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Resumen

El rio Guadalquivir constituye la principal cuenca hidrografica de Andalucia, soportando el
impacto de numerosas actividades socioecondmicas que sitian al rio Guadalquivir en una
situacion vulnerable comprometiendo su calidad ambiental y biodiversidad. Dado su gran valor
biolégico, econdmico y paisajistico, es de gran importancia gestionar adecuadamente este
recurso hidrico. Para contribuir a llevar a cabo esta tarea, se ha realizado un diagnostico global

del rio integrando metodologias de andlisis fisicoquimicas y microbioldgicas.

Los resultados obtenidos demuestran que el mejor indice de calidad del agua se encuentra en el
nacimiento del Guadalquivir y va disminuyendo con el curso del rio, debido tanto a la influencia
de variables cuya concentracion puede variar de manera natural (turbidez, aniones y cationes,
etc.), como a aquellas relacionadas con actividades antropicas (metales pesados, coliformes
totales, ciertos pesticidas, etc.). Se han detectado picos altos de contaminantes y de otras
variables que indican mala calidad del agua, que se relacionan con actividades de origen
antrépico aportadas por afluentes del rio principal, como en la desembocadura del rio Guadaira
(altos niveles de hierro 'y cobre) y del Genil (proliferacion de bacterias coliformes, como E.coli),
y en el ultimo tramo del rio (actividades agrarias). Asimismo, otra forma de evaluar la calidad
del agua es el indice de biodiversidad y perfil microbiano, ambos resultados en consonancia
con los obtenidos en los analisis fisicoquimicos y que han permitido obtener correlaciones de
gran utilidad a la hora de profundizar en el estudio de un ecosistema tan complejo y relevante

como el rio Guadalquivir.

Palabras clave: Rio Guadalquivir; Ecosistema acuatico; Analisis fisicoquimico y

microbioldgico; Metagenémica; indice de Calidad del Agua.



Abstract

The Guadalquivir river constitutes the main hydrographic basin of Andalusia, which supports
the impact of numerous socioeconomic activities that place Guadalquivir river in a vulnerable
situation that endanger its environmental quality and biodiversity. Given its high biological,
economic and landscape value, it is of marked importance to manage this water resource
properly. To contribute to perform such task, a global diagnosis of the river has been carried

out by integrating physicochemical and microbiological analysis methodologies.

The results obtained show that the highest value of the water quality index is at the source of
Guadalquivir river and decreases with the course of the river. The decrease in water quality
index might be due to the influence of variables whose concentration can fluctuate naturally
(turbidity, anions and cations, etc.), and those related to anthropogenic activities (heavy metals,
total coliforms, certain pesticides, etc.). High peaks of pollutants and other variables that
indicate poor water quality have been detected, which are related to anthropogenic activities
from tributaries of the main river, such as at Guadaira (high levels of iron and copper) and Genil
rivers (proliferation of coliform bacteria, such as E.coli), and in the final stretch of the river
(agricultural activities). Likewise, another way of assessing water quality is the biodiversity
index and the microbiological profile, both results are consistent with those obtained in the
physicochemical analyses and which have allowed obtaining correlations that will be very
useful when deepening in the study of an ecosystem as complex and relevant as the

Guadalquivir river.

Keyword: Guadalquivir river; Aquatic ecosystem; Physicochemical and microbiological

analysis; Metagenomic; Water quality index.



1. INTRODUCCION

Aunque la superficie terrestre se compone por un 70% de agua, solo un 2,5% de ella es dulce
y, de este pequefio porcentaje, la mayoria se encuentra retenida en casquetes glaciares. Como
consecuencia, el porcentaje de agua dulce superficial facilmente accesible se reduce a 0,4%
(Figura 1) (Agudelo, 2005; UNESCO, 2006; Shiklomanov & Rodda, 2003).

Agua total

Agua dulce
2,5%

i ~ Permafrost 0,8%
Aguas superficiales 48

yenla ’
atmosferica 4
0,4% :

Lagos de agua
dulce 67,4%

humedales 8,5%

Humedad del
suelo 12,2%

Plantas y animales 0,8%

Figura 1: Distribucion del agua dulce en el planeta (UNESCO, 2006).

En este contexto, en 2005 se consumieron al afio 3.200.000 m® de agua, si bien se estima que
para 2030 se necesitaran méas de 4.400.000 m® anuales. De hecho, la competencia por este
recurso entre la agricultura, ganaderia, industria y abastecimiento de ciudades es una barrera
limitante para el desarrollo econdmico en paises en vias de desarrollo (Agudelo, 2005).
Ademas, con frecuencia, a lo largo de los afios, los rios y arroyos se han ido contaminando con
vertidos domeésticos, industriales, ganaderos y agricolas, principalmente en zonas cercanas a
nucleos urbanos (Barcel6 & Lopez de Alda, 2008). Por ejemplo, en su homénimo el rio
Guadalquivir boliviano, en la ciudad de Tarija el 40% de las descargas domésticas se vierten
directamente al rio sin pasar por un tratamiento previo, a lo que se suman vertidos industriales
no controlados. Angulo (2015) diagnosticé el nivel de ecotoxicidad presente en el rio usando



como bioindicadores semillas de Lactuca sativa (lechuga variedad White Boston) y bulbos de
Allium cepa (cebolla amarilla). El estudio demostré que los niveles de toxicidad en el rio
oscilaban entre moderadamente toxico hasta muy téxico, destacando las altas concentraciones

de fésforo y nitrégeno amoniacal en el agua.

A escala nacional, es destacable que Espafia es uno de los paises mas aridos de la Unidn
Europea, de forma que la creciente demanda de agua y las sequias recurrentes conducen a
episodios de escasez ciclica (MITECO, 2013). En Andalucia, el rio Guadalquivir es
fundamental para la agricultura que se desarrolla en torno a su cuenca. Si bien algunos cultivos
como el olivo dependen principalmente de la lluvia, sin embargo, en el valle bajo hay cultivos
que dependen fuertemente del riego (arroz, maiz, citricos, algodon, etc.) (UCO & EVREN,
2015). En concreto, de acuerdo con la Confederacion Hidrografica del Guadalquivir (CHG), al
afio se extraen aproximadamente 3.800 hm?3. La actividad que mas presion ejerce en este
consumo de agua es la agricultura, ya que supone el 88% de las extracciones, mientras la

actividad urbana requiere aproximadamente un 10% (Tabla 1).

Tabla 1: Extracciones de agua en el Guadalquivir (CHG, 2014).

Sector | Consumo (hm3)
Urbano 379,5
Agrario 3.342,4
Industrial 43,4
Energia 35,8
Total 3.801,1

Lamentablemente, en los Gltimos afios se ha producido una creciente presidn sobre este recurso
hidrico, debido al riego intensivo de los distintos cultivos, a lo que se une la contaminacién que
recibe de diversas fuentes, como: aguas residuales urbanas e industriales, nutrientes y pesticidas
resultado de la actividad agricola, etc., lo que deja la calidad del rio Guadalquivir en una
situacion vulnerable (UCO & EVREN, 2015). La calidad del agua del rio afecta a la ganaderia

y la pesca, con consecuencias también sobre la fauna y la flora.



Dado que el rio Guadalquivir es una fuente de riqueza bioldgica, econdémica y paisajistica, es
de gran importancia gestionarlo adecuadamente, para lo que se requiere realizar un diagnostico
global de su estado (CHG, 2014; Greenpeace, 2005). La calidad del agua se puede evaluar
determinando distintas variables fisicoquimicas, tales como: pH, DBO (Demanda Bioldgica de
Oxigeno), DQO (Demanda Quimica de Oxigeno), COT (Carbono Orgéanico Total), turbidez,
temperatura, solidos disueltos totales, conductividad, concentraciones de diferentes metales
pesados, etc. Sin embargo, como no todas estas variables tienen la misma relevancia, se ha
definido un indicador global que es capaz de evaluar la calidad de un ecosistema acuético
mediante un Unico valor, al tener en cuenta de manera ponderada distintas variables

fisicoquimicas y microbioldgicas: el indice de calidad del agua (ICA) (Tyagi et al., 2013).

El ICA puede calcularse teniendo en cuenta diferentes variables segln el pais. En Espafia se
incluyen las que propone la Unién Europea, estando
conformado por 12 variables fisicoquimicas vy

n
— e T
ICA Z Wili microbiologicas (Tabla 11, ANEXO I) (Torres et al., 2009).

i=1

Wi: peso o porcentaje asignado a la i-ésima variable (Tabla 12, ANEXO I).
li: subindice de la variable Wi.

Adicionalmente, Ramdn Queralt, un cientifico enfocado a la investigacion y gestion del agua,
desarroll6 en el afio 1982 un indice para cuantificar la calidad de agua en las cuencas de
Catalufa: el indice simplificado de calidad del agua (ISQA), que se basaba en 5 variables
fisicoquimicas y que planteaba una clasificacion de calidad del agua para seis usos del recurso,
entre ellos el abastecimiento humano (Queralt, 2000; Torres et al., 2009).

ISQA = T (COT + SS + OD + Cond)

T: Temperatura; COT: Carbono organico total (mg/l); SS: Sélidos suspendidos; OD: Oxigeno Disuelto;
Cond: Conductividad. Previo al afio 2003, el ISQA se calculaba utilizando DQO en vez de COT.

En el afio 2018, Piedrahita realiz6 un analisis de la calidad del agua, en Quebrada Villa
(Colombia), estimando el ICA a partir de 6 variables (Tabla 2). Usaron datos de estas variables
recogidos a lo largo de 6 afios y obtuvieron calificaciones de la calidad del agua aceptables,
correspondientes a la segunda categoria dentro de las cinco posibles (Tabla 13, ANEXO I).
Adicionalmente, llegaron a la conclusion de que el ICA es una variable que permite una facil

interpretacion de los datos y comunicacion de los resultados.



Tabla 2: Variables usadas para el calculo del indice de calidad del agua, ICA (Piedrahita,

2018).
Variables Wi (Peso relativo)
pH 0,15
Oxigeno disuelto (mg/L) 0,17
Conductividad (uS/cm) 0,17
DQO (mg/L) 0,17
Relacién NT/PT 0,17
Solidos en suspension totales (mg/L) 0,17

Los ecosistemas acuaticos estdn sometidos a cambios constantes, siendo las principales
actividades que repercuten de forma severa en el medio las antropicas, como la liberacién de
productos quimicos persistentes, microplasticos, antibioticos, etc., (Michan et al., 2021).
Adicionalmente, no todos los efluentes que desembocan en el Guadalquivir pasan por
estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR). De hecho, en Andalucia el 13% de las
aguas urbanas llegan a rios o mares sin depurar, y el 65% de las depuradoras no superan los
criterios de limpieza de aguas urbanas marcados por la ley. A esto hay que afiadirle que las
EDAR no poseen una eficiencia del 100% (CHG, 2022). Asi, debido a la gran cantidad de
sustancias quimicas que se liberan a los ecosistemas acuaticos, se deben invertir muchos
recursos para evaluar adecuadamente los riesgos medioambientales asociados a la

contaminacion, teniendo en cuenta ademas sus interacciones y efectos acumulativos.

Si bien la caracterizacion fisicoquimica es una aproximacion véalida para determinar la calidad
de un cuerpo acuatico, cada vez se da mas relevancia a las comunidades microbianas, que
poseen una estructura compleja y son imprescindibles para el correcto desarrollo de cualquier
ecosistema (Segata et al., 2013). Los microorganismos juegan un papel fundamental en los
habitats naturales, participan en procesos ecolégicos que permiten el correcto funcionamiento
de los ecosistemas, son los principales responsables de la descomposicién de la materia y de
maultiples ciclos de nutrientes, como: carbono, nitrégeno, azufre y fosforo, entre otros (Xue et
al., 2021). Algunas bacterias, como Rhizobium o Frankia participan en procesos de vital
importancia como la fijacion de nitrégeno en suelos. Sin la fraccion microbioldgica del suelo
no seria posible la produccion vegetal, ya que no solo participa en la nutricion vegetal, sino que

también descompone restos organicos y los transforman de modo que son asimilables por las



plantas, ayudando asi a la regeneracion de suelos agricolas... Otros microorganismos son
utilizados incluso como sustituto a fitosanitarios para el control de plagas (Montafio et al.,
2010).

El andlisis del microbioma del medio puede permitir un diagndstico ambiental global al evaluar
las perturbaciones que tienen las actividades antropicas sobre el mismo (Michéan et al., 2021).
En este contexto, en las Gltimas décadas se han desarrollado multiples herramientas para
estudiar las comunidades de microorganismos en ecosistemas naturales (suelo, sedimentos y
agua), matrices complejas cuyo analisis no esta exento de gran dificultad. La mayoria de los
estudios microbianos emplean un enfoque metadmico, a distintos niveles (metagenomico,
metaprotedmico, metatranscriptdmico y metabolémico), que permiten caracterizar de manera
integral y precisa las comunidades microbianas y sus interacciones (Segata et al., 2013; Zhang
et al., 2019). Las aproximaciones metadmicas tienen como objetivo identificar un panel de
microorganismos, asi como las funciones metabolicas que caracterizan a la comunidad

microbiana que puebla una muestra no cultivada (Segata et al., 2013).

Dentro del conjunto de técnicas, la metagendmica permite obtener las huellas genéticas
(fragmentos de ARN y ADN) de una muestra determinada para posteriormente traducirlos a un
lenguaje que se pueda leer (secuenciacion) y asi poder hacer una comparativa con todas las
huellas genéticas almacenadas en bases de datos (P. ej.: GenBank) (Rubio-Guerri et al., 2020).
A nivel microbiano, la secuenciacion del gen del ARN ribosémico 16S (ARNr 16S) permite
establecer relaciones filogenéticas de forma rapida y precisa entre organismos procariotas
(Rodicio & Mendoza, 2004). EI ARNr 16S se encuentra en todas las bacterias, ya que es
importante para el ensamblaje del ribosoma. Ademas de regiones conservadas, que permiten
usar cebadores especificos, posee regiones variables, que se pueden considerar como las huellas
dactilares de los microorganismos y que permiten diferenciar las distintas especies de bacterias.
Por todo ello, es un gen que se usa para identificar, comparar y clasificar a las comunidades

microbianas a nivel filogenético (Salas et al., 2022).

La evaluacion metagendmica permite crear un perfil microbiano del ecosistema acuético, lo
cual es muy util para relacionar la presencia de determinados microorganismos con las
caracteristicas fisicoquimicas del curso de agua o con agresiones/estrés ambiental (P. gj.: la
presencia de contaminantes, vertidos industriales, agricolas y de la mineria, fitosanitarios, aguas
residuales...) (Wang et al., 2020).



Los microorganismos pueden ser sensibles o mostrar tolerancia dependiendo de las
caracteristicas e intensidad de los factores bidticos o abidticos a que se enfrenten. Como seres
vivos que son, los microorganismos tienen capacidad de adaptacion, de forma que cuando su
entorno se ve alterado, si no se trata de un cambio drastico, se pueden ir acondicionando a las
nuevas condiciones. De hecho, un estudio realizado con las aguas del rio Quiantang en
Hangzhou, una de las ciudades mas grandes de China, ha demostrado que la calidad del agua
afecta significativamente a las comunidades microbianas. Asi, la contaminacion o las
perturbaciones en el agua provocan una respuesta de resistencia y/o resiliencia por parte de
estas comunidades, la cual podria utilizarse para predecir la calidad del agua o sus niveles de
contaminacion con una tasa de éxito aproximado de 89% (Wang et al., 2020).



2. OBJETIVOS

Los objetivos principales del presente Trabajo Fin de Master son: Por un lado, determinar la
calidad del agua del rio Guadalquivir, desde su nacimiento hasta la desembocadura, mediante
el analisis de diferentes variables fisicoquimicas y, por otro lado, crear un perfil microbiano del
ecosistema acuatico estudiado. Ademas, se evaluara la posible correlacion entre ambos tipos de
andlisis y se identificaran los principales puntos criticos, en términos de calidad del agua, a lo
largo del curso de rio. Todo ello podria servir de base para la posible propuesta de medidas

correctoras especificas para una adecuada gestion de este importante ecosistema acuatico.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio
Se realizaron muestreos de agua en 20 puntos (G1-G20) a lo largo del cauce principal del rio
Guadalquivir, que abarcaban desde el nacimiento hasta su desembocadura en el estuario. La

Figura 2 muestra la localizacion de los lugares en los que se tomaron las muestras.
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Figura 2: Puntos de muestreo a lo largo del rio Guadalquivir y en su estuario.

En concreto, el muestreo se realiz6 entre el 30 de noviembre y el 1 de diciembre de 2021. De

forma mas detallada, la Tabla 3 muestra las coordenadas especificas de los distintos puntos

muestreados.

Una vez tomadas las muestras de agua, éstas se conservaron en frio (4°C) hasta su traslado a
los laboratorios de andlisis de la Universidad de Cérdoba, donde se determinaron distintas

variables fisicoquimicas y se realizd una evaluacion metagendémica de las mismas tras el

aislamiento del ADN.



Tabla 3: Coordenadas de los puntos de muestreo en el rio Guadalquivir y su estuario.

Coordenadas Coordenadas
Puntos N | w Puntos N | w
Gl [38°1026”"N 2°47°43"W G11 |37°48'35"'N 4°5844"W
G2 38°01'35"N 2°51'47"W G12 |37°42°06”N 5°18°40"'W
G3 | 38°04'55"N 3°0142"W G13 |37°41'38'N 5°19'52"'W
G4 37°55°'37”°N 3°18'52"W G14 |37°37'14”N 5°40'39"'W
G5 |37°58'04”"N 3°43'32"W G15 |37°31°06"N 5°58'35"'W
G6 37°59°'03”"N 3°47°'59"'W G16 |37°18'38'N 6°01'07"'W
G7 |38°00'56”N 3°59°45"'W G17 |37°1537”'N 6°03'42"W
G8 [38°03'30”"N 4°11'12"W G18 |37°00'32”"N 6°09'57"'W
G9 |[38°01'16”"N 4°21'34"W G19 |36°54'35"N 6°17'10"W
G10 |37°5040°N 4°50'14"W G20 |36°47'57'N 6°2022"'W

3.2. Caracterizacion fisicoquimica
La mayor parte de los analisis fisicoquimicos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Aguas del
Departamento de Quimica Inorganica e Ingenieria Quimica, asi como en el Servicio Central de

Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de Cordoba.

Las variables determinas fueron: pH, oxigeno disuelto, carbono total (CT), carbono inorganico
(CI) y carbono organico total (COT) solubles, sélidos en suspension totales (SST), minerales
(SSM) y volatiles (SSV), clorofilas a, b y c, alcalinidad parcial (AP), total (Al) e intermedia
(Al), conductividad, potencial redox, turbidez, cloro residual y dureza, siguiendo protocolos
estandarizados (APHA, 1989). Ademas, se cuantificaron cationes y aniones (norma UNE-EN
10304), metales (normas UNE-EN ISO 11885:2010 y UNE-EN 17053:2018), pesticidas y
trihalometanos (guia SANTE/11312/2021). La concentracion de E.coli y coliformes totales se

determind siguiendo el protocolo PNT-D-080.

Las distintas variables se representaron graficamente con el programa SigmaPlot 11.0.

3.2.1. Indice de calidad del agua

El célculo del ICA se realizo en la plataforma del Water Research Center
(https://www.knowyourh2o.com/outdoor-3/water-quality-index-calculator-for-surface-water),
por tratarse de una de las herramientas utilizadas con mayor frecuencia a nivel internacional

para evaluar la calidad de las aguas naturales.

Las variables usadas para para cuantificar el ICA fueron: saturacion de oxigeno disuelto (%),
coliformes fecales (UFC/100mL), pH, concentracion de materia organica (mg/L), temperatura
(°C), fosfatos totales (mg/L), nitrato (mg/L), turbidez (NTU) y concentracion de sélidos (mg/L).



El peso de cada variable considerada y la clasificacion segin el ICA obtenido se encuentran en
las Tabla 4 y 5 respectivamente.

Tabla 4 y 5: Peso de las diferentes variables del indice de calidad del agua y clasificacion del
ICA (WRC, 2022).

Variables Peso Rango Clasificacion
Oxigeno disuelto 0,17 90 - 100 Excelente
Coliformes fecales 0,16 70-90 Buena
pH 0,11 50-70 Normal
Saturacion de O disuelto 0,11 25 -50 Mala
Temperatura 0,10 0-25 Muy mala
Fosfatos totales 0,10
Nitratos 0,10
Turbidez 0,08
Solidos en suspension 0,07

3.3. Analisis metagendmico

3.3.1. Extraccion de ADN

Se realiz6 el aislamiento de ADN para identificar la comunidad bacteriana (evaluacion
metagendmica) presente en las muestras de agua recogidas a lo largo del cauce del rio
Guadalquivir y en su estuario. Para ello, se filtraron 1500 mL de agua de cada punto de
muestreo, a través de papel Chromatography paper (Whatman) 46 x 57cm (Cat. No. 3030917)
y aplicando vacio (sistema Millipore). Posteriormente, se centrifugaron seis réplicas de cada
zona de muestreo en botes de 250 mL a unas 10.500 r.p.m. (aproximadamente 16.000 g; rotor
J14, Centrifuga J2-21, Beckman) durante 15 min. Tras el centrifugado, las pellas se
resuspendieron con unos 2 mL de tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5 conteniendo 10% glicerol,
y se recogieron en tubos Eppendorf. EI microbioma (pella de microorganismos) se recogio, tras
volver a centrifugar a 16.100 g durante 15 min a 20°C (centrifuga Eppendorf 5415R), y se

conservo a -30°C en una cdmara de congelacion hasta su uso posterior.

La extraccion de ADN se llevé a cabo empleando el kit comercial ZymoBIOMICS™ DNA
Miniprep Kit (Catalog Nos. D4300T, D4300, D4304), siguiendo las instrucciones indicadas por
el fabricante.



3.3.2. Evaluacién de la concentracion y calidad del ADN

A continuacion, se midieron las concentraciones de ADN extraido a 260 y 280 nm en el
espectrofotometro (DU® 800 UV/Visible Spectrophotometer, Beckman Coulter), empleando el
adaptador HELLMA.

De manera complementaria, se realizo una prueba de amplificacion del ADN, Polymerase chain
reaction (PCR), con el fin de verificar si las muestras son aptas para proceder a una evaluacion
metagendmica. Se usaron cebadores (“primers”) especificos para los genes que codifican para

ADNr 16S, cuya secuencia es la siguiente:

“Forward” (F): 5’-TGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA-3’
“Reverse” (R): 5’-GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTT-3’

Por cada reaccion, los reactivos de la PCR fueron:

16,5 pL de H.O mQ.

5 uL de tampdn (MyTaq Red Buffer).

= 1 pL de “primer forward” ARNr 16S.

» 1 pL de “primer reverse” ARNr 16S.

= 2 pL de ADN molde.

= 0,5 L de MyTag Red DNA polimerasa (BIOLINE).

La PCR se realiz6 con un volumen final de reaccion de 26 pL, afiadiendo un control negativo
(H20 mQ) y un control positivo, consistente en ADN de un microbioma del suelo que ya se

habia amplificado previamente y dado un resultado positivo.

Los ciclos del programa empleado para la PCR presentan las siguientes caracteristicas:

8 Hld: 3 Tmp 38 Cyclesil Hld
95.8; 95.8

. 72.8 72.8
j BB 9119 '3533 B.BEI 7188

Start Method: am—mg‘taq [Feturn)

Para visualizar los resultados de la PCR, los productos se sometieron a una electroforesis en un
gel de agarosa al 1%. Los geles resultantes de la electroforesis se visualizaron con ayuda de un
sistema ChemiDoc™ MP (Bio-Rad) y el programa de captura de imagen integrado Image Lab



(version 4.1). Se comprobé que el ADN aislado de todos los puntos de muestreo era apto para

su anélisis metadmico (ANEXO I1).

3.3.3. Evaluacidén metagenomica

Tras comprobar que los resultados de la PCR para todos los puntos de muestreo fueron
positivos, se enviaron 20 nanogramos de las muestras extraidas a la Unidad de Gendmica del

SCAI de la Universidad de Cérdoba, en el cual se realizé el analisis metagendmico.

Para la secuenciacion de los genes que codifican para el ADNr 16S se empled el sistema de
secuenciacion de ultima generacion lon Torrent (PGM), con el kit comercial lon 16S™
Metagenomics Kit (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Las secuencias obtenidas se analizaron empleando el programa lon Reporter™ 5.0 sofiware
Ion 16™ Metagenomics analyses module. Se obtuvieron datos de identificacion taxonémica
para 6 parejas de cebadores distintos (V2, V3, V4, V6 V7, V8 y V9) de los microorganismos

presentes en las muestras de agua a distintos niveles: filo, orden, familia.

3.3.4. Anédlisis estadisticos
Los resultados se extrajeron y organizaron con el programa estadistico Excel. A partir de los
datos unificados se realizaron distintos analisis:

4+ Calculo del indice de biodiversidad.

Para cuantificar la biodiversidad se calculd el indice de Shannon-Wiener (H"), el cual tiene en
cuenta la riqueza de familias y su abundancia, relacionando el nimero de familias con la
proporcion de individuos que pertenecen a cada una, y midiendo la uniformidad de la
distribucion de los individuos (Campo & Duval, 2014).

H = — Zpi X In (pi)

pi: proporcion de individuos de la familia i respecto al total de individuos (abundancia relativa

de la especie i).
+ Calculo de las diferencias significativas

Se empleo el programa GraphPad Prism 8.0.2. para comparar los datos de los distintos puntos
de muestreo a lo largo de rio Guadalquivir respecto al punto mas limpio situado proximo a su

nacimiento (G1). Para comparar a los distintos niveles taxondmicos (filos y familias), las celdas



con valores perdidos se sustituyeron por un valor de 9, al ser este el limite de deteccion de la
secuenciacion. Los datos se normalizaron transforméandolos a su logaritmo en base 2.
Finalmente, la significacion estadistica se evalu6 con two-way ANOVA seguido por la
comparacion multiple post hoc de Tukey. Las diferencias estadisticamente significativas se
expresan como: **** p < 0,0001; ***, p <0,001; *, p < 0,05.

+ Analisis de cllster

Se usé el programa Genesis para realizar el analisis de cluster o de agrupamientos. Los datos
se normalizaron y la distancia empleada fue la correlacion de Pearson. Los cllsteres se

generaron con la opcion “hierarchical clustering” con unos parametros de [2,-2].
+ Andlisis de componentes principales

Con el software Metaboanalyst se hizo un analisis de componentes principales (ACP) a partir

del numero identificaciones bacterianas a nivel de familia a lo largo del curso del rio.

3.4. Correlaciones entre las variables fisicoquimicas y bioldgicas

Se us6 el software R studio y el paquete corrplot para correlacionar aquellas variables
fisicoquimicas, cuyos valores en todos los puntos dieran un valor superior al del limite de
deteccidn, con las determinaciones microbioldgicas (coliformes totales, E. coli) y con los
indices de biodiversidad microbiana, todos ellos obtenidos en cada punto de muestreo a lo largo

del curso del rio Guadalquivir.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos del andlisis de los diferentes puntos a lo largo del cauce de rio
Guadalquivir pueden dividirse en cuatro apartados diferenciados:

- Resultados de los analisis fisicoquimicos y microbioldgicos.
- Evaluacion global de la calidad del agua segun el ICA.
- Resultados bioldgicos (metagendémicos).

Correlacion de datos fisicoquimicos y bioldgicos.
4.1. Caracterizacién fisicoquimica

4.1.1. Evaluacion del pH, oxigeno disuelto y potencial redox

El pH es uno de los indicadores mas importantes para evaluar la calidad del agua en entornos
naturales, ya que refleja sus caracteristicas hidroquimicas. Si el pH del agua es muy alto (>9) o
bajo (<6,5) imposibilita la supervivencia de la gran mayoria de organismos acuaticos, ya que
supone un estrés para el sistema del animal, afecta la tasa de eclosién de los huevos, de
mortalidad y supervivencia, etc., (Zebo et al., 2017). Esta variable también afecta a la

solubilidad y toxicidad en el agua de sustancias quimicas y metales pesados (Fondriest, 2013)

Los valores de pH de los diferentes puntos del rio Guadalquivir oscilaron entre 8,00 y 9,00, a
excepcion del punto E15, que pasa por Coria del Rio, cuyo valor de pH fue de 7,75 (Figura 3,

izquierda).

El promedio global del pH del rio Guadalquivir fue de 8,32 + 0,29. Este valor es adecuado,
encontrandose en el rango de otras aguas naturales donde con frecuencia se establece el
equilibrio del &cido carbdnico, derivado de la solubilizacion de dioxido de carbono, y que aporta
alcalinidad al medio (Trujillo et al., 2008). Dicho equilibrio permite subir el valor de pH hasta
cierto punto de forma natural, para oscilar normalmente entre 8,27 y 8,45 (Orenda
Technologies, 2022; Trujillo et al., 2008).

En este contexto, el agua de riego de las tierras agricolas puede ser también una fuente de
alcalinidad, ademas del lecho por el que transcurre el rio, fundamentalmente si se trata de
terrenos calizos; en cambio, los vertidos de aguas residuales pueden producir una acidificacion

del pH de los canales de los rios cercanos (Zebo et al., 2017).

Otra variable importante a tener en cuenta es el oxigeno disuelto en agua, que es vital para la

subsistencia de los organismos acuaticos aerobios. Ademas, cuando la concentracion de



oxigeno disminuye, las aguas pierden gran parte de su capacidad autodepuradora. Asi, la
concentracion de oxigeno disuelto es un importante indicador de la calidad ambiental del agua.

En corrientes frias de montafia la concentracion de oxigeno disuelto suele rondar entre 7-15
mg/L, mientras que en corrientes mas bajas el intervalo de concentracion baja a 2-11 mg/L.
Concentraciones por debajo de 4 mg/L dificultan, y en muchos casos imposibilitan, la vida de

la fauna acuética (Verberk, 2011).

El andlisis de las muestras de agua tomadas en el rio Guadalquivir mostré que los niveles de
oxigeno disuelto alcanzaban una concentracién media de 9,35+1,31 mg/L (Figura 3, izquierda)
con un porcentaje de saturacién promedio del 87% y 12,3°C de media, siendo el requerimiento
minimo de oxigeno en la mayoria de rios de 5 a 6 mg/L, valores a partir de los cuales es posible
la vida acuatica. Por tanto, se puede concluir que las concentraciones de oxigeno disuelto en el

rio Guadalquivir son adecuados (Pefia, 2007).

Por otro lado, el potencial redox es una medida quimica que representa la actividad de los
electrones, midiendo la cantidad de cargas positivas y negativas (moléculas oxidadas y

reducidas) presentes en el agua.

Seguln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la determinacion del potencial redox es
una medida muy fiable para determinar la calidad sanitaria del agua potable (Albarran-Zavala,
2008; Manrique, 2021).

Si el medio es reductor, el potencial redox sera menor de 75 mV; por el contrario, cuando el
valor es mayor a 75 mV, se considera que el sistema es oxidante. Por lo general, un medio
reductor se considera un medio contaminado por microorganismos 0 materia organica
(Manrique, 2021).

En todos los puntos muestreados del rio Guadalquivir el potencial redox mostrd valores muy
por encima de 75 mV, siendo la media 290+33 mV (Figura 3, derecha). Como consecuencia,
se puede decir que, en principio, el agua del rio Guadalquivir es un medio oxidante poco
contaminado por materia orgéanica y/o microorganismos, como se discutird en apartados

posteriores.
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Figura 3: Variacion de pH, concentracion de O disuelto (izquierda) y potencial redox

(derecha) en el agua a lo largo del rio Guadalquivir y en su estuario.

4.1.2. Determinacion de la concentracién de carbono disuelto y alcalinidad

La concentracion de Carbono organico total soluble es la medida cuantitativa del carbono,
inorganico y organico, presente en una muestra liquida. En concreto el CI representa las
especies de Carbono Inorganico en una solucion, incluyendo moléculas de didxido de carbono
disuelto, carbonato, bicarbonato y &cido carbonico. EI COT soluble deriva principalmente de la
descomposicion de plantas, crecimiento bacteriano, actividades metabolicas de organismos

vivos 0 de compuestos quimicos (Bisutti, 2004).

Es destacable que los rios juegan un papel fundamental en el ciclo del carbono ya que, entre
otros, transforman y transportan el carbono organico terrestre. Dado gque la concentracion de
carbono orgénico disuelto se ve afectada por diversos factores, tanto naturales como
antropogénicos, ésta se considera un indicador importante de la calidad del agua. Asi, una
muestra de agua se cataloga como “agua natural” cuando su nivel de COT es menor de 10 mg/L;

por el contrario, cuando COT > 100 mg/L, se considera que el agua es residual (Bisutti, 2004).

La Figura 4 muestra la concentracion de los distintos tipos de carbono a lo largo del rio
Guadalquivir. Se puede observar cdmo en la primera mitad del curso del rio los valores de COT
(mg/L) se encontraban muy por debajo del limite de 10 mg/L; en el segundo tramo, si bien las
concentraciones alcanzaban niveles mas altos, se sigue sin superar el limite de COT
preocupante. Por tanto, en lo que respecta a la concentracion de carbono, se puede afirmar que
el rio Guadalquivir se encentra en buen estado medioambiental. No obstante, el incremento en

el tramo final puede ser consecuencia de las actividades antropicas que transcurren en el entorno



del rio, asi como al aporte de aguas donde no se ha conseguido una elevada eficacia de

depuracion.
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Figura 4: Concentracion de las distintas formas de carbono (CT, Cly COT) a lo largo del

cauce del rio Guadalquivir y en su estuario.

Por otro lado, la concentracién de CI oscilé entre 34,7-54,3 mg/L, con un promedio de 45+7,2
mg/L. Como se ha mencionado anteriormente, este carbono se encuentra principalmente en
compuestos simples, como carbonatos y biocarbonatos, siendo una variable que se relaciona

intimamente con la alcalinidad (Osiroff et al., 2015)

La alcalinidad es la capacidad que tiene una muestra liquida para neutralizar o regular cambios
en la acidez, es decir, la capacidad amortiguadora del pH de una solucion (Sigler & Bauder,
2017). Determinar cuando un nivel de alcalinidad en agua es alto es complicado, ya que hay
muchos factores a tener en cuenta que afectan al pH de la muestra. En aguas naturales la
alcalinidad oscila principalmente debido a la presencia de sales. La Tabla 6 muestra los

intervalos de calidad en agua potable.

En los puntos muestreados del agua del rio Guadalquivir, segun los intervalos de la Tabla 6, la
alcalinidad total estaria entre valores medios y altos (Figura 5), con una media de 214+42 mg/L
CaCOg, aunque con importantes variaciones entre puntos, y alcanzando los valores mas

elevados, de forma puntual, antes de la zona de estuario.



Tabla 6: Intervalos de alcalinidad y efectos en agua potable (Wurts, 2002).

Intervalos Efectos
Bajo: 0 a 100 mg CaCOs/L Agua corrosiva si el pH <7
Medio: 100 a 200 mg CaCOaz/L Sin efectos destacables
Alto: >200 mg CaCOs/L Depositos o incrustaciones en tuberias

Una alcalinidad alta no presenta un riesgo directo en la salud humana, aunque, a nivel de
infraestructuras urbanas, puede causar obstruccion de tuberias. Adicionalmente, cuando se usan
aguas con alcalinidad alta para riegos, el pH del sustrato aumenta progresivamente, lo que

deriva en una falta de disponibilidad de ciertos nutrientes, como el hierro, zinc 0 manganeso.

La deficiencia de hierro en el suelo produce clorosis (blanqueamiento de las hojas jovenes) en
las plantas. No obstante, en este caso se alcanzan valores adecuados para un entorno natural
(Abd-Alla et al., 2014; Sigler & Bauder, 2017).
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Figura 5: Valores de alcalinidad total (mg CaCOs/L)

4.1.3. Niveles de s6lidos en suspension y turbidez

La concentracion de solidos en suspension en aguas es una de sus caracteristicas fisicas mas
importantes, al informar sobre la cantidad de sélidos no filtrables presentes en las mismas y

estar estrechamente relacionada con la turbidez.



En la Figura 6 se muestran los niveles de solidos en suspension, tanto minerales (SSM) como
volétiles (SSV). La menor concentracion de soélidos en suspensién se observo en los primeros
puntos de muestreo (G1-G3), con una media de sélidos en suspension totales (SST) de 3,5+1,4
mg/L, mientras que en la parte media del rio (G4-G15) el valor medio de SST fue de 46+26
mg/L, y la mayor concentracion de sélidos se encontro en el Ultimo tramo del rio (G16-G20)
con un promedio de 302+157 mg/L, aunque con una importante variabilidad. Parece evidente
que, a medida que avanza el rio, va recibiendo descargas de otros rios, lo cual, sumado al paso
por nucleos urbanos y a las escorrentias provenientes de cultivos, como el olivar, que dejan su
suelo desprotegido, suponen una gran fuente de sélidos en suspension. En cuanto al posible
aporte urbano, desde los primeros estudios de caracterizacion de las aguas hasta los actuales, se
ha considerado que gran parte de la contaminacion urbana es movilizada en episodios de lluvia
y esta asociada a liberacion de solidos en suspensién. Por ese motivo, caracterizar los sélidos

en suspension totales es util como trazador de otros contaminantes asociados (Anta et al., 2009).
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Figura 6: Concentracién de solidos en suspension, minerales (SSM) y volatiles (SSV), a lo

largo del curso del rio Guadalquivir y en su estuario.

Los solidos en suspension estan intimamente relacionados con la turbidez (Figura 7). La
turbidez es el fendmeno que se produce cuando una muestra de agua con particulas en
suspension absorbe y dispersa la luz, y se mide en unidades nefelométricas de turbidez (NTU)
(Davies-Colley, 2001).

Esta variable es una de las mas importantes a tener en cuenta a la hora de evaluar la calidad de

agua para consumo humano y para usos recreativos. Ademas de tener un impacto visual



negativo, puede ser indicador de contaminacion microbiolégica o por compuestos tdxicos, los
cuales se adhieren a la materia en suspension (Davies-Colley, 2001; RHB, 2022).
Adicionalmente, el aumento de particulas en suspension influira en la luz que llegue al medio
acudtico y condicionar la tasa de oxigenacion, ya que un alto nivel de turbidez impide la correcta

fotosintesis de las algas que se encuentren en ese medio (RHB, 2022).
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Figura 7: Relacion entre los sélidos en suspension totales y la turbidez.

R?=10,9479;y = 0,8851x + 16,93

Segun la OMS, cuando se habla de agua para el consumo humano, los niveles de turbidez no
pueden superar el valor de 5 NTU, e idealmente, deberia estar por debajo de 1 NTU. La Figura
8 muestra los niveles de turbidez evaluados a lo largo del curso del rio Guadalquivir y en su

estuario.

Los Unicos puntos muestreados que mostraron un valor inferior a5 NTU fueron los 3 primeros
(G1-G3), ya que al encontrarse cerca del nacimiento no han recibido descargas de otros rios o
procedentes de actividades antrépicas. No obstante, una muestra de agua se puede considerar

de baja turbidez cuando se encuentra entre 0—400 NTU.

Como se puede observar en la siguiente figura, solo los puntos G16 y G18 superaron este valor,
lo que estd en consonancia con la concentracion de solidos en suspension anteriormente

descrita.
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Figura 8: Evolucidn de la turbidez a lo largo del rio Guadalquivir y en su estuario.

4.1.4. Evaluacion de iones, conductividad y dureza

Los cationes son iones cargados positivamente, mientras que los aniones estan cargados
negativamente. La salinidad ionica de los cuerpos de agua normalmente se determina por 4
cationes principales: calcio, magnesio, sodio y potasio, ya que son todos elementos que forman
parte de funciones vitales de los seres vivos. Mientras que el sodio y potasio estan implicados
en el transporte e intercambio ionico, el calcio actia en diferentes formas en poblaciones
vegetales de agua dulce, siendo esencial para su correcto desarrollo y crecimiento. Por otro

lado, el magnesio se encuentra presente en todas las plantas con clorofila (Zamora et al., 2016).

Dentro de la categoria de “cationes™, se han analizado las concentraciones de sodio (Na*),
potasio (K*), calcio (Ca?*), magnesio (Mg?*) y amonio (NH4"). En el caso del amonio, hay que
destacar que en la mayoria de puntos de muestreo la concentracion no alcanzé el limite de
deteccidn de las técnicas analiticas utilizadas, mientras que en los que si se pudo medir la
concentracion, esta fue inferior a 1,4 mg/L (Tabla 7). El resto de cationes se encuentran
representados en la Figura 9 . La presencia de amonio puede deberse a contaminacion urbana,
industrial o agricola, ya que este compuesto puede encontrarse en diferentes restos en
descomposicion y abonos. Una mayor concentracion de amonio puede suponer la proliferacion

de algas y disminucion de materia organica en agua (Waterboards, 2010).
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Tabla 7: Concentracion de amonio en los ultimos puntos del rio Guadalquivir y su estuario.

Gl4 | G15 | G16 | G17 | G18 | G19 | G20

Amonio

mg/L | 0,430 | <0,1| <01 |0,525|1,400 | 0,800 | <0,5

En relacion a los aniones, se han analizado las concentraciones de cloruro (CI), sulfato (SO4%),

nitrato (NO3") y fosfato (PO+*), aunque en este Gltimo todos los valores quedaban por debajo
del limite de deteccion (<5 mg/L) (Figura 9).

En la Figura 9 se observa como en el primer tramo del rio (G1-G3) la concentracion de cationes
y aniones fue muy baja, con una media de 160+85 mg/L, lo que esta en consonancia con los
valores de conductividad observados. En los siguientes puntos (G4-G17), hasta los puntos de
muestreo cercanos al estuario, la concentracion promedio fue de 732+185 mg/L, posiblemente

debido a los aportes de escorrentia y efluentes de depuradoras urbanas.
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Figura 9: Concentracion de cationes y aniones a lo largo del rio Guadalquivir y en su

estuario.

Por ultimo, en el dltimo tramo destaca el gran incremento en la concentracion de algunos
cationes y aniones, principalmente sodio y cloro, lo cual probablemente se deba a la interaccion
de agua de rio y mar. El agua del océano Atlantico contiene 33-36 g/L de sales, y esta cantidad
de sales se dividen principalmente en sodio y cloro provenientes de la sal (cloruro sédico)

(Lyman & Fleming, 1940). Esto no quita, sin embargo, que en agua de mar haya otros elementos
(Figura 10).
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Figura 10: Composicién quimica del agua del mar (Lyman & Fleming, 1940)

Ademas, en los 2 ultimos puntos de muestreo (G19 y G20) se observaba la presencia de sulfato,
magnesio, calcio y potasio, elementos presentes en la composicion de sales del agua de mar,

como se observa en la Figura 10.

Como variable directamente relacionada con la presencia de iones (cationes y aniones) esta la
conductividad, al hacer referencia al contenido salino del agua. Valores altos de conductividad
pueden ser consecuencia de vertidos urbanos y/o industriales, si bien, en otras ocasiones,
pueden deberse a procesos naturales de disolucion ionica (RHB, 2022). En el caso de las aguas
residuales urbanas, el valor limite de vertido establecido para la conductividad en el “Decreto
109/2015, de 17 de marzo, por el que se aprueba el Reglamento de Vertidos al Dominio Pablico
Hidraulico y al Dominio Publico Maritimo-Terrestre de Andalucia” es de 2000 puS/cm, a 25°C
de manera puntual. Por otro lado, los valores normales de conductividad en aguas residuales

urbanas oscilan entre 500 a 1500 pS/cm.

En los muestreos realizados, la conductividad mostré un valor medio de 1.291+498 uS/cm en
la mayor parte del rio (G1-G17) (Figura 11, izquierda). Sin embargo, en los ultimos puntos del
rio (G18-G20) esta variable sufrio un incremento del 1.625%, con un promedio de
22.277+1.725 uS/cm. Esto podria deberse a procesos naturales de intercambio de aguas, ya que
estos 3 ultimos puntos son los mas cercanos al estuario, donde se produce la interaccion entre
el agua dulce del rio y la salada del Océano Atlantico. El intercambio de aguas debe ser también
el responsable del incremento en la dureza del agua que tambien se observo en los tres ultimos
puntos de muestreo (Figura 11, derecha), con una media de 429+123 mg CaCOz/L en los puntos

G1-G17 y ascendiendo a un rango de 1.033 hasta 5.293 mg CaCOs/L en el estuario.



La dureza es una variable en consecuencia de la concentracion de calcio y magnesio en las
aguas (Rodriguez, 2009). Una dureza demasiado alta o baja puede llegar a causar dafios en
ciertas infraestructuras urbanas, como tuberias y piscinas. Si la dureza es alta se favorece la
creacion de depositos de cal, mientras que si es baja se promueve la corrosion de elementos
metalicos de hormigon. Adicionalmente, tanto si es alta como baja puede causar irritacion en
la piel y en los ojos (Zamora, 2009). Segin la OMS, para aguas potables, el umbral de tolerancia
oscila entre 100-300 mg de carbonato de calcio por litro. No obstante, en este caso los valores
de dureza observados estan en consonancia con la conductividad, siguiendo una tendencia

paralela y creciente en los ultimos puntos muestreados por las causas anteriormente descritas.
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Figura 11: Conductividad (izquierda) y dureza (derecha) del agua evaluados a lo largo del rio

Guadalquivir y en su estuario.

4.1.5. Determinacién de la concentracién de metales

Los metales que se midieron fueron: hierro, manganeso, cobre, zinc y niquel, por tratarse de los

mas relevantes desde el punto de vista medioambiental (Joseph et al., 2019).

Segun el Real Decreto 140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios sanitarios

de la calidad del agua de consumo humano, los limites maximos establecidos son:

- Hierro: 200 pg/L

- Manganeso: 50 pg/L
- Cobre: 2 mg/L

- Niquel: 20 pg/L



Para el Zinc, el Real Decreto 140/2003 no establece un limite; sin embargo, la OMS establecio

como limite legal 5 mg/L.

En los primeros puntos de muestreo (G1-G3) las concentraciones de todos los metales cumplen
los limites establecidos para agua de consumo humano, lo cual estd en consonancia con la
premisa de que aquellos puntos cerca del nacimiento del rio son los mas limpios, a sabiendas
de que previo a su consumo generalmente es necesario un proceso de potabilizacion

ampliamente utilizado en la mayoria de los ndcleos urbanos.

A partir del punto G4, las concentraciones de metales comenzaron a aumentar,
fundamentalmente el hierro y el manganeso (Figura 12). Habria que darle especial importancia
al hierro, que llega a marcar concentraciones mas de 10 veces superiores al limite marcado por
el Real Decreto 140/2003.

Las concentraciones de cobre (Cu), zinc (Zn) y niquel (Ni) no alcanzaron concentraciones
superiores al limite de deteccion, dando como resultado en todos los puntos valores inferiores
a 50, 50 y 20 pg/L, respectivamente, a excepcion del Gltimo punto del rio (G20) en el cual la

concentracion del cobre alcanzo los 92,9 pg/L.

En 2004, Ecologistas en Accion remitio un informe a la Comision Europea de Medio Ambiente
para detener un proyecto minero “Cobre de las Cruces”, una mina a cielo abierto para la
extraccion de cobre, que suponia un deterioro para el estuario del Guadalquivir. A pesar de ello,
el proyecto siguio su curso y, desde ese entonces, la empresa promotora ha sido sancionada en
numerosas ocasiones por comprometer la salud medioambiental del acuifero y estuario del rio
Guadalquivir (Ecologistas en Accion, 2004; Piz4, 2018; Rejon, 2021).

Quiza este hecho podria ser uno de los motivos de la aparicion de dicho metal en las aguas, si

bien se requieren estudios adicionales que lo ratifiquen.



3000

2500 { | EEEE Mn

2000 -

1500 -

Metales (ug/L)

1000 -

500 A

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 Gl1 G12 G13 Gl14 G15 G16 G17 G18 G19 G20

Puntos de muestreo

Figura 12: Concentraciones de metales (hierro, manganeso y cobre) en los distintos puntos

del rio Guadalquivir y de su estuario.

Los niveles de Fe y Mn, indetectables en los primeros puntos de muestreo (G1-G3), empezaron
a detectarse a partir de G4, con concentraciones de 680695 y 88+63 ng/L para el Fe y el Mn,
respectivamente. Muy significativo fue el gran incremento experimentd el Fe a partir del punto
G15, alcanzado niveles maximos de hasta 2.261 ug/L en G18, para después volver a disminuir

en el estuario (G19 y G20).

Las concentraciones tan elevadas de Fe podrian deberse a que, previo a ese punto se encuentra
la desembocadura del rio Guadaira (Figura 13), rio que se ha considerado durante muchos afios
uno de los méas contaminados de Europa, debido a que en él se vierten productos empleados
para el lavado y aderezo de la aceituna, que generalmente poseen altos niveles de hierro
(Lucena, 2016).

Para tratar de controlar estos vertidos se impuso una sancién de mas de 600.000 de euros a la
empresa causante de los vertidos (Rincon, 2007). Lamentablemente, son muchas las empresas
acusadas de verter ilegalmente en este rio y hoy dia atn no se ha controlado la situacion (Glez,
2019).
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Figura 13: Desembocadura del rio Guadaira en el Guadalquivir y localizacion del punto de

muestreo G16 (Google Maps).

4.1.6. Evaluacion de los niveles de pesticidas y trihalometanos

Dada la importancia histérica de la actividad agrondémica en el entorno del rio Guadalquivir, se
ha realizado un seguimiento de los principales pesticidas utilizados en dicho contexto, con el
objetivo de evaluar su posible impacto sobre el ecosistema acuético en estudio. En concreto,
los pesticidas analizados fueron el diurdn, la simazina y la terbutilazina. Para todos ellos, las
concentraciones en la mayor parte del rio (G1 — G14) no alcanzaron los limites de deteccion
(<20 ng/L), a excepcion del punto G10, en el cual, para el diurdn, se obtuvo una concentracion
de 22 ng/L. Ademas, en los tltimos puntos del rio, si se pudieron medir ciertas concentraciones

de estos pesticidas (Tabla 8).

Tabla 8: Concentracion de pesticidas detectados en el ultimo transecto del rio Guadalquivir.

Concentracion (ng/L) G15 | G16 | G17 | G18 | G19 | G20

Diuron <20 | <20 | 22,6 | 23,7 20 298
Simazina 46,4 | <20 | <20 | <20 | <20 | <20
Terbutilazina <20 | <20 | <20 | <20 | <20 22

El diuron es un compuesto herbicida que se usa en agricultura y que muestra una gran
persistencia en el medioambiente. La exposicion a altas concentraciones de este pesticida puede
provocar alteraciones en la sangre y llegar a causar tumoracion y cancer. Al ser vertido en aguas
superficiales puede quedar retenido en los sedimentos y causar toxicidad en organismos

acuaticos e incluso su muerte (PRTR, 2007). La simazina es otro herbicida capaz de contaminar



el suelo y aguas subterraneas. La exposicion prolongada a este biocida puede tener efectos
deletéreos en higado, rifiones y sistema circulatorio, ademés de producir lesiones genéticas. Si
bien se ha descrito que posee una baja toxicidad en los peces, sin embargo, se cataloga como
sustancia muy persistente debido a que su degradacién en el medioambiente es muy lenta y se
bioacumula (PRTR, 2007). Por ultimo, la terbutilazina, es un herbicida que puede irritar y
causar graves lesiones en los ojos, ademas de ser un producto muy toxico para el medioambiente

acuatico, debido también a su elevada persistencia (Tasca, 2018).

En principio, la agricultura debe ser la primera causa que justifique la presencia de estos
pesticidas en el rio Guadalquivir. Asi, su uso no controlado puede contaminar suelos y

acuiferos; adicionalmente, estos productos pueden llegar al rio por medio de escorrentias.

Otros contaminantes cuyas concentraciones se evaluaron fueron los trihalometanos, de los
cuales se midieron: cloroformo, clorodibromometano, diclorobrometano y bromoformo. Para
todos ellos, en todos los puntos del rio, las concentraciones obtenidas estuvieron por debajo del

limite de deteccion del equipo (<10 pg/L).

En los afios 2006-2008, en Gipuzkoa, se realizd un estudio tomando agua de 33 puntos de
muestreo de la red hidrografica para comprobar el riesgo en la salud que podrian suponer los
niveles de trihalometanos, llegdndose a la conclusién de que concentraciones menores a 10

pg/L implicaban un riesgo bajo (Santa et al., 2010).

4.1.7. Determinacion de la concentracién de cloro residual libre

El cloro es el agente méas usado en todo el mundo como desinfectante para el agua de consumo
humano, ya que debido a su fuerte caracter oxidante es capaz de destruir patdgenos y otros
compuestos que causan el mal sabor del agua. Es un compuesto facil de controlar y esta
comprobada su inocuidad si se utilizan las concentraciones (Pereira, 2013). En tratamiento de
aguas residuales, cuando el agua se ha depurado y se somete a un tratamiento terciario previo a
su vertido, se suele aplicar cloro en exceso (2 mg/L aproximadamente) para purificarla y oxidar
pequefios restos de compuestos contaminantes y microorganismos que aln pudieran
encontrarse en ella. Tras el procedimiento, este cloro queda en el agua como cloro residual libre
y sigue desinfectando el agua a la vez que disminuye su concentracion progresivamente, por lo
gue es normal encontrar pequefias cantidades de este compuesto tanto en aguas de rios como

en agua de mar si se vierten aguas depuradas en zonas cercanas (Sheikhi et al., 2014).



La OMS indica que, a pesar de que no se ha observado ningun efecto adverso en los humanos
expuestos a cloro libre en agua potable, el valor de este componente no debe superar los 5 mg/L,
tratandose este limite de un valor conservador. En Espafia, la normativa vigente, en materia de
criterios sanitarios de la calidad del agua de consumo humano que se aplica a los
abastecimientos, queda recogida en el Real Decreto 140/2003, de 7 de febrero, con un limite de
1 mg/L. En el muestreo realizado los valores de concentracion de cloro residual no superaron
en ningun caso los 0,10 mg/L. Cabe resaltar que la ausencia o niveles bajos de cloro residual

libre no implica la presencia de contaminacion microbioldgica (Castro et al., 2021).

4.1.8. Determinacion de la concentracién de clorofila

Ademas de las variables fisicoquimicas anteriormente descritas, se realizé un seguimiento de
la concentracion de clorofila a lo largo del rio Guadalquivir. La clorofila es una familia de
pigmentos que permiten a los organismos fotosintéticos realizar la fotosintesis, transformando
la energia del sol en energia quimica. De los tipos de clorofila existentes, en este estudio se han
determinado tres, las clorofilas a, b y ¢ (Maclntyre, 2002), cuya evaluacion puede informar
sobre la proliferacion de microorganismos fotosintéticos en el cauce del rio. Segun Ferruzi y
Blakeslee (2007), las caracteristicas de estos tipos de clorofila son las siguientes: Las clorofilas
a 'y b poseen color verde y estan presentes en plantas y algas. Por su parte, la clorofila ¢ se
encuentra en ciertas categorias de algas, especialmente en los dinoflagelados, siendo su color
rojizo. La clorofila a es capaz de absorber la luz y posibilita la transformacion de energia
luminica a quimica, mientras las clorofilas b y ¢ aumentan la capacidad de absorcion de luz por

parte de la clorofila a.

Como se muestra en la Figura 14, la categoria de clorofila con mayor presencia en los muestreos
realizados fue sin lugar a duda la clorofila a, seguida por la clorofila c. Ademas, los niveles de

clorofila subieron a partir de G9, alcanzando un méaximo en G14.
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Figura 14: Niveles de distintos tipos de clorofila evaluados a lo largo del curso del rio

Guadalquivir y en su estuario.

La figura 15 muestra como se correlacionan las concentraciones de carbono organico total y de
nitratos con la clorofila a. Segun la figura, una de las posibles causas de la proliferacion de

microorganismos fotosintéticos podria ser la presencia de nitratos, si bien el COT no influye al
tratarse de microorganismos fundamentalmente autétrofos.
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Figura 15: Relacion entre las concentraciones de carbono organico total, nitratos y de

clorofila a.



4.1.8. Bacterias coliformes totales y E. coli

Las bacterias coliformes incluyen un gran grupo de bacterias que habitan en el intestino de
humanos y animales, ayudando a la digestion de la comida, la mayoria de las cuales son inocuas
para los humanos, por lo que, en principio, la presencia de coliformes en el agua no implica que
su consumo cause enfermedad (Payus & Nandini, 2014). Su presencia indica que existe una via
de contaminacion desde una fuente de bacterias (sistemas sépticos, heces de animales...) a un
curso de agua. Esta via puede ser utilizada por aquellas otras bacterias que si pueden causar
enfermedades (Swistock & Sharpe, 2016). E. coli es un tipo de coliforme, concretamente una
bacteria fecal, que normalmente se encuentra en el intestino de animales y humanos. En este
caso, un resultado positivo es méas serio, ya que puede indicar que desechos animales 0 humanos
han estado o estan en contacto con el agua (Swistock & Sharpe, 2016). Aunque la mayoria de
bacterias E. coli no causan enfermedad, cuando una persona contrae una enfermedad por E. coli
(generalmente a través de alimentos 0 agua contaminada), ésta puede diseminarse por el cuerpo
a través de la sangre, higado y sistema nervioso, aunque la zona primaria de infeccion es el

tracto gastrointestinal, causando nduseas, vomitos, fiebre, etc., (Rock & Rivera, 2014).

El Real Decreto 140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios sanitarios de la
calidad del agua de consumo humano, indica un limite méaximo de coliformes de 0 Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) en 100 mL de muestra. Para E. coli, el nivel permitido para

agua potable es, dependiendo del tipo de agua (Tabla 9):

Tabla 9: Niveles de E.coli permitidos segun el tipo de agua (Rock & Rivera, 2014)

Uso Nivel permitido (UFC/100 mL)
Agua potable 0
Aguas superficiales con contacto corporal completo 235
Aguas superficiales con contacto corporal parcial 575
Aguas residuales de riego <2,2
Aguas residuales de descarga <1,0

Las Figura 16 muestra los niveles de coliformes y, especificamente, dentro de este grupo los
niveles de E. coli, respectivamente, determinados en aguas del rio Guadalquivir. Se observo
que habia una presencia importante de coliformes a lo largo de todo el curso del rio, salvo en el

nacimiento y en los puntos de la desembocadura, destacando un aumento muy elevado de los



niveles de coliformes en determinadas localizaciones, como fueron: G6-G7, G11, G14, G16-
G17 (Figura 16, izquierda). Respecto a la Figura 16 (derecha), se observo un incremento
significativo en G11 de E. coli, con un valor de 3.000 UCF/100 mL, muy superior al resto, sin

embargo, no fue este punto el que presentd los valores mas altos de coliformes.

Haciendo incidencia en el punto G14, donde se encuentra la mayor concentracion de coliformes
con 25.000 UFC/100 mL, previo a este punto desemboca el rio Corbones. En 2018 este rio se
encontraba muy contaminado y con niveles de oxigeno tan bajos que era comdn encontrar peces
muertos. Asimismo, el rio pasaba por grandes periodos de sequia en los que el curso de agua
desaparecia (Garcia, 2018). En 2019, se empez6 una labor de restauracion para retirar 15.000
m? de sedimentos y vegetacion muerta que impedia que el rio fluyera (CHG, 2019), lo que
puede ser la causa del alto nivel de coliformes, ya que al fluir de nuevo el rio, se pueden haber

lavado los restos de materia organica hasta desembocar en el Guadalquivir.
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Figura 16: Niveles de bacterias coliformes (izquierda), y especificamente de E. coli
(derecha), determinados en agua a lo largo del curso del rio Guadalquivir y en su estuario.

Por otro lado, el incremento de coliformes y de los niveles de E.coli a partir del punto G13
también puede explicarse por encontrarse la desembocadura del rio Genil previo a dicho punto
de muestreo. Este afluente lleva arrastrando problemas desde 1995, empezando por el
revestimiento de hormigdn en su paso por Granada, que afecta gravemente a su cauce y que
esta acabando con su vegetacion y fauna autoctonas (Sarrion, 2022).

En la actualidad, el Genil se posiciona como uno de los rios mas contaminados y de peor calidad
de Andalucia, debido a numerosas modificaciones del cauce y continuos vertidos de aguas sin
depurar (Muiioz, 2020).




4.1.10. Indice de calidad del agua

Para tener una vision global que incorpore los principales indicadores medidos en la calidad del
agua de forma conjunta, se ha calculado el ICA. Como se aprecia en la Figura 17, a medida que
avanza el curso del rio, el ICA va disminuyendo, pasando de una calidad “Buena” al inicio del
Guadalquivir, entre los puntos G1-G5; en el tramo intermedio (G6-G15) la calidad pasa a ser
“Regular” y, por ultimo, en el Gltimo transecto, el ICA disminuye hasta llegar a un nivel de
calidad “Mala”. No obstante, en los dos ultimos puntos, el indice mejora, lo que puede deberse

al intercambio de aguas, que diluye las concentraciones de algunos contaminantes.

En el rio Manzanares, Madrid, se realizo un estudio evaluando el indice de calidad del rio en
diferentes tramos de éste, desde el sector periurbano previo a la ciudad hasta el periférico,
determinandose que, tras el paso del cauce por la zona urbana, su calidad ambiental disminuye

hasta un 50% (Da Silva, 2018), al igual que ocurre con el rio Guadalquivir, aunque a mayor
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Figura 17: indice de calidad del agua a lo largo del rio Guadalquivir y en su estuario.



4.2. Analisis metagenomico

4.2.1. Ildentificaciones microbianas a nivel de filo

El anélisis metagendémico del agua permitié evaluar los microorganismos presentes a lo largo
del curso de rio Guadalquivir y en su estuario a distintos niveles taxonémicos. Se obtuvo una
media de 20.944+5.871 identificaciones por punto de muestreo, siendo el valor maximo de
30.953 (G5) y el minimo 9.628 (G20). Realizando una comparacion con el punto méas limpio
(G1), se observé un leve incremento en el nimero de identificaciones en la primera mitad del
rio (G3-G7), seqguido de un descenso hasta el tramo G17-G18, donde la abundancia de
microorganismos vuelve a aumentar, para luego sufrir nuevo descenso en los dos Gltimos puntos

del rio (G19-G20), localizados ya en el estuario.

La Figura 18 muestra el numero de identificaciones de los distintos filos de bacterias presentes
en el agua de rio. El filo con mayor presencia fue Proteobacteria, con una proporcién de
alrededor del 68% de las lecturas totales en todos los puntos del rio, seguido por Actinobacteria,
cuyo porcentaje fue proximo al 20%. Aquellas zonas en las que se observé un incremento en el
namero de identificaciones, desde el punto G3 hasta G8 y en los puntos G17-G18, el filo
Proteobacteria crecia de forma significativa respecto al resto, con una representacion de casi el
80% en los puntos mencionados. Dentro de las bacterias, las Proteobacterias es un filo principal

en cursos de agua dulce (Kurokawa et al., 2002; Yu et al., 2012).
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Figura 18: Evolucion de los cambios a nivel de filo en el microbioma de aguas recogidas a
lo largo del curso del rio Guadalquivir y en su estuario.



Con porcentajes méas reducidos se encontraron otros filos: Bacteroidetes (en torno al 5,5%),
Firmicutes (1,8%) y Verrucomicrobia (2%). Por ultimo, en proporciones muy bajas (<1%) se
encontraban los filos: Acidobacteria, Chlamydiae, Chlorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria,
Fusobacteria, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes, Spirochaetes, Synergistetes y

Tenericutes.

Los cambios estadisticamente significativos en la evolucion de los distintos filos a lo largo del
rio se evaluaron comparando con el punto G1, considerado el mas limpio al encontrarse muy
préximo al nacimiento del rio. Esta consideracion estuvo refrendada por las distintas
determinaciones fisicoquimicas evaluadas previamente en este trabajo. Los filos que mostraron
cambios significativos se recogen en la Tabla 10. Salvo el caso de los filos Bacteroidetes y
Proteobacteria, que mostraron un incremento exclusivamente en el punto G3, el resto de los
cambios observados fueron todos disminuciones en el nimero de identificaciones respecto a
G1. Asi, los filos Acidobacteria y Nitrospirae presentaron una tendencia similar, al mostrar un
descenso significativo en todos los puntos del rio respecto al G1. Los niveles de Cyanobacteria
y Gemmatimonadetes cambiaron significativamente en casi todos los puntos de muestreo, salvo
excepciones puntuales situadas en la segunda mitad del rio. En el caso de los filos
Planctomycetes y Verrucomicrobia, las variaciones se encuentran concentradas en las secciones
del rio que comprenden los puntos G1-G9 y G18-G20. Finalmente, Actinobacteria y Fimicutes

solo variaban en ciertas localizaciones préximas al nacimiento y a la desembocadura del rio.

Tabla 10: Filos bacterianos que mostraron diferencias significativas de abundancia en los
distintos sitios del rio Guadalquivir respecto al punto inicial (G1).

Filos G2 G3 G4 G5  G6  G7 | G8 | G9 G100 Gl1| Gl2 G13  Gl14 | G15| G16 A G17 | G18 | G19 G20
acidobacteria [N - | .
Nitrospirae * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Cyanobacteria * o - o -- o wk - * - x * * o
Gemmatimonadetes | * ** * 3 @ & * * * £ * * * * *
Planctomycetes *k *x *k *x ok ok *x *x ok * *x
Verrucomicrobia * * * * * * *
Actinobacteria * * * *%
Firmicutes 3 *

Bacteroidetes ok
Proteobacteria *

Las celdas verdes representan filos cuya abundancia disminuye y las rojas aquellas otras que sufren un incremento
en el nimero de identificaciones respecto al punto G1. Las significaciones estadisticas son: ***, p<0,0001; **,
p<0,001 *, p < 0,05.



4.2.2. ldentificacion de microorganismos a nivel de familia

A nivel de familia, el analisis metagendmico permitio identificar 140 familias. En la Figura 19
se muestra la evolucion a lo largo del rio de aquellas familias cuyo porcentaje de representacion
en todo el curso era mayor a 1%. Con gran diferencia, la mas abundante fue Comamonadaceae,
una familia del filo Proteobacteria, con casi un 34% de representacion. Hay que destacar que
esta familia present6 un incremento en el nimero de identificaciones entre G3-G7, primer tramo
en el que aumentaron el nimero de identificaciones totales. Comamonadaceae es una familia
bacteriana grande y diversa que suele encontrarse en el agua y suelo, que pertenece al orden
Burkholderiales y que se amplia regularmente con nuevos géneros y especies. Actualmente
comprende cerca 30 géneros y 100 especies, entre los que hay anaerobios, aerobios,
desnitrificadores, bacterias oxidantes de hidr6geno, organotrofos, etc., (Willems, 2014). Los
géneros de esta familia forman un grupo filogenético con un nivel relativo de similitud en la
secuencia del gen ADNr 16s de entre el 93-97% (Willems, 2014).

El resto de familias representadas no superaron ninguna el 10% de representacion.
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Figura 19: Evolucion de la abundancia de las distintas familias microbianas identificadas a lo

largo del cauce del rio Guadalquivir y en su estuario. Sélo se muestran aquellas familias cuyo

porcentaje de representacion fue superior al 1%.




Indice de Shannon-Wiener (H”)

Para evaluar la biodiversidad, se calcul6 el indice de Shannon-Wiener (H") de las familias de
microorganismos en todos los puntos a lo largo del curso del rio, resultados que se muestran en
la Figura 20. La zona préxima al nacimiento del rio (G1) fue la que present6 el mayor indice
de biodiversidad, con un valor de H’ de 2,82+0,13, valor que fue més bajo en el resto de
localizaciones. Hay que destacar que hubo una disminucidon estadisticamente significativa en
dos tramos del rio: 1) Una primera de mayor magnitud en el primer tramo del rio (G3-G7),
que coincidia con el aumento ya indicado en el nimero de identificaciones. 2) una segunda de
menor magnitud al final, en los dos puntos de muestreo situados en el estuario (G19-G20),

donde también descendia de forma notoria el nimero de identificaciones.

Diferentes estudios demuestran que la diversidad bioldgica disminuye en gran medida al
exponerse a contaminacion ambiental de origen antrépico. Adicionalmente, se observa una
relacién entre las fuentes de vertidos industriales y urbanos con el aumento de individuos de

géneros bacterianos potencialmente patdégenos (Paruch et al., 2019; Kéchling et al., 2017)
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Figura 20: Diversidad bacteriana a nivel de familia evaluada a largo del curso del rio

Guadalquivir mediante el indice de Shannon-Wiener. Las diferencias significativas respecto a la

localizacion G1 se expresan como: **** p<0,0001; ***, p<0,001; *, p<0,05.

Con el nimero de identificaciones a niveles de familia, se realizd un analisis de componentes
principales, tratando de simplificar un espacio muestral tan complejo sin perder informacion

relevante (Figura 21). En la figura, en el eje X se encuentra el componente principal 1, que



posee el 18,1% de la informacion original, aquella relevante para ver las diferencias
significativas, mientras que en el eje Y estd el componente principal 2, con el 14,2% de la

informacion.

Como puede observarse en el analisis de componentes principales (Figura 24), existia una
evolucion progresiva con una tendencia circular, de forma que aquellos puntos en los que se
observa un comportamiento diferente son: el primer punto de muestreo (G1) y los ultimos
(G16-G20). Esto tendria sentido ya que el G1 es el punto més limpio del rio, mientras que los
ultimos son aquellos que, por un lado, estan mas contaminados ya que podrian haber ido
acumulando los vertidos, escorrentias, y otros posibles depositos. Adicionalmente, los 3 ultimos
puntos (G17-G20) al estar cerca de la desembocadura, se produce intercambio de aguas del rio
Guadalquivir con el océano Atlantico y su concentracién de sales aumenta, cambiando las

condiciones del entorno y, por ende, la capacidad de supervivencia de la fauna bacteriana.
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Figura 21: Analisis de componentes principales obtenido a partir de las identificaciones

bacterianas a nivel de familia a lo largo del curso del rio Guadalquivir y en su estuario.

A continuacion, se realiz6 un andlisis de clUster o agrupamientos considerando la abundancia a

lo largo del rio de las familias identificadas, para lo que se empled el programa Génesis (Sturn



et al., 2002). Inicialmente el nimero de familias identificadas fue de 140, un numero excesivo
para representarlo graficamente. Para reducir este nimero, se evaluaron estadisticamente
(GraphPad) aquellas familias que mostraban diferencias significativas respecto al punto inicial
G1. Asi, se determinaron 73 familias que presentaban al menos un punto de muestreo con
diferencias significativas, un nimero que seguia siendo muy elevado. Finalmente, el corte se
estableci6 seleccionando aquellas familias que presentaran diferencias significativas en tres
puntos 0 mas, con lo que el nimero de familias se redujo a 57. Este analisis se encuentra
detallado en la Tabla 14 del ANEXO II.

La Figura 22 muestra el analisis de cluster de aquellas familias seleccionadas que mostraron un
mayor numero de cambios significativos de abundancia a lo largo del curso del rio
Guadalquivir. Las familias se encuentran organizadas en agrupamientos (A-E) segln la
tendencia que presentan. Las familias que comprenden el cllster A se encontraban presentes en
gran medida en el nacimiento del rio (G1) y a medida que el curso del rio avanzaba su presencia
iba disminuyendo hasta el punto G11, en el cual muchas de las familias presentaron un
incremento hasta G18; finalmente, en el estuario (G19-G20) se observé un descenso. En el
cluster B, las familias aumentaban en el tramo que iba desde el punto G7 hasta G17. Las familias
gue componen los agrupamientos C y E mostraron un aumento en la primera mitad del rio entre
G5-G8 y G2-G7, respectivamente. Por el contrario, las que conforman el cluster D
experimentaron un incremento en la tltima parte del rio (G16-G20). Esto puede deberse a que
las familias de este clUster son mas resistentes a la posible contaminacion y, sobre todo, al
cambio de salinidad que ocurre en el tramo final del rio. Dentro de este Gltimo cluster, las
familias Coxiellaceae y Rhodospirillaceae se han descrito como patdgenos resistentes a
desinfectantes y a cambios en el medio. Son taxones que pueden encontrarse tanto en presencia
de oxigeno, como en condiciones anaerobias, como es el caso de aguas estancadas y fangos
(PATRIC, 2008). Otras familias, como Lactobacillaceae, Pseudomonadaceae y Frankiaceae,
podrian provenir de vertidos y escorrentias de procesos agroindustriales que se han ido

acumulando a lo largo del curso del rio (Cornelis, 2008; UConnecticut, 2011).
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Figura 22: Abundancia relativa de las familias identificadas en aguas a lo largo del curso del

rio Guadalquivir y su estuario. Agrupamientos obtenidos con el software Genesis (Sturn et al., 2002). Las
diferentes familias se encuentran agrupadas en 5 clusteres (A-E). Cada fila representa una familia diferente. Los
recuadros verdes indican aquellas muestras con una intensidad menor respecto los otros puntos de muestreo,
mientras que los rojos representan niveles superiores. La intensidad de color es proporcional a los colores

representados en la escala.



4.3. Analisis de correlaciones de los datos fisicoquimicos y bioldgicos

Para el andlisis de correlaciones se escogieron aquellas variables fisicoquimicas cuyos valores
en todos los puntos de muestreo dieron un valor por encima del limite de deteccion de la técnica
empleada. Se estudid la correlacion de estas variables entre ellas, con determinaciones
bioldgicas (coliformes totales, E. coli) y con el indice de biodiversidad de Shannon-Wiener
(Figura 23). Comenzando por las variables fisicoquimicas, es destacable la elevada correlacion
positiva que hubo entre cationes (sodio, potasio, calcio, magnesio) y aniones (cloruros,
sulfatos), y estos con la dureza y la conductividad. Los SST, SSM y SSV se correlacionaban
positivamente con la alcalinidad intermedia y la turbidez, y negativamente con el oxigeno
disuelto.
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Figura 23: Analisis de correlaciones entre variables fisicoquimicas y bioldgicas determinadas
en el rio Guadalquivir.

Respecto a la biodiversidad, se aprecio una correlacion negativa CT, ClI, alcalinidad parcial,

oxigeno disuelto y potencial redox. Diversos estudios demuestran que las bacterias consumen

carbono del medio en el que se encuentran, lo cual correlaciona el carbono con la biodiversidad,

ya que, en aquellos entornos donde hay mas bacterias, los niveles de carbono disminuiran a

medida que lo van consumiendo; por el contrario, en ambientes donde hay menos presencia de



bacterias que consuman carbono, habrd mayor concentracion (Carreira et al., 2021). El pH del
rio Guadalquivir fue alcalino con un valor promedio 9,35+1,31 mg/L. Dado que el rango 6ptimo
de pH para las bacterias debe oscilar entre 6,0 y 8,5, tiene sentido que, a medida que el medio
se hace mas alcalino, la biodiversidad disminuya (Cervantes-Martinez, 2017). La correlacion
negativa con el oxigeno disuelto podria explicarse por el filo Proteobacteria, cuya presencia
alcanzaba casi el 70%. La mayoria de las familias de este filo son anaerobias, lo cual implicaria
que la biodiversidad de familias disminuya a mayores niveles de oxigeno disuelto (Moon et al.,
2018). Por ultimo, el potencial redox cuanto mas aumentaba mas oxidante era el medio. Dado
que un entorno oxidante favorece la inhibicion del crecimiento de bacterias, esto explica la

relacion negativa entre el potencial redox y biodiversidad (Imlay, 2019).

En paralelo, también se han correlacionado todas las variables con Comamonadaceae, al ser la
familia que presentaba méas abundancia. Los resultados muestran una correlacion positiva con

la biodiversidad y el COT, y una correlacién negativa con Cl y oxigeno disuelto.



5. CONCLUSIONES

Tras una extensa caracterizacion del rio Guadalquivir a lo largo de todo su curso, se ha
observado que las zonas mas préximas al nacimiento son las mas limpias, como indica la
caracterizacion fisicoquimica, y con una mayor diversidad bacteriana. A medida que avanza el
curso del rio, el indice de calidad de agua va disminuyendo, pasando de una calidad “Buena”
entre los puntos G1-G5, a “Regular” en el tramo intermedio (G6-G15), llegando a ser “Mala”
en G16 y G17. En los puntos cercanos al estuario, el indice de calidad del agua mejora
ligeramente ya que las concentraciones de contaminantes se diluyen, siendo aniones y cationes
las unicas variables que presentan un incremento significativo proximo a la desembocadura

debido al intercambio de aguas con el océano.

Los picos de niveles altos de contaminantes y otras variables indicadoras de mala calidad del
agua se pueden relacionar con actividades de origen antropico aportadas por afluentes del rio
principal, como es el caso de la concentracion de hierro y cobre (desembocadura del rio
Guadaira), la presencia de pesticidas (actividades agrarias en el dltimo tramo del rio), o la

proliferacion de bacterias coliformes y de E. coli (P.ej.: desembocadura del rio Genil).

Por otra parte, el analisis metagendmico ha permitido crear un perfil microbioldgico y evaluar
los cambios en las comunidades microbianas del rio. El filo Proteobacteria ha resultado ser el
mas representativo (68% de las lecturas totales), destacando dentro de este la familia

Comamonadaceae, con una presencia en torno al 34%.

Ademas, el indice de Shannon-Wiener muestra que los mayores indices de biodiversidad se
encuentran en el nacimiento, con descensos a lo largo del cauce del rio que pueden asociarse a

actividades antrépicas (ya indicadas) que empobrecen la calidad del agua.

Por ultimo, relacionando variables fisicoquimicas y bioldgicas, se observa una correlacién
negativa entre la biodiversidad y carbono total e inorganico, alcalinidad parcial, O disuelto y
potencial redox, lo cual puede ser de gran utilidad a la hora de profundizar en el estudio de un

ecosistema tan complejo y relevante como el rio Guadalquivir.
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ANEXO |

Tabla 11: Variables fisicoquimicas y microbiol6gicas empleadas por diferentes indices de
calidad del agua (ICA) (Torres et al., 2009).

Pais Estados Unidos UNEP-GEMS Eljﬂm;;:a Espaiia Brasil Colombia
DWQI IAP
Indice 1CA ICA 1CA Frec*
NSF Dinius | HWQ | AWQ g%? 1159%,; 10A ISTO Rojas IC;EE;:A
1970 1987 | 12007 | 12007 1975 2002 1991
Pardmetro
oD X x x x x x ® 0.70
pH X x x x X X 0.70
DBO X 0.60
Mitratos X x x x 0.50
Coliformes Fecales X x X 0.50
Temperatura X x x 0.40
Turbiedad X x x x 0.40
Solidos Disueltos X x x
Torales 0.40
Fasforo Total x x x 0.30
Cadmio x x x 0.30
Mercurio X X X 0.30
Conductividad x x 0.20
Salidos x x
Suspendidos 0.20
Color X X 0.20
Nitrogeno Total x x 0.20
Cloruros x x 0.20
Plomo X X 0.20
Cromo Total x x 0.20
Arsénico x x 0.20
Fluoruro X x 0.20
Manganeso x x 0.20
Zinc X X 0.20
Coliformes Totales X x 0.20
DQO x 0.10
Alcalinidad X 0.10
Dureza X 0.10
Nitritos x 0.10
Amoniaco x 0.10
Fosfatos X 0.10
Sodio x 0.10
Sulfatos x 0.10
Hierro X 0.10
Cobre x 0.10
Boro x 0.10
Niquel X 0.10
Cianuro x 0.10
Selenio x 0.10
PFTHM x 0.10
Aluminio Disuelto x 0.10
Cobre disuelto x 0.10
Hierro Disuelto X 0.10
CcCOoOT x 0.10
Total Pardmetros 9 12 18 12 5 20 6 10




Tabla 12: Pesos relativos asignados a las variables que conforman los ICA (Torres et al.,
2009).

FPais Estados Unides ttu:c:j::a Colombia
indice ICA NSF ICA Dinius LW ICA Rojas ICAUCA
P 1970 1987 2007 1991 2004
oD 0.17 0.109 0.114 0.25 021
pH 0.11 0.077 0.029 017 0.08
DBO 0.11 0.097 0.057 0.15 Q.15
Mitratos 010 Q.09 0.086
Coliformes Fecales o6 Q116 0.21 016
Temperatura 10 0.077
Turbiedad 0.08 011 0.07
Solidos Disueltos Totales 0.07 011 0.07
Fésforo Total 0.057 0.08
Cadmio 0.0BG
Mercurio 0.086
Conductividad 0,079
Salidos Suspendidos 0.05
Color 0063 0.05
Mitrdgeno Total 0.08
Cloruros 0.074
Arsénico 0113
Fluoruro 0.086
Coliformes Torales 0.09 0.114
DO
Alcalinidad 0.063
Dreza 0.063
Fosfaros 010
Cianuro 0.086
Selenio 0.086

Tabla 13: Calificaciones de la calidad del agua (Piedrahita, 2018).

Calificacion de la calidad del Categorias de v:_llm:es que Color
agua puede tomar el indicador
Buena 0,91-1,00
Aceptable 0,71-0,90 Verde
Regular 0,51-0,70 Amarillo
Mala 0,26-0,50
Muy Mala 0,00-0,25




ANEXO II: Visualizacion de los productos de la PCR tras electroforesis en gel de agarosa. Se

muestran distintas réplicas (R1-R3) de los distintos puntos de muestreo (G1-G20).







Tabla 14: Familias con diferencias significativas de abundancia en los distintos sitios del rio

Guadalquivir respecto al punto inicial (G1). A la derecha se muestran las agrupaciones (cluster, A-E)
donde se incluye cada grupo de familias, que coinciden con los mostrados en la Figura 25.

Familias G2 G3 G4 G5 G G7 G8 GY9 G110 Gl1 Gl12 G13 G14 G15 Gl16 G17 G18 G19 G20
Gemmatimonadaceae *x * & & @ * * * * ok * * * * *
Planococcaceae * * *
Xanthobacteraceae * * * &3 & @ * * * * * * * * * * * *
e e
Hyphomicrobiaceae * * * *k * * o
Methylocystaceae et £ 3 ER * ** * *k * ok *k ok
Opitutaceae & * * * *k * *k * * *k * *
Phurmidiaceae *k **k *k *k *k *k *% *k * *% * *k *k *k ** *% Kk *k
Planctomycetaceae it £ ks €5 €5 *k *x w* ok * ok
Prochlorococcaceae i *x * w L *k *k Hok Fk * Hk ok Sk A
Sinobacteraceae ok il EE3 B R i ok i - * *k * ** * ok *k
Verrucomicrobiasub. 3 ok ok i £ £x S E5 i ** *k * * - *k

*k ** *%

Acetobacteraceae

*

Acidobacteriaceae

*k *k *k *k *k *k * * *k * * * *k *k
ok *k Fk * *k *%k Kk ok *k *k Fke *k *k Kk *k *k *k

Bacillaceae xx

Brucellaceae *x & & © £xs * *k * * *
Demequinaceae Kk *k Kk Kk *k *%k *k *k * *k *k * e
Gloeobacteraceae * *k *%k *k *k *% *k *k *k *%k *k *k *% *k *k *k *k *k
Hydrogenophilaceae *k *k *%k *k *k *% *k *k *k *% *k *k *% * *k *% *k *k
Nitrospiraceae * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Alcaligenaceae ke * * * * . o
Methylococcaceae €53 B B Hk *k Hok
Nitrosomonadaceae *k *k *k *k *k *% *k *k *% *%k *k *k *% *k * *k *k *k

Saprospiraceae --- -
Shewanellaceae - --
Verrucomicrobiaceae - == NN

Bacteriovoracaceae ---

Cellulomonadaceae * * * * ** * * * -- B
Chthoniobacter I I

Intrasporangiaceae ------
Mycobacteriaceae = I I N N

Oxalobacteraceae i 5 o * *

Puniceicoccaceae

Sphingobacteriaceae - -----

Unc. Burkholderiales €3 * Hk * *
Rhodobacteraceae - * * * *k * * ke * *x
Sphingomonadaceae @ & g *

Erythrobacteraceae & * * * * * * * * *
Methylophilaceae *x * * ok * * * -
Microbacteriaceae * * * * * * *%
Thiotrichaceae * * @ * * * * * *% *x * * * * *
Coxiellaceae Kk Kk *k *k Kk *k *k Kk *k *k *k *k *k *k *k *

Lactobacillaceae * 2 * * * *x * * * * *
Alteromonadaceae * * * * * * * * * *k * *

Geobacteraceae * * *k D
Pseudomonadaceae B Hx *
Rhodospirillaceae & 4 & * * * * * * * * *

Frankiaceae -- -
Chromobacteriaceae -

Crtophagaceae NN NN N .

Moraxellaceae **x il ** bl * * i bl
Spirillaceae - --

mpiorneres e E
SR . -

Comamonadaceae * * Hok
Flavobacteriaceae ok * * & & * *
Rhodocyclaceae &2 B * * * * *

Burkholderiaceae * * * - ok
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