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Resumen

Los recursos hidricos subterraneos proveen casi la mitad del agua potable del planeta,
siendo destinadas principalmente a consumo, agricultura, industria y actividades recreativas. La
gestion de estas aguas no siempre se lleva a cabo de forma sostenible pues usualmente son
contaminadas debido a la actividad del hombre, suponiendo un gran problema global por su

impacto en la salud.

Se han llevado a cabo numerosas investigaciones con el objeto de determinar las
caracteristicas fisicas y geologicas de los acuiferos, asi como para determinar la biodiversidad
microbiana existente en ellos. Asi mismo, se analiza el impacto que los principales contaminantes
antrdpicos ejercen sobre la microbiota de las aguas subterraneas y, como influyen en el
crecimiento de algunos géneros microbianos. Se aborda el estudio de los microorganismos
bioindicadores de la calidad del agua, herramienta Gtil para determinar la contaminacion bioldgica
de las aguas. Por ultimo, se realiza una breve aproximacion al panorama actual de los acuiferos
en las Islas Canarias haciendo hincapié en el desconocimiento general que existe acerca de este
tipo de recurso en el archipiélago.

Palabras clave: aguas subterraneas, microorganismos, biodiversidad microbiana, contaminacion,

calidad del agua

Abstract

Groundwater resources provide almost half of the planet's drinking water, which is mainly
used for consumption, agriculture, industry and recreational activities. The management of these
waters is not always carried out in a sustainable manner as they are usually polluted due to human

activity, which is a major global problem due to its impact on health.

Numerous investigations have been carried out to determine the physical and geological
characteristics of aquifers, as well as to determine the microbial biodiversity existing in them.
Likewise, it is analyzed the impact of the main anthropic pollutants on groundwater microbiota
and how they influence the growth of some microbial genera. It is discussed the study of
microorganisms as bioindicators of water quality, a useful tool to determine the biological
contamination of water. Finally, a brief approach to the current panorama of aquifers in the Canary
Islands is made, emphasizing the general lack of knowledge about this type of resource in the

archipelago.
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1.- Introduccidn

Las aguas subterraneas son consideradas un importante compartimento del ciclo
hidrolégico. Alrededor del 30% de toda el agua dulce es agua subterranea terrestre,
mientras que los sistemas l6ticos (arroyos y rios) y lénticos (lagos) del mundo so6lo
aportan el 0,3% (Danielopol et al. 2003). El gran volumen de agua presente en el subsuelo
presenta flujos derivados de la entrada y salida de agua por distintas vias. A la entrada
de agua en el subsuelo es conocida como recarga hidroldgica de los acuiferos, la cual es
muy variable desde el punto de vista geogréafico y depende en gran medida del clima, la
geologia, el tipo de suelo, la vegetacion y el uso del suelo, entre otros factores (Scanlon
et al., 2002; Barua et al., 2020). La recarga de las aguas subterraneas se realiza
principalmente a través de las precipitaciones, asi como por la infiltracion natural de las
aguas superficiales o con la recarga artificial, en la que participa el ser humano con la
introduccion de aguas pretratadas de caracteristicas similares a las existentes en el
acuifero. La salida de las aguas subterraneas se realiza de forma natural fluyendo hacia
las aguas superficiales (lagos o rios) y a través de manantiales y humedales, o de forma
artificial debido a la explotacion humana de este recurso (Scanlon et al., 2002; Barua et
al., 2020).

Actualmente existe una gran demanda de las aguas subterraneas estimandose que
el 40% de las reservas se destinan a nivel industrial, el 38% para el riego y un tercio de
los recursos para consumo humano a nivel mundial, mientras que en Europa se emplea
hasta el 70% del recurso para uso humano (Hoekstra, 2015; Doveri et al., 2016). Por ello,
el mantener este recurso de manera sostenible, accesible y segura es considerado uno de

los principales pilares del desarrollo humano (Rios-Toboén et al., 2017).

Actividades antropicas como la industria, urbanizacion o el uso de tierras para la
agricultura y ganaderia, suponen una amenaza para la calidad microbioldgica de estas
aguas al producir contaminantes que cuando llegan a las aguas subterraneas producen
desequilibrios en las comunidades microbianas o bien producen una accién directa sobre
la salud humana (Rios-Tobdn et al., 2017; Al-Hashimi et al., 2021). Las aguas
subterraneas son un recurso limitado y vulnerable, que debe ser valorado y gestionado
correctamente, teniendo en cuenta que los efectos de la contaminacion podrian tardar en

apreciarse a veces varias decadas (Custodio, 2000) y que los procesos de renovacion y




purificacion de las aguas subterraneas contaminadas pueden llevar desde décadas hasta
cientos de afios (Tatti et al., 2019).

Los microorganismos poseen la mayor diversidad de organismos vivos conocida,
que se encuentran implicados en procesos de relevancia como la renovacién de la materia
y la energia, produccién de alimentos y en la salud humana (Locey et al., 2016). Aunque
la presencia de los microorganismos es ubicua su distribucion esta limitada por factores,
como la temperatura, el pH y la actividad del agua (Merino et al., 2019). No obstante, la
variacion de estos factores es lo que permite encontrar microorganismos en habitats tan
dispares como las aguas termales, glaciares, la atmosfera y el subsuelo terrestre, siendo

este Ultimo el menos estudiado.

Las investigaciones sobre las aguas subterraneas se han centrado histéricamente
en los suministros, haciendo poco hincapié en su calidad microbiolégica. En el pasado,
prevalecia la suposicion de que gran parte de las bacterias que contaminaban las aguas
superficiales podian ser absorbidas o retenidas por los suelos mediante filtracion y dejar
las aguas subterréneas libres de contaminacion. Esta perspectiva ha ido cambiando con el
paso de los afios y la aparicion de distintas investigaciones que, como veremos en este
trabajo, contemplan distintos tipos de contaminacién de las aguas subterraneas y el efecto
de estas en las comunidades microbianas. En la actualidad se considera que el subsuelo
estd ampliamente colonizado por bacterias, arqueas, protozoos y hongos (Engel, 2007) y
que juegan un papel fundamental en distintos procesos biogeoquimicos de gran
importancia (Yabusaki et al., 2017).

A pesar de la reciente motivacion por la hidrogeologia y la microbiologia de las
aguas subterraneas, que es ampliamente utilizado en terrenos volcanicos (Segawa et al.,
2015), las Islas Canarias permanecen poco exploradas en este ambito (Santamarta &
Rodriguez, 2020). Ademas, la creciente demanda de los recursos hidricos en el
archipiélago hace necesario la caracterizacion de los acuiferos existentes y que afectarian
a lamicrobiota, aun desconocida siendo necesario estudios que aborden la situacion actual

de las aguas subterraneas en el archipiélago.




2.- Objetivos

De acuerdo con la importancia de las aguas subterraneas y la vulnerabilidad de estas
a la contaminacion, en este trabajo se lleva a cabo una revision bibliografica con el

objetivo de:

- Evaluar la diversidad microbiana existente en los acuiferos.

- Establecer los principales tipos de contaminacion de las aguas subterraneas y su
efecto en estas.

- Exponer la situacion actual de las aguas subterraneas y su papel en las Islas

Canarias

3.- Caracteristicas de los ecosistemas de aguas subterraneas

Las caracteristicas tipicas de las aguas subterraneas son su gran heterogeneidad
quimica, geoldgica e hidrolégica (Jankowski & Beck, 2000). Cada acuifero puede
presentar una estratificacion vertical Unica en cuanto a su geologia y biologia, aunque las
condiciones ambientales de baja luz, temperatura y disponibilidad de nutrientes, como el
oxigeno y carbono organico, que, si bien son usualmente estables en cada estrato, son
considerados por algunos autores como “condiciones extremas” para el desarrollo de la
vida en estos ecosistemas (Merino et al., 2019). Sin embargo, los microorganismos
residentes en las aguas subterraneas se encuentran adaptados a estas condiciones, y por
ello, las fuertes fluctuaciones ambientales suponen una mayor amenaza para Su

supervivencia (Onstott, 2003).

Recientemente se ha determinado que las aguas subterraneas se encuentran
usualmente conectadas con otras por vias hidroldgicas. Algunos autores, consideran esta
situacion como un continuo de ecosistemas, sugiriendo que deberian ser estudiados en su
conjunto en lugar de individualmente, facilitando asi la comprension acerca de las
dindmicas que tienen lugar en las aguas subterraneas y que afectan en gran medida a los

microorganismos existentes (Barthel et al., 2021).

Las zonas de transicion, también conocidas como ecotonos, entre la zona saturada
o acuifero y la zona vadosa, son consideradas como puntos de gran diversidad y actividad
en las que se regula la transferencia de organismos, nutrientes, energia y materia
particulada generando flujos entre una y otra zona (Herrero et al., 2021). Las tasas de

transferencia entre ambas varian lentamente, de manera que las tasas altas permiten




encontrar gran biodiversidad microbiana en los acuiferos, en contraste con las tasas bajas
de transferencia, relacionadas con acuiferos de baja biodiversidad microbiana en los que
se favorece la evolucion alopatrica de los microorganismos (Onstott, 2003; Fillinger et
al., 2021).

4.- Diversidad microbiana de las aguas subterraneas.

Los ecosistemas de aguas subterraneas son reconocidos por carecer de unidades
fotosintetizadoras, y aportes de carbono organico facilmente disponible. Estos factores
permiten realizar la diferenciacion entre comunidades que habitan en las aguas
subterraneas y las existentes en la superficie del suelo (Taubert et al., 2019). Por ello,
cabe esperar gue aquellas comunidades microbianas heterétrofas que residan en los
acuiferos posean caracteristicas que les permitan adaptarse a los ambientes oligotroficos
tipicos de las aguas subterraneas (Taubert et al., 2018; Nothaft et al., 2021).

En estas condiciones también se pueden encontrar, aunque en menor abundancia
que los heterotrofos, litoautotrofos, encargados de fijar el diéxido de carbono presente en
el medio, y que obtienen la energia a través de la oxidacion de donantes de electrones
inorganicos. Se consideran uno de los grupos de microorganismos mas importantes en
comunidades acuéticas subterraneas, al ser los principales productores de energia y
nutrientes en el ecosistema. ESstos microorganismos se encuentran principalmente
asociados a la matriz sélida situada a gran profundidad en el subsuelo. Esta limitacion en
la ubicacion de los litoaut6trofos dificulta el flujo de nutrientes y energia al resto de
organismos (arqueas, bacterias organotrofas, protozoos, microfauna y macrofauna),
presentes en la masa de agua que forman el ecosistema. Las aguas subterraneas se
caracterizan por tanto por sus complejas redes troficas cuya finalidad es la distribucién
de nutrientes y energia con la minima perdida posible en el paso de un organismo a otro
(Héry et al., 2014; Karwautz et al., 2022).

La identificacion y caracterizacion de los microorganismos existentes en las aguas
subterraneas han sido abordados empleando distintas metodologias. Inicialmente estaban
basados en cultivos en medio enriquecidos y el Numero mas probable (NMP) y por ello
la interpretacion de los resultados se limitaban a estimaciones comparativas acerca del
namero de células y las actividades metabdlicas de los microorganismos (Ghiorse &
Wilson, 1988). Posteriormente, el empleo de técnicas con mayor capacidad de analisis

como la clonacion y la secuenciacion de los acidos nucleicos, permitio elaborar arboles




filogenéticos que facilitaron la comprension de los microorganismos residentes en las
aguas subterraneas y la expansion del conocimiento acerca de la diversidad de
microorganismos en los acuiferos (Shi et al., 1999).

Investigaciones llevadas a cabo con muestras de agua procedentes de distintas
profundidades (entre 3 y 700 m), demostraron la presencia de bacterias Gram positivas,
pertenecientes a los géneros Arthrobacter, Bacillus y Streptococcus y bacterias Gram
negativas de los géneros Acinetobacter, Comamonas, Pseudomonas, Sphingomonas
y Variovorax. El género Comamonas fue el mas abundante a una profundidad de 250 m,
mientras que los otros géneros se encontraban a profundidades menores (entre 100 y 200
m), resultados que permitieron predecir que la presencia de los microorganismos estaba
limitada a las condiciones existentes, hecho que por aquel entonces era desconocido
(Balkwill et al., 1997).

Estos resultados determinaron que las bacterias con ciclos de vida simple tendrian
ventaja frente a microorganismos formadores de esporas, quistes o filamentosos pues,
mientras que estos se encontraban limitados a los primeros metros de profundidad de la
capa fredtica, aquellos con ciclos simples eran mas abundantes y ampliamente
distribuidos en las aguas. Ademas, se determind que los microorganismos que habitaban
las aguas subterraneas estan fuertemente emparentados con aquellos que habitan en la

superficie del suelo, aunque se tratasen de organismos distintos (Balkwill et al., 1997).

Enfoques estadisticos como la estimacion paramétrica y no paramétrica, asi como
la filogenética de comunidades en combinacion con técnicas de biologia molecular
permitieron estimar y comparar de forma rigurosa la diversidad microbiana en diferentes
ambientes, pudiendo realizarse modelos simples sobre la diversidad microbiana de
acuiferos no estudiados, ademés de aumentar la diversidad tanto en taxones microbianos

como funcionalmente (Bohannan & Hughes, 2003).

En la Gltima década mediante el analisis metagendmico y metataxonémico, se ha
sefialado a las Proteobacterias o Firmicutes como los filos mas abundantes en las aguas
subterraneas, aunque también estan presentes filos como Euryarchaeota, Bacteroidetes,
Ignavibacteriae,  Nitrospirae,  Chloroflexi,  Actinobacteria,  Acidobacteria,
Armatimonadetes y Thermotogae (Kadnikov et al., 2020) Ademas, estos estudios han

establecido que las diferencias en la abundancia de los distintos filos podrian deberse al




material geoldgico del acuifero (Momper et al., 2017) o a las tasas de recargas de este
(Yanetal., 2021).

Recientemente, a las bacterias previamente caracterizadas como residentes en los
acuiferos se sumaron otras especies de bacterias Gram negativas de los géneros
Achromobacter, Aeromonas, Flavobacterium, Gallionella, Moraxella y Vibrio, asi como
bacterias Gram positivas de los géneros Bacillus, Clostridium, Micrococcus y
Staphylococcus. Estas bacterias fueron definidas como contaminantes al comprobarse que
su habitat de origen no estaba relacionado con las aguas subterraneas, sino que procedian
de fuentes de contaminacion con aguas residuales o hidrocarburos (Rios-Tobodn et al.,
2017).

5.- Diversidad de estrategias metabdlicas y formas de deteccion

La descripcion de la diversidad microbiana en muestras ambientales basadas en
marcadores ribosémicos tiene un valor limitado cuando se van a investigar distintos

grupos funcionales de microorganismos (Janda et al., 2007; Vos et al., 2012).

e Cuando los miembros de un clado se encuentran distribuidos en distintos filos.
e Cuando los parientes cercanos no comparten la misma fisiologia de interés.

e Cuando no es posible realizar una asociacion funcional de las secuencias

relacionadas con su funcion debido a la falta de parientes cultivados.

Por ello, estos analisis son complementados o sustituidos por técnicas basadas en la
deteccion de genes, definidos como marcadores funcionales, que codifican partes de
enzimas conservadas y que son claves en las vias catabdlicas del grupo a identificar. A
continuacion, se resumen los principales grupos funcionales encontrados en aguas

subterraneas y sus métodos de identificacion.

5.1.- Desnitrificadoras

Las desnitrificantes son un grupo filogenéticamente dispar y, por ende, la
identificacion de este grupo de microorganismos tiene gran dificultad al utilizar
marcadores ribosomicos. Por ello, se han desarrollado y refinado distintas técnicas que
permiten la identificacion de este tipo de microorganismos al estar dirigidas a genes que
participan en enzimas clave en el proceso de desnitrificacion (paso de NOz™ a N2) como
las nitrito reductasas, codificadas por los genes nirK, nirS y nosZ utilizados ampliamente

en el proceso de identificacion (Bellini et al., 2013; Wegner et al., 2019) (Figura 1).




nosZ

NO ™ N,

/ \
NO NH,'
\nirl\’/S I
NO; NO;

~no; *

Figura 1. Presencia de los genes nirK, nirS y nosZ en la desnitrificacion. Adaptado de Fang et al., 2022.

El estudio basado en estos genes ha permitido la identificacion de
microorganismos en acuiferos salinos a pesar de existir multitud de posibles ensamblajes
de las proteinas que codifican dichos genes (Santoro et al., 2006) o detectar la posible
contaminacion con fuentes de nitrogeno en acuiferos situados de forma cercana a suelo
agricola (Bai et al., 2020).

5.2.- Metanogenas

Es conocido que la funcion metandgena solo puede ser desempefiada por
determinados grupos incluidos dentro de las arqueas. Estos microorganismos tienen gran
importancia en acuiferos anaerébicos o en zonas anaerobicas en las que llevan a cabo la
descomposicion anaerdbica terminal de la materia organica en presencia de CO; (Garcia
et al., 2000). El andlisis filogenético basado en la secuencia del ARNr 16S determinaron
la presencia de arqueobacterias de los 6rdenes Methanosarcinales y Methanomicrobiales
como los principales microorganismos con capacidad metandgena en las aguas
subterraneas (Grindger, et al., 2015). Posteriormente, se identificaron bacterias del
género Acidovorax capaces de realizar la metanogénesis, por lo que se sugiere que no
solo las arqueas poseen la capacidad metandgena y que, ademas, dicho metabolismo se
puede llevar a cabo en condiciones aerobias (Wang et al., 2021). Sin embargo, hoy en dia
se continta considerando la metanogénesis como un proceso anaerobio estricto y

exclusivo de las arqueobacterias.

Recientemente se han desarrollado otros marcadores especificos para la
identificacion de organismos metandgenos, basados en la determinacion del gen mcrA
que codifica para la subunidad alfa de la metil-coenzima M reductasa (Mcr) (Vigneron et
al., 2017; Ueno et al., 2019). Esta enzima esta presente en las arqueas y bacterias con




capacidad metanogena (Wang et al., 2021), en ellas cataliza la reduccion de la metil-
coenzima M por la coenzima B dando lugar a la formacion de metano y al heterodisulfuro

de coenzima M y coenzima B (Figura 2).
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Figura 2. Presencia de la enzima MCR en la metanogénesis. Modificado de Gendron & Allen, 2022.

5.3.- Reductores de sulfato

Las bacterias sulfato reductoras son anaerobias estrictas, capaces de reducir el
sulfato utilizando formas oxidadas de azufre como aceptores de electrones y dando
sulfuros como producto final que sera utilizado por las bacterias oxidadoras de sulfuro
(Miao et al., 2012). La presencia de enzimas especificas para este tipo de organismos
permite llevar a cabo la deteccion de genes que codifican dichas enzimas utilizandose en
este caso el gen dsrB que codifica para la subunidad beta de la sulfito reductasa (Figura
3).
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Figura 3. Presencia de la enzima sulfito reductasa en la reduccién de sulfato. Modificado de Sim et al., 2019.




Por otra parte, a diferencia de los microorganismos desnitrificantes, si es posible
la deteccion de regiones en el ARNr 16S especificas para este tipo de microorganismos
(Li et al., 2014). El uso marcadores en el ARNr 16S ha permitido la deteccion de géneros
como Desulfobacter, Desulfovibrio y Desulfobulbus (Kleikemper et al., 2002), que estan
implicados en la degradacion de contaminantes como residuos agroindustriales,
hidrocarburos o metales (Bomberg et al., 2015; Hussain et al., 2016) sugiriéndose que
este tipo de bacterias podrian ser utilizadas en la biorremediacion de contaminantes
(Bomberg et al., 2015; Hussain et al., 2016).

5.4.- Metanotrofas

Los microorganismos metanotrofos, son ubicuos y se localizan en la interfaz de
ambientes aerobios y anaerobios donde hay metano, que utilizan como Unica fuente de
carbono y energia. Juegan un importante papel en el ciclo del C, ya que transforman el
metano procedente de la descomposicién anaerobia en material celular y dioxido de
carbono. Este grupo estd ampliamente distribuido, formado por especies de los filos
Proteobacteria, Verrumicrobia o Archaea, capaces de realizar la oxidacion de metano de
forma aerobia o anaerobia (Guerrero-Cruz et al., 2021), lo cual ha incrementado el interés
de las metanotrofas en biotecnologia y biorremediacion, para el control de este gas de

efecto invernadero (Scholz et al., 2020).

El primer paso de la oxidacion de metano es realizado por la enzima metano
monooxigenasa (MMO), que cataliza la hidroxilacién de la molécula de metano a
metanol, aumentando asi su solubilidad. Esta enzima se puede encontrar en forma soluble
(SMMO) o particulada (pMMO) la cual estd asociada a la membrana y es la maés
ampliamente distribuida entre los microorganismos metanotrofos (Figura 4). Por ello, la
deteccidn de microorganismos con capacidad metanotrofica esta basada en la presencia
de los genes mmo y pmo codificantes de las enzimas SMMO y pMMO, respectivamente
(Cheng et al., 1999). Ademaés, regiones del ARNr 16S pueden ser utilizadas para la
identificacion de estos microorganismos (Chen et al., 2007).
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Figura 4. Presencia de las enzimas metano oxigenasas en la metanotrofia. Modificado de Han et al., 2016.
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6.- Contaminacion y su efecto en la biodiversidad

Por lo general, se definen dos formas de contaminacion de las aguas subterraneas.
La contaminacion puntual, que afecta a zonas localizadas y usualmente pequefias en las
que se puede determinar facilmente la fuente de contaminacién. Se da generalmente en la
lixiviacion de componentes derivados de la industria o residuos urbanos hacia las aguas
subterraneas. Por otro lado, la contaminacion difusa afecta a grandes areas y es de gran
dificultad la determinacion de una fuente concreta de contaminante. Este proceso es
debido generalmente a la agricultura donde la aplicacion de productos fertilizantes y
pesticidas, por su gran movilidad a través del aire y el suelo pueden afectar a grandes
extensiones. Usualmente se considera que este tipo de contaminacion de mayor
peligrosidad y se requiere de métodos complejos de llevar a cabo y coste elevado para su
eliminacion (Galaviz & Villalobos, 2019).

Es sabido que determinados contaminantes pueden altera las comunidades de
microorganismos existentes en las aguas subterraneas produciendo cambios en la
composicion original de dichos acuiferos (Allen et al., 2007). Pueden producir un
aumento de la diversidad, atribuible a las altas concentraciones de microorganismos
introducidos por el propio contaminante (Nikolova & Gutiérrez, 2020) o al incremento
en la disponibilidad de nutrientes que forman parte del contaminante (Giagnoni et al.,
2020). Pero también, pueden ser responsables de la reduccién de la diversidad por su
efecto toxico sobre los microorganismos (Hemme et al., 2010).

A continuacion, se detallan los principales contaminantes de origen antropico que
afectan a las aguas subterraneas y se evalla su efecto especifico sobre la biodiversidad y

los principales métodos bioldgicos utilizados en la deteccion del contaminante.

6.1.- Hidrocarburos del petrdleo

Las poblaciones microbianas son alteradas por la presencia de hidrocarburos,
particularmente las que tienen la capacidad de utilizarlos como fuente de carbono.
(Kampfer et al., 1991), determinaron que cuando en las aguas subterraneas estaba
presente este tipo de contaminante, se veian favorecidas las bacterias Gram positivas de
los géneros Arthrobacter, Nocardia y Bacillus y bacterias Gram negativas de los géneros
Pseudomonas y Comamonas. Este trabajo fue considerado el punto de inflexion que

comenzaria a promover el estudio de los efectos de los hidrocarburos del petréleo en las




comunidades subterraneas, sugiriendo que aquellos microorganismos favorecidos por

dichas condiciones, podrian ser degradadores de dicho contaminante.

Posteriormente, se aislaron e identificaron nuevos géneros, como Methanosaeta,
y especies, como Syntrophus gentianae, de los que se desconocia hasta ese momento su
presencia en las aguas subterraneas (Dojka et al., 1998). Describiéndose a partir de
entonces, microorganismos degradadores de componentes de los hidrocarburos del
petroleo, como Pseudomonas, Agrobacterium, Acenitobacter, Bacillus, Burkholderia,
Rhodococcus, Rhodotorula, Mycobacterium, Paenibacillus y Sphingomonas (Aitken et
al., 1998; Dean-Ross et al., 2002; Gran-Scheuch et al., 2017) o fdngicos como
Aspergillus, Achremonium, Fusarium, Phaenerochaete, Trichocladium y Verticillium
(Ghosal et al., 2016).

Otros trabajos se centraron en estudiar los factores que afectaban a los cambios en las

comunidades microbianas, siendo los principales:

e La propia fraccion de hidrocarburo: En los hidrocarburos saturados, la longitud
de la cadena estd altamente correlacionada con la toxicidad sobre los
microorganismos. Se ha demostrado los compuestos de menor peso molecular (C6
a C20) son mas toxicos, debido a su alta biodisponibilidad, mientras que los
hidrocarburos saturados de gran tamafio (> C20) tienen un mayor potencial
mutagénico. Por otro lado, el efecto de los hidrocarburos insaturados resulto
impredecible, aunque se considera que puede estar influenciado por los grupos
funcionales reactivos, la viscosidad o su solubilidad en agua y la membrana (Tang
etal., 2012; Khudur et al., 2015).

e Laconcentracion de nutrientes: Se demostrd que suelos con mayor concentracion
de N y P aumentan la abundancia y la actividad de la comunidad microbiana que
degrada los hidrocarburos, favoreciendo a este tipo de microrganismos sobre
otros, desplazando la dinamica microbiana (Truskewycz et al., 2019; Khudur et
al., 2015).

e Co-contaminacion con otras sustancias quimicas (por ejemplo, metales pesados):
Se registrd6 una mayor toxicidad sobre los microorganismos cuando estaban
presentes junto a los hidrocarburos del petréleo, metales pesados como

co-contaminantes (Thavamani et al., 2012; Khudur et al., 2015).




6.2.- Lixiviados de aguas residuales

Otras perturbaciones antropogénicas que pueden alterar gravemente la
biodiversidad microbiana son los lixiviados de aguas residuales. A las aguas subterraneas
Ilegan mezclas complejas de toxicos y nutrientes tanto organicos como inorganicos, y por
ello, es complejo catalogar el efecto que tendrd este tipo de contaminacion en las

comunidades microbianas.

Inicialmente, se considerd que los lixiviados ejercian una influencia positiva sobre
la diversidad microbiana, ya que se veian favorecidas las comunidades que eran capaces
de degradar o convivir en presencia de grandes cantidades de fosforo, hierro o0 amonio
existentes en las aguas residuales (Fatta et al., 1999).

(Réling et al., 2001) indicaron sefialaron a las [3-Proteobacterias Gallionella y
Azoarcus como las dominantes en la comunidad y responsables de la degradacion de los
contaminantes en condiciones de oxidacion del hierro y reduccion de nitratos, reacciones
que ocurren comunmente acopladas en los acuiferos (Smith et al., 2017). En posteriores
investigaciones se han identificado a los géneros Pseudomonas, Aquabacterium,
Hydrogenophaga, Comamonas, Acinetobacter, Lysobacter y Perlucidibaca como muy
abundantes en acuiferos contaminados con aguas residuales y los autores sugieren que
algunos de ellos estan involucrados en la bioatenuacion de estos contaminantes (Wang et
al., 2022).

Estos resultados muestran la gran complejidad en la determinacion de la evolucion
de las comunidades microbianas afectadas por este tipo de contaminantes, pues se han de
tener en cuenta diversos factores como los componentes quimicos principales y los de
mayor toxicidad presentes en las aguas residuales. Ademas, si fuese posible, se deberia
tener en cuenta la composicion de la comunidad microbiana previa al evento
contaminador o las caracteristicas geoquimicas del terreno para analizar si determinados
microorganismos se vieron favorecidos por dicha contaminacion o mantienen su

abundancia previa al efecto contaminador.

6.3.- Metales radiactivos

Uno de los mayores contaminantes y primeros compuestos en ser identificados en
este tipo de contaminacidn es el uranio, reconocido como un gran contaminante resultado

de actividades mineras. Este metal se puede encontrar en cuatro estados de oxidacion




siendo la contaminacion con especies de U(VI) muy preocupante por su gran solubilidad
y radiactividad, dado que el metal en este estado de oxidacion es capaz de propagarse
rdpidamente en las aguas subterraneas (Lépez-Fernandez et al., 2020).

Cabe indicar, que se ha detectado un incremento de microorganismos
pertenecientes a la familia Geobacteriaceae (Holmes et al., 2002) o Desulfobacter,
Desulfocapsa, Desulfuromonas, Pelobacter y Geobacter (Vrionis et al., 2005), que son
capaces de reducir el U(VI) a U(IV) en presencia de otros aceptores de electrones
metalicos pasando de esta forma el uranio a estado insoluble (Abdelouas et al., 2000) e
inmovilizando el elemento, y con ello la eliminacién de la forma soluble que es de las

mas peligrosas en este tipo de contaminacion.

Los microorganismos favorecidos por la presencia de este metal, como son sus
degradadores, pueden variar en funcion de la concentracion del metal aceptor de
electrones. Asi, por ejemplo, en ubicaciones con grandes concentraciones de hierro
reducido, existe una mayor abundancia relativa de bacterias como Desulfuromonas,
Pelobacter y Geobacter, llevando a cabo una degradacion mas eficiente del uranio. Sin
embargo, en ambientes en los que el hierro reducido se encuentra en concentraciones muy
bajas, predominan los géneros Desulfobacter y Desulfocapsa que utilizan los sulfuros
como aceptores de electrones, y aunque degradan el uranio lo hacen de manera menos
eficiente (Vrionis et al., 2005; Yabusaki et al., 2007).

6.4.- Pesticidas

El aporte de pesticidas y sus productos de degradacion a las aguas subterraneas
procede principalmente de fuentes agricolas, al contrario que los compuestos
mencionados anteriormente que proceden principalmente de fuentes puntuales. El
creciente uso de estos compuestos y su alta toxicidad a bajas concentraciones hace
necesario el estudio acerca del efecto de dichos compuestos en comunidades vulnerables,

como son las aguas subterraneas.

En estudios realizados con pesticidas comunes como &cidos fenoxi (Mecoprop,
Diclorprop y 2,4-D) y sus metabolitos se ha detectado un aumento significativo de
bacterias del género Pseudomonas, ademas del aumento significativo de genes (tfdA, tfdB
y tfdC) que codifican enzimas implicadas en la degradacion de dichos pesticidas (De

Lipthay et al., 2003). Sin embargo, otras investigaciones llevadas a cabo con los mismos




pesticidas y los metabolitos derivados implicaron a las bacterias desnitrificantes como
responsables de su degradacion y una disminucién significativa de la biomasa microbiana
y de su diversidad (Michel et al., 2021).

Aunque en estos trabajos se haya determinado la peligrosidad a bajas
concentraciones de los pesticidas &cidos fenoxi, estos son una pequefia parte del total de
pesticidas utilizados en la agricultura. Por ello, varios autores sefialan la necesidad de
investigaciones que estudien la toxicidad de los pesticidas en funcion de su naturaleza
quimica y las concentraciones en las que estos contaminantes se encuentran en las aguas
subterrdneas (Michel et al., 2021).

7.-  Microorganismos como  bioindicadores 'y calidad
microbiologica

Como hemos indicado, el agua es uno de los recursos naturales mas preciados, un
elemento fundamental para el desarrollo de la vida. Puede ser utilizada en distintas
actividades como el propio consumo, funciones en procesos industriales, uso en

agricultura y ganaderia o actividades recreativas entre otras (Scholz et al., 2020).

Debido a su importancia para el ser humano y su vulnerabilidad a la
contaminacion, se hace necesario que esta no comprometa la salud del ser humano o la
integridad del medio ambiente (Medema, 2012). Sin embargo, la determinacién de la
calidad microbiologica del agua y su contaminacion, para cualquiera de sus usos, presenta
varias dificultades como la diversidad existente de microorganismos, las técnicas
utilizadas para llevar a cabo la identificacion o el tiempo necesario para realizar los

analisis y determinar su seguridad (Rios-Tobon et al., 2017).

Por ello, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y otros organismos han
considerado como bioindicadores de calidad a los microorganismos fecales, los cuales,
para ser considerados como tales, deben de cumplir los siguientes requisitos (WHO, 2017;
Rios-Tobodn et al., 2017):

e Ausentes en aguas no contaminadas y mantener una correlacién proporcional de
mayor abundancia respecto a los patdgenos.

e Mayor tiempo de supervivencia en el agua que los patdgenos.

¢ Igual o mayor resistencia a factores externos que los patdgenos.

e No ser patdgenos y no reproducirse en animales poiquilotermos.




e Defacil, rapido y econdmico aislamiento, cuantificacion e identificacion y si fuera

posible presentar criterios microbiolégicos comunes internacionalmente.

e Hallarse de forma constante en las heces y estar asociados a aguas residuales.

e Estar distribuidos al azar en las muestras.

e Ser resistentes a la inhibicién de su crecimiento

por otras especies.

Aunque principalmente se emplean microorganismos fecales, existen otros que

pueden ser utilizados como bioindicadores, y que se asocian en su conjunto en tres grupos

(Rios-Tobdn et al., 2017), como se indica en las Figuras 5-7.
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Figura 5. Grupos de bacterias utilizadas como bioindicadores y algunos ejemplos. Asterisco (*) indica origen no fecal.
Adaptado de Rios-Tobdn et al., 2017.




Figura 6. Grupos de virus utilizados como bioindicadores y algunos ejemplos. Adaptado de Rios-Tobén et al., 2017.
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Figura 7. Grupos de parasitos utilizados como bioindicadores y algunos ejemplos. Adaptado de Rios-Tobén et al., 2017.

En las tablas 1 y 2 se indican los microorganismos que segun las recomendaciones
de la OMS se aplican en Espafia como bioindicadores de la calidad del agua, los
parametros permitidos y la norma utilizada para cada tipo de analisis en funcion del uso

previsto para el agua.




Tabla 1. Microorganismos indicadores en aguas de consumo humano (RD 902/2018).

Paréametro Valor paramétrico UNE-EN ISO
. . UNE-EN ISO 9308-1
1. Escherichia coli 0 UFC en 100 ml UNE-EN 1SO 9308-2
2. Enterococos 0 UFC en 100 ml UNE-EN ISO 7899-2

3. Clostridium perfringens
(incluidas las esporas) *

4. Microorganismos cultivables a 22°C * UNE-EN ISO 14189

0 UFC en 100 ml UNE-EN 1SO 6222

* Cuando el resultado de la evaluacion del riesgo lo aconseje a los parametros del punto anterior se afiadiran
estos parametros.

Tabla 2. Microorganismos indicadores en aguas de bafio (RD 1341/2007).

Calidad
— UNE EN ISO
Suficiente** | Buena* | Excelente*
Enterococos intestinales 7899-1
01 (UFc/100mL) 330 400 200 7899-2
Escherichia coli 900 9308-1
- (UFC/100mL) 1.000 500 9308-3

* Con arreglo a la evaluacion del percentil 95. ** Con arreglo a la evaluacion del percentil 90.

En la Directiva 2014/80/UE de la Comision, RD 1075/2015 y su actualizacion en RD
47/2022 de 18 de enero, se regula la proteccién de las aguas subterraneas contra la
contaminacion y el deterioro, y establece algunos parametros de calidad de las aguas
subterraneas. Los parametros utilizados son principalmente quimicos (nitratos, amonio,
nitritos y fosfatos) y, algunos autores, sugieren complementar dichos parametros con
bioindicadores, lo que aumentaria la eficacia en la determinacién de la contaminacién de

las aguas subterraneas.

8.- Panorama de las aguas subterraneas en Canarias

En las Islas Canarias debido a su origen volcanico y a las sucesivas erupciones,
existe una gran heterogeneidad de materiales geoldgicos y una diversa orografia que
podemos encontrar no solo en la misma isla, sino también entre ellas. Todas las islas del

archipiélago albergan acuiferos de mayor o menor extension bajo su superficie.

El abastecimiento de agua en las Islas Canarias varia de Oeste a Este. Mientras
que en las islas occidentales el agua proviene fundamentalmente de las aguas

subterraneas, las islas orientales, con aguas subterraneas enormemente contaminadas




principalmente, por sales provenientes del agua de mar, se abastecen mediante la
desalinizacion de agua de mar. Los distintos usos dados a las aguas subterraneas en
Canarias provienen de la agricultura (51%), seguido del urbano (25%), el turistico (10%)
y la industria (4%) (Santamarta & Rodriguez, 2020).

Podemos encontrar varios tipos de acuiferos segin su ubicacion (Santamarta &
Rodriguez, 2020):

e Acuiferos basales, situados en capas profundas, formando grandes bolsas
subterraneas, gracias a la impermeabilidad de las rocas pluténicas (llustracion 1).

e Acuiferos costeros, situados como su nombre indica cerca de la costa de las islas,
cerca de la superficie. Su composicién geoldgica permeable y su proximidad al
océano hace que se puedan desarrollar contaminaciones por cloruros provenientes
de la intrusién de aguas saladas (llustracion 2).

e Acuiferos colgados, pequefias masas de agua situada cerca de la superficie

separada del acuifero basal por una zona impermeable (llustracion 1).

TERRENO PERMEABLE

BASALTOS ANTIGUOS
(Serie 1)

SURGENCIA
COSTERA

————— —

s = ) ANTIGUO NIVEL DEL MAR

[lustracién 2. llustracién donde se muestra la posicion del acuifero costero. Extraido de Fernandez et al., 2003.




En las Islas Canarias se encuentran, por su situacion, diversos problemas que
amenazan la calidad de las aguas subterraneas. Las principales fuentes de contaminacion

se encuentran en (Santamarta & Rodriguez, 2020):

e Contaminacion por intrusion marina que introduce cloruros en el acuifero,
principalmente en acuiferos cercanos al mar o en zonas de extraccion de agua
salada.

e Contaminacion por malas practicas agricolas (nitratos) y pesticidas.

e Contaminacion volcénica residual (bicarbonatos, sodio y fluor).

e Contaminacidn por lixiviados de aguas residuales, especialmente urbanas.

Las consecuencias de estas fuentes de contaminacion se encuentran sin estudiar en las
Islas Canarias. Si bien, conocemos que la contaminacion altera las propiedades fisico-
quimicas del agua subterranea se desconoce totalmente el efecto que estos contaminantes
ejercen sobre la microbiota residente en los acuiferos. Ademas, se generaria un grave
problema en la mayoria de las islas pues estas aguas suponen un elevado porcentaje que
ayudan a cubrir las diferentes demandas. Asi, debido a la escasez de recursos hidricos en
Canarias y la problematica derivada de la contaminacion de los acuiferos, se hace
necesario el estudio, mantenimiento y aprovechamiento adecuado de este valioso recurso,

protegiéndolo de contaminaciones quimicas y bioldgicas.

Ante la situaciéon actual de rapido desabastecimiento y cambio climético es
necesaria la recarga artificial de acuiferos con aguas procedentes de la regeneracion de
aguas, situacion aprovechable para llevar a cabo un exhaustivo estudio de la microbiota
presente en las aguas siendo Util el analisis de acuiferos conocidos como contaminados
ademas de los acuiferos que permanecen en condiciones totalmente naturales (Santamarta
& Rodriguez, 2020).

9.- Conclusiones

Las aguas subterraneas han sido sefialadas como un recurso vital en el pasado,
presente y futuro del desarrollo humano, pues gracias a estas, se sostienen actividades
esenciales como la agricultura o la industria. Aunque actualmente se estén desarrollando
en este contexto trabajos “iniciales” debido a la falta de conocimiento previo acerca de
estos ambientes, se han demostrado que en el subsuelo se encuentra una gran

biodiversidad sensible a los procesos antrépicos que tienen lugar en la superficie. Estos




trabajos todavia no han sido llevados a cabo en las Islas Canarias, aunque ya se han
descrito las caracteristicas quimicas y geoldgicas de la mayoria de los acuiferos, a la
espera de investigaciones biologicas.

Estos ecosistemas presentan grandes oportunidades que permitirian el uso de
microorganismos tipicos de aguas subterraneas en la biodegradacion de contaminantes en
ecosistemas superficiales o su uso como bioindicadores que permitan conocer facilmente
si determinadas aguas han sufrido contaminacién. Para ello, es fundamental mejorar el

conocimiento cientifico de los procesos globales de los ciclos biogeoquimicos.

Por ultimo, es necesario la colaboracion con agricultores, ganaderos,
administradores de aguas subterraneas para desarrollar enfoques que permitan un uso

sostenible de las aguas subterraneas.

10.- Conclusions

Groundwater has been pointed out as a vital resource in the past, present and future
of human development, since thanks to groundwater, essential activities such as
agriculture and industry are sustained. Although "initial" works are currently being
developed in this context due to the lack of previous knowledge about these
environments, it has been demonstrated that in the underground there is a great

biodiversity sensitive to the anthropic processes that take place on the surface.

These ecosystems present great opportunities that would allow the use of
microorganisms typical of groundwater in the biodegradation of pollutants in surface
ecosystems or their use as bioindicators that would make it easy to know if certain waters
have suffered contamination. To this end, it is essential to improve scientific knowledge

of the global processes of biogeochemical cycles.

Finally, it is necessary the collaboration with farmers, livestock breeders and

groundwater managers to develop approaches for sustainable groundwater use.
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