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RESUMEN

El principal objetivo en este trabajo es caracterizar las poblaciones y comunidades de
diatomeas presentes en aguas vinculadas al entorno de la Mina de Tharsis. El
procedimiento de recoleccion, tratamiento, identificacion, y recuento de muestras de
diatomeas, se llevé a cabo conforme a la Norma Europea UNE-EN 13946:2014. Se
seleccionaron nueve puntos de muestreo afectados por el Drenaje Acido de Mina
(AMD) en mayor o menor grado, se consideraron al Arroyo Valdeoscuro y Ribera de
Agustin que drenan las cortas de la Mina de Tharsis y al Arroyo de Tia Sebastiana
gue no esta vinculado a la Mina de Tharsis. Los muestreos se realizaron durante los
meses de marzo y abril de 2021, en donde se ha logrado identificar 44 especies de
diatomeas de un total de 3600 valvas analizadas. Con los parametros fisico-quimicos,
la composicion de metales y el resultado de diferentes indices de biodiversidad se
logro obtener la caracterizacion de las poblaciones de diatomeas que se desarrollan
en aguas vinculadas al entorno de la Mina de Tharsis.

Palabras clave: diatomeas, Mina de Tharsis, UNE-EN 13946:2014, Drenaje Acido de
Minas, indices de biodiversidad.
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ABSTRACT

The main objective of this work is to characterize the populations and communities of
diatoms present in waters linked to the surroundings of the Tharsis Mine. The
procedure for collecting, treating, identifying, and counting diatom samples was carried
out in accordance with the European Standard UNE-EN 13946: 2014. Nine sampling
points affected by Acid Mine Drainage (AMD) to a greater or lesser extent were
selected. To a lesser degree, the Arroyo Valdeoscuro and Ribera de Agustin, which
drain the cuttings from the Tharsis Mine, and the Arroyo de Tia Sebastiana, which is
not linked to the Tharsis Mine, were considered. The samplings were carried out during
the months of March and April 2021, where it has been possible to identify 44 species
of diatoms out of a total of 3,600 valves analyzed. With the physicochemical
parameters, the composition of metals and the result of different biodiversity indices, it
was possible to obtain the characterization of the diatom populations that develop in
waters linked to the environment of the Tharsis Mine.

Keywords: diatoms, Tharsis Mine, UNE-EN 13946: 2014, Acid Mine Drainage,
biodiversity indices.
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1. INTRODUCCION

1.1 Lixiviados acidos generados en la Mina de Tharsis

La intensa explotacion minera, desarrollada en la Faja Piritica Ibérica (FPI) que
se extiende desde el noroeste de Sevilla hasta el sur de Lisboa (Almodovar et al.,
2012), uno de los depdsitos con mayor concentracion de sulfuros de la corteza
terrestre, ha generado un dramatico problema de contaminacion ambiental debido a
la ausencia de medidas preventivas y correctoras hacia la preservacion del medio
hidrico (Grande, 2016).

La FPI es conocida por su tradicion minera con mas de 5000 afios de historia.
En la provincia de Huelva durante el siglo pasado estuvieron bajo explotacion mas de
80 minas, entre las mas importantes destacan la de Rio Tinto (The Rio Tinto Cooper
Company Limited) y la de Tharsis (The Tharsis Sulphur and Cooper) (L6pez, 2004;
Macias, 2012). La mina de Tharsis, esta situada en la comarca del Andévalo al norte
de la cabecera municipal de Alosno. Es la segunda explotacion méas importante de la
FPI (Gonzalez et al., 2019). Debido a la alta demanda de minerales como materias
primas, ha estado activa desde la antigiiedad pasando por varias civilizaciones hasta
acabar en el siglo XX (Tharsis Mining, 2019), dejando una superficie de grandes
escombreras y 5 cortas mineras como Filon Norte, Esperanza, Filon Sur, Sierra
Bullones y Filén Centro (Figura 1), de las cuales 4 de ellas estan inundadas (Gonzalez
et al., 2019).
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Figura 1. Las minas de Tharsis.
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Los lixiviados acidos generados durante la explotacion de los yacimientos
minerales quedan expuestos a la meteorizacion. El contacto de la pirita (FeS,) y otros
sulfuros minerales al exponerse a condiciones atmosféricas de agua, oxigeno y
simultaneamente la intensa actividad de bacterias quimiolitoautétrofas genera la
oxidacion de los sulfuros minerales, que junto a los restantes minerales presentes en
la roca producen reacciones secundarias que da lugar a un lixiviado acido conocido
como Drenaje Acido de Mina (AMD, por su acrénimo en inglés) que es drenado al
exterior a través de escorrentias o agua de lluvia, el caudal contaminante que se ha
formado se dirige a los cursos de aguas subterraneas o superficiales que llegan hasta
redes fluviales y embalses que fueron construidos con el fin de asegurar el suministro

et al., 2019; Grande, 2016).

Las aguas afectadas por AMD de la mina de Tharsis se dirigen hacia el rio Meca
en donde antes de su confluencia con rio Odiel queda represado en el embalse de El
Sancho (58 hm3) que posee un pH de aproximadamente de 4,2 y elevadas
concentraciones de metales toxicos, y que afecta a la calidad del agua generando
efectos hidrolégicos téxicos en diversos grados tanto para el hombre, como para la
faunay la vegetacion, llegando a ser apta Unicamente para uso industrial (Olias et al.,
2007, Santisteban, 2015).

En general, las aguas acidas presentan alta conductividad, elevado potencial
redox, elevadas concentraciones de SO,, Fe, Mn, Al y otros iones que pintan los
cauces con tonalidades rojas, amarillas, ocres entre otros, presentan un bajo pH (<
3), puesto que, la presencia de Fe, Al y Mn disueltos pueden dar lugar a iones H* por
hidrélisis (alta concentracién de iones H*). Ademas, la cantidad de oxigeno que entra
en contacto con materiales sulfurosos, la temperatura, la disponibilidad de CO,, los
elementos traza y nutrientes para la presencia de microorganismos, influyen en la
generacion de aguas acidas (Aduvire, 2006). Las aguas acidas dependiendo del grado
de contaminacion siempre condicionan la dominancia y abundancia de especies. En
consecuencia, el medio AMD provoca la aparicion de ecosistemas estructuralmente
simples con baja biodiversidad, por lo que, estdn dominados por organismos
aciddfilos, ya sean procariotas o eucariotas como las algas unicelulares diatomeas; y
también se puede presenciar el desarrollo del brenzo Erica andevalensis, endémico
de la Faja Piritica que se desarrolla exclusivamente en suelos muy afectados por AMD
(Marquez-Garcia & Cérdoba, 2010).

1.2 Caracteristicas generales de las diatomeas y su papel como indicadores
biologicos

Las diatomeas son algas, eucariotas fotosintéticos unicelulares que pertenecen
a la familia Bacillariophyceae. Son organismos microscopicos con tamafos que
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normalmente oscilan entre 10 y 200 um (Kooistra et al., 2007). Estan formadas por
paredes celulares de silice, denominadas frastulo, que estad constituidas por dos
valvas o tecas: la parte mayor (epivalva) y la parte menor que encaja con la anterior
(hipovalva), que al agruparse encajan como una placa de Petri (lllana, 2008). La
ornamentacion de las valvas se caracteriza por presentar estrias, nervios, particiones,
areolas, rafe y otras configuraciones que facilitan la correcta identificacion taxonémica
de las diatomeas, debido a que varia considerablemente entre especies (Figura 2).

Epivalva

Estrias con areolas
(Puntuaciones)

Area central

Cinturones
conectivos

Rafe

Hipovalva

Figura 2. Morfologia general de una diatomea. (Coste y Tison-Rosebery, 2011)

De acuerdo con la simetria, las diatomeas se pueden definir en dos lineas
evolutivas representadas por los érdenes centrales y pennales (Figura 3). La
diatomeas centrales tienen forma circular o cilindrica y presentan simetria radial,
pertenecen a la clase Coscinodiscophyceae; las diatomeas pennales generalmente

tienen simetria bilateral, se subdivide en dos clases, las que presentan rafe son
Cillariophycidae y las que no presentan rafe son Fragilariophyceae (Canizal, 2009).
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Figura 3. Clasificacion de las diatomeas. (ISPRA, s. f.)
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Otra estructura presente en el frastulo y de gran importancia para la
determinaciéon y clasificacion de las diatomeas es el rafe que secreta sustancias
mucosas que le permite fijarse en el sustrato o desplazarse sobre una superficie. Este
elemento puede presentar dos ranuras debido a que es interrumpido por un puente
de silice mas delgado en la regién central denominada nédulo central; o una ranura
gue atraviesa longitudinalmente la valva desde un polo a otro. El rafe presenta una
zona polar que se curva hacia el interior de la valva denominado helictoglosa, y una
terminacion central (Figura 4). Perpendicularmente al rafe se agrupan un conjunto de
poros que forman bandas en la superficie de las valvas, denominadas estrias (Lora
et al., 2020; Canizal, 2009; Round et al., 2007).

Terminaciones del rafe en el nédulo central Terminaciones del rafe en el nédulo polar

EHEEE i
WANTAN, ANV,

| 1
] ]
| | NG

| m
( F \ A / L J\ &/ \ 3'/

\ / \ /
— N

WA S —

—\
S  I——
—

“_,__4.
—_—

Figura 4. Diferentes tipos de terminaciones del rafe en el nédulo central y ndédulo polar.
(Round et al., 2007)

Normalmente las diatomeas puede presentar en su ciclo de vida dos fases
principales: una fase vegetativa prolongada que puede durar meses o afios u otra fase
mas corta como la reproduccion sexual (gametogénesis o fertilizacion) que puede
durar horas y dar lugar a nuevos organismos (Chepurnov et al., 2004).

Estas microalgas representan aproximadamente el 25% de biomasa vegetal del
mundo, son importantes consumidoras de C0, y productoras de biomasa y oxigeno
(Hilaluddin et al., 2011), estan distribuidas en una gran variedad de ambientes
acuaticos y ambientes humedos terrestres alrededor del mundo, por lo que,
dependiendo de sus habitats las diatomeas pueden ser planctdnicas que permanecen
suspendidas a la deriva y a expensas de las corrientes; bentonicas que habitan fijas
sobre diferentes tipos de sustratos como: rocas (epiliticas), material vegetal
(epifiticas), sedimentos fangosos (epipélicas), sedimentos arenosos (episammicas)
(Canizal, 2009). Al ser extremadamente diversa , se estima que existen alrededor de
12,000 y 30,000 especies, aunque tales estimaciones dependen de los patrones de
estudios de cada uno de los autores (Malviya et al., 2016; Lora et al., 2020). No
obstante, la caracterizacion de la diversidad de especies de diatomeas es sumamente
desafiante debido a la gran variedad de especies, la similitud entre especies y los
cambios de forma y textura que surgen en el ciclo de vida. Para la identificacion bajo
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el microscopio se precisa que los componentes organicos sean eliminados y asi poder
identificar la estructura y ornamentacion del frdstulo (Julius y Theriot, 2010).

Las caracteristicas fisioloégicas y metabdlicas que presentan las diatomeas las
hace un atractivo para varias aplicaciones tecnoldgicas industriales de gran potencial
biotecnolégico, donde pueden obtenerse compuestos esenciales que pueden
emplearse en la industria farmacéutica, biofertilizantes, nanotecnologia, etc. (Bozarth
et al., 2009). Sin embargo, al adaptarse a una variedad de factores de estrés en
ambientes sumamente desfavorables han sido utilizadas en diferentes estudios como
bioindicadores que permite cuantificar y cualificar los impactos generados por
actividades antropogénicas, ya que presentan elevada sensibilidad frente a la
alteracion de los parametros fisico-quimicos del agua (Schowe et al., 2012; Blanco,
2015; C. Sanchez et al., 2019).

La calidad del agua desde la segunda mitad del siglo XX se ha considerado un
tema de creciente interés en los paises industrializados, por lo que, la Directiva Marco
del Agua de la Unién Europea establece a las diatomeas como indicadores bioldgicos
puesto que presentan caracteristicas fisiolodgicas y ecologicas adecuadas para los
estudios de la calidad del agua, se dispone de variada informacion sobre las
exigencias ecoldgicas de cada uno de los taxones. La recogida, preparacion y
preservacion de las muestras son relativamente sencillas permitiendo obtener
resultados que posteriormente pueden relacionarse entre siy ser reproducibles a largo
plazo (Blanco et al., 2007, Lane, 2005).

Por lo tanto, el presente estudio pretende hacer un diagnostico fundamentado
sobre el estado ecoldgico de lo sistemas acuaticos en torno a la Mina de Tharsis, a
través de datos cuantitativos que se han recopilado y analizado estadisticamente, en
donde finalmente la composicién del conjunto de especies de diatomeas se utilizara
para interpretar la calidad del agua.
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2. OBJETIVOS
General:

El objetivo general de este trabajo es comparar las poblaciones y comunidades
de diatomeas presentes en aguas vinculadas al entorno de la Mina de Tharsis y
relacionar los datos obtenidos con pardmetros fisico-quimicos y las concentraciones
de metales en los cursos de agua estudiados.

Especificos:

« Aplicar las técnicas de recoleccion, tratamiento, identificacion y recuento de
muestras de diatomeas, conforme a la Norma Europea UNEEN 13946:2014.

o Realizar preparaciones microscopicas que permita la identificacion de las
diatomeas en las zonas de estudio, conforme a la Norma Europea UNE-EN
14407:2015.

e Medir diversos parametros fisico-quimicos in situ y analizar la concentracion de
sulfatos y metales en los cursos de agua seleccionados.

« Evaluar los resultados obtenidos mediante métodos estadisticos multivariantes
e indices de (bio)diversidad de las comunidades de diatomeas.

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Areade estudio

El muestreo se realiz6 en el pueblo de Alosno, provincia de Huelva, durante los
meses de marzo y abril de 2021. Se seleccionaron 9 puntos de muestreo vinculados
a la Mina de Tharsis que se encuentran en torno al Arroyo Valdeoscuro, Arroyo de Tia
Sebastiana y Ribera de Agustin (Figura 5y 6).

Tharsis Tharsis

Arroyo Valdeoscuro

Arroyo Tia Sebastiana

Ribera de Agustin

Arroyo del Madronal

Rivera del Aserrador

Rio Meca

Figura 5. Croquis del &rea de estudio

Figura 6. Mapa de localizacién de los puntos de muestreo
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3.2 Zonas de muestreo

Las zonas de muestreo provienen de instalaciones mineras de Tharsis. La
Galeria Sabina es la que recoge las aguas filtradas desde la Corta del Fil6n Sur,
canalizando el AMD hacia el Arroyo Valdeoscuro; la Corta Esperanza es drenada por
la Ribera de Agustin, Mientras que el Arroyo Tia Sebastiana no esta vinculado con la
Mina de Tharsis. Sin embargo, el cauce desemboca en los cauces en estudio
afectados por AMD.

Los puntos de muestreo se caracterizan por ser arroyos estacionales debido a
gue en los meses de verano pueden llegar a secarse como el Arroyo Valdeoscuro,
secarse parcialmente como el Arroyo Agustin, o inclusive llegar a secarse totalmente
como el Arroyo Tia Sebastiana.

En cada zona de estudio se realiz6 una descripcion detallada del lugar como la
localizacion, anchura y profundidad del tramo del agua, -caracteristicas
hidromorfolégicas, caracteristicas fisico-quimicas, vegetacion predominante, uso del
entorno y observaciones. A continuacion, se detalla cada una de las areas de estudio.

e MJ1. Arroyo Valdeoscuro - Agua acida (37° 33' 5.440" N; 7° 6' 19.757" W)
Se encuentra se encuentra ubicado inmediatamente antes de la estacion
depuradora de aguas residuales (EDAR) de Alosno (Figura 7 y 8). El curso del
agua es lento con una profundidad de alrededor de 30 cm, el agua no es turbia
y presenta un color aparente entre rojizo y amarillento. El sedimento contiene
arena, gravas y algunas piedras sumergidas. Lugar de muestreo soleado y
apenas provisto de vegetacion (en su mayor parte juncos). Zona de uso
agricola e industrial.

e MJ2. Arroyo Valdeoscuro - Agua dulce (37° 33' 4.748" N; 7° 6' 18.328" W)
Punto ubicado a 20 metros de la salida de la Estacién depuradora de aguas
residuales (EDAR) (Figura 9). El cauce del agua es lento y con una profundidad
de 40 cm aproximadamente. Agua algo turbia de color verdoso con presencia
de arena, limos y pocas algas superficiales. Soleado, provisto de abundante
vegetacion de juncos alrededor de la zona de muestreo y fauna (se avistaron
algunas ranas). El uso del entorno es agricola e industrial.

e MJ3. Arroyo Valdeoscuro — Agua acida (37° 32'52.796" N; 7° 5' 52.872" W)
Zona de estudio ubicada a alrededor de 900 metros del muestreo MJ2. Curso
lento de agua. Profundidad de alrededor de 40 cm. Agua poco turbia de color
aparente entre verdoso y rojizo, presencia de pocas algas, arena y rocas
sumergidas. Zona de muestreo soleada y provista de vegetacién como juncos.
Su curso discurre entre dehesas de encinas. Entorno de uso agricola y
ganadero (Figura 10).
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MJ4. Arroyo Tia Sebastiana — Agua dulce (37° 32' 49.841" N; 7° 5' 40.654"
W). Punto ubicado junto a la carretera HV-1427, a unos 1,3 km de Alosno y a
aproximadamente 2,1 km del punto de su desembocadura en la Ribera de
Agustin. Curso de agua lento, presencia de limo y rocas sumergidas. Agua poco
turbia de color verdoso. Profundidad de 50 cm aproximadamente. Zona en
estudio levemente sombreada, se encuentra rodeada de vegetacidbn muy
exuberante (dehesas, ranunculos, juncos), provisto de fauna (ranas, huevos de
caracol). Zona de uso agricola y ganadero (Figura 11).

MJ5. Ribera de Agustin — Agua acida (37° 32'48,919" N; 7° 4' 56,226" W)

La zona de estudio se encuentra ubicada junto a la carretera HV-1427, a unos
2,5 km de Alosno y a aproximadamente 2,0 Km del punto de confluencia con el
arroyo de Tia Sebastiana. Curso lento de agua. Profundidad de 10 cm
aproximadamente. El agua no es turbia, presenta un color rojo intenso.
Presencia de piedras sumergidas. Lugar de muestreo soleado, se encuentra
rodeada de plantacion de eucalipto y escasa vegetacion de juncos (Figura 12).

MJ6. Arroyo Tia Sebastiana — Agua acida (37° 32' 3.232" N; 7° 5' 21.570" W)
Zona de muestreo ubicada a aproximadamente 150 metros de Ribera de
Agustin, donde finaliza su cauce. El cauce del agua es abundante aunque lento.
Agua algo turbia de color rojizo con presencia de arena, rocas sumergidas y
abundantes algas verdes filamentosas. Zona de estudio soleada, con un
entorno de uso agricola y ganadero; se encuentra rodeada de abundante
vegetacion de juncos, dehesas y de Erica andevalensis a medida que se acerca
a la Ribera de Agustin (Figura 13).

MJ7. Arroyo Tia Sebastiana — Agua acida (37° 32' 0.105" N; 7° 5'21.436" W)
Punto ubicado a 100 metros de su desembocadura en la Ribera de Agustin.
Curso de agua lento y turbio de color rojizo; presencia de arena y rocas
sumergidas. Zona de estudio soleada, con entorno de uso agricola y ganadero;
presencia de juncos, dehesas y de Erica andevalensis a medida que se acerca
a la Ribera de Agustin (Figura 14).

MJ8. Arroyo Tia Sebastiana — Agua &cida (37° 31' 59.124" N; 7° 5' 19.838"
W) Punto de muestreo a escasos metros del lugar donde el Arroyo Tia
Sebastiana desemboca en Ribera de Agustin (Figura 15). Curso de agua de
elevado caudal, lento y de color rojizo. Profundidad de mas de 2 metros. Zona
de muestreo soleada, con entorno agricola y ganadera. Presencia de Erica
andevalensis y en cuanto a fauna se avistaron algunas ranas.
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MJ9. Ribera de Agustin — Agua acida (37° 31' 59.281" N; 7° 5' 18.236" N)
Zona de muestreo ubicada poco antes de la confluencia con Arroyo Tia
Sebastiana (Figura 16). Curso de agua lento y de color rojo con abundancia de
sedimentos y rocas. Profundidad de aproximadamente 1 metro. Zona de
muestreo soleada, entorno agricola y ganadero. Alrededor del punto de
muestreo hay abundante vegetacion de dehesas (encinas, alcornoque) y Erica
andevalensis en su ribera.

Figura 7. Area de muestreo en el Arroyo Figura 8. Arroyo Valdeoscuro (MJ1)
Valdeoscuro (MJ1) ubicado junto a EDAR vy ubicado inmediatamente antes de la EDAR
area de Muestreo en el Arroyo Valdeoscuro de Alosno.

(MJ2) ubicado a la salida de EDAR.

Figura 9. Arroyo Valdeoscuro (MJ2) Figura 10. Arroyo Valdeoscuro (MJ3)
ubicado inmediatamente después del ubicado a unos 900m después de la EDAR.

vertido de la EDAR.
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Figura 11. Arroyo de Tia Sebastiana

(MJ4). A unos 1,3 km de Alosno. 2,5 km de Alosno.

Figura 13. Punto de muestreo del Arroyo
de Tia Sebastiana, a unos 150m de su
confluencia con la Ribera de Agustin (MJ6).

Figura 14. Punto de muestreo del Arroyo
de Tia Sebastiana, a unos 100m de su
confluencia con la Ribera de Agustin (MJ7).

Figura 15. Punto de muestreo MJ8, en el Figura 13. Punto de muestreo en Ribera de
Arroyo de Tia Sebastiana junto a la Ribera Agustin, poco antes de la confluencia del
de Agustin. Arroyo de Tia Sebatiana.
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3.3 Recoleccion de muestras

El procedimiento de recogida y tratamiento de muestras se llevo a cabo conforme
la Norma UNE-EN 13946:2014. Por lo tanto, dependiendo de la zona de muestreo se
procedié a tomar rocas hundidas a unos 10-20 cm de profundidad, caso contrario se
tomaron muestras de sedimento. Las muestras tanto de rocas como sedimentos se
eligieron en zonas soleadas con corriente de agua continua. En el caso de las
muestras de rocas se realiz6 un cepillado de la superficie superior de las rocas
mientras se afiadia agua del curso de la zona de estudio (Figura 17); las muestras de
sedimento fueron recogidas con jeringas de la parte mas superficial del sedimento;
finalmente las muestras fueron recolectadas en tubos colectores donde se afiadieron
3 ml de la suspension obtenida junto a 7 ml de alcohol absoluto (proporcion 3:7) para
preservar las muestras hasta su tratamiento en el laboratorio.

En los puntos de muestreo se recolectaron muestras de agua en frascos estériles
para su observacion directa bajo el microscopio y como inéculo para comprobar la
presencia de bacterias y hongos segun sea el caso. En cada punto de muestreo se
procedio a medir in situ los parametros fisico-quimicos del agua como el pH,
temperatura, conductividad (EC) y potencial redox (EH) (Figura 18). Ademas, se
tomaron muestras de agua que se filtraron mediante una jeringa provista de un filtro
estéril, las muestras fueron tratadas con acido nitrico al 2% hasta alcanzar un pH < 2
para fijar los metales para su posterior analisis de la concentracion de metales
mediante ICP optico en el laboratorio de los Servicios Centrales de Investigacion de
la Universidad de Huelva (CIDERTA). Las muestras fueron trasladadas vy
almacenadas en frio hasta su posterior analisis.

Figura 18. Medicion de parametros Fisico-
qguimicos, junto a Sol M. Murillo que me
ayudé en la recoleccion de muestras.

Figura 17. Cepillado de rocas.
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3.4 Tratamiento, identificacidén y recuento de especies

Para llevar a cabo la identificacién y cuantificacién de las especies de diatomeas
se requiere que sean tratadas previamente para eliminar los componentes organicos
y facilitar la observacion de los fristulos, y asi bajo el microscopio poder identificar la
estructura y ornamentacion del espeimen. Por lo que, a continuacion se detalla el
procedimiento del tratamiento de las muestras en estudio que se realizd de acuerdo a
Leiva et al. (2020).

1. Cada una de las muestras se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos para
eliminar el alcohol de las muestras.

2. Se elimind el sobrenadante y el sedimento obtenido (2 ml) se resuspendié con
agua destilada (8 ml). Este proceso se repitid 3 veces.

3. Se eliminé el sobrenadante y el sedimento final (2 ml) se agité en un vortex.

4. Se afiadieron 8 ml de perdxido de hidrégeno

5. Las muestras se incubardn en bafio maria durante 90 minutos a 90 °C, con el fin
de eliminar toda la materia orgénica.

6. Las muestras (2 ml) se lavaron con agua destilada (8 ml) mediante centrifugacion
a 1500 rpm, 5 minutos. Este proceso se repitid 3 veces en donde finalmente se
obtuvo un sedimento que fue resuspendido en 2 ml de agua destilada.

7. Para la observacién bajo el microscopio se afiadieron 2 — 3 gotas separadas de
muestra sobre un portaobjetos limpio y desengrasado. Se comprob6 asi si la
densidad de los frastulos era adecuada. En caso de exceso, se afiadi6 mas agua
destilada y en el caso contrario se volvido a centrifugar para eliminar parte del
sobrenadante.

8. Las muestras definitivas se colocaron en una placa calefactora Plactronic a 30 °C
durante 30 minutos hasta su secado.

9. A continuacién, se procedié a su observacion bajo el microscopio binocular de
contraste de fase, marca Nikon Eclipse E — 400, objetivo x40, donde una vez
identificadas las especies de diatomeas se determinaron sus dimensiones
mediante una escala y se procedié a realizar fotografias con la cadmara digital
incorporada de al menos 400 frastulos/muestra siguiendo el esquema de
cuantificacion de diatomeas (Figura 19).

En ciertos casos en las muestras de diatomeas fue necesario emplear un medio
de montaje de alto indice de refraccidn (IR) con el objetivo de distinguir los detalles

ornamentales de las diferentes especies de diatomeas. Con este fin se utilizé la resina
Melmount (indice de refraccion de 1,74). Ademas este medio de montaje permite
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obtener preparaciones permanentes que con el tiempo no van a perder sus
propiedades visuales. El procedimiento llevado a cabo es el siguiente:

m e

—> —

/

1
Campo dé vision
(objetivo x40)

S rastros verticales x 2 conteos
(media de los 2 conteos / muestra)

Figura 19. Esquema de Cuantificacion de diatomeas.

1. Laresina se licué a bafio maria.

2. Una vez colocadas las muestras sobre la placa calefactora se procedié a
agregar 1 a 2 de resina Melmount liquida. Seguidamente se colocé un
cubreobjetos con el objeto de extender la resina y se presioné con un objeto
romo para evitar la formacién de cualquier tipo de burbujas de aire.

3. Finalmente, se realizaron las observaciones de las diatomeas bajo el
microscopio (objetivo x100 de inmersién) y se fotografiaron.

Para la identificacion de las especies observadas se emplearon diversas guias
de identificacion (Blanco Lanza et al., 2010; Coste y Tison-Rosebery, 2011; Blanco
et al., 2012; Kihara et al., 2015; Leira et al., 2017; Bahls et al., 2018) y varias paginas
webs como AlgaeBase y Diatoms of the United States.

Los datos obtenidos (especies, recuento) se incorporaron a una tabla de Excel
para su analisis posterior.

Finalmente se realizé un catdlogo fotogréfico de las diferentes especies de
diatomeas identificadas en este estudio.
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3.5 Anaélisis estadisticos e indices de biodiversidad

Para el andlisis estadistico los datos obtenidos en el campo y laboratorio se
ordenaron mediante una hoja de Excel. Posteriormente, mediante el programa
MINITAB 17 se realizaron los célculos estadisticos basicos y multivariantes, mientras
que para realizar los calculos de indices de diversidad y las graficas derivadas se
utilizo el programa PAST 3.

Los métodos que se describen a continuacion se basan en (Moreno, 2001;
Garcia Nieto, 2014; Carmona y Carmona, 2013; Espinosa, 2003; Barjau, 2012).

Los indices calculados son:

a) Indices de diversidad alfa o riqueza de especies de muestra territorial.
e Diversidad de Shannon, Dominancia de Simpson y Uniformidad de Pielou.

b) indices de diversidad beta o grado de emplazamiento de especies a través de
gradientes ambientales.

e Indices de similitud/disimilitud: Bray—Curtis

¢ Indices de reemplazo de especies: indice de Whittaker

indice de Dominancia de Simpson (1-D)

El indice evalla el grado de dominancia e indica la relacion que existe el nimero
de especies o riquezay el nUmero de especies por individuo o abundancia. Se expresa
como:

Dg;= ¥, Pi’

Mide la probabilidad de que dos individuos de la poblacion seleccionados al azar
sean de la misma especie dos veces seguidas al azar sin reposicion.

1-D=1-YPi*

Cuanto mayor sea el valor de D, mas baja es la biodiversidad usandose la
ecuacion

1 — D, siendo pi la frecuencia de las especies detectadas (pi= % ; n; numero de

individuos de una especie; N: numero total de individuos).

El indice (1-D) presenta rangos que van de 0 cuando todas las especies estan igual
representadas y de 1 cuando una especie domina toda la comunidad.
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indice de Diversidad de Shannon (H’)

Mide la heterogeneidad de la comunidad, es decir el grado de incertidumbre en
predecir a que especie pertenecera un individuo escogido al azar de una comunidad,
lo cual asume que los individuos son seleccionados de forma aleatoria y que todas las
especies estan representadas por el mismo numero de individuos. Su formula es:

H'=-Yplnp;

Cuando S =1, la comunidad esta ocupada por una sola especie, entonces H =
0 ya que In p; = 0. El valor maximo que tomara el indice de Shannon sera H= [nS.
Mientras mayor sea el valor del indice, mayor sera la diversidad.

indice de Uniformidad de Pielou (J)

También denominado indice de equidad o equitabilidad, mide si en una muestra
todas las especies estan igualmente representadas. Se expresa como:

H H

" Hmax ILn (©))]

Donde H es el indice se Shannon y S el nUmero de especies. El indice presenta
un rango que va de 0 cuando las frecuencias relativas se hacen menos equitativas y
si tiende a presentar un valor de 1 es cuando todas las especies son igual de
abundantes.

indice de Bray — Curtis

Es un indice de tipo beta. Se considera como una medida de la diferencia entre
las abundancias de cada especie presente en dos comunidades. Se expresa como:

=1 &Xiz2Y)
lpe =1 X+ YY)

Donde X; indica la abundancia o densidad de especies en la comunidad 1; Y;
indica la abundancia de especies en la comunidad 2.

indice de Whittaker

Mide el cambio de especies a lo largo de gradientes geograficos o ambientales.
Describe la diversidad Gamma como la integracion de las diversidades Beta (8) y Alfa
(a). Se expresa como:

16

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



Donde g es la diversidad de Beta, S es el nUmero de especies registradas y a
alfa promedio.

Correlacién de Pearson

Mide el grado de covariacion entre dos variables cuantitativas relacionadas
linealmente. Es independiente de la escala de medida de las variables. Este
coeficiente se aplica en la forma djk= 1-r.

Y(Xji- X)) (Xpi- X

djk = 1 -
\/Z(X]l— X])Z V (in— Xk)z

El coeficiente toma valores entre 1 que indica una relacion lineal perfecta
positiva; -1 indica una relacion lineal perfecta negativa; un valor de O indica una
relacion lineal nula.

Correlacion de Spearman

Se utiliza cuando se comparan distribuciones que no se ajustan a la normalidad:
es por tanto un valor de correlacién no paramétrica. Examina la direccion y magnitud
de la asociacion entre dos variables cuantitativas, o lo que quiere decir la intensidad
de la relacion entre las variables de cualquier tipo de asociacion, no precisamente de
forma lineal. La correlacion de Spearman, también permite identificar si, al aumentar
el valor de una variable, aumenta o disminuye el valor de la otra variable y de esta
manera presenta un coeficiente de correlacion, que cuantifica el grado de asociacion
entre dos variables numéricas. Se expresa como:

6Yd?
ST T n(n2-1)

Donde n es la cantidad de especies que se clasifican, d es la diferencia entre los
rangos (X —).

Los valores que toma la correlacion de Spearman se interpretan igual que la
correlacion de Pearson.

Andlisis de varianza y test no paramétricos

Cuando se estim@ oportuno, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para
poder comparar medias. En el caso de la distribucién de datos no se ajustase a la
normalidad, tras aplicar los test de Shapiro-Wilk y Anderson-Darling, se realizaron los
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test no paramétricos de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney para estimar las posibles
diferencias significativas entre los parametros considerados en las zonas de muestreo.

Analisis de componentes principales (ACP)

Estudia las relaciones que se presentan entre variables correlacionadas (miden
informacion comun). Es decir, se transforma el conjunto original de variables en otro
conjunto de nuevas variables relacionadas entre si, lamado conjunto de componentes
principales.

Las nuevas variables son combinaciones lineales de las anteriores y se van
construyendo segun el orden de importancia en cuanto a la variabilidad total que se
deriva de las muestras. El andlisis de componentes principales es una técnica
matemaética que no requiere la suposicion de la normalidad multivariante de los datos.

Analisis jerarquico de aglomerados (cluster)

En las representaciones graficas de aglomerados o cluster se ha usado el
algoritmo UPMGA (Promedio de par-grupo no ponderado) en donde los clUsteres se
unen en funcién de la distancia promedio entre todos los miembros de los dos grupos.
El indice de similitud o distancia utilizado fue la correlacion de Pearson.

Analisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS)

El NMDS es una alternativa no paramétrica del APC. Es un método multivariante
adecuado para ordenar especialmente estaciones de muestreo en funcién de datos
de comunidades o datos ambientales. Para ello se agrupan y ordenan los datos en
funcidén de un parametro determinado (pH, conductividad, etc.).

Grado de Significacion

Se considero tras realizar una diversidad de tests que la diferencia entre dos
muestras era no significativa (p>0,05), significativa (p<0,05) o muy significativa (p<
0,01 o p<0,001).

Cuando se uso6 el NMDS, los resultados se compararon mediante la prueba
ANOSIM, un test no paramétrico ampliamente usado en el campo de la ecologia. Se
parece al Analisis de la Varianza (ANOVA), pero en vez de usar los datos ordenados
en una fila se sirve de una matriz de datos agrupados y ordenados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las areas muestreadas para el estudio se realizaron en diferentes puntos
afectados por el Drenaje Acido de Mina (AMD) de mayor o menor grado. Por lo que,
se consideraron dos arroyos que drenan dos de las cortas de la mina de Tharsis y un
arroyo que no esta vinculado con la mina de Tharsis.

4.1.Parametros fisico-quimicos

Concretamente, para el analisis fisico-quimico se consideraron los parametros
representados en la tabla 1, que fueron medidos in situ como: la temperatura, pH,
conductividad (EC) y solidos totales disueltos (TDS) (El valor de TDS es directamente
proporcional al valor de EC), oxigeno disuelto (en % de saturacion y en mg/L) y
potencial redox con relacion al oxigeno (ORP), el cual fue convertido a potencial redox
estandar referido al hidrégeno (Eh) por medio de las lecturas ORP y un ajuste basado
en la temperatura, de acuerdo a la siguiente ecuacion (Wolkersdorfer, 2008):

Ep(mV) = E,—0.198 (T —-25)++/(a—b -T)

Donde Et corresponde al valor de medido de ORP en mV; T es la temperatura
del agua en °C; a y b son constantes que dependen del electrodo utilizado. En el caso
de un electrodo de Ag/AgCl en solucion saturada de KCI, a y b son 49655 y 401,
respectivamente.

Muestra

t(C) 182 183 204 179 20,0 199 197 196 20,0
EC (mS)cm) 1,30 073 0,89 0,30 330 0,83 252 364 6,00
pH 30 76 44 69 23 4 3 29 27
Oxi (%) 1002 96,2 18, 99,4 117 19 204 21 39
Oxi (ppm) 85 90 1,59 971 105 1,64 177 19 353
T0S{mg/) 06 04 0,45 0, 1,56 0,41 126 1,79 301
ORP (mV) 5700 30600 47500 2680 6880  4760|  5880] 5800|5880
Eh (mV) 80 5100 677 i 890 678 790 78 7,

Tabla 1. Resumen de los parametros fisico-quimicos.
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Los datos indican que las areas analizadas presentan tanto aguas afectadas por
AMD como aguas no afectadas por AMD. ElI comportamiento del pH en los diferentes
puntos de muestreo se puede observar en la figura 20A. Las muestras afectadas por
AMD presentan aguas de un pH bastante 4cido a moderadamente &cido, ademas de
presentar aguas de tonalidad rojiza. Por lo general, las aguas a un pH entre 2,3 a 3,5
presentan una tonalidad rojiza debido a presencia de hierro y otros 6xidos disueltos
gue no precipitan a dicho pH (Aduvire, 2006). En cuanto a la muestra MJ4 no
afectadas por AMD el valor del pH es aproximadamente neutro. No obstante, se
observa que la muestra MJ2 proveniente del Arroyo Valdeoscuro presenta un pH
neutro debido a que el punto de muestreo se encuentra a la salida de la Estacion
depuradora de aguas residuales (EDAR) por consiguiente disminuye las
concentraciones de metales toxicos dando lugar a un pH neutro. Es un dato para
considerar en las estrategias de remediacion de aguas acidas, dado que el drenaje de
una estacion urbana de depuracién de aguas residuales es capaz de contrarrestar la
acidez que define a un rio acido, y por tanto de disminuir transporte de metales, en
muchos casos téxicos, a lo largo de la cuenca fluvial.

Los datos de conductividad y potencial redox son los esperados (Figura 20B y
20C), ya que las muestras presentan valores bajos para aguas no contaminadas por
AMD; y valores altos para aguas contaminadas por AMD (Leiva et al., 2020). Como
en el caso anterior, los valores de conductividad y potencial redox descienden como
consecuencia del aporte del agua drenada por la EDAR sobre el arroyo Valdeoscuro.
La conductividad de las aguas afectadas por AMD es directamente proporcional a la
concentracion de sulfatos derivados de la biooxidacién de materiales piritiferos.
Cuando se comparan el arroyo Valdeosucro (muestra MJ1) con la ribera de Agustin
(muestras MJ5 y MJ), se observan valores mas elevados de EC, Eh y un valor de pH
mas bajos en las muestras de la ribera de Agustin. Al respecto, debe considerarse
que los pardmetros fisico-quimicos de los cursos de agua afectados por AMD
dependen de muchos factores: paragénesis mineral, rojas encajantes, pluviometria,
procesos de atenuacion natural, etc. Por ello, este diferencia probablemente se pueda
explicar por las razones esgrimidas anteriormente (Carro et al.,, 2006; Sarmiento,
2014).

El oxigeno disuelto en las muestras MJ1, MJ2, MJ4 y MJ5 tuvo valores elevados.
Sin embargo, en las muestras MJ3, MJ6, MJ7, MJ8, MJ9 se presentan niveles bajos
de concentracion de oxigeno disuelto (menor al 40%) como consecuencia de la
reaccion de oxidacion que consume oxigeno (Sarmiento, 2014) y del grado de
oxigenacion del agua, el cual a su vez depende del caudal y velocidad de la corriente
de agua. La zona de muestreo MJ5 se encuentra en condiciones fuertemente 6xicas
con saturacion del oxigeno disuelto, posiblemente una de las razones puede ser
porque los ecosistemas en condiciones de acidez son estructuralmente simples con
baja biodiversidad, por lo que el consumo de oxigeno es menor y las concentraciones
de oxigeno en el medio empiezan a crecer.
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Aunque parezca una contradiccién, un caso contrario ocurre en la zona de
muestreo MJ4 procedente del Arroyo Tia Sebastiana que, aunque los niveles altos de
oxigeno disuelto sean altos presenta ecosistemas con alta biodiversidad y por lo tanto
constante actividad fotosintética que genera altas concentraciones de oxigeno en el
medio. Este arroyo se seca casi totalmente a finales de la primavera; la pérdida de
caudal provoca un descenso muy nhotable de la concentracion de oxigeno, llegando
en algunos encharcamientos a valores proximos a cero (F. Cérdoba, comunicacion
personal).

Mediante el andlisis de componentes y el analisis jerarquico de aglomerados
podemos detectar ciertas agrupaciones entre los diferentes puntos de muestreo
dependiendo de los parametros fisico-quimicos.

En el andlisis multivariante observamos tres agrupaciones. La agrupaciéon MJ1-
MJ5 corresponde a las muestras més afectadas por AMD. La agrupacién entre las
muestras MJ3-MJ6-MJ7-MJ8-MJ9 proceden de muestras levemente afectadas por
AMD y que resultan de la mezcla de aguas limpias (MJ2 y MJ4) con aquellas derivadas
de los cursos de agua mas acidos. Por el contrario, la agrupacion entre MJ2 y MJ4 se
encuentra sumamente alejadas ya que proceden de aguas limpias. Al respecto,
volvemos a considerar que la muestra MJ2 se corresponde con un rio muy acido
(Valdeoscuro) cuyas caracteristicas se ven anuladas por la influencia de la EDAR de
Alosno (Figura 21A).

Del mismo modo, en el andlisis del dendrograma (Figura 21B) observamos
resultados similares al analisis multivariante. Como en el caso anterior, se observan
dos agrupaciones que se corresponden con los rios afectados por AMD y con los no
afectados. Para el primer caso, se distinguen dos subclusters formados, como en el
caso anterior, por los rios mas afectados por AMD (MJ1 y MJ5) y los levemente
afectados (MJ3-MJ6-MJ7-MJ8-MJ9)
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Figura 20. Representacién del analisis fisico-quimico teniendo en cuanta el pH (A), conductividad
(Ec) (B) y potencial redox (Eh) (C).
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Figura 21. Andlisis multivariante de los pardmetros fisico-quimicos.
(A) Analisis de componentes principales; (B) Analisis de aglomerados.

4.2.Composicion elemental

En la tabla 2 se muestran los valores del andlisis de metales mediante ICP-0ptico.
Como se podia esperar, las muestras provenientes de cursos afectados por AMD
presentan valores elevados de metales toxicos. Mientras que los cursos provenientes
de aguas neutras contienen muy bajas cantidades de metales.
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Metales MJ1

Al 51,2 0,1 16,3 0,1 696,1 18,7 132,1 229,6 464,5
As 0,09 0,09 0,09 0,09 8,60 0,09 0,64 1,19 2,66
Ba 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Ca 38,90 42,88 45,36 35,78 121,50 43,70 58,45 70,32 102,78
Cr 0,09 0,09 0,09 0,09 0,40 0,09 0,09 0,13 0,27
Cu 10,37 0,31 2,97 0,09 80,90 3,40 15,17 25,60 50,03
Fe 12,89 0,32 0,93 0,30 1583,40 0,40 193,98 349,14 779,32
K 1,33 11,51 9,01 0,79 0,90 6,70 571 4,42 1,36
Mg 55,35 27,42 40,34 23,13 661,20 39,90 140,17 226,59 436,61
Mn 4,75 0,28 2,65 0,09 80,90 3,30 16,34 27,60 53,99
Na 26,54 76,50 57,59 31,18 32,90 50,70 45,43 39,41 24,98
Ni 0,16 0,09 0,09 0,09 2,20 0,10 0,47 0,76 1,46
P 0,09 0,09 0,09 0,09 4,20 0,09 0,47 0,88 1,69
Pb 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,20
S 218,04 55,26 120,75 13,35 3608,50 120,80 611,18 1108,53 2290,01
Sr 0,10 0,09 0,15 0,13 0,30 0,09 0,09 0,19 0,21
Ti 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
V 0,09 0,09 0,09 0,09 0,10 0,09 0,09 0,09 0,09
n 2,02 0,12 0,83 0,09 228,60 0,90 37,06 68,89 141,44
Mo 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Co 0,34 0,09 0,13 0,09 3,70 0,20 0,82 1,41 2,73
Cd 0,09 0,09 0,09 0,50 0,09 0,09 0,15 0,31

Tabla 2. Andlisis de metales mediante ICP-éptico

La figura 22A y 22B muestran los elementos mas abundantes presentes en las
muestras analizadas. Generalmente en aguas procedentes de procesos
mineraldgicos existe una gran contribucion del no metal S y el cation mayoritario Fe,
gue juega un papel importante en la hidroquimica de las aguas acidas (Sarmiento,
2014).

La muestra MJ5 proveniente de la Ribera de Agustin presentar los valores mas
elevados de metales sobre todo de Sy Fe. Este rio discurre desde Corta Esperanza
en Tharsis y se nutre esencialmente del agua de la denominada Laguna de Canaleos.
En su curso no hay practicamente influencia antrépica salvo la reservada a los cotos
de caza de su entorno.

Como cabia esperar, la muestra de aguas neutras del arroyo de Tia Sebastiana
(MJ2) presenta bajas concentraciones de S, Fe y de otros metales. En cuanto a las
muestras MJ6, MJ7, MJ8 y MJ9 de dicho arroyo, se observa que a medida que se
acercan al punto de union con Rivera de Agustin van aumentando las concentraciones
de Sy Fe. En los puntos méas préximos la confluencia de dicho arroyo con el Agustin
se observaron numerosos individuos de Erica andevalensis, un brezo endémico
indicador de la contaminacion de suelos por rios afectados por AMD, lo cual indica
que el rio Agustin afecta intensamente al arroyo de Tia Sebastiana en su ultimo tramo.
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Por lo que respecta a la muestra MJ1, el arroyo Valdeoscuro, procedente del
filon Norte de Tharsis y formado en la galeria Sabina, discurre por varias huertas y
tierras ganaderas en el entorno de Alosno, lo que puede explicar la relativamente baja
concentracion de metales -con relacién a la ribera de Agustin- por aportes de aguas
de riego y materia organica, lo que conllevaria la precipitacién de oxihidroxisulfatos de
hierro que circulan por los cauces afectados por AMD (Olias et al., 2007). Ademas, la
posible presencia de minerales carbonatados disueltos neutralizarian parcialmente la
acidez y, por tanto, producirian la precipitacion Fe, Al y de otros metales (Aduvire,
2006b). La influencia de la EDAR vuelve a ser muy relevante ya que la concentracion
de metales desciende abruptamente (puntos MJ2 y MJ3).

En la figura 23 se ha representado el sumatorio de Ficklin, donde se considera
la suma de concentraciones de metales base (Zn, Cd, Co, Ni, Cu y Pb) que son
derivados exclusivamente de los procesos de oxidacion de sulfuros (Ficklin et al.,
1992). Se observa que la muestra MJ5 destaca por presentar los valores mas
elevados de contenido metalico con relacion al resto de muestras.

Por otro lado, la concentracion diferencial de los metales en los distintos puntos
de muestreo nos permite un andlisis jerarquico de cluster de los propios puntos de
muestreo (Figura 24). Como se observa, se puede distinguir la formacion de dos
clusteres. El primero agrupa a todas muestras provenientes de aguas &cidas
presentando en conjunto un indice de similitud de aproximadamente 87; y el segundo
agrupa a las muestras procedentes de aguas neutras con un indice de similitud de
aproximadamente 93.
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Figura 22. Concentracién de azufre (A) y de hierro (B) en funcién del punto de muestreo.
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Figura 24. Andlisis de aglomerados de los puntos de muestreo en funcion de la concentracién de
elementos quimicos en las diferentes zonas de muestreo.

Se analizo también la correlacion de Pearson entre los distintos metales
obteniendo los siguientes resultados donde se muestra que todos los metales se
correlacionan positivamente entre si, excepto, K, Na, Pb. Sin embargo, Ky Na se
correlacionan entre si positivamente (Figura 25). En la figura, el color azul destaca
las correlaciones positivas, mientras que el color rojo destaca las negativas. El
tamafio de los circulos es proporcional al valor de la r de Pearson. Solo se
muestran las correlaciones significativas (p < 0,05). Obsérvese que el Na y el K,
metales alcalinos, se correlacionan negativamente con el resto de metales -de
transicion, alcalineo-térreos como el Ca, y metaloides como el Al y As. El plomo
muestra una correlacion muy débil con el resto de elementos quimicos, dado que
su concentracion fue practicamente despreciable en todos los puntos de muestreo,
como en los casos del bario, titanio y molibdeno
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Figura 25. Analisis de correlacion de Pearson entre los diferentes metales

4.3. Analisis de diatomeas

Para este analisis se procedi6 al conteo de 3600 valvas en donde se identificaron
44 especies de diatomeas en el total de las 9 muestras. En el anexo | se muestra una
tabla con las diferentes especies identificadas y sus siglas, también se indica el
namero de individuos contabilizados en cada muestra analizada. EIl anexo Il incluye
una fotografia tomada en el microscopio de cada especie identificada.

Las especies mas ampliamente distribuidas en la zona de estudio son, por orden
de abundancia, Eunotia exigua (EEXI) > Pinnularia subcapitata (PSCA) > Pinnularia
acidophila (PACI) > Achnanthidium minutissimum (ADMI) > Nitzschia palea (NPAL) >
Gomphonema lagenula (GLGN) > Planothidium frequentissimun (PLFR) > Pinnularia
aljustrelica (PALJ) > Melosira varians (MVAR) > Nitzschia acidoclinata (NACD) (Figura
26). Estos especies agrupan al 93% de todas las especies identificadas. En la figura
27 se pueden observar una grafica de barras con las frecuencias acumuladas de las
diatomeas identificadas en los distintos puntos de muestreo.
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Figura 26. Especies mas abundantes (Abundancia relativa > 1 %).
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Figura 27. Numero de valvas ordenados por cada especie de diatomea identificada.
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Con el andlisis de componentes principales y el analisis de aglomerados (Figura
28Ay 28B) podemos apreciar la formacion de agrupaciones en funcion al nimero de
especies y de individuos, la primera agrupacion proviene del Arroyo Valdeoscuro (MJ1
y MJ2). Obsérvese que los andlisis de factores fisico-quimicos y de elementos
guimicos demostraron que la EDAR provocaba un cambio brusco de los mismos. Sin
embargo todas las diatomeas halladas en MJ2 (después de la EDAR) sdlo pueden
proceder del curo superior del arroyo, y de ahi su agrupamiento. Por el contrario, la
muestra de aguas limpias, no afectadas por AMD, del arroyo de Tia Sebastiana (MJ4)
se aislan del resto de muestras.

MJ3 y MJ6 también estan asociados. MJ3 es un punto de muestreo del arroyo
Valdeoscuro alejado de la EDAR y MJ6 lo es del arroyo de Tia Sebastiana una vez
incorporadas las aguas de arroyo Valdeoscuro. El agrupamiento por similitud de las
comunidades de diatomeas puede explicarse esencialmente por una leve afectacion
de aguas é&cidas (pH 4,4-4,7; EC 0,83-0,89) y sobre todo por la accion antropica ya
gue ambos puntos se localizan en zonas de cultivo y de ganaderia. MJ5 y MJ9
corresponden a la Ribera de Agustin, muy afectada por AMD y MJ7-MJ8 son puntos
del arroyo de Tia Sebastiana proximos a su desembocadura en la ribera de Agustin.
Como hemos comentado previamente, estos ultimos puntos estdn muy influidos por
la entrada de aguas acidas del rio mas caudaloso, y de ahi la presencia de Erica
andevalensis en la ribera de arroyo de Tia Sebastiana. De hecho, entre los puntos
MJ5-MJ7-MJ8-MJ9 la variacion de pH es 2,3-3,1 y la de EC se sitda entre 2,52-6,00,
siendo el valor mas elevado el que corresponde al punto de encuentro entre ambos
rios.

Es importante destacar las diferencias de las agrupaciones muestrales segun se
consideren o no las diatomeas presentes en los cursos de agua investigados. Las
comunidades de diatomeas registran cierta estabilidad en funcion de sus ciclos de
vida y de su tasa de renovacion, mientras que los parametros fisico-quimicos son muy
inestables al estar influidos por numerosas variables entre la que destacamos la
pluviometria y temperatura, ademas de las derivadas de las paragénesis minerales en
el caso de aguas afectadas por AMD, las propiedades de los materiales encajantes,
la presion antrépica, etc. Los cambios ambientales deben de prolongarse en el tiempo
para que las comunidades de diatomeas se estabilicen en funcion de su
tolerancia/sensibilidad a diversos pardmetros fisico-quimicos. Las comunidades de
diatomeas muestran una elevada resiliencia frente a los cambios ambientales
mediante su rapida reproduccion y recolonizaciéon de las zonas de crecimiento
(Townsend et al., 1997).
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Figura 28. Analisis multivariante de las especies de diatomeas.
(A) Analisis de componentes principales; (B) Analisis de aglomerados.

En el analisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS), basado
sobre el indice de similitud de Bray-Curtis, y tomando como criterio el pH para la
formacion de agrupaciones de diatomeas (Figura 29), se observa la formacion de dos
grupos de comunidades de diatomeas, el primer grupo se encuentra por encima del
pH 4 pertenecientes a las muestras MJ2, MJ4, MJ6, MJ3; y el segundo grupo por
debajo de pH 4 de las muestras MJ7, MJ1, J8, MJ9, MJ5.

También se realiz6 un estudio sobre la correlacion de Spearman en las
diatomeas mas abundantes en funcién del pH, conductividad (EC) y potencial redox
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(Eh). Se observa una alta correlacién negativa (r>[0,6]) con el pH donde predominan
Pinnularia acidophila (PACI), Pinnularia aljustrelica (PALJ) y Pinnularia subcapitata
(PSCA); mientras que, en funcién de EC y Eh presentan correlacion positiva (r>0,8).
En cuanto a la especies Achnanthidium minutissimum (ADMI), Eunotia exigua (EEXI),
Gomphonema lagenula (GLGN), Melosira varians (MVAR), Nitzschia acidoclinata
(NACD), Nitzschia palea (NPAL), Planothidium frequentissimun (PLFR) la correlacion

es positiva (r>0,2) con el pH; en funcidon de EC y Eh presentan correlacion negativa
(r>[0,2]) (Figura 30 A, B, C).

NMDA (BRAY-CURTIS)
SpH>4 " pH<4

-

cordinate

C
G
&

————— -

Coordinate 1

Figura 29. Andlisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDA) basado sobre el indice
Bray-Curtis, donde se tomé en cuenta el criterio del pH para representar la formacion de grupos de
diatomeas.
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Figura 30. Representacion de la Correlacion de Spearman teniendo en cuenta las especies de
diatomeas en funcién del pH (A), en funcion de EC (mS/cm) (B), y en funcién de Eh (mV) (C). (*p<0,5;
**n<0,01).

Al estar descritas aproximadamente 20.000 especies, la identificacion de cada
especie es la parte mas compleja del estudio ya que estas se diferencian mediante
sus caracteristicas morfolégicas, aunque también se considera la autoecologia puesto
gue estos seres vivos actian como biosensores naturales y permanentes de la calidad
del agua.

Para el analisis de las comunidades de diatomeas se considera la frecuencia y
abundancia de cada taxon. Al respecto, las especies mas abundantes en el estudio
son del género Eunotia exigua que es indicador de aguas en condiciones acidas
generados por actividades antropogénicas (Alles et al., 1991). En la FPI, E. exigua ha
sido observada en rios afectados por AMD a pH inferiores a 4 (Whitton y Diaz, 1980;
Urrea y Sabater, 2009; Fernandez et al. 2018; Suarez et al., 2018; Leiva et al., 2020).
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De Nicola (2000), en una revision sobre diatomeas de aguas 4cidas, sefiala que E.
exigua se desarrolla en un margen de pH entre 2,2 y 3,3. Sin embargo, en este trabajo
se muestra que E. exigua se desarrolla en un amplio rango de pH (2,3-7,6) y de
conductividad (0,29-3,6 mS/cm). En un articulo sobre rios de Galicia se proporcionan
valores 6ptimos de pH 6,3 y conductividad de 38,5 uS/cm para las poblaciones de E.
exigua (Leira et al., 2017). Por otra parte, Lorin y Cambra (2007) hallan a E. exigua en
aguas de rios del norte de Espafia a pH entre 4,4-7,4 con margenes de conductividad
entre 17,4 y 518 uS/cm. Por tanto, E. exigua debe ser considerada como especie
acidiobionte, mejor que acidéfila, al tolerar amplias variaciones de pH y de
conductividad., si bien su pH 6ptimo de crecimiento es <5,5 (Van Damm et al., 1994).
En el listado general de especies de diatomeas de la Peninsula Ibérica (ID-TAX), E.
exigua se describe como una especie acidobionte (Blanco et al., 2012), y presenta
valores bajos (r<0,3) de correlacion en cuanto a los parametros de conductividad y
potencial redox.

Obsérvese que las especies propiamente aciddfilas descritas en este trabajo son
del género Pinnularia, concretamente, P. acidophila P. aljustrelica y P. subcapitata,
estas especies han sido previamente descritas en un trabajo de investigacion llevado
a cabo por Leiva et al. (2020). En otro estudio llevado a cabo en aguas procedentes
de la FPI hallaron como diatomeas abundantes a los mismos géneros de Pinnularia a
un pH <3 (Valente et al., 2016). Este género de diatomeas también ha sido hallado en
ambientes similares en un estudio realizado por Rivera et al. (2019) Por lo tanto, la
taxocenosis encaja con el patron de contaminacion minera que caracteriza a estas
aguas.

Achnanthidium minutissimum, ha sido identificada en aguas ligeramente acidas
(MJ3, MJ6) como en la investigacion llevada a cabo en la cuenca del Rio Odiel donde
A. minutissimum fue la especie mas frecuente de un total de 102 especies de
diatomeas identificadas (Leiva et al., 2020).

También se observo la presencia de determinadas especies del género Nitzschia
gue generalmente estan presentes en ambientes eutréficos. En este trabajo se ha
detectado la presencia de Nitzschia palea que se desarrolla en ambientes donde la
literatura resulta ser muy ambigua. Vam Dam et al. (1994) menciona que es una
especie saprotrofa, polisaprébica e hipereutraféntica, mientras que el ID-TAX la
describe como dulceacuicola, neutrdfila, polisaprébica, hipereutrofila y subaérea. Por
otro lado, Cholnoky (1962) considera a N. palea como una especie caracteristica de
ecosistemas eutroficos alcalinos y que prefieren lugares oxigenados; caracteristicas
gue concuerdan con las muestras de aguas neutras (MJ2, MJ4) presentes en este
estudio. En cuanto a Nitzschia acidoclinata se ha descrito que prefiere aguas
ligeramente acidas con bajos niveles de conductividad y bajo niveles de nutrientes
(Bahls, 2016); mostrandose caracteristicas similares a nuestros resultados.
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Estudios realizados han demostrado que Gomphonema lagenula es una especie
tolerante a la contaminacion, presenta débil adherencia al sustrato por lo que prefieren
ambientes en zonas con bajo caudal (Michels, 1998; Ramirez y Plata-Diaz, 2008).
Otros estudios llevados a cabo por Urrea-Clos y Sabater (2009) en las cuencas de
rios acidos Tinto y Odiel y rio alcalino Piedras, indican que una de las diatomeas mas
abundantes en aguas neutras fue Planothidium frequentissimum. En cuanto a
Melosira varians que fue hallada en este estudio y también reportada en el estuario
del rio Ebro, Espafia, se considera que esta especie es indicadora de ambientes bien
oxigenados, llegando a ser catalogada como especie eutréfica por su tolerancia a gran
cantidad de ambientes (Quesada, 2018; Rovira et al., 2012)

4.4. indices de Biodiversidad

La tabla 3 muestra los indices de diversidad que se calcularon del conjunto de
datos de las diatomeas identificadas.

RIQUEZA (S) DOMINANCIA (1-D)  DIVERSIDAD (H') UNIFORMIDAD(J)’

MJ1 2 0,3569 0,5423 0,7823
MJ2 14 0,7025 1,611 0,6103
MJ3 5 0,5328 0,8987 0,5584
MJ4 25 0,8625 2,392 0,7433
MJ5 5 0,6362 1,193 0,7411
MJ6 12 0,731 1,625 0,6537
MJ7 22 0,6511 1,601 0,5178
MJ8 15 0,7352 1,666 0,6154
MJ9 6 0,5715 0,9884 0,5517

Tabla 3. Valores de los indices de diversidad en funcion del punto de muestreo.

Se puede observar que la rigueza es mayor en puntos menos afectados por
AMD. La dominancia de Simpson (1-D) apenas discrimina las muestras. El mayor
valor del indice de Shannon corresponde al punto muestreo de aguas mas limpias
(MJ4); en aguas mas o menos contaminadas por AMD su valor oscila entre 1y 1,6,
con la excepcion del valor obtenido para el arroyo Valdeoscuro antes de recibir las
aguas de la EDAR, cuyo valor fue el mas bajo, dado que su riqueza es también
extremadamente baja. Con el indice de Pielou se pretende saber si en una muestra
todas las especies estan igualmente representadas, por lo que, al presentar un valor
de 1 es cuando todas las especies son igual de abundantes; a aproximarse a 0, las
especies son menos equitativas. Los rangos observados oscilan entre 0,5 y 0,8 sin
gue se aprecie una clara asociacion con el grado de afectacion por AMD.
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Para calcular la diversidad beta se aplico el indice Whittaker, que indica el
cambio de comunidades de diatomeas a lo largo de gradientes geograficos o
ambientales. En este trabajo, se obtuvieron los resultados reflejados en la tabla 4. Se
observa que entre las muestras MJ1-MJ5-MJ9 (las mas afectadas por AMD) y la
muestra MJ4, la mas limpia, mas del 80% de las especies han cambiado. La incidencia
del agua procedente de la EDAR es muy elevada dado que se produce un recambio
del 75% entre las muestras MJ1 y MJ2. La contunidad de las propiedades de la Ribera
de Agustin, el rilio mas afectado por AMD de los estudiado, se manifiesta en que los
puntos MJ5 Y MJ9 apenas presentan una variacion del 9% en las comunidades de
diatomeas.

Muestra
MJ1 075 042857 085185 042857 071429 083333 076471 05
MJ2 057895 048718 068421 053846 0066667  0,58621 0,7
MJ3 08 06 064706 077778 07 063636
MJ4 08 045946 057447 05  0,80645
MJS 052941 07037 06 0,090909
MJ6 052941 025926  0,55556
W7 040541 0,71429
MJ8 0,61905,

Tabla 4. Matriz de valores relativos del indice de Whittaker

Considerando los indices de diversidad ademés del pH, conductividad (EC) y potencial
redox (Eh) (Tabla 5) se realiz6 un andlisis de la correlacion de Pearson. Se observa
gue ningun indice presenta correlacion con los factores fisico-quimicos, lo que
confirma (eg. Leiva et al., 2020) que los indices carecen de utilidad practica cuando
se comparan comunidades de diatomeas ya que las poblaciones son muy
heterogéneas. Sin embargo, el indice de dominancia muestra una correlaciéon muy
significativa (p<0,001) con el indice de riqueza. El indice de diversidad tiene una
correlacion muy significativa (p<0,001) con el indice de rigueza y dominancia. En
cuanto los parametros fisico-quimicos la conductividad (EC) muestra una correlacion
significativa (p<0,05) con el pH, mientras que el potencial redox (Eh) presenta una
correlacién muy significativa y significativa con el pH y EC respectivamente, como se
ha comentado en previamente en este trabajo.
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. RIQUEZA(S) DOMINANCIA(-D) DIVERSIDAD(H)  UNIFORMIDAD() pH

RIQUEZA {5 00099136 061614 018395 047962 0,145
DOMINANCA(1D) 079821 079041 01618 067289 016327
DIVERSIDAD (H) 091313 096476 090305 010447 045451 0091309
UNIFORMIDAD()) 019445 010381 0047679 09346 038178 093814
oH 048671 0,50887 057611 0032133 0036158 | RERR
EC 0,07158 016421 0,868 033263 0,6988 0046193
Eh 05274 050734 0,59455 0030387 097555 06747
TG oo p<0,05

Tabla 5. Matriz de correlacion de Pearson entre los indices de diversidad.
Se muestran los valores de r. Los colores indican el grado de significacion.

Finalmente, considerando tanto los parametros fisico-quimicos: pH,
conductividad (EC), potencial redox (Eh), como los indices de diversidad de las
poblaciones de diatomeas: riqueza (S), Simpson (1-D), Shannon (H") y Pielou (J), y
las comunidades de diatomeas mas abundantes en las zonas de muestreo, se realizo
un analisis de componentes principales (basados en la r de Pearson). Con estos datos
se genero la siguiente grafica (Figura 31), donde se puede observar que hay una
correlacion inversa entre pH y Eh puesto que a mayor pH menor Eh, mientras que
entre EC y Eh hay correlacion positiva. Se puede apreciar que el pH tiene una relacion
proxima a lariqueza (S) y a los indices de diversidad de Shannon (H’) y de uniformidad
de Pielou (J). En el mismo cuadrante donde se hallan los vectores de H' y de J se
localizan la mayoria de las diatomeas de aguas no afectadas y con bajo AMD. A
medida que el pH aumenta, el valor de los indices también mejora, es decir que hay
mas diversidad, mas riqueza y mas equitabilidad de las especies. En cuanto a la
conductividad (EC) y potencial redox (Eh) se observa que estan mas vinculados a las
diatomeas de aguas afectadas con AMD pertenecientes al género Pinnularia. Sin
embargo, en el caso de E. exigua, al ser una especie acidobionte, su situaciéon en un
cuadrante independiente revela su elevada tolerancia a las variaciones de pH, EC y/o
Eh.

En el analisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) basado en
el indice Bray-Curtis, se pueden observar dos agrupaciones claramente diferenciables
en funcion del grado de afectacion por AMD. EIl analisis ANOSIM indicé que ambos
grupos difieren entre si muy significativamente (p=0,0064).
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ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (correlacién de Pearson)
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Figura 31. Andlisis de componentes principales integrado los datos fisico-quimicos, indices de
diversidad y diatomeas.
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Figura 32. Analisis de escalamiento multidimensional no métrico basado sobre el indice Bray-Curtis,
integrado los datos fisico-quimicos, indices de diversidad y diatomeas.
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. CONCLUSIONES

. Se ha confirmado la utilidad y eficacia de aplicar la metodologia establecida
conforme a la Norma Europea UNE-EN 13946:2014 para la recoleccion,
tratamiento, identificacion y recuento de muestras de diatomeas.

Factores como la concentracion de metales, acidez de las aguas y
conductividad han influenciado en la presencia de poblaciones de diatomeas.
Se han identificado 44 especies de diatomeas con una distribucibn muy
heterogénea y en ciertos casos poco frecuente en aguas afectadas o no
afectadas por AMD.

Las especies de diatomeas asociadas a cursos de aguas afectadas por AMD
denominadas aciddfilas son del género Pinnularia: P. acidophila P. aljustrelica
y P. subcapitata. En aguas de baja acidez o neutras se hallaron a,
Achnanthidium minutissimum, Melosira varians, Gomphonema lagenula,
Melosira varians, Nitzschia acidoclinata, Nitzschia palea y Planothidium
frequentissimun. Mientras que Eunotia exigua al ser acidobionte y de elevada
tolerancia, se hall6 tanto en aguas afectadas y no afectadas por AMD.

Se ha demostrado que el efluente derivado de la EDAR de Alosno es capaz de
alterar y mejorar sensiblemente las condiciones de un rio afectado por AMD,
obteniéndose cambios significativos en los parametros fisico-quimicos,
concentracion de metales y en la composicion de la comunidad de diatomeas.

Los parametros fisico-quimicos nos han proporcionado una informacion
puntual de lo que sucede en las aguas vinculadas al entorno de la Mina de
Tharsis, mientras que las diatomeas, al actuar como biosensores naturales
permanentes, son una herramienta util que nos han brindado informacion
mucho mas precisa sobre el estado ecoldgico de los cauces en estudio.
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Anexo I:

Especie Caddigo MJ1 MJ2 MJ3 MJ4 MJ5 MJ6 MJ7 MJ8 MJ9 TOTAL
OMNIDIA
V5.5
Achnanthidium ADMI 0 2 230 0 0 182 0 1 0 415
minutissimum
Amphora strigosa SMST 0 0 0 18 0 1 1 1 0 21
Aulacoseira sp. AUSP 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2
Brachysira sp. BSP 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Cocconeis placentula CPLA 0 0 0 0 0 0 13 5 0 18
Cyclotella meneghiniana CMEN 0 4 0 9 0 0 0 5 0 18
Cymbella turgidula CTGL 0 0 0 0 0 0 3 0 0 3
Diploneis oblongella DOBL 0 1 0 5 0 0 0 0 0 6
Eunotia exigua EEXI 307 192 147 2 43 69 66 121 9 956
Eunotia implicata EIMP 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Fragilaria pinnata  FPLA 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
var.lancettula
Gomphonema affine GAFF 0 0 0 5 0 0 0 0 0 5
Gomphonema angustatum GANG 0 0 0 6 0 1 0 1 0 8
Gomphonema naviculoides GGRA 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
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Gomphonema lagenula GLGN 0 18 0 64 0 31 4 1 0 118
Hantzschia amphioxys HAMP 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Karayevia ploenensis KAPL 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Lemnicola hungarica LHUN 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Melosira varians MVAR 0 2 0 34 0 40 3 10 0 89
Navicula radiosa NRAD 0 0 0 10 0 0 0 0 0 10
Navicula sp. NSP 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Navicula symmetrica NSYM 0 1 0 8 0 0 0 0 0 9
Navicula veneta NVEN 0 0 0 17 0 1 4 5 0 27
Nitzschia acidoclinata NACD 0 25 11 5 0 0 1 0 0 42
Nitzschia capitellata NCPL 0 0 0 0 0 0 3 0 0 3
Nitzschia dissipata NDIS 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Nitzschia frustulum NIFR 0 17 0 0 0 0 0 0 0 17
Nitzschia inconspicua NINC 0 0 0 5 0 1 0 0 0 6
Nitzschia nana NNAN 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Nitzschia palea NPAL 0 36 0 72 2 27 0 0 1 138
Nitzschia sp. NSP 0 0 0 1 0 0 1 0 0 2
Nitzschia umbonata NUMB 0 0 0 0 0 0 19 20 0 39
Pinnularia acidophila PACI 0 0 0 0 210 0 38 54 205 507
Pinnularia aljustrelica PALJ 0 0 0 0 43 2 11 13 23 92
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Pinnularia parvulissima PPVS 0 3 0 0 0 0 0 0 0 3
Pinnularia subcapitata PSCA 93 90 11 13 102 43 222 155 161 890
Planothidium PLFR 0 0 0 101 0 2 4 6 0 113
frequentissimun

Planothidium lanceolatum PTLA 0 0 0 13 0 0 0 0 0 13
Psammothidium sp. PSP 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Stauroneis kriegeri STKR 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Stauroneis tackei STAK 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Surirella angusta SANG 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Tryblionella hungarica THUN 0 0 0 3 0 0 0 0 0 3
Ulnaria ulna UULN 0 8 0 4 0 0 1 0 0 13
TOTAL 400 400 400 400 400 400 400 400 400 3600
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ANEXO Il
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	 MJ2. Arroyo Valdeoscuro - Agua dulce (37  33' 4.748" N; 7  6' 18.328" W) Punto ubicado a 20 metros de la salida de la Estación depuradora de aguas residuales (EDAR) (Figura 9). El cauce del agua es lento y con una profundidad de 40 cm aproximadament...
	 MJ3. Arroyo Valdeoscuro – Agua ácida (37  32' 52.796" N; 7  5' 52.872" W) Zona de estudio ubicada a alrededor de 900 metros del muestreo MJ2. Curso lento de agua. Profundidad de alrededor de 40 cm. Agua poco turbia de color aparente entre verdoso y ...
	 MJ4. Arroyo Tía Sebastiana – Agua dulce (37  32' 49.841" N; 7  5' 40.654" W). Punto ubicado junto a la carretera HV-1427, a unos 1,3 km de Alosno y a aproximadamente 2,1 km del punto de su desembocadura en la Ribera de Agustín. Curso de agua lento, ...
	 MJ5. Ribera de Agustín – Agua ácida (37  32' 48,919'' N; 7  4' 56,226'' W)
	La zona de estudio se encuentra ubicada junto a la carretera HV-1427, a unos 2,5 km de Alosno y a aproximadamente 2,0 Km del punto de confluencia con el arroyo de Tía Sebastiana. Curso lento de agua. Profundidad de 10 cm aproximadamente. El agua no es...
	 MJ6. Arroyo Tía Sebastiana – Agua ácida (37  32' 3.232" N; 7  5' 21.570" W) Zona de muestreo ubicada a aproximadamente 150 metros de Ribera de Agustín, donde finaliza su cauce. El cauce del agua es abundante aunque lento. Agua algo turbia de color r...
	 MJ7. Arroyo Tía Sebastiana – Agua ácida (37  32' 0.105" N; 7  5' 21.436" W) Punto ubicado a 100 metros de su desembocadura en la Ribera de Agustín. Curso de agua lento y turbio de color rojizo; presencia de arena y rocas sumergidas. Zona de estudio ...
	 MJ8. Arroyo Tía Sebastiana – Agua ácida (37  31' 59.124" N; 7  5' 19.838" W) Punto de muestreo a escasos metros del lugar donde el Arroyo Tía Sebastiana desemboca en Ribera de Agustín (Figura 15). Curso de agua de elevado caudal, lento y de color ro...
	MJ9. Ribera de Agustín – Agua ácida (37  31' 59.281" N; 7  5' 18.236" N) Zona de muestreo ubicada poco antes de la confluencia con Arroyo Tía Sebastiana (Figura 16). Curso de agua lento y de color rojo con abundancia de sedimentos y rocas. Profundidad...
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	4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	Las áreas muestreadas para el estudio se realizaron en diferentes puntos afectados por el Drenaje Ácido de Mina (AMD) de mayor o menor grado. Por lo que, se consideraron dos arroyos que drenan dos de las cortas de la mina de Tharsis y un arroyo que no...
	4.1. Parámetros físico-químicos
	Los datos indican que las áreas analizadas presentan tanto aguas afectadas por AMD como aguas no afectadas por AMD. El comportamiento del pH en los diferentes puntos de muestreo se puede observar en la figura 20A. Las muestras afectadas por AMD presen...
	Los datos de conductividad y potencial redox son los esperados (Figura 20B y 20C), ya que las muestras presentan valores bajos para aguas no contaminadas por AMD; y valores altos para aguas contaminadas por AMD  (Leiva et al., 2020). Como en el caso a...
	El oxigeno disuelto en las muestras MJ1, MJ2, MJ4 y MJ5 tuvo valores elevados. Sin embargo, en las muestras MJ3, MJ6, MJ7, MJ8, MJ9 se presentan niveles bajos de concentración de oxígeno disuelto (menor al 40%) como consecuencia de la reacción de oxid...
	Aunque parezca una contradicción, un caso contrario ocurre en la zona de muestreo MJ4 procedente del Arroyo Tía Sebastiana que, aunque los niveles altos de oxígeno disuelto sean altos presenta ecosistemas con alta biodiversidad y por lo tanto constant...
	Mediante el análisis de componentes y el análisis jerárquico de aglomerados podemos detectar ciertas agrupaciones entre los diferentes puntos de muestreo dependiendo de los parámetros físico-químicos.
	En el análisis multivariante observamos tres agrupaciones. La agrupación MJ1-MJ5 corresponde a las muestras más afectadas por AMD. La agrupación entre las muestras MJ3-MJ6-MJ7-MJ8-MJ9 proceden de muestras levemente afectadas por AMD y que resultan de ...
	Del mismo modo, en el análisis del dendrograma (Figura 21B) observamos resultados similares al análisis multivariante. Como en el caso anterior, se observan dos agrupaciones que se corresponden con los ríos afectados por AMD y con los no afectados. Pa...
	Figura 20. Representación del análisis físico-químico teniendo en cuanta el pH (A), conductividad (Ec) (B) y potencial redox (Eh) (C).
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	La figura 22A y 22B muestran los elementos más abundantes presentes en las muestras analizadas. Generalmente en aguas procedentes de procesos mineralógicos existe una gran contribución del no metal S y el catión mayoritario Fe, que juega un papel impo...
	La muestra MJ5 proveniente de la Ribera de Agustín presentar los valores más elevados de metales sobre todo de S y Fe. Este río discurre desde Corta Esperanza en Tharsis y se nutre esencialmente del agua de la denominada Laguna de Canaleos. En su curs...
	Como cabía esperar, la muestra de aguas neutras del arroyo de Tía Sebastiana (MJ2) presenta bajas concentraciones de S, Fe y de otros metales. En cuanto a las muestras MJ6, MJ7, MJ8 y MJ9 de dicho arroyo, se observa que a medida que se acercan al punt...
	Por lo que respecta a la muestra MJ1, el arroyo Valdeoscuro, procedente del filón Norte de Tharsis y formado en la galería Sabina, discurre por varias huertas y tierras ganaderas en el entorno de Alosno, lo que puede explicar la relativamente baja c...
	En la figura 23 se ha representado el sumatorio de Ficklin, donde se considera la suma de concentraciones de metales base (Zn, Cd, Co, Ni, Cu y Pb) que son derivados exclusivamente de los procesos de oxidación de sulfuros (Ficklin et al., 1992). Se ob...
	Por otro lado, la concentración diferencial de los metales en los distintos puntos de muestreo nos permite un análisis jerárquico de clúster de los propios puntos de muestreo (Figura 24). Como se observa, se puede distinguir la formación de dos clúste...
	Figura 22.  Concentración de azufre (A) y de hierro (B) en función del punto de muestreo.
	Figura 23. Sumatorio de Ficklin
	Figura 24. Análisis de aglomerados de los puntos de muestreo en función de la concentración de elementos químicos en las diferentes zonas de muestreo.
	Se analizó también la correlación de Pearson entre los distintos metales obteniendo los siguientes resultados donde se muestra que todos los metales se correlacionan positivamente entre sí, excepto, K, Na, Pb. Sin embargo, K y Na se correlaci...
	Figura 25. Análisis de correlación de Pearson entre los diferentes metales
	4.3.  Análisis de diatomeas
	Figura 26. Especies mas abundantes (Abundancia relativa > 1 %).
	4.4.  Índices de Biodiversidad
	La tabla 3 muestra los índices de diversidad que se calcularon del conjunto de datos de las diatomeas identificadas.

	5. CONCLUSIONES
	1. Se ha confirmado la utilidad y eficacia de aplicar la metodología establecida conforme a la Norma Europea UNE-EN 13946:2014 para la recolección, tratamiento, identificación y recuento de muestras de diatomeas.
	2. Factores como la concentración de metales, acidez de las aguas y conductividad han influenciado en la presencia de poblaciones de diatomeas. Se han identificado 44 especies de diatomeas con una distribución muy heterogénea y en ciertos casos poco f...
	3. Las especies de diatomeas asociadas a cursos de aguas afectadas por AMD denominadas acidófilas son del género Pinnularia: P. acidophila P. aljustrelica y P. subcapitata. En aguas de baja acidez o neutras se hallaron a, Achnanthidium minutissimum, M...
	4. Se ha demostrado que el efluente derivado de la EDAR de Alosno es capaz de alterar y mejorar sensiblemente las condiciones de un río afectado por AMD, obteniéndose cambios significativos en los parámetros físico-químicos, concentración de metales y...
	5. Los parámetros físico-químicos nos han proporcionado una información puntual de lo que sucede en las aguas vinculadas al entorno de la Mina de Tharsis, mientras que las diatomeas, al actuar como biosensores naturales permanentes, son una herramient...
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