, el IER para la variedad Paris Island, mostré que hay 3 sitios con valores de
mediana superiores a cero (A, AG y CM) donde hubo estimulaciéon radical, y los valores mas
bajos de mediana se vieron en TB y LT (-0,15 y -0,18 respectivamente), donde al igual que en
Gran Rapids, los valores negativos de IER se encontraron entre 0 y -0,25 indicando toxicidad

baja (Figura 17).

IER-Unidades arbitrarias
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1

Figura 17. indice del porcentaje de elongacién radical residual normalizado (IER) en
L. sativa var. Paris Island entre los diferentes sitios de muestreo.
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5.DISCUSION

Las actividades de mayor impacto en la calidad del agua para riego son los vuelcos de efluentes
domésticos y las actividades agricolas, ganaderas y recreativas (Salatino et al, 2017). Segun
nuestros resultados, existen ciertos parametros fisico quimicos del agua asociados con los
indicadores bioldgicos de Lactuca sativa que permitieron caracterizar la calidad del agua segun
sea el sitio en el area regadia del rio Tunuyan Superior e Inferior. Las aguas de mayor salinidad
en la cuenca se encontraron en sitios del tramo inferior del rio asociados a canales de riego (TB
y SM) y drenajes (CM). El dren CM, si bien tuvo la mayor categoria de salinidad segun
Wainstein (“‘agua francamente salina”), no registré los menores valores de germinacion entre
todos los sitios muestreados. Es sabido que dicho proceso fisioldgico es de gran susceptibilidad
a factores externos cuyas concentraciones resulten toxicas en el genotipo analizado (Sobrero y
Ronco, 2008). Si bien CM tuvo el mayor nivel de salinidad, al igual que TB y SM, éste no fue
suficiente para que los indicadores de germinacion (GRS e IG) tuvieran diferencias significativas
en las dos variedades analizadas. Otros autores observaron que conductividades eléctricas
superiores a 5000 uS cm'(aguas consideradas “toxicas”) redujeron la GRS por debajo del 75%
y afectaron el crecimiento de Lactuca Sativa (Poi de Neiff y Ramos, 2002; Al-Maskri et al, 2010).

Las aguas enriquecidas con nitrogeno (NOs; y NH4*), fosforo (POs3) y potasio (SO4K>)
contribuyen al efecto estimulante sobre el desarrollo radical en semillas de lechuga (Foti et al,
2005; Angulo Reyes, 2015). En los sitios LT y VU, la mayor estimulacion del crecimiento de
radicula de la variedad Grand rapids (IER>0; Rodriguez Romero et al, 2014) podria estar
asociada a los mayores niveles de nitratos registrados en la primavera y al impacto de la
actividad ganadera en la proximidad de los cursos de agua (Morabito et al, 2018). Por otro lado,
el sitio TB tuvo la menor concentracidon de fosfatos y el menor crecimiento de radicula, esto
pudo deberse a que las aguas de embalse poseen algas y microorganismos que consumen
nutrientes como el fosfato (Salatino et al, 2017). En los demas sitios de la cuenca baja, como el
dren CM cuyo nivel de nutrientes también es alto, no se observd una estimulacion del
crecimiento de radicula en términos de IER y CRR de la var. Gran Rapids, y posiblemente esté
asociado a que la elongacion radical fue afectada por el mayor nivel de salinidad de este sitio
(Foti et al, 2005). En la var. Paris island, los resultados que se obtuvieron en los indicadores
respecto a diferentes calidades de agua, no permitieron dar una interpretacion adecuada de lo
que esta sucediendo en los sitios de muestreo (resultados poco claros). Respecto al hipocotilo,
no se encontraron diferencias significativas entre los sitios en ninguna de las dos variedades, y
esto se debid a que es un érgano menos sensible que la radicula ante diferentes calidades de
agua (Sykora et al, 2016).

El indice de germinacién (IG) es un indicador robusto para describir el potencial fitotoxico de un
compuesto ya que integra el porcentaje de germinacién relativo (GRS) y el crecimiento relativo
de raices (CRR) (Zucconi et al, 1981; Varnero et al, 2007). Este indice ha permitido detectar
que mientras mas bajo es, se puede asociar a un mayor grado de toxicidad del sustrato donde
germinan las semillas (Pentreath et al, 2015), en nuestro caso, aun sin diferencias significativas,
CM mostré tendencia a tener un menor IG (en Grand Rapids), esto puede estar asociado a su
mayor salinidad respecto a los otros sitios. Martin et al (2018) observaron para el rio Mendoza
que el IGN fue el indicador mas apropiado para clasificar las aguas por su toxicidad. En nuestra
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area de estudio y basandose en dicha clasificacion también propuesta en otras cuencas
(Rodriguez Romero et al, 2014), se percibié una baja toxicidad en los sitios LT, TB, A, VU y CM
(IGN 0 a -0,25) con la var. Grand Rapids, en cambio, en CM en términos de IGN, el nivel salino
no fue lo suficientemente alto como para considerar una mayor toxicidad. Respecto al indice de
elongacién radical en la var. Grand rapids el IER ademas nos ha permitido observar una baja
toxicidad (IER 0 a -0,25) en los sitios A, AG, CA, TB, SM, CN, CM, en el sitio A pudo deberse a
la actividad ganadera presente en las cercanias del sitio, en el resto de los sitios podria estar
explicado por la salinidad creciente; Martin et al (2018) pudieron identificar sitios de baja
toxicidad de la cuenca del rio Tunuyan utilizando el IER, aunque no son los mismos sitios
identificados en este trabajo, lo cual se puede deber a la diferente metodologia utilizada en los
bioensayos.

Por lo tanto, se acepta parcialmente la hipétesis que indica que los indicadores bioldgicos
varian en funcién de la variedad (Grand Rapids y Paris island) y de la calidad fisicoquimica del
agua entre los diferentes sitios de muestreo. Si bien no hay diferencias significativas entre todos
los indicadores analizados, se observa una asociacion entre los indicadores de germinacion
(IGN) y de crecimiento de radicula (CRR y IER) con la calidad fisicoquimica de los sitios
estudiados con la variedad Gran Rapids principalmente, la cual mostré6 mayor sensibilidad para
detectar cambios en la calidad del agua.

6.CONCLUSIONES

La salinidad del agua se incrementa desde los sitios de muestreo ubicados en la cuenca alta
(salinidad moderada) hacia los sitios de la parte mas baja (salinidad mediana), siendo el dren
Canada Moyano (CM) el que tuvo la mayor salinidad del agua; la relacion de adsorcién de sodio
(RAS) es baja en todos los sitios de muestreo (baja peligrosidad sddica). Las concentraciones
de nitratos y fosfatos varian en funcién del sitio de muestreo, siendo Las Tunas (LT) el sitio de
mayor nivel de nitratos y Tiburcio Benegas (TB) el sitio de menor nivel de fosfatos. Los
indicadores de germinacién (GRS e IG) no se redujeron significativamente con las aguas de los
sitios de mayor salinidad en la cuenca.

Las aguas enriquecidas con nitratos y fosfatos en Las Tunas (LT) y Dique Valle de Uco (VU)
contribuyeron al desarrollo radical en semillas de lechuga var. Grand Rapids en términos del
indicador de elongacién radical, en Tiburcio benegas, la ausencia de fosfatos se vio reflejada en
el menor valor de IER registrado.

A pesar de que no hubo diferencias significativas entre las dos variedades, Grand Rapids
presentd mayor sensibilidad para detectar cambios en la calidad de agua, por lo que se
recomienda esta variedad para este tipo de bioensayos. El grado de toxicidad de los diferentes
sitios de muestreo de la cuenca es bajo segun el indicador de germinacion normalizado (IGN) y
el indice de elongacion radical (IER).
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Los bioensayos de germinacion de semillas de Lactuca sativa son una herramienta
complementaria al analisis fisico quimico de las aguas para detectar cambios en la calidad y
diferentes grados de toxicidad.
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